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Serumda Hepatit C Virusu RNA'simin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile Saptanmasinin Anlamz

Salih Tiirkoglu!, Yamina Lazizi=

Ozel: Hepatit C infeksiyonuna direngli oldufu bilinen Rhesus cinsinden bir maymunda infeksiyiiz partikiillerin degradasyon ve
HCV-RNA"min serumdan kaybolugu inceleadi. HCV-RNA-pozitif bulunan hastalardan hazirlanan bir serum favuze Irayvana intraveniz
yoldan inokiile edildi ve serum, tiikiiriik ve vaginal sekresyonlarda polimeraz sincir reaksiyonu (PZR) ile HCV-RNA arandu. Viral
partikiillerin hezla degrade oldufin inokilfasyonun dokuzuncu giiniinden "nested" PZR ile HCV-RNA arasfirmasuun negatif bulunmast ife
saptand.. HCV infeksiyonunda, HBV'de oldugunun aksine PZR ile alinan pozitif sonucun viral replikasyonun sitrmesi ile baglanith oldufu

soncuna varildr.

Analtar Stzciikler: Hepatit C virusu infeksiyonu, polimerar zincir reaksiyonn.

Summary: Importance of detection of hepatitis C virus sequences in serunt by polymerase chain reaction, We studied the degradation af
infectious particles and the clegrance of HCV-RNA in a rhesus monkey, species known 1o be naturally resistant to HCV., After injection with a
pool of infectious human sera, blood samples, saliva and vaginal secretions were investigated for HCV-RNA. We demonsirate that HCV particles
were rapidly degraded and that 9 days after inoculation, HCV-RNA detected by nested PCR became negative, Unlike HBV-DNA carriage, this
data prove that for HCV infection a positive result is always indicative of viral replication.
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Girig

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), hepatit C virusu (HCV) in-
feksiyonu tamsinda $nemli bir testtir. Ciinkil virasun kanda ve ka-
racigerde ¢ok diisitk miktarda bulundugu bilinmektedir (1), HCV
antijenlerine kargt olugan antikorlarin saplanmasi virusun elimi-
nasyonunu géstermemektedir, Infeksiytiz virus partikiileri ve bun-
lara karg olugan antikorlar hasta kigilerde aym anda bulunabil-
mekiedir (2). Aynica, antikorun saptanamadif1, ancak virusun va-
rolabildifi durumlar da meveuttur (3). Serumda ya da plazmada
HCV-RNA'nin revers transkriptaz PZR (RT-PZR) ile suplanmasi
gerck haslalifin jams, gerekse tedavinin etkinlifinin izlenmesi
icin ¢ok dnem tagimaktadir.

PZR'nin gok duyarh bir teknik olmas: alman sonuglann yo-
rumlanmasinda temkinli olunmas: gerekliligini de beraberinde ge-
lirmcktedir; zira, 1eorik olarak, bir mikroorganizmamn gogalmasi-
nin sonk ermesinden sonra da genomuna ait diziler, gesitli muaye-
ne maddelerinde PZR ilc saptanabilir (4). Bundan 8nce yapiifi-
mez bir ¢alismada, replikasyonun olmadifi kogudlarda hepatit B
virust DNA'simn (HBV-DNA)'siun serumda “in vive" kalig sii-
resini belirlemis ve PZR ile HRV-DNA'y1 uzun bir siire saplamig-
tk (3).

