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ONSOZ

Onkojenite, mikrobiyal ajanlarin da dahil oldugu ¢ok bilesenli yapida kompleks
bir siliregtir. Baz1 viral etkenler de enfekte ettikleri canlilarda bu yonde bir etki
gosterebilirler. Bu siirecin bir pargasi olan Insan Hepatit B virusu binlerce insanin
oliimiinden sorumlu tutulurken, Hepadnaviridae ailesinin yeni bir iiyesi olan felid
Hepadnavirus yakin zamanda pet hayvanlarinda tanimlanmis olup, bu virusun sosyal
yasamin bir parcasi haline gelen evcil kedilerde ortaya ¢ikaracag etkiler, devam

etmekte olan ¢alismalarin konusunu olusturmaktadir.

Bu tez konusu, evcil kedilerin hepadnavirus (Domestic Cat Hepadnavirus, DCH)
enfeksiyonlarin tilkemizde varligi ve yayginliginin saptanmasini kapsamakta olup,
orneklenen hayvanlardan kayit altina alinan bilgiler 1s1ginda (yas, 1k, cinsiyet, klinik
bulgu, vb.) elde edilen verilerin istatistiksel analiz metotlar1 kullanilarak enfeksiyon

ile iliskisinin sorgulanmasi hedeflenmistir.

Tez kapsaminda karaciger enzimlerinde normalden sapma gosterenler basta
olmak tizere, saglikli goriiniimlii ve klinik bulgulu olmasi ayirt edilmeksizin 550 kedi,
Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu, Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dal1 ve Veteriner Fakiiltesi Merkez Tan1 Laboratuvar’indan alinan izinlerle
(05/09/2018 tarih, toplant1 no: 2018/17, dosya no: 2018/87, karar no: 2018/17/106,
22/07/2020 tarih, toplant1 no: 2020/13, dosya no:2020/90, karar no: 2020/13/111 ve
07/07/2020 tarihli E-4710 sayili yazi) orneklenmistir. Tez ¢alismasi, Ankara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’nce (27/05/2021 tarih ve
03 say1l1 toplanti, proje no: 21L.0239016) desteklenmistir.

Ankara  Universitesi  Veteriner  Fakiiltesi ~ Viroloji ~ Anabilim  Dal
Laboratuvarlarinda ¢alisma imkéani sunan ve akademik destegini esirgemeyen Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali Bagkani1 Prof. Dr. Aykut
OZKUL’a, zaman icinde damisman hocam olmaktan ¢ok Oteye gecen ve bana

kanatlarinin altinda ugmay1 6greten, cogu zaman sabrina ve sevgisine hayran kaldigim
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danisman hocam Prof. Dr. Tuba Cigdem OGUZOGLU’na, egitimim siiresince
yardimlarint ve giiler yiizlerini asla esirgemeyen degerli Viroloji Anabilim Dali
ogretim iiyeleri, Prof. Dr. Feray ALKAN, Prof. Dr. Seval BILGE DAGALP, Prof. Dr.
Mehmet Taner KARAOGLU, Dog. Dr. Ayse Zeynep AKKUTAY-YOLDAR ve Dog.
Dr. flke KARAYEL-HACIOGLU’na, emekli ogretim iiyesi Prof. Dr. Yilmaz
AKCA’ya, uzakta olmasina ragmen kendi yogunlugu i¢inde sorularima aradigim
cevaplar1 bulmama yardim eden Dog Dr. B. Taylan KOC’a, tez verilerinin istatistiksel
degerlendirmelerinde destegini aldigim Prof.Dr. 1. Safa GURCAN’a, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali arastirma gorevlileri ile
lisansiisti  Ogrencilerine ve idari personeline, tezimi maddi olanaklarini
sagladiklarindan dolayr Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica, yillardir pek ¢ok konuda fikrine ve bilgisine bagvurdugum canim
arkadasim Veteriner Hekim Cansu DEMIRDEN’e, yardimlarii ve destegini asla
unutmayacagim doktora Ogrencisi arkadasim Veteriner Hekim Eda ERDEM
SAHINKESEN’e, izinli olarak laboratuvara geldigim giinlerde eksikligimi fark
ettirmeyen ve her zaman destegini hissettigim mesai arkadasim Veteriner Hekim Onur
OKUR’a, hayata bakis acisiyla bana yeni bir pencere agan, giilimsemeyi hayat
felsefesi olarak benimsemis canim arkadagim Gamze KAYA’ya, mesafelerin bir
onemi olmadigin1 6greten ve nerede olurlarsa olsunlar bana gii¢ veren canim

arkadaslarim Ecem TASDEMIR ve Caglar Tolgahan KAY A’ya tesekkiir ederim.

Son olarak, desteginden asla siiphe etmedigim, en basindan bu yana yolculuguma
eslik eden ve hakki 6deyemeyecegimi bildigim annem Sevim ADIGUZEL’e ve
hayatim boyunca hayalini kurdugum her yeni hevesimde, ilk adim1 atarak bana cesaret
veren diinya tatlis1 babam Adil ADIGUZEL’e hissettirdikleri derin sevgi, karsiliksiz
emekleri ve hayatima kattiklari anlamin yani sira ektikleri umut tohumlari igin sonsuz

tesekkiirlerimi borg bilirim...
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GIRiS

1.1. Genel Bilgiler

Hepadnavirus enfeksiyonlar1 Veteriner Hekimligi alaninda son on yilda pek
cok hayvan tiirlinde (yarasalar, kanatli hayvanlar, soguk kanli hayvanlar,
kemirgenler, farkli balik ve maymun tiirleri vb.) tanimlanmis olup, yakin zamanda
pet hayvanlarindan evcil kedi ve kopeklerde de tespit edilmistir (Aghazadeh ve ark.,
2018; Diakoudi ve ark., 2022; Drexler ve ark. 2011). ilk kez 2018 yilinda
Avustralya’da, kusma, agirlik kaybi, biiyiik hiicreli lenfoma ve FIV enfeksiyonunun
eslik ettigi klinik tabloya sahip bir kedide Hepadnavirus enfeksiyonu tanis1 konulmus
olup (Aghazadeh ve ark., 2018), hastalikla ilgili olarak giderek artan oranda farkli
tilkelerden raporlar enfeksiyonun epidemiyolojik a¢idan da yaygin oldugunu ortaya
koymustur (Anpuanandam ve ark., 2021; Capozza ve ark., 2023; Jeanes ve ark.,
2021; Lanave ve ark., 2019; Piewbang ve ark., 2020; Stone ve ark., 2022; Takahashi
ve ark., 2022).

Hepadnaviridae’ye ait etkenlerin kokeni, Bronz ve Demir ¢aglarina ait kemik
ve dis orneklerinde bu ailenin prototip ajani olan insan Hepatit B Virusu (HBV)
hakkinda yapilan ¢alismalara dayandirilmis olup, farkli cografya ve donemlerde
tespit edilen genotiplerin, belgelenmis insan gégleriyle uyumlu oldugu bulunmustur
(Miihlemann ve ark., 2018). Ayrica kokene yonelik bu g¢alismalar, bu aileye ait
tiyelerin enfekte ettikleri konakgilarla beraber evrimlestigine dair kanitlar
sunmaktadir (Lauber ve ark., 2017). Rekombinasyon analizleri, bazi insan HBV
genotiplerinin digerlerinin atas1 oldugu seklinde yorumlanmaktadir (Mithlemann ve
ark., 2018). Bu baglamda, evcil kedilerdeki Hepadnavirus (Domestic Cat
Hepadnavirus-DCH) suslarinin evrimsel siirecinde rekombinasyonun olas1 bir rolii
olabilecegine dikkat ¢eken caligmalar da bulunmakta olup, DCH’nin genomik
analizleri, bu etkenin prototip insan virusuna genetik acidan benzer oldugunu ortaya
koymaktadir (Anpuanandam ve ark., 2021; Lanave ve ark., 2019; Piewbang ve ark.,

