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E Hepatiti: Deney Hayvanina Bulastirma ve Virusun
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Saptanmasi

Salih Tiirkoglu!, Pascal Dubreuil?

Ozei: Cynomolgus tirtinden bir maymien hepatit E virusennn (HEV) bir sugu (SAR-55) ile infekic edildi, Infeksiyon, serumda virusa
Hizgil antikorlar, alanin aminotronsferaz (ALT) akiivitesi ve viral RNA'nin revers franskriptaz PZR (RT-PZR) ile seram ve dighrda
gdisterifmesi ile izlendi. Infeksiyan bugitne dek tanimilanan paternlere benzer bir seyir gisterdi, Virel RNA'mn digkidan eldesinde gnanidyum
tiyosiyanat ve asid fenol yiiniemi ile klasik fenolfkloraform ekstraksiyona ve bunan iki modifikasyonu duyarlilife artirmak yiiniinden
kargiagtrildr, Klasik fenolfklaroform ekstraksiyonu en duyarl bulundi.

Analfar Stizefikler: HEV, PZR, hepatit, hidastirma,

Summary: Hepatitic E: animal fransmission and defection af the virus by the polymerase ehain reaction, A cynomolgus macague was
inpcilated intravenously with a strain (SAR-55} of the hepatitis E virus (HEV ). The course of the infection was monitored by assessing serum
fevels of anti-HEV and alanine aminotransferase and detecting viral RNA in samples of sera and feces by reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (RT-PCR). Guanidine thiocyanate-acid phenol, classical phenol-chiloroform methods and two of the latter's modifications were
compared in the extraction of RNA from feces for the purpose of increasing senyitivity. Phenolfclloroform method was found to be the most

sensitive,

Key Words: HEV, PCR, hepatitis, transmission.

Girig

Hepatit B virusu (MEV) gelismekte olan iilkelerde bagta gelen
bir hepatit ctkenidir. Kalsiviruslara benzeyen virus, hastalifin
akut fazinda siklikla digkidan saptanabilmistir. Virusun hastahin
ctkeni oldugunun 1983 yilinda belirlenmis olmasina kaesin (1),
tanida kullanilabilecek serolojik testlerin gelistirilmesi HEV ge-
nomunun molekiiler klonlanmas: ve bu yolla viral proteinlerin el-
de edilmesi ile miimkiin olabilmistir (2,3). Revers transkriptaz po-
limeraz zincir reaksiyonu (RT-1'ZR) (cknigi de serum ve dhgks gi-
bi ¢egitli trneklerde HEV genemlarninin gosterilmesini saglamistir
(4). Heniiz kiiltiiril yapilamayan bu virusla, Cynomelgus, Tama-
rin, Rhesus gibi maymunlar ve sempanzeler infekie edilebilmis
ve deney hayvaninds hasialifin patogenezi arastirilmaya baglan-
mgir (3-8). Bu amagla deney hayvanlan, scrum alunin aminol-
ransferaz (ALT), izositrat dehidrogenaz (ICD), gamma-glutamil
transferaz (GGT) gibi cesitli biyokimyasal parametreler, virusa
tzgil antijen ve antikorun karacifcr ve serumda gdsterilmesi ve
RT-PZR ile viral genomun saptanmasi ve dokulann histopatolo-
jik incclenmesi ile izienmektedir. Bu yontemlerden, uygun kogul-
larda yapildiginda en Ozpiil olanlarindan bir tanesi RT-PZR'dir.
Ancak digkadan yapilan PZR'lerde RNA eldesi ve baz resksiyon
inhibiltrlerinin yanhs negatif sonuglara yol agmas: sikhikla kargi-
lagilan durumlardandir (9). Ote yandan, deney hayvanmda infek-
siyon her zaman aym profili cizmemektedir.

Bu ¢ahymada duyarlibifn artinkmig bir RT-PZR teknigi kulla-
narak prototip bir HEV susu (SAR-35) ile (10) cynomolgus ma-
caque (Macaca fascicularis) tiriinden bir maymunda infeksiyo-
nun seyrinin izlenmesi amaglands.