HCV infeksiyonunda da viral RNA'mn RT-PZR ile saptanma-
sinm anlamlilifim aragtirmak igin aym deneyi, aym Rhesus may-
mununda tekrarladik. Infeksiytiz HCV partikitlleri iceren hir se-
rum havuzu elugturarak hayvana inokiile ettik ve zaman iginde, vi-
rusun gegitli viicut sivilarina gecigi ve degradasyonuna belirledik,

Yantemler

Deney hayvam:  Rhesus cinsinden digi bir maymun (Macac-
ca mulata), uygun bir ortamda korundu ve beslendi. RT-PZR ile
HCV-RNA aragirmas: birkag kez tekrarlanan deneylerde pozitif
sonug vermis ve anti-HCV'si de pozitif olan kronik HCV infeksi-
yonu hastalarina ait serum &rmekleri tek bir tipte kangtinlarak bir
serum havuzo olugturuldu ve bunun 30 ml'si hayvana intravendz
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olarak verildi. Inokillasyon incesi, inokiilasyondan 1/2 saat sonra
ve ilk hafta her giin, daha sonraki tic hafta boyunes iki giinde bir
ve daha sonraki iki sy boyunca da hafada bir, hayvandan steril
tiiplere kan alinarak serum drnekleri toplandi,

Aym giinlerde hayvandan vaginal ve tiikiiriik 8rnekleri de alin-
di. Vaginal salgilarin toplanmas igin vajina 2 ml steril fosfat tam-
ponlu su (PBS) ile yskand: ve toplanan sivi steril tilplere alindi.
Tiikiiriik 6rnekleri igin "Omni SAL" 1iikiiriik (oplama sistemi (Sa-
liva Diagnostic Systems, Vancouver, USA) kullamldi. Tiim r-
nckler derhal uygun miktarlarda steril tilplere béliinerek -70°C'de
dondurulduiar,

RNA eldesi:  Serum rneklerinden RNA eldesi icin proleinaz-
K igeren eritme tamponu ile inkiibusyon sonrasi fenol/kloroform
ekstruksiyonu uypulandi (6). Sulandimmli ve sulandinmsiz drnek-
lerin 100 ml'sinden ckstraksiyon yapild:. Tikiirilk ve vaginal sek-
resyonlar igin ise puanidyum tiyosiyanat ySntemini kollanan
RNAzol B kiti kullamild (7).

RT-PZR. HCV genomunun 5-NC (non coding) blgesinden
segilmiy ve daha 6nce Lazizi ve arkadaglan(8)'nmn kullandiklan
"nesled” primerler ve uyguladiklar yonteme gbre yapildi. PZR
tiriinleri % 2 oramnda agaroz igeren Tris-borat-EDTA tamponu
ile hazirlanan ve 0,5 mg/ml'de etidyum bromiir ile boyanan jelde
incelendi. Jelde uygun boyda saptanan bandlarin konfirmasyonu
icin ise jeldeki tiim niikleik asidler alkalin transfer metodu ile
Hybond-N+ (Amersham) naylon membranlara gegirildiler. Rad-
youktif P32 ile isaretlenmis, yaklasik 200 baz uzunlugundaki bir
HCYV probu ile hibridizasyons tabi tutatdular.

PZR reaksiyonunun duyarlihifimn saptamalk igin Pasteur Ensti-
tiisii'nden Dr. Wikowsky'den sagladifimz ve HCY genomunun
5-NC bélgesinden itibaren 800 baz uzunlupunda bir parga iceren
bir ptazmidin seri sulandimmlar kullamldi.

Yunhy pozilif sonugara yol agmamak icin daha Gnceden bildi-
rilen konlaminasyona karst alinmasi pereken @nlcmlerin tiimii
alind: (9).

Pozitil basingh lemiz oda ve negatil basingli cksiraksiyon ve
PZR sonrasi inceleme odalannda galisildh. Omek haziwlanmast ve
nitkleik asid saflagtinlmast agamalart aym laborstuvarda iki ayn
laminer akimili kabin icerisinde yapldi. PZR sonrasi inceleme yi-
nc bir laminer akimli kabin igerisinde yapildi.
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Tablo 1. infeksiybz Bir Serum Havuzu inokiile Edilen
Maymunda RT-PZR ile Saptanan HCV-RNA Diizeyleri
Siire Serumda RT-PZR
{Pozifif Bulunan Serum Sulandirims)
inokilasyon dncesi -
inokitlasyondan 1/2 saat
sonrasi 103
1.Gin 102
2. Giln 102
3.Gin 102
4. Gin 102
7.Gin 10°2
9, Giin 10t
11. Giln -
14. GL:m -
20. Giin - Y,
Sonuglar