2020). HBV ile DCH genomlarinin yiizey proteinlerinde aminoasit benzerlikleri


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lauber+C&cauthor_id=28867387

bulundugu (Stone ve ark., 2022), her iki virusun hiicreye giriste ayni reseptorleri
(NTCP) kullanabildigi ve HBV enfeksiyonunun deneysel aragtirmalarinda DCH
virusunun model olarak kullanilabilecegi de ileri siiriilen hipotezler arasindadir
(Shofa ve ark.,, 2023). Yakin zamanda tespiti yapilan Evcil Kopek
Hepadnaviruslariin ise genetik olarak DCH’ye yakin oldugu ve genomik ydnden
%98’e ulasan benzerlik oranmi sergileyebildigi rapor edilmistir (Diakoudi ve ark.,
2022). Etkenin prototip virusla olan benzerligi g6z Oniine alindiginda
zooanthroponoz bir karaktere sahip olup olmadigi, yeni aragtirmalar1 gerektiren bir
durum olarak yorumlanmaktadir (Shofa ve ark., 2023). Ayrica, filogenetik
analizlerde diinyanin farkli tlkelerinde tespit edilen suslarin ayr1 gruplarda
kiimelendigi g6z Oniine alindiginda, etkenin genetik cesitliligi dikkat ¢ekmektedir
(Capozza ve ark., 2023). DCH viruslarinin evrimsel siireci ortaya ¢ikarmak ve tiirler
aras1 gegis potansiyelini sorgulamak i¢in, farkli ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag

oldugu rapor edilmektedir (Capozza ve ark., 2023; Shofa ve ark., 2023).

Insan ve kedilerdeki Hepadnaviruslara ait benzer iliskilendirmeye diger bir
ornek ise Retrovirus enfeksiyonlarindaki ko-enfeksiyon tablosudur. Ornegin, Feline
Immunodeficiency Virus (FIV) enfeksiyonunun, DCH ile enfekte kedilerde siklikla
tespit edildigi rapor edilmistir (Anpuanandam ve ark., 2021; Lanave ve ark., 2019).
Benzer soru, ko-enfeksiyon olusturabilecek potansiyele sahip Feline Leukemia Virus
enfeksiyonunun Hepadnavirus enfeksiyonlarina ne oranda eslik ettigi ya da

edebilecegi konusunu da giindeme getirmektedir.

Karaciger fonksiyonlarinda bozukluklarla iligkilendirilen ALT ve AST
enzimlerdeki artis, Hepadnaviruslarla enfekte kedilerde saptanmis olup, hemogram
tablosunda anormal degerlere sahip kedilerde Hepadnavirus enfeksiyonundan siiphe
edilmesi gerektigini ortaya koyan istatistiksel analizler rapor edilmistir

(Anpuanandam ve ark., 2021; Lanave ve ark., 2019).

Bu tez kapsaminda, rastgele ornekleme metoduyla secilen 550 adet evcil
kediden alinan 6rnekler bu tez ¢alismasina dahil edilmistir. Toplam 23 adet 6rnek,

konvensiyonel PCR metodu ile DCH yoniinden pozitif bulunmustur. Bu tez



kapsaminda Hepadnaviruslarin farkli gen bolgelerine ait sentezlenen yeni primer
ciftleri ile yapilan PCR ¢alismalar1 ve sekans analizleri sonucunda toplamda 13 adet
Ornegin tiim genomik dizilemesi yapilmis, 10 adet pozitif 6rnegin parsiyel genomik
dizinleri elde edilmistir. Tim dizinlerin GenBank veri tabanindan accession

numaralart alinmastir.

1.2. Amag ve Kapsam

DCH enfeksiyonunun yakin zamanda yapilan identifikasyonundan bu yana
(Aghazadeh ve ark., 2018), bu enfeksiyonunun varligi/yayginlig, iliskilendirildigi
olasi klinik bulgular, epidemiyolojik statiisii, patogenez mekanizmasi ve ko-
enfeksiyon tablosu iizerine yapilan ¢alismalar pek ¢ok tilkeden rapor edilmis olmakla
birlikte (Anpuanandam ve ark., 2021; Capozza ve ark., 2023; Jeanes ve ark., 2021;
Lanave ve ark., 2019; Piewbang ve ark., 2020; Stone ve ark., 2022; Takahashi ve ark.,
2022), literatiirde tilkemizde bu enfeksiyonun varligini aragtiran ve epidemiyolojik

statiisiinii ortaya ¢ikarmay1 hedefleyen bir calismaya rastlanmamustir.

Ulkemizde pet hayvanlarinin bakim ve beslenmesi alaninda evcil kediler biiyiik
bir yer kaplamaktadir. Viroloji biliminin Onemli etkenleri arasinda yer alan
Hepadnavirus enfeksiyonuna yakalanan kedilerde, etkenin kedilerin hem yasam
stiresini hem de kalitesini etkileyebilme potansiyeli goz 6niine alindiginda Veteriner
Hekimler tarafindan tani1 panellerine eklenebilecek yeni ve dnemli bir patojen oldugu

acikca anlasilmaktadir.

Bu doktora tez ¢aligmasinda, molekiiler tan1 ve karakterizasyonun yapilabilmesi
icin basglica Hepadnaviruslarin tespitinde kullanilan polymerase gen bolgesine yonelik
pan-generik primerler ve Evcil Kedi Hepadnaviruslarinin tanisina yonelik core gen
bolgesinin amplifikasyonunu hedefleyen pan-generik primerler kullanilmis olup, full
genoma ulagabilmek i¢in diger gen bolgelerini de kapsayan farkli primer giftleri bu tez
calismas1 kapsaminda dizayn edilmistir. Sekans analiz islemlerini takiben, genetik

farkliliklarin ve benzerliklerin ortaya cikarilmasi amaciyla 6rneklerimiz diinyadaki



hem cinsleri ile GenBank veri tabanindan alinan diziler kullanilarak karsilagtiriimis

olup, tiim ve parsiyel genom analizleri yapilarak, filogenetik agaclar hazirlanmistir.

Bu tez ¢alismasi ile;

- Kedilerde ilk identifikasyonu 2018 yilina dayanan ve pek ¢ok iilkede rapor
edilen, ancak ilkemizde heniiz tespiti yapilmamis olan Hepadnavirus

enfeksiyonlarinin arastirilmasi,

- Oncelikle patogenezi sebebiyle karaciger bozukluklari olan kediler basta
olmak iizere, herhangi klinik bulgu goézetilmeksizin rastgele ornekleme metodu
kullanilarak alinan tam kan, serum, organ ve asites sivilarinda konvansiyonel PCR

yardimi ile Hepadnavirus niikleik asiti varliginin sorgulanmast,

- DCH enfeksiyonun iilkemizde varliginin ve goriilme sikliginin ortaya
cikarilmas1 ve diger iilkelerde rapor edilen DCH enfeksiyonu prevalanslar ile

karsilastirilmast,

- Orneklenen kedilere ait kaydedilen bilgiler ve ¢alisma sonuglar esliginde
istatistiksel analizlerin yapilmasimin yani sira, bu hastaligin ortaya ¢ikiginda olasi
predispozisyon faktorlerinin sorgulanmasi ve bu faktdrlerin DCH enfeksiyonunun

epidemiyolojisindeki roliiniin degerlendirilmesi,

- Literatlir bilgide anilan kedilerde gozlenen immunsupresif Retrovirus
enfeksiyonlart (FeLV, FIV) basta olmak tizere, DCH niikleik asiti pozitif kedilerde
Feline Panleukopenia Virus (FPV) ve Feline Corona Virus (FCoV) enfeksiyonlarinin
es zamanli bulunup bulunmadiginin arastirtlmasi ve ko-enfeksiyon tablosunun ortaya