Yontemler

Deney hayvare:  Cynomolgus maymunu uysgun bir ortamda
korundu ve beslendi. HEV'in Pakistan'da bir epidemi sirasinda bir
hastadan elde edilen ve Robert H.Purcell tarafidan bize génderi-
len standard bir inokulumu (SAR-55) hiyvana intraventz olarak
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(0.5 ml} inokiile edildi. Hayvanin inokiilasyon &ncesi ve sonrasin-
da iki giinde bir digkist ve belli bir miktar kani toplandr. Serum
drneklerinde ALT aktivitesine bakildi

ELISA:  Anti-HEV anlikorlars iki rekombinant antijen iceren
(8G-3 ve 8-3) Abbott Laboratuvarlarumn kiti ile araginldi. IgG
simf1 antikerfarin saptandif bu kitte sonuclanin degerlendirilmesi
kitin Snerdifi prosediire gére yapildi.

Duigkr stispansiyonu:  -80°C'de dondurularak saklanan digkilar
1/10 (agirhk/hacim) oraminda PBS ile sulandmldi 2500 g'de 20
dakika santrififje edildi. Usticki berrak faz ahnarak 0.45 mm'lik
membrandan siiziildii ve kiiciik miktarlara (0.5 ml) boltunerek suk-
lands ya da ckstraksiyona gecildi.

RT-PZR i¢in viral RNA'mn hazrlanmase: Klasik {enol/
kloroform ekstraksiyonu ve bunun iki medifikasyonu uyguland.
Guanidyum Lliyosiyanat ve asid fenol yontemine (11) gore hazir-
lanmig RNAzol B kiti de karsilastirmall olarak kullamildi. Dért
yintem A,B,C ve D olaruk isimlendirildi, Tiim y&nlemlerde 0.5
mi digkt silspansiyonu ile niikleik asid eldesi yapibdh. Klasik, fe-
nol/klorolorm/izoamil alkol ekstraksiyonu dncesi {y8niem A) or-
nekler Tris HC1 (0.1 M), EDTA (12.5 mM), NaCl (0.15 M), SD5S
(% 10) ve 400 gr/ml proteinaz K igeren eritme tamponunda bir
saat 37°C'de inkiibe edildiler. Daba sonra [enol/kloroform eks-
traksiyonuna gegildi. Son agamadan sonra elde edilen berrak laz
1.5 hacim sofuk (-20°C) saf etil alkol ve 1/10 hacim sedyum ase-
tat (3M) ve tilp bagina 2 ml glikojen (Appligenc) ile kansunld: ve
bir gece -20°C'de inkiibe edildi. Ertesi giin, 14 000 g'de 15 dakika
santrifiije edildikten sonra olusan ¢ékell % 7011k etil alkol ile yi1-
kand1 ve tekrar 10 dakika santrifiije edildi. Ckelti kurulduktan
sonra 25 ml distile suda ¢oziildil.

Yiniem B'de digkr siispansiyenu NaCl (son konsantrasyon
0.5M) ve palietilen glikol (PEG 6000, son konsanirasyon % 12)
ile karigtinld1 ve bir saat buz igerisinde beklelildi, 10 000 g'de 15
dakika santrifiije edildikten sonra viral partikiilleri de iceren ¢b-
kelti ybntem A'daki critme tamponu igerisinde ¢8ziildil ve fenol/
kloroform ekstraksiyonu aynen uypulandr (Resim 1).

Yéntem C'de digkr siispansiyonu anti-HEV antikoru yliksek
titrede pozitif gikmig bir serum ife 1/10 oraninda kangstnld: ve bir
saut +4°C'de bekletildi, Daha sonra PEG 6000 (son konsaniras-



12

Klimik Derg » Cilt 7, Sayi: 2

YONTEM A

YONTEM B

111

110

1100

/1000

1/10000

+

@X174

Hae i

Resim 1. Yontem A (klasik fenol/kloroform) ve Yéntem B
kullanilarak elde edilen RNA'nin, RT-PZR ile codaltilmasi
sonucu, agaroz jelde olusan bandlar.

yon % 3) ile kangtirdd: ve bir Snceki yéntemde oldugu gibi de-
vam edildi.