Oncellikle hayvana injekie edilen serum havuzandaki vires
miktarim tahmin edebilmek icin bu karyim bir seri sutandirma ta-
bi tutuldu. "Nested"-PZR sonucu, % 2Tik agaroz jelde gériiniir
band clde cdilebilen serum su],mdmml 10-% olarak saptandi. De-
ney iki kez (ckrarland: ve aynt sonug alinch, inokiilasyondan &n-
ceki serum drnegi negduf sonug verdi. Inokilasyondan 1/2 saat
sonra ahnan serum @megi 103 sulandmminda pozitil sOnug ver-
di. fzleyen giinlerdeki ahnan serum drneklerindeki HCV-RNA
poziliftifi tabloda gbrillmekiedir. En son pozitillik 9. giinde elde
edilebilmigtir,

Daha sonraki gitn, 11, giinde ve gesitli kontrol giinle 20, giin
37 ve 60. giinde de (labloda gdsterilmemigtir) negatif sonug alind
{Tablo 1). Aym giinlerde {oplanan vaginal drnekler ve uikiiriikler-
de pozilif sonug clde edilmedi.

"Nested"-PCR ile silrekli olarak pozitiflik elde edilebilen plaz-
mid sayist 4 olarak belirlendi.

Irdeteme

Bu galigmada PZR replikasyonun olmadii in vivo dency ko-
sullartnda HCV-RNA dizilerinin hizla degrade oldugu ispatlan-
mugtir. HBV infeksiyonuna da direngli oldugu bilinen Rhesus tii-
riinden aynt maymunu kullanarak yaptifiirmz tnceki caligmamiz-
da HBV-DNA, serumda iig ay boyunca saptanabilmigtir (5). Bu,
infeksiyon hastaliklarimn tamsinda PZR'1n ne dereceye kadar yar-
thmei olabilecegi konusunda tereddiitlerc yol agmigtir.

infeksiytiz olunmayan durumlards, hatia tamamen iyilesmeden
sonra, PZR ilc uzun siire pozitif sonuc elde etmek mimkiin ol-
makiadir (10).

HCV infeksiyonu sikltkla kroniklegmeye giden bir infeksiyon-
dur (11). Hem tamamen lyilesen, hem de kroniklesen hastalarda
anliker yaniti olugmakladir. Virusun antijeninin saptanmasi su an
icin miimkiin olmachgi icin viral RN'un PZR ile saplanmasi Lam-
da ¢ok nernli hale gelmekledir, Bu galismanim da gdsterdifi gibi
HCYV infeksiyvonunda PZR ile elde edilen pozitif sonug viral repli-
Kasyonun silrdiigtintin karut1 olarak kabul cdilmeldidir.

HCV-RNA, maymunun titkiiriik ve vaginal sekresyonlarmda

saptanamad). 1gG dilzeylerine bakarak plazmadan ilkiiriife ge-

gigteki sulanmann 103 diizeyinde oldufu varsayilarak (11) plaz-
madan mukozal sivilara HCV pozifligi saglayabilecek bir gecis
olmadtf ve PZR ile negatif sonuc alindifn ditstiniilebilir.

Sonug olarak, PZR'nin, HCV galigmalarnda viremi ve infeksi-
yozileyi cn iyi gsieren ydntem olarak yerini kurudugunu dilgiin-
mc]\leyu Yiiksck duyarhilift ve HCY-RNA'mn da in vivo dmrii-
niin ¢ok kisa olmasi, HCV infeksiyonunun inlerferonta tedavisi-
nin takibinde de PZR'yi gok tnemli kilmalkiadir.
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