cikarilmasi,

- Ogzel kliniklerde ve hayvan hastanelerinde heniiz fazla taninmayan bu

enfeksiyonun veteriner tani panellerine eklenerek farkindalik olusturulmasi,



- Diinyadaki diger ¢alismalarda kullanilan tam kan ve serum 6rneklerinin yani
sira, organ ve asites sivilarinin da ¢aligmaya dahil edilmesi ile Hepadnavirus

laboratuvar tanisinda hangi 6rneklerin kullanilabileceginin arastirilmasi,

- Hepadnavirus niikleik asiti yoniinden pozitif bulunan 6rneklerde, farkli gen
bolgelerine yonelik dizayn edilen primerler de kullanilarak, tiim ve parsiyel genom

analizlerinin gerceklestirilmesi ve genom yapisinin aydinlatilmast,

- Sekans analizleri yardimiyla elde edilen dizinlerin, uygun software
programlar kullanilarak hizalanmasi ve iilkemiz orijinli dizinlerin GenBank veri
tabaninda  bulunan  diinyadaki hemcinsleri ile  benzerlik/farkliliklarinin

karsilastirilmast,

- Genbank veri tabanindan elde edilen dizinler de kullanilarak filogenetik
agaclar hazirlanmasi ve olusturulan agaglarda genetik yakinlik/uzaklik durumunun

yorumlanmasi hedeflenmistir.



1.2. Taksonomi

Evcil kedileri enfekte edebilen hepadnaviruslar, nomenklatiirde Uluslararasi
Virus Taksonomisi Komitesi tarafindan Blubervirales takimi, Hepadnaviridae
ailesinde  smiflandirilmistir.  Hepadnaviridae  ailesi,  Avihepadnavirus,
Herpetohepadnavirus, Metahepadanvirus, Orthohepadnavirus ve
Parahepadnavirus olmak tizere 5 genustan olusmaktadir. DCH, konakei
spekturumunda memeli canlilarin bulundugu bilinen Orthohepadnavirus genusunda
klasifiye edilmis olup, bu genusa ait 12 iiyeden biridir. Hepadnaviridae ailesinin
giincel klasifikasyonu Sekil 1.1.’de gosterilmistir (ICTV, Erisim tarihi: 20/12/2022).

o

= Realm: Riboviria

+ Kingdom: Orthornaviroe Re

= Kingdom: Porarnavirae  Realr

— Phylum: Artve

= Class: Revtraviricetes  Phylum: Artverviricota
= Order: Blubervirales Cl

= Family: Hepadnaviridae Order: Blubervirales

+ Genus: Avil i Family:

+ Genus: Family:
+ Genus: irus  Family:
— Genus: irus  Family:

Species: Capuchin monkey hepatitis B virus  Genus: Orthohepadnavirus

Species: Chinese shrew hepatitis B virus  Gen

Species: Domestic cot hepatitis Bvirus  Genus: Orthohepodnavirus Click for details

Species: Ground squirrel hepatitis virus

Species: Hepatitis Bvirus Genus: Orthol

Species: Long-fingered bat hepatitis B virus
Species: Pomona bat hepatitis B virus  Genus
Species: Roundleaf bat hepatitis B virus

Species: Tai Forest hepatitis B virus  Genu:

Species: Tent-making bat hepatitis B virus  Ge
Species: Woodchuck hepatitis virus  Gen

Species: Woolly monkey hepatitis B virus  Ger

(- - I - - - I - - - A - - R e o el eele

+ Genus: irus  Family:

Sekil 1.1. Hepadnaviridae taksonomik diizeni (https://ictv.global/taxonomy Erisim Tarihi:
20/12/2022).

1.3. Etiyoloji

Hepadnaviridae ailesi, Orthohepadnavirus genusu iiyesi olan DCH, bu grubun
yapisal ve genomik 6zelliklerini tagimaktadir (Aghazadeh ve ark., 2018; Magnius ve

ark., 2020). DCH genomu yaklasik 3200 baz cifti biiyiikliigiinde olup, sirkiiler yap1


https://ictv.global/taxonomy

sergilemektedir (Aghazadeh ve ark., 2018; Lanave ve ark., 2019). Viral genom,
surface, polymerase, core ve X olmak iizere dort ORF’den (open reading frame/agik
okuma alani) olusur (Aghazadeh ve ark., 2018; Magnius ve ark., 2020). Bu gen
bolgeleri, Sekil 1.2.”de gosterilmistir (Aghazadeh ve ark., 2018; Shofa ve ark., 2022).

redundancy
(r)

Sekil 1.2. DCH genom yapis1 (Magnius ve ark., 2020).

Hepadnaviruslar elektron mikroskobik olarak 42-50 nm arasinda degisen
boyutta, ikozahedral simetrili niikkleokapsite sahip, zarfli etkenlerdir (Drexler ve ark.,
2011). Diger zarfli viruslara kiyasla, kimyasallara ve gevre sartlarina daha dayanikli
olduklar1 bilinmektedir (Hollinger ve ark., 2001). Felidae ailesi tiyelerini enfekte
eden Hepadnaviruslarin, c¢evre sartlarina direnci ve/veya duyarliligi hakkinda

literatiir veri heniiz bildirilmemistir.

Hepatit B viruslari, reverse transkripsiyon sirasinda proof-reading
mekanizmasi sergilememesi Ve yliksek miktarda replikasyona sahip olmasi sebebiyle
quasispecies olarak adlandirilan bir ¢esit mutant havuzu olustururlar (Cao ve ark.,
2014; Mathet ve ark., 2003). DCH suslar1 bugiline dek iki genotipe ayrilmis olup,
genotipler arasinda %8’den fazla farklilik orani tespit edilmistir (Piewbang ve ark.,

2020). Avustralya, Asya ve Avrupa suslari Genotip A olarak isimlendirilmis olup



kendi iginde 2 kiimeye ayrilmistir (Capozza ve ark., 2023; Piewbang ve ark., 2020).
Japonya’da tespit edilen tek sus Genotip B olarak adlandirilmistir (Capozza ve ark.,
2023). DCH’ye ait sinirli sayida tespit edilmis sus varlig1 ve bu suslar arasindaki az
sayida varyasyon, genomik yapilarinin birbirine yakin oldugunu gostermektedir
(Capozza ve ark., 2023; Piewbang ve ark., 2020). DCH enfeksiyonu ile ilgili farkli
tilkelerden giderek artan sayidaki virus cesitliligi, olast quasispecies olgusunun

arastirilmasi i¢in bir imkan sunmaktadir.

Siklikla replikasyonunu genom integrasyonuna dayandiran Retroviruslarda
goriilen endojen karakter, Hepadnaviruslarda da tespit edilmistir. Bu durum,
viruslarin evrimsel siireglerinin ortaya ¢ikarilmasina, fosil kayitlarin olusturulmasina
ve evrimsel ayak izi birakilmasina imkan saglamaktadir (Gilbert ve Feschotte, 2010).
Hepadnaviruslarin replikasyon siklusu sirasinda tiretilen double stranded linear DNA
(dsIDNA) formunun, endojenizasyon asamasinda konak¢i genomuna entegre olma
Ozelligine sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Liu ve ark., 2012; Wang ve ark., 2017).
DCH’nin endojen karaktere sahip olup olmadigi, mevcut bilgiler 1s18inda

aydinlatilmamustir.

DCH, relaxed-circular DNA (rcDNA) olarak adlandirilan genomik yapiya
sahiptir ve pozitif iplik¢igin aksine negatif iplik¢igin tamamlandig1 dikkat ¢eker
(Aghazadeh ve ark., 2018). Sekans analizleri, DCH’nin pregenomik RNA yapisinda
bulunan insan hepatit B virusundakine benzer epsilon yapisina ve iki adet dogrudan
tekrar bolgesine sahip oldugunu gostermistir. Bu durum, Hepadnaviruslarda
gozlenen replikasyon yonteminin DCH enfeksiyonu i¢in de kabul edilebilecegini
diistindirmektedir. DCH ve HBV etkenlerinin tahmini RNA yapis1 Sekil 1.3.’de

verilmistir (Capozza ve ark., 2023).
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Sekil 1.3. DCH’ye ait epsilon ve HBV ye ait epsilon yapis1 (Capozza ve ark., 2023).