Yéntem D¥'de RNAzol B kullanddi. Digka stispansiyonu 1/10
oramnda RNAzol B ile kanigtinldi, Bey dakika buzda inkilbasyo-
nu izleyerek 12 000 g'de 15 dakika santrififjc edildi. Ustieki ber-
rak faz alindh, esit hacimde izopropil atkel ile kanstinidi, 15 daki-
ka buzda inkilbasyondan sonra 12 000 p'de 15 dakika santrifiifje
edildi. Olugan RNA cozellisi % 701ik elil alkolle yikandi ve 1ck-
rar 10 dakika 10 000 g'de santrifiije edildi. Son ¢tkelli difer yon-
temlerde oldugu gibi 25 ml distile suda ¢tziildii.

Serum drmeklerine (100 ml) RNAzol B ile RNA
ekstraksiyonu uygulanch, Son ¢iikelti 10 ml distile su-

PZH {dipks) -

gifti ile cogaltmaya tabi tutuldo. Yanhg pozitif sonuglara yol agil-
marast igin daha dnce ymymlanan kontaminasyona karg1 6nlem-
lerin timil alind1 (12). Hava basinglan kontrollil (gerekli olan yer-
de pozitif ve negufif basing saglayan) faboratuvarlarda gahgildn.
Ekstraksiyon ve niikleik asid saflagtrma asamalar iki ayn lami-
ner akiml kabinde, PZR sonrasi inceleme ayn bir laboratuvarda
laminer akimli kabin igerisinde gerceklestirildi.

Sonuglar

Ray ve arkadaslar (4)'nin tammladiklan PZR y@éntemi Gzerin-
de bazi optimizasyon gahgmalan yapildi. PZR'!n duyarhiifin
saptamak igin yine R.Purcell tarafindan tarafimiza gbnderilen ve
HEV penomuna ait (4449 no'lu niikleotid'den 3'btlgesinin sonung
dek) bir pargay1 igeren bir plazmid cesitli kopya sayilan icerecek
sckilde sulandinldi, R. Ray'm kullandify siklus sayis: ve difier pa-
ramelreler  defistirilmezken, yalnizca PZR  reaksiyonundaki
MgCla konsantrasyonunun 0.0015 M'dan 0.0025 M'a ¢ikarilmasi
ile "nested" PZR'de 10 kat bir duyarhlik artigi saptandi, Her de-
neyde agaroz jelde band elde edilebilen kopya sayisi 10 olarak
belirlendi. .

Hayvandan inokiilasyon &ince ve sonrasinda gesilli giinlerde el-
dec edilen serum ve digki @roekleri RT-PZR &ncesi derhal -
809C'de dondurularak saklandilar. Infeksiyon tncelikle serumda
ALT ve antiker diizeyleri saptanarak izlendi, Daha sonra pozitifli-
#in saptanmasi zerine cldeki tiim Srneklere RT-PZR uyguland.

HEV infeksiyonunun ilk gistergesi digkida ve serumda RT-
PZR ilc 7.giinde elde edilen pozitiflik oldu. ALT diizeyi iigiincit
haftada yitkselmeye baglad: ve 25 ve 28. giinlerde pik yaph. Anti-
korlarin serumda saptanmast da bu giinlerde oldu. Daha sonrz
ALT dilzeyi normallegirken antikorlar artan titrede, izlenen 46.
gline dek saptandilar.

Serumdn HEVY genomunun RT-PZR ile saplanmas1 28. giine
dek siirdil. Virus diskidan 37.giinde kayboldu. Inokiilasyondan
8nee aliman lim serum ve digka drmeklerinde virusa ya da hayvan-
dit herhangi bir infeksiyona ait higbir belirtiye rastlanmadi, Infek-
sivonun seyri Sekil 1'de gosterilmektedir. Digkidan virusun elde-
sinde kullamilabilecek en duyarhi ckstraksiyon ybniemini supla-
mak igin ALT'nin pik yapiif1 giine ait digks silspansiyonlanindan
RNAzol B ile ekstraksiyon ve RT-PZR yapildh.

