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0ZET

Hepatit C virliis (HCV) teshisinde en giivenilir yontem
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) olup, temelde cok diisiik tiire-
deki virisiin saptanabilir diizeye c¢ogaltiimasina dayanir.
HCV'nin karacigerde kesin tani koydurtacak spesifik histopa-
tolojisi olmamakla beraber telkin edici bulgulari vardir.
Dondurulmus dokuda PZR uygulanmasi daha kolay olup forma-
linde tespit edilmis parafine gémiilii dokuda sonu¢ almak zordur.
Oysa bu metodun arsiv materyaline uygulanabilmesi 6zellikle
aciklanamayan hepatit ve hepatoselliiler karsinom etyolojisinin
arastirmasinda cok yararlidir. Bu calismada serolojik olarak B
virlis saptanmamis ve histolojik olarak C hepatiti ile uyumlu,
daha oOnce nonA-nonB hepatiti olarak kabul edilmis 4
materyalde PZR ile HCV varligi gésterilmistir.
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Hepatit C viriis (HCV) 10 kb'lik bir RNA viriisi olup,
serumdaki titresi nadiren 10: sempanze enfektif doza
ulasir ki bu nedenle konvansiyonel metodlarla saptan-
masi guctir (1). Non-striiktiirel polipeptidine karsi olustu-
rulan C-100-3 antikoru daha 6nce non-A non-B hepatit
olarak kabul edilen vakalarin %60'inda serumda saptan-
mistir. Bu oran post-transfiizyon non-A non-B hepatitlil-
erde %80'lere cikmaktadir (1). Bu calismada bélimimiiz
arsivine ait, histopatolojik 6zellikleri HCV varhligini
disundiiren, serolojik olarak B viris saptanamamis 4
vakaya ait materyallerde C viriis varligi arastirilmistir.

MATERYEL VE METOD

A: Histolojik inceleme: Dért vakaya ait kesitler goz-
den gegcirildi. Ucii igne biyopsisi, biri ise insizyonel biyopsi
materyaliydi. Rutin hematoksilen-eozin ile boyali kesitlerin
incelenmesi yanisira safra duktus degisikliklerini deger-
lendirmede PAS (periyodik asid Schiff) ve fibrokistlk aktivite
icin Gomori retikiilin ile Masson trikrom boyalari kullanildi.
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SUMMARY

Polymerase chain reaction (PCR), which is basically the
amplification of the lowest level titer virus to a detectable level,
is known to be the most reliable method in diagnosis hepatitis C
virus (HCV). HCV lacks specific histopathology enabling us to
diagnose ityet, there have been some promising findings. PCR
has been more easily applied to frozen tissue while itis difficult
to get result from formaline fixed, paraffin embedded tissue. In
this study in the materials of 4 cases which were serologically
negative for B virus, had the histopathology of C hepatitis and
been accepted as nonA-nonB hepatits previously, C virus pres-
ence was demonstrated by using PCR method.
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B: Molekiiler inceleme: Daha 6nce tespitli dokular-
da kullanilmak uzere gelistirdigimiz metod uygulandi (2).
10 mikron kalinhginda 10 adet kesit deparafinize edilerek
guanidium ile karistirildiktan sonra fenol/kloroform
ekstraksiyonunu takiben isopropanolde RNA presipitasy-
onu yapildi. Elde edilen RNA tekrar guanidium soliisy-
onunda eritilip bu kez etanolde c¢coktirildi. Nikleik asit
miktarlan spektrofotometrik olarak 260 nm'de belirlendi.
Revers transkripsiyon, amplifikasyon ve hibridizasyon
asamalarinda kullanilan primerlerve Prof.Dr.Carol Shieh
(Tulane Universitesi Patoloji Boélimii, New Orleans
A.B.D.) tarafindan Millagan/Blosearch Cyclone (Novato,
CA) DNA sentezleyici kullanilarak hazirlandi. Timu
virisiin kodlama yapmayan (non-coding)-NT-bélgesine
aitti. Kullanilan primerler ve probun niikleotld dizilimleri
ve uzunluklar asagida verilmistir.

1 .PZR-sens- 5-CTGTGAGGAACTACTGTC-3'
antisens- 5'-CACTACTCGGCTAGCAGT-3'
2.PZR-sens- 5'-CACGCGAAAGCGTCTAG-3'
antisens- 5'-TTTATCCAAGAAAGGACCC-3' 142bp
probe- 5-AGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGA-3'

izole edilen RNA'nin bir kismi ile dis antisens primer
kullanilarak "AMV reverse trancriptase (Promega,
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Sekil 1. A) Agaroz jelde ampiifiye edilen Uriinlerine analizi, ilk
sira lambda DNA imarker'i olup tiim vakalarin 1. ve 2 PZR iiriin-
leri gorilmektedir. B) Otoradyografi. :2 P ile isaretli NT bolgesi
oligomer probla hibridize edilip, 24 saat -70 C'de bekletildikten
sonra.