DCH genomunda bulunan gen bdlgeleri 4 adet olup, aminoasit biiyiikliiklerini

de iceren bilgiler Cizelge 1.1°de sunulmustur (Aghazadeh ve ark., 2018; Seeger ve

ark., 2013).

Cizelge 1.1. Hepadnaviruslara ait gen bolgeleri ve sentezlenen proteinler.

Gen bolgesi

Yiizey gen bolgesi

Polimerase gen bolgesi

Core gen bolgesi

X gen bolgesi

Sentezlenen
Protein

Yiizey proteini

Polimeraz proteini

Core proteini

X proteini

Gen Bolgesinin

Gorevi

Zarf proteinlerini
sentezi

-Viral polimeraz

-Reverse transkripsiyon

- HBeAg’nin liretimi

-HBcAg’nin iiretimi

HBxAg nin iiretimi

Aminoasit
Biiyiikliigii
381

837
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1.4.1. Yiizey (Surface-S) Gen Bolgesi

DCH genomunun bu gen boélgesinde (S) ii¢ farkli baslangic kodonu (AUG)
bulunur (Aghazadeh ve ark., 2018; Anpuanandam ve ark., 2021). Virionun bir
komponenti olan viral zarf, PreS1, PreS2 ve S alanlarinda kodlanan yiizey
proteinlerinden ve lipidden olusmakla birlikte, bu gen bélgesinin sentezlenmesi
sonucu farkl biiyiikliiklerde ve glikozillenmis yapiya sahip kiigiik (SHB), orta (MHB)
ve biiyiik (LHB) olarak adlandirilan 3 yiizey proteininin sentezi gergeklesir (Ganem
ve Schneider, 2001; Luangsay ve Zoulim, 2014). DCH’a ait pre-S1 peptitinin 47
aminoasitten olustugu, HBV genomunun preS1 sekansma yakin oldugu ve evcil
kedilerdeki Hepadnavirus enfeksiyonlarinda hiicreye giriste gorev aldigi belirlenmistir

(Shofa ve ark., 2023).

SHB, en kiiciik yapida ve en yiiksek miktarda iiretilen proteindir (Berting ve ark.,
1995). Viral ve subviral partikiillerin ana bileseni olarak tanimlanmakla birlikte, L
proteinlerine destek vererek, viral partikiiliin hiicreye girisine ve hiicreden ¢ikigina
yardim eder (Xu ve ark., 1997). MHB’lerin ise rolii tam olarak bilinmemekle birlikte,
enfektivite i¢in gerekli olmadiklari ve orthohepadnaviruslar arasinda korundugu tespit
edilmistir (Glebe ve Urban, 2007). Large Hepatit B yiizey proteini, hepatositlere giriste
gorevlidir ve dolayisiyla viral yasam siklusunda 6nemli bir yere sahiptir (Gripon ve
ark., 1995). DCH enfeksiyonun yakin tarihli tespiti nedeniyle (Aghazadeh ve ark.,
2018), bahsedilen proteinlerin heniliz DCH replikasyonunda ek gorevleri olduguna dair

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

1.4.2. Polimeraz Gen Bolgesi

Polimeraz proteini, replikasyon boyunca farkli gorevler iistlenen 90 kd
boyutunda bir polipeptittir (Aghazadeh ve ark., 2018; Seeger ve ark., 2013). Katalitik
bolgesinin ana kismin1t YMDD sekans motifi olusturur (Luangsay ve Zoulim, 2014).
Polimeraz gen bolgesi, DCH genomunun yaklasik %70’ini kapsar, 2,5 kb

uzunlugundadir ve pek cok ayricalikli 6zellikleri bulunan viral polimerazi kodlar
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(Aghazadeh ve ark., 2018; Lanave ve ark., 2019). DCH genomunda bu gen bolgesi
diger tim gen bolgeleriyle ortiismektedir (Lanave ve ark., 2019). Polimeraz gen
bolgesinden sentezlenen polimeraz enziminin, DNA polimeraz ve RNase H
aktiviteleri disinda bilinen bagka enzimatik fonksiyonu bulunmamaktadir (Hu ve
Seeger, 2015). Beseri hekimlikte, niikleos(t)id analoglarinin hedef bolgesi olmasi
acisindan da 6nemli bir proteindir (Luangsay ve Zoulim, 2014). Prototip virusla olan
etiyolojik benzerlikler distiniildiigiinde, kedilerde enfeksiyonun tedavisi igin
gelistirilecek antivirallerin, olas1 hedef bolgesi olmasi agisindan 6nem tasimaktadir
(Shofa ve ark., 2023). Hepadnaviruslarin polimeraz geni dort ana kisimdan olusur.

Bu geni kodlayan bolgeler, Sekil 1.3.’de sema haline getirilmistir.

Terminal Protein o 1
1|1 L ity : Ara Bolge 1= RNase H Bolgesi 832
Bélgesi 1 153
v

- Hepadnaviruslara spesifik bir balgedir. - Esneklik igin gereklidir. Pozitif iplikgikli DNA sentezi i¢in primer olusumu - pgRNA'nin indirgenmesi

- Tirozin kalintisi tagir. - RNA paketlenmesi ve protein hazirlama
- Enzimatik fonksiyon

Sekil 1.4. Hepadnaviruslara ait polimeraz enzimi (Buhlig ve ark., 2020’den uyarlanmistir).

1.4.2.1. Terminal Protein Bolgesi

Terminal proteini (TP), igeren gen bolgesidir. TP, RT bolgesine bagli amino
ucta bulunan ve & (epsilon)-RNA baglanmasmin yani sira RNA paketlenmesinde

islevsel olan kisimdir (Stuyver ve ark., 2001).
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1.4.2.2. Ara Bolge

TP ve RT bolgeleri arasinda koprii gorevi goren ve sekans farkliliklartyla en
cok karsilasilan bolgedir (Clark ve Hu, 2015). Polimeraz enziminin isleyisi agisindan
kritik olmamakla birlikte, ylizey gen bélgesi ile Ortiisen alanlara sahip olmasi
sebebiyle HBsAg’de degisiklikler agisindan 6nemli bir bolgedir (Meier ve ark.,
2013). Terminal protein ile birlikte, hepatit B viruslarinda polimeraz enzimine 6zgii
olduklar1 bilinmektedir (Nassal, 1999).

1.4.2.3. Reverse transkriptaz (RT)

RT, polimeraz aktivitesine sahip Katalitik merkezdir. Enzimatik
fonksiyonlaria ek olarak RT; epsilon-RT baglanmasi, proteinlerin hazirlanmasi ve
RNA paketlenmesinde de rol oynamaktadir (Hu ve Seeger, 2019). Benzerlige sahip
olmalar1 sebebiyle, HBV’ye ait RT alani, sablon olarak HIV’e ait RT kullanilarak
yapisal olarak modellenmistir (Bartholomeusz ve ark., 2004).

1.4.2.4. RNase H bolgesi

RNase H bolgesi, karboksi terminalinde bulunan ve isi biten sablon RNA’nin
ortadan kaldirilmasi i¢in gerekli olan bolgedir (Clark ve Hu, 2015). H boélgesinin,
core proteinlerinin toplanmasi sirasinda bu proteinlerle olan etkilesim igin gerekli
olmasinin yani sira (Hu ve Seeger, 2019), RNA paketlenmesi ve hazirlamasinda

gorev aldigi bilinmektedir (Jones ve ark., 2014).