Pozitif sonug alimnca bu suspansiyonlardan dort ayn yonteme
ghire RNA ekstraksiyonu yapildh, Yiizde 10'uk digkt stispansiyo-
nuna, sulandinm yapilmadan ve 1/100 000 sulundinma dek beg
ayn sulandirimda, dért ayn yonteme (A,B,C,D) gire nilkleik asid
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PZR {nerum) -
da gbzﬁ[dﬂ. AnLE-HEV
Revers transkriptaz-Polimeraz zincir reaksivonu 300
(RT-PZR): Serum ve digkada HEV genomunun sap-
lanmast igin daha Snce Ray ve arkadaglan (4) taralin- 850
dan tammlanan "nested” primerler kullamidn. 5 ml
RNA, 70°C'de 5 dakika denatiire edildikien sonra 20
ml {son hacim) 0,05 M Tris HCI (pH 8.3), 0.075 M 200
KCI, 0.01 M DTT, 0.003 M MgCI2 ve 200 iinite M-
MLV (Moloney murine leukemia virus) revers rans- 150
kriptlaz iceren reaksiyon karnsunmna cklendi ve 1 saat :fz
37°C'de bekletildi. Duha sonra reaksiyon 95°C'de 5 =
dakika hekletilerek durduruldu. 100
Elde edilen ¢cDNA'dan 5 mi, 100 ml (son hacim),
0.01 M Tris HCI (pH 83), 0.03 M KCI, 00025
MgCl12, her bird 100 mm dNTP, 50 pm primerier ve
1.25 iinite AmpliTag (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk,
CT) iceren reaksiyon kanginmnda, iizerine 100 ml mi- 0
neral vag konarak, 94°C'de 1 dakika, 52°C'de 2 daki- o

ka, 72°C'de 2 dakika stiren 35 siklus fle gogaltmaya
tabi tutuldy. Bunun 10 mi'si % 1.5k agaroz jelde in-
celendikten sonra 5 ml'si aym kosullarda i¢ primer

5 10 18 20 25 ao a5 40 45 B0

Sekil 1. SAR-55 susu ile infekte edilen Cynomoelgus maymununda
infekslyonun biyokimyasal, serolojik ve. virolojik seyri.
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ekstraksiyonu yapildi. Daha sonra elde edilen RNA siispansiyon-
lar1 ayn kogullarda revers transkripsiyona ve PZR'ye tabi tutuldu.
Yontem A (klasik fenolfkloroform) 1/10 000'deki pozitifiigi sap-
tarken, yontem C'de 1/1000, yontem B ve D'de 1/100'de pozitifiik
saptanabildi. Deneyler bir kez daha tekrarland: ve aym sonug elde
edildi.

irdeleme

Bircok primat HEV ile deneysel olarak infekie edilebilmigtir
{5-8,13). Maymunlarda tzellikle de cynomolgus maymunlarinda
HEYV infeksiyonu, insandakine kiyasla daha hafif seyretse de, de-
neysel infekeiyon igin (ekrarlanabilirligi olan bir model olugturdu-
gu soylenebilir (6,7,15). Boyle bir model hastalifin daha iyi ta-
mimlanmas: ve epidemiyolojisinin aydinlablmas: ve immiinopro-
filaksi calismalan igin onemli bir kaynak olugturmakiadir. May-
munda deneysel infekisyon olusturulabilmesinden bugiine dek
hastalijfin patogenezi birgok  aragtine: tarafindan  tammlanmaya
gahgimagtir (13).

Virusun gegitli viicut sivilart ve gikartilannda saptanmasinda
dnceleri elekiron mikroskepi (EM) ve immiinelektron mikroskopi
(IEM) kullarlnus, daba sonra genomun aynnith analizinin yapil-
mas ile PZR ile viral RNA'Tun gisterilmesi siklikla kullamlmaya
baglanmigtir (4,5,8,10). Biz bu galigmada, infeksiyon ile ilgili iic
parametre ile (karacifier enzim aklivitesi, serum ve digkida viral
genomun orlaya gikigt ve anti-HEV antikorlar)) maymunda infek-
siyonu izledik.