Madison Wisconsin)" ile cDNA sentezi yapildi. Elde
edilen DNA ile dis sens primer, taq DNA polimeraz
(Promega) kullanilarak 30 siklusluk birinci PZR (PZR-1)
baslatildi. Programda denatiirasyon 93 C'de 1 dk, sogu-
ma (annealing) 45 C'de 1 dk ve uzama (ektensiyon) 73
C'de 1 dk seklindeydi, ikinci PZR icin kullanilan primerler
ilk cogaltilan alanin icinden secilmisti, ilk PZR driniinin
1/10'u kullanilarak ikinci reaksiyon gerceklestirildi.
Cogaltilmis (amplifiye) DNA segmentleri %2'lik agaroz
jelde izlendi (Sekil 1A) ve membrana transfer edildikten
sonra hibridizasyon yapildi. Kullanilan probe iki i¢
primerin arasindaki sekansa karsilik geliyordu ve termi-
nal deoksiniikleotidyl transferaz kullanilarak ::P ile
isaretlenmisti. Otoradyografi icin 24 saat -70 C'de bek-
letildi (Sekil 1B). Tim deneylerde pozitif ve negatif olduk-
lan bilinen birer materyal kontrol olarak calisildi.

BULGULAR

incelenen 4 vakanin 3'Q daha 6nce non-A non-B
hepatit olarak kabul edilmislerdi, ancak o ddénemde
serolojik olarak HCV bakilamamisti. Bir vakada ise (vaka
4) siroz tanisi verilmis ve serumda anti-HCV negatif
olarak belirlenmisti. Tim vakalara ait biyopsi materyalleri
incelendiginde C virlise 6zgi olmayan ancak telkin edici
oldugu bildirilen bazi histopatolojik 6zellikleri goézlendi

(3). Bu bulgular Tablo 1'de verilmistir. Tim materyallerde
gorillen ortak ozellik portal lenfoid agregatlardi (Sekil 2).
Steatozis genellikle makrovezikiiler tipte olup yayginligi
her materyalde degisiyordu. Sirotik materyalde ise
steatozis gorilmedi. Safra duktus degisiklikleri cok
carpici olmamakla birlikte bir vakada (vaka 1) duktus
epitelinde hafif dejeneratif goériinim (eozinofilide artis,
sitoplazmada vakuolizasyon gibi) saptandi, iki vakada ise
duktiuler proliferasyon gorildi. Hi¢ bir materyalde
nekroinfiamatuar aktivite agir diizeyde degildi.

Yapilan molekiiller incelemede 4 materyelde de
HCV varhigl saptandi.

TARTISMA

Glniimizde HCV'yi tesbitte en hassas yodntem
PZR'dur (1,2,4). Bircok calismada anti-HCV yoklugunda
bu yontemle hem akut hem kronik donemde viriisiin sap-
tandigi bildirilmektedir (5,6). Biz de bu calismada anti-
HCV negatif olan bir vakada PZR ile viriis varligini gos-
terdik.

HCV'nin karacigerde yapabildigi histopatolojik
degisiklikler (lenfoid agregat-follikiil olusumu, steatozis,
safra duktus degisiklikleri, sinliizoidal inflamasyon) spesi-
fik olmamakla birlikte siiphe uyandiricidir. Bunlar arasin-
da en cok 6onemsenen lenfoid agregat-follikill olusu-
mudur (3,7). Bizim de calismaya aldigimiz materyaller bu
degisikliklerin bir kismini gosteriyordu. Ozellikle lenfoid
agregat olusumu tiim materyallerde mevcuttu.

HCV, dondurulmus dokularda PZR ile saptanmistir
(8). Ancak tespit edilmis dokularda sonu¢ almak daha
glictiir (2,4). Daha 6nceki calismamizda tespitli dokular-
da HCV'ye ait NS, ve kor(core) bolgelerinden hazirlanan
primerlerle sonu¢ alinamadigi i¢in viriisiin en iyi korunan
NT bélgesine ait primerlerle ¢alisiimistir (2). Cift PZR kul-
lanilmasi ile ¢ok diisiik fitrede olabilen viriisiin iki kez
cogaltilarak saptanabilme sansi arttinlmistir.
Hibridizasyon uygulanarak da cogaltilan Uriiniin spesifik-
ligi kontrol edilmistir.

Yapilan calismalarda saghkl kisilerde HCV
prevalansinin %1 oldugu saptanmistir. Akut hepatit (C)
vakalarinin yarisinin kroniklestigi, %10'unda ise siroz
gelistigi varsayilmaktadir. Uzun vyillar siirebilen bir
donemden sonra %5-10 vaka hepatoselliiler karsinomla
ortaya c¢ikabilmektedir (9-11). Tim bu o6zellikler
gozonine alindiginda HCV'nin saptanabilmesinin 6nemi
ortadir. Biz de HCV patogenezinin aydinlatiimasinda
geriye donusli calismalarin 6nemli oldugu ve bu bakim-

Tablo 1. Vakalara ait histopatolojik bulgular ve serum anti-HCV sonuclari

Serumda Lenfoid Safra duktus
Vaka anti-HCV Tani agregat Steatozis epitel degisiklikleri
1 calisiimadi lobular hepatit + + hafif dejeneratif dgk.
2 calisiimadi hafif derecede + + _
aktif hepatit
3 calisiimadi kolestaz ve + + proliferasyon
lobular hepatit
4 - siroz + _ proliferasyon
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