1.43. Core gen bolgesi

DCH genomunda bulunan core geni, 657 niikleotitten olusur ve 219 adet

aminoasit bu gen bolgesi tarafindan kodlanir (Aghazadeh ve ark., 2018; Lanave ve
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ark., 2019). Hong-Kong’ta tespit edilen bir susta bu gen bdlgesinde delesyonlar tespit
edilmis olup, 1 proteinin eksik kodlandig1 rapor edilmistir (Capozza ve ark., 2023).
Hepadnaviruslarda core gen bolgesi, core proteini ve e antijeninin (HBeAgQ)
kodlandig1 gen bolgesi olarak bilinmektedir (Bock ve ark., 2001). Core proteininin,
21,5 kDa agirliginda oldugu, kapsitle iliskilendirilen rollerinin yani sira, cccDNA
fonksiyonlarmi1 ve transkripsiyonunu diizenlenmesi ayni zamanda konakg1
proteinleriyle etkilesimlerde bulunarak virus-konaker iliskisine etki edebildigi

bilinmektedir (Bock ve ark., 2001).

1.4.4. X gen bolgesi

Konakg¢i hiicrelerde ve viral ajanlarda tanimlanmis higbir proteinle benzerlik
gostermemesi ve ayni1 zamanda kesfedildigi donemde islevinin heniiz anlagilamamis
olmasi sebebiyle X olarak adlandirilmis olan bir bélgedir (Miller ve Robinson, 1986).
Ozellikle memeli Hepadnaviruslar1 arasinda yiiksek oranda korunmakla birlikte,

varligi DCH genomunda da tespit edilmistir (Aghazadeh ve ark., 2018).

DCH genom yapisinda, X gen bdlgesi 154 aminoasit uzunluguna ve 17 kd
agirligindaki X proteinini kodlar (Takahashi ve ark., 2022). Hepadnaviruslarda X
proteini, proliferasyon, kalsiyum regiilasyonu, hiicresel sinyal ag1 veya DNA
onariminin inhibisyonu ile ilgili viral ve hiicresel promotorlerin aktivitesini
etkileyebilir (Neuveut ve ark., 2010). X proteininin in vivo ve in vitro sartlarda, kisa
yarilanma omriine sahip oldugu ve oldukga diisiik seviyedeki ekspresyonu sebebiyle

gosterilmesinin oldukga zor oldugu belirtilmistir (Kekulé, 1994).

Ayrica, sekans analizlerinin yapildigi bir DCH susunda, Japonya’da tespit
edilen bir enfeksiyonda X gen bolgesinde genetik farkliliklar bulundugu rapor
edilmistir (Takahashi ve ark., 2022). X genlerindeki mutasyonlardan koken alan
varyantlara ilerlemis karaciger hastaliklarina sahip bireylerde sik rastlanmakla
birlikte (Putri ve ark., 2019), kedilerde bu gen bélgesinin patogeneze olan etkisi

heniiz belirlenememistir.
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1.4.5. Hepadnavirus Replikasyon Siklusu

Tez c¢alismasinin bu boliimiinde, Hepadnaviruslarin duyarlt hiicreye
penetrasyonundan baslamakla birlikte, sagilim asamasina kadar arastirilan giincel

bilgiler derlenerek yorumlanmastir.

1.4.5.1. Viral baglanma ve internelizasyon

DCH enfeksiyonlarinda, NTCP molekiilii kedi hiicrelerine giriste spesifik
reseptor olarak tanimlanmig olup, insan hiicrelerinde bulunan NTCP molekiillerini
de baglayabildigi gosterilmistir (Shofa ve ark., 2023). Hepatit B enfeksiyonlarinda
viral baglanmada ana reseptorler kadar gorev iistlenen epidermal biiylime faktorii
reseptorii, skuamoz hiicreli karsinom antijen 1 (SCCA1) ve ferritin hafif zinciri
(FTL), baglanma giiclinii etkileyen ko-reseptorler olarak tanimlanmistir (Hao ve ark.,
2012). E-cadherin ise, konak¢i hiicrede bulunan ve glikozillenmis NTCP’ye
baglanarak, bu reseptoriin bazolateral plazma zarina yeniden yerlesmesini saglayan
bir protein olarak bilinmektedir (Hu ve ark., 2020). DCH enfeksiyonunda da ko-
reseptorler yardimiyla baglanma miimkiin gériinmektedir ancak tanimlanan spesifik

bir ko-reseptor bulunmamaktadir.

Hepatit B enfeksiyonlarinda efektif baglanmay1 takiben virusun hiicre igine
alinmasi, endositozun indiiklenmesine aracilik eden caveolin aracili endositoz veya
klatrin aracili kimyasal yolaklar vasitasiyla gergeklesir (Iwamoto ve ark., 2019;
Macovei ve ark., 2010). Bu basamagi takiben, sitoplazmada bulunan ¢iplak kapsitler
mikrotiibiil aracili nakil mekanizmasi vasitasiyla ¢ekirdege ulasir (Hu ve Seeger,

2015; Nassal, 1999).
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1.4.5.2. cccDNA olusumu

Hepadnaviruslarin yasam dongiisii incelendiginde, virusun devamliligini
saglayarak persiste enfeksiyon tablosunun olugsmasinda anahtar asamalardan biri
rcDNA’dan, cccDNA’nin olusumudur (Bock ve ark., 1994). CccDNA, antivirallere
direngli viral bir minikromozom olarak adlandirilan kompakt kromatin benzeri
yapiya sahiptir (Bock ve ark., 2001; Levrero ve ark., 2009). Bu stabil yapi, pre-
genomik RNA’lar ve mRNA’larin sentezlenmesinde sablon gorevi goriir (Rall ve
ark., 1983; Salpini ve ark., 2019). CccDNA olusumu, RT fonksiyonu ve hiicresel
DNA onarim enzimlerinin aktivitesi ile gerceklesir (Gao ve Hu, 2007; Koniger ve
ark., 2014).

1.4.5.3. dsIDNA olusumu

Viral doéngilinlin tamamlanmasinda zorunlu asamalardan biri olmamakla
birlikte, konak¢i genomuna homolog olmayan rekombinasyon yoluyla entegre
olabilen dsIDNA’nin olusumu Hepadnaviruslarda karsimiza ¢ikmaktadr (Paterlini-
Brechot ve ark., 2003). Genellikle az sayida virion dsIDNA igerir ancak bu oranin
beseri hekimlikte hastaligin farkli fazlarinda olan bireylerde degisebilecegi rapor
edilmistir (Zhao ve ark., 2015). DsIDNA 'nin kapsit, polimeraz enzimi ve pgRNA’nin
ekspresyonunun olmamasindan dolay1 replikasyon yetenegi bulunmamaktadir
(Schiit ve ark., 1996). HBsAg yoniinden negatif hastalarin ilerleyen asamalarda,
HBsAg kaynagi olarak dsl-DNA’nin kullanilabildigi gosterilmistir (Wooddell ve
ark., 2017). DCH enfeksiyonunda dsIDNA’nin entegre olabilecegi gen bolgesi ve

DCH’nin patogenezindeki rolii ile ilgili bir bilgiye ulagilamamustir.

1.4.5.4. Pre-genomik RNA’larin transkripsiyonu

Hepadnaviruslarin  replikasyon siklusunda konak¢r hiicre ¢ekirdeginde,

cccDNA’dan sentezlenen pre-genomik RNA’larin (pgRNA), RNA polimeraz 1l
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tarafindan transkripsiyonu gerceklesir (Tu ve ark., 2017). Polimeraz enzimi, hem
viral DNA sentezini hem de niikleokapsid toplanmasini baslatabilmek igin
pgRNA'nin 5' kismi i¢indeki tokayi andiran ve kapsiilleme sinyali gérevine sahip
epsilona (¢) baglanir (Tavis ve Ganem, 1996). Epsilon sekansi, DCH genomunda da
aydinlatilmistir (Capozze ve ark., 2023). Kapsidlenmis pgRNA, negatif iplik¢ikli
viral DNA'y1 olusturmak tiizere reverse transkribe edilir. Bu asamada, polimerazin
RT boélgesinde bulunan YMDD motifi niikleotit hazirligi i¢in oldukc¢a onemlidir
(Shin ve ark., 2011). Ardindan bu iplik¢ik, pozitif iplik¢ikli DNA sentezi igin sablon
gorevi goriir. Niikkleokapsid, rcDNA olustugunda olgunlasir ve bu asamadan sonra
virion, enfektif virus partikiilii olarak zarflanip hiicreden salgilanabilir ya da cccDNA
havuzuna katki saglamak ftizere gekirdege yonlendirilebilir (Tu ve ark., 2017,
Tuttleman ve ark., 1986).