Deney hayvamnda infeksiyonun, birgok galigmada ortaya -
kan profiline bakilursa ilk géize garpan hemen her galigmada viru-
sun ik olarak digkida PZR ile sapianmasicir (5,6,7,8,13). Bu, ilk
haftada ya da iigiincil haftanin baginda olmakiadir. Bu galismada
RT-PZR ile diskada viral RNA'nmn ortaya gikigt birinci haftanin
sonunda ofmustur, Virusun serumda belirmesi (viremi) genellikle
bundan birkag giin sonra olmaktadir. Bu cahiymada viral RNA
digks ve serumda aym anda, inokiilasyonun 7. gliniinde saptan-
migtir. Bu paterni bildiren aragticilar vardir. Tsarev ve arkadag-
lar (8Ymin aym inokulumu (SAR-55) kullandiklan ve begeyno-
molgus maymunu ile deneyscl HEV infeksiyonunu aragtirdiklan
galigmalannda hayvanlarin birinde viral RNA digla ve serumda
aym anda saptanmigtr. Viremi maymunlann 4'iinde 10 giin ka-
dar, birinde ise iig hafta boyunca siirmiigtiir. Bu galigmads da vi-
rus serumda iig hafta boyunca saptanabilmigtir.

Virusun dncelikle digkida saptanmas: ilk olarak karacigerin tu-
tulmas1 olarak yorumlanmaktadir. Karaciferde replike olmaya
baglayan virus buradan safra yolu fle barsaga gegmekte ve digka
ile gikariimaktadir. Bu sirada viremi de olmakta ve karaciger ha-
san-enzimlerin yilkselmesi ve serokonversiyon-tneesi virus kan-
da saptanabilmektedir (3). Daha sonra gelisen bafigik yamtla bir-
likte virus kan ve karacigerden temizlenmektedir (Sekil 1). Bu ga-

higmada da antikor yanitimn saptanmaya bagladifi gilnde virusun
tnce kandan, birkag giin sonra da digkidan (karacigierden) elimine
oldugu gozlenmektedir. Bafgik yamt karacifer hagarim artirma-
makta ve hastalik tam iyilegme ile sonuglanmaktadir.

Viral RNA'mn digkadan elde edilmesinde bugilne dek gok ge-
sitli yontemler denenmigtir. Bu yéntemlerde sikhkla guanidyum
tiyosiyanat kullamlmgtr (5,8,10,15). Cegitli  aragincilar buna
bazi modifikasyonlar getirmislerse de esas olarak Chomczynski
ve Sacchi (11)'nin ytintemi kullamimighr. Biz de bu ybnteme gb-
re hazirlandifh stiylenen ve Brneffin hepatit C virusunun serimdan
eldesinde de bagan ile kullandifimz ve kullanan (14) RNAzol
B'yi proteinaz K-fenol/kloroform yéntemine goire daha az duyarh
bulduk. Yine gesitli arastricilann viral partikiilleri tktiirerek du-

yarlilij artirmak igin kullandiklan PEG de bizim deneylerimizde
proteinaz-K-fenol/kloroform ybntemine gire daha az duyarl: kal-
¢, Ustelik PEG konsantrasyonunun deneydeki miktannin arimas:
dlgiisiinde deneyin duyarhlifinda azalma saptadik. Tsarev ve ar-
kadaglar: (15Y'nin bir galigmasmda bizim de bu cahismada kullun-
dijirmz. inokulumun 17100 000 diliisyonunda RT-PZR ile pozitif
sonug verdifi bildirilmistir. Bizim elimizdeki inokulumun tama-
mi1 inokiifasyon igin kullandifindan bu kargilaghrmay1 yapmi
imkam olmadi. Ancak biz de elimizdeki digka siispansiyonunda 1/
10 000 diliisyonda pozitif sonug clde edebildik. Bu da deneyimi-
zin duyarhlriinin vetesli olduunu diglindiirmektedir.

Sonug olarak, standard bir inokulum kullanarak ynpujimiz bu
galigmada deneysel infeksiyonun genel olarak saptanmig palerni-
ne oldukga uyan bir tablo elde ettik. Aynica, HEV ile ilgili genom
analizi ve farkh suglarn karakierizasyonu gahgmalan ve HEV in-
feksiyonunun kesin tamsinda kullanilabilecek gok duyarl: bir
niikleik asid eldesi ve RT-PZR ydntemi de optimize edildi,
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