1.45.5. Olgun partikiillerin ve subviral partikiillerin hiicre disina
saliimi

Zarf proteinleri niikleokapsitin hiicre disina salinabilmesi i¢in yeterli miktara
ulastiginda, olgunlagmis partikiiller zarf proteinlerinin N-terminal ucu ile etkilesime
girer. Bu etkilesim sonucunda, core partikiilleri endoplasmik retikulum araciligi ile
tomurcuklanir (Bruss, 2007). Hepadnaviruslarin replikasyon siklusu Sekil 1.5.’te

Ozetlenmistir.
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Endoplasmik
retikulum

Protein icermeyen
RC-DNA

Sekil 1.5. Hepadnaviruslarin replikasyon siklusu (Urban ve ark., 2010’dan modifiye edilmistir).

Enfektif virionlarin yanmi sira, yiizey niikleokapsitten bagimsiz olarak
birlesmesi sonucunda, subviral partikiiller sentezlenir (Luangsay ve Zoulim, 2014).
Viral kapsitten ve genomdan yoksun olan subviral partikiiller, enfektif virionlara
kiyasla kanda 1,000 ila 100,000 kat daha fazla bulunabilirler ve dolasimdaki
bagisiklik komplekslerinin bilesenleridir (Hu ve Liu, 2017; Madalinski ve ark.,
1991). Dolasim sisteminde sferikal veya filamant6z yapidaki SVP’lere rastlanmakla

birlikte, sferikal yapiya serumda daha sik rastlanir (Lok ve McMahon., 2009).

SVP’lerin en ¢ok dikkat cektikleri alan, immun sistemle olan baglantilaridir.
Oncii yapilar olarak, virusu bagisiklik elemanlarmdan korumaya ydnelik gdrev
yaparlar. "Viral apoptotik benzeri taklit" mekanizmasiyla bagisiklik toleransini
indiikleyebilir ve Dane partikiiliiniin humoral immun yanittan korunmasini saglarlar
(Vanlandschoot ve ark., 2003). Bu mekanizma yoluyla, enfeksiyon i¢in asil gerekli
olan tlim virusun immun sistem elemanlartyla karsilagmasini engellemek ve

virionlarin enfeksiyona duyarl hiicrelere ulasmasini kolaylastirirlar (Chai ve ark.,
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2008). Subviral partikiillerin varligi, DCH enfeksiyonuna yakalanan kedilerde de
gosterilmistir (Fruci ve ark., 2022).

1.4.6. Hepadnaviruslarin otofajiye etkisi

Programli hiicre 6limii olarak da tanimlanan otofaji, hasarli hiicrelerin ve
istenmeyen proteinlerin yani sira mikrobiyal ajanlarin uzaklastirilmasinda kullanilan
homeostasisin korunmasinda gorevli bir mekanizmadir (Deter ve De Duve, 1967;
Shin ve ark., 2016). Hepadnaviruslarin otofajiyi destekledigi, replikasyonu ve
patogenezi i¢in lehine kullanabilecegi gosterilmistir (Sir ve ark., 2010). In-vitro
caligmalar, otofaji siirecinde X ve kiiclik yiizey proteinlerinin 6nemli bir rol
oynadigini, hiicrede otofajinin baskilanmasi sonucunda &zellikle DNA

replikasyonunun olumsuz etkilendigini gostermistir (Li ve ark., 2011; Tang ve ark.,
2009).

Sonu¢ olarak, hiicresel dengeyi saglamada gorevli otofaji, kronik
headpanavirus enfeksiyonlarinda karaciger hiicrelerinin durumunu kétiilestirir ve bu
enfeksiyonun en dikkat c¢ekici sonuglarindan biri olan HBV ile iliskili HCC'nin

patogenezine ve gelismesine katkida bulunur (Lee ve ark., 2001).

1.5. Epizootiyoloji

DCH enfeksiyonunun bulas1 hakkinda heniiz kesin bir yargi bulunmamakta
olup, ilk tespitin tam kan 6rneklerinde yapilmasi (Aghazadeh ve ark., 2018), bulagin
kan yolu ile olabilecegi ihtimalini ortaya koymustur. Takip eden ¢aligmalarda, DCH
niikleik asitinin hem serum hem de tam kan orneklerindeki kesfi, viicut sivilari
vasitastyla gerceklesen bulas ihtimalini gii¢lendirmistir (Lanave ve ark., 2019).
Kediler aras1 bulas yollar1 olarak, cinsel temas ve 1sirik yolu ile de DCH enfekte
bireylerden sacgilma olabilecegini varsayan hipotezleri One siiren ¢aligmalar

bulunmaktadir (Lanave ve ark., 2019). Enfeksiyonun vertikal/perinatal yollarla
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bulasma olasiligim1 destekleyen raporlar olup, maternal bagisikligin azalmasi
nedeniyle 3 ay yastaki kedilerde DCH pozitifliklerinin viral enfeksiyonun varligi
yoniinde arastirilmasi1 gerektigine dikkat ¢ekilmektedir (Capozza ve ark., 2023).
DCH enfeksiyonunda viremik hayvanlardan kan transfiizyonu ve organ
transplantasyonu konularinda dikkatli olunmasi, donér olacak hayvanlarin DCH

yoniinden taranmasi gerekliligine dikkat ¢cekilmektedir (Lanave ve ark., 2019).

1.6. Epidemiyoloji

Enfeksiyonun epidemiyolojik arastirmasini temel alan caligmalarda, 2 yas
tizerindeki kedilerin DCH enfeksiyonuna yakalanma riskinin 2 kat daha fazla oldugu
rapor edilmistir (Anpuanandam ve ark., 2021). Jeanes ve ark. (2021) tarafindan
yapilan bir ¢caligmada ise, 2 yasindan kiiciik ve 8-13 yas arasi olan kedilerde yiiksek
pozitiflik bildirilmistir. Ayrica, baz1 ¢aligmalarda DCH enfeksiyonunun yaygin
olarak 1 yasindan kiiglik hayvanlarda goriildiigii rapor edilmistir (Fruci ve ark., 2021;
Lanave ve ark., 2019). Erkek kedilerde, disi kedilere kiyasla daha yiiksek
prevalanslar tespit edilmekle birlikte (Anpuanandam ve ark., 2021; Lanave ve ark.,
2019; Scavone ve ark., 2022), yas ve cinsiyetin DCH enfeksiyonu iizerindeki etkisini
aragtiran calismalarin istatistiksel degerlendirmeleri, bu kriterlerin enfeksiyonun
ortaya cikisinda risk fakotiirii olmadiklari goriisiine odaklanmaktadir (Anpuanandam
ve ark., 2021; Capozza ve ark., 2023; Jeanes ve ark., 2021; Lanave ve ark., 2019;

Scavone ve ark., 2022).

Ozellikle DCH ile Retroviral ajanlarm birlikte oldugu enfeksiyonlar, calisma
konularinda siklikla yer almaktadir. Hatta DCH’nin ilk tespitinin FIV ile enfekte
kedilerde yapilmis olmasi1 6nem arz etmektedir. S6z konusu bu ¢alismada FIV ile
enfekte kedilerin %10’unda DCH enfeksiyonuna rastlanmistir (Aghazadeh ve ark.,
2018). DCH enfeksiyonunun arastirildigi diger ¢alismalarda da (Jeanes ve ark., 2021;
Lanave ve ark., 2019; Piewbang ve ark., 2020) benzer bir durum goriilmekte olup,

DCH pozitif kedilerde Feline Retroviral enfeksiyonlarin varlig1 da 6nemli derecede

19



yiiksek bulunmustur. Feline Coronavirus enfeksiyonu da yaygin bir ko-enfeksiyon

bileseni olarak tanimlanmistir (Jeanes ve ark., 2021).

Kedilerin yasam ve barinma sartlarinin, ev ortaminda yasamalar1 veya dis
ortamla iliskilerinin olup olmadiginin arastirildig bir calismada, DCH pozitif oldugu
tespit edilen kedilerin ¢ogunlugunun evde bakilan kediler oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte, kedilerin yasam seklinin DCH enfeksiyonu i¢in bir risk faktorii olup
olmadiginin tanimlanabilmesi i¢in daha fazla sayida ¢alismaya ihtiya¢ bulundugu

rapor edilmistir (Anpuanandam ve ark., 2021).

DCH enfeksiyonu son yillarda kiiresel 6l¢ekte dnem kazanmis olup, pek ¢ok
iilkeden yeni bildirimler yapilmaktadir. Bugiine dek, Avustralya, italya, Malezya,
Japonya, Cin (Hong Kong), Birlesik Krallik ve ABD’de tespit edilmistir (Aghazadeh
ve ark., 2018; Anpuanandam ve ark., 2021; Capozza ve ark., 2023; Jeanes ve ark.,
2021; Lanave ve ark., 2019; Piewbang ve ark., 2020; Stone ve ark., 2022; Takahashi
ve ark., 2022). Hong Kong’ta tespit edilen suslar, Asya suslarinin devami olarak
nitelendirilmistir (Shofa ve ark., 2022). DCH’nin kiiresel yayilimini gosteren harita

Sekil 1.6’te sunulmustur.

Malezya

Avustralya

Sekil 1.6. DCH enfeksiyonunun kiiresel yayilimi (Capozza ve ark., 2023; Shofa ve ark., 2022; Stone
ve ark., 2022).

20



1.7. Klinik

Kedilerde Hepadnavirus enfeksiyonlariyla iliskilendirilen patognomik bir
semptom heniiz bulunmamakla birlikte, DCH niikleik asiti yoniinden pozitif bulunan
hayvanlarda gozlenen bazi klinik bulgular rapor edilmistir (Capozza ve ark., 2023;
Lanave ve ark., 2019). DCH enfeksiyonunun ilk tespit edildigi kedide, karin
bolgesinde tespit edilen kitlenin yani sira, kusma ve istah kaybi semptomlar

kaydedilmistir (Aghazedeh ve ark., 2018).

Uveitis tablosu, DCH pozitifligi tespit edilen 2 kedide rapor edilmis
semptomlardan biridir (Jeanes ve ark., 2021). Karaciger iliskili hastaliklarin teshis
edildigi kedilerde, DCH pozitifliklerine rastlanmistir (Piewbang ve ark., 2020). Ayn1
zamanda, herhangi bir semptom gostermeyen kedilerde de DCH enfeksiyonu tespit
edilmistir (Lanave ve ark., 2019; Takahashi ve ark., 2022).

1.8. Patogenez

DCH’nin kedilerde patogenez mekanizmasi netlik kazanmamakla birlikte
(Capozza ve ark., 2023), kedilerin hepatotropik enfeksiyonlar1 arasinda yerini aldigi
bilinmektedir (Pesavento ve ark., 2019). HBV iliskili vakalarla kiyaslandiginda,
inflamasyon ve neoplazinin histopatolojik 6zellikleri iki hastaligin patogenezindeki
benzerligi ortaya c¢ikarmaktadir (Pesavento ve ark., 2019). Hepadnaviruslar,
replikasyonu sirasinda sitopatolojik bozukluk meydana getirmemektedir (Chisari,
2000). Hepatit ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan herhangi bir karaciger hasarina,
konakta virusa karst olusan immiinolojik tepki aracilik eder ki, bu durum hastaligin
immun yanit aracili viral enfeksiyonlar arasinda siniflandirilmasina neden olmustur

(Valaydon ve Locarnini, 2017).

DCH enfeksiyonunda, formalinle fikse edilmis parafin gomiili dokunun
immiinohistopatolojik incelemesi sirasinda ¢ok merkezli, biiyiik hiicreli, yiiksek

dereceli B hiicreli lenfomaya rastlanmistir (Aghazadeh ve ark., 2018). Biyopsi
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orneklerinin kullanildig1 bir ¢aligmada, kronik hepatitli kedilerin %43’tinde ve
hepatoselliiler karsinomali kedilerin ise %28’inde DCH enfeksiyonuna rastlanmistir.
Histopatolojide pargali nekroz, apoptik cisimler ve sinilizoidal inflamasyon dahil
olmak iizere hepatit ile tutarli ancak patognomonik olmayan mikroskobik goriintiiler,
sadece DCH pozitif 6rneklerde tanimlanmig, DCH pozitif kedilerin karacigerlerinde,
hepatosit proliferasyonu, DCH negatif olan kedilere gore daha yogun bulunmustur
(Pesavento ve ark., 2019). Immunohistomkimyasal boyama metotlariyla, DCH
pozitif oldugu tespit edilen kedilerde hepatitis, hepatik fibrozis, glomerulanefritis,
lenfoplasmasitik enteritis ve lemfadenitis gibi sistemik inflamasyona yonelik
bulgular tespit edilmis olup, karaciger hasarli kedilerde pozitiflik orant %20 olarak

belirlenmistir (Piewbang ve ark., 2020).

Karaciger enzim degerlerinde higbir farklilik géstermeyen kedilerde de DCH
enfeksiyonu tespit edilmistir (Lanave ve ark., 2019). Ancak, hematokimyasal
profilde karaciger hastaliklarindan siiphelenilen kedilerin DCH enfeksiyonu
yoniinden pozitif olma ihtimali, kan degerleri fizyolojik sinirlar icinde olan kedilere
kiyasla 3 kat daha fazla bulunmustur (Anpuanandam ve ark., 2021). Serolojik
degerlendirmelerde karaciger hastaligi yoniinden kuvvetli siipheli olan kedilerin
hicbirinde DCH tespitinin yapilmadigi ¢aligmalar da bulunmakla birlikte, DCH
DNA’sinin  enfeksiyonun bazi evrelerinde sadece karaciger dokusunda

saptanabilmesi de s6z konusu oldugu goz 6niine alinmalidir (Scavone ve ark., 2022).

DCH’nin sistemik enfeksiyona sebep oldugu yakin tarihli bir ¢alismada
belirlenmis olup, DCH enfeksiyonunun ekstra-hepatik dokularda varligi
gosterilmistir. Bu ¢alismada, histopatolojik incelemelerde bobrekte glomeruler
kapillerde kalinlagmalara, akcigerlerde alveolar intersitisyumlarin genislemesine,
kalpte miyokardiyal diizensizliklere, hipertrofilere ve epikardiumda kalinlagmalara,
bagirsak ve lenf nodiillerinde ise histiyosit lenfodenit tablosuna rastlanmistir.
Serebellumda noronlarda ve glia hiicrelerinin boyandig: tespit edilmis ve etkenin

kan-beyin bariyerini gegme olasiligi desteklenmistir (Piewbang ve ark., 2020).
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1.9. immunite

Bakiilovirus kullanilarak DCH’ye ait core proteinine karsi olugsan IgM ve IgG
antikorlarinin tespitleri yapilmis olup, DCH’ye ait core proteinlerinden sentezlenen
subviral partikiillerin elektron mikroskobik incelemelerle varlig1 gosterilmis ve bu
partikiillerin yaklasik 27 nm ¢apinda oldugu tespit edilmistir (Fruci ve ark., 2022).
DCH enfeksiyonunun evresinin belirlenmesinde, core proteinine karst olusan
antikorlarin tespitinin tek basma yeterli olmadigi, ayni1 zamanda yiizey antijenine
kars1 olusan antikorlarin da degerlendirilmesi gerektigi bildirilmektedir (Fruci ve

ark., 2022; Wang ve ark., 2017).

1.10. Tam

DCH’nin ilk tanisi, dondurulmus lenfoma dokusundan ekstrakte edilen
DNA’nin, etkenin core gen bolgesinin amplifikasyonuna yonelik hazirlanan
pangenerik primerler ile PCR testine tabi tutulmasiyla gergeklesmis olup, bu primer
cifti ile 230 bp uzunlugundaki bolge cogaltilmistir (Aghazadeh ve ark., 2018).
Diinyanin farkli bolgelerinden rapor edilen c¢aligmalar, kan ve serum orneklerinin
PCR testlerinin yapildigi molekiiler ¢alismalarda tan1 materyallerinin 6nemli bir
kismin1 olusturdugunu gostermektedir (Anpuanandam ve ark., 2021; Lanave ve ark.,
2019). DCH genomunun tespitine yonelik, enfeksiyonun bulas yollarini
aydinlatmay1 hedefleyen retrospektif ¢alismalarda, enfekte kedilerin uzun siireli
orneklenmesi sirasinda oral, konjuktival, prepusyal ve rektal siiriintiilerinde niikleik
asitin tespitinin yapilmadigini rapor edilmistir. Sonuclar, enfeksiyonun tespitinde
kullanilabilecek Orneklerin Oncelik sirasi agisindan degerlendirildiginde 6nemli

bulunmustur (Capozza ve ark., 2021).

Ayrica, PCR yoOntemi ile birlikte in situ hibridizasyon metodunun kullanildigi,
kedilerin formalinle fikse edilmis ve parafin emdirilmis karaciger 6rneklerinde DCH
dagiliminm1 ve hepatotropizmi belirleyen caligmalar ile taniya gitmek miimkiindiir

(Pesavento ve ark., 2019). Son yillarda, bocek hiicrelerinde Bakulovirus tarafindan
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eksprese edilen DCH core proteini kullanilarak antikor tespitine yonelik ELISA testi
gelistirilmistir (Fruci ve ark., 2022).

DNA ekstraksiyonu yapmadan, tam kan orneklerinde DCH genomunu tespit
etmeye yonelik prob tabanli dupleks real-time PCR metodu kullanilan teknikler
arasindadir (Shofa ve ark., 2023). Western-blot analizleriyle yapilan ¢aligsmalarda,
DCH ile enfekte kedilere ait karaciger orneklerinde viral proteinlerin varligi
gosterilmis olup aymi ¢alismada, gecirimli elektron mikroskop yardimiyla yapilan
analizlerde DCH partikiillerinin intraselliiler lokalizasyonu da gosterilmistir

(Piewbang ve ark., 2020).

Serolojik sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde, ALT seviyesinde
yiikselmeler bu enfeksiyonla iligkili bulunmakla birlikte enfeksiyonun tanisinda
degerlendirilebilecegi rapor edilmistir (Anpuanandam ve ark., 2021; Piewbang ve
ark., 2022).

1.11. Kontrol

Kedilerin yasam sekilleri gore diisiiniildiigiinde, ortak kum ve mama kaplarinin
kullantminin yani sira, hasarli deri ile viicut sivilarimin temas: olast enfeksiyon
yollaridir. Bu baglamda, fazla sayida kedinin bir arada bulunmamasi, yaralayici
temasinin engellenmesi ve kedi malzemelerinin temiz kullanimina dikkat edilmesi
enfeksiyondan korunmada etkili yollar olarak degerlendirilmistir (Lanave ve ark.,

2019).

DCH’nin kan ve serumdaki tespitleri, donor olacak kedilerin bu enfeksiyon
yoniinden taranmasi gerektigini ortaya ¢ikarmistir (Lanave ve ark., 2019). DCH
enfeksiyonlariyla miicadelede heniiz bir preparat iiretilmemis olup, beseri hekimlikte
hepatit B enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan niikleotit/niikleosid analoglarinin
kediler i¢in kabul edilemeyecek seviyede toksik oldugu bildirilmistir (Capozza ve

ark., 2023; Hartmann ve ark., 2015). Ancak, genom yapisindaki benzerlikler ve
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hiicreye giriste kullandig1 ortak reseptorler, enfeksiyondan korunma konusunda
atilacak adimlar adina bir bakis agisi olusturmaktadir (Capozza ve ark., 2023;

Piewbang ve ark., 2020; Shofa ve ark., 2023).

Bu doktora tez c¢alismasinda, molekiiller tan1 ve Kkarakterizasyonun
yapilabilmesi i¢in baslica Hepadnaviruslarin tespitinde kullanilan polymerase gen
bolgesine yonelik pan-generik primerler ve Evcil Kedi Hepadnaviruslarinin tanisina
yonelik core gen bolgesinin amplifikasyonunu hedefleyen pan-generik primerler
kullanilmis olup, full genoma ulasabilmek i¢in diger gen bdlgelerini de kapsayan
farkli primer g¢iftleri bu tez calismasi kapsaminda dizayn edilmistir. Sekans analiz
islemlerini takiben, genetik farkliliklarin ve benzerliklerin ortaya ¢ikarilmasi
amactyla 6rneklerimiz diinyadaki hem cinsleri ile GenBank veri tabanindan alinan
diziler kullanilarak karsilastirilmis olup, tiim ve parsiyel genom analizleri yapilarak,

filogenetik agaclar hazirlanmistir.

25



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Cahismalarda Kullamlan Ornekler

Bu doktora tez ¢alismas1 kapsaminda, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Merkez Tani Laboratuvari’ndan, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’ndan ve 6zel kliniklerden, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu Karar1 (05/09/2018 tarih, 2018/17 toplanti numarasi, 2018/87 dosya
numarasi, 2018/17/106 karar numarasi ve 22/07/2020 tarih, 2020/13 toplanti
numarasi, 2020/90 dosya numarasi, 2020/13/111 karar numarasi) Ve
Aydinlatilmis Onam Formu ile toplamda 550 kediden; 498 adet kan (498 adet
EDTA’l1 kan 6rnegi ve 104 adet serum 6rnegi), 50 adet organ ve 2 adet asites s1visi

alindi.

Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) igeren tiiplere alinan tam kan 6rnekleri,
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali'na soguk zincir
altinda ulastirildi. Kan ve asites 6rnekleri ekstraksiyon islemine dek +4 °C’de, organ
ornekleri ise -20 °C’de muhafaza edildi. Ekstraksiyon islemi sonrasi arta kalan
ornekler, -20 °C’de donduruldu. Orneklemeye dahil edilen kedilere ait bilgiler (yas,
ik, cinsiyet, klinik bulgular, yasam statiisii) kaydedildi.
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ve sarf malzemeler agagida belirtilmistir.

AN NN N Y N N U N U N N N N Y N U N N N U NN

2.1.2. Tez Cahsmasinda Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Sarf

Malzemeleri

Bu doktora tez ¢alismasi1 boyunca kullanilmak amaciyla temin edilen kimyasal

5 ml EDTA’1 kan tiipii

5 ml serum tiipti

Organ materyali alma kutusu
Saklama kutusu

500 ml. PBS Solution

10 pl tip

100 pl tip

1000 pl tip

Nitril eldiven (small)

Bisturi ucu (no:23)

N lauril sarcosin

Guanidin isotiyosiyanat
Water Molecular biology grade
Steril tiip (15 ml)

MgCI2

100 bp DNA Ladder

Dream Tag DNA polymerase
Primer 100 nmol

dNTP mix

6X Loading Dye

0,2 ml flat kapak PCR tiip
1,5 ml flat kapak PCR tiip
TAE Buffer

Tris Base
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2.1.3. Cihazlar

Tez calismast kapsaminda gergeklestirilen tiim aragtirmalar, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali envanterinde bulunan

cihazlar kullanilarak yapilmistir. Kullanilan cihazlar asagida belirtilmistir.

+4 °C Buzdolabi

-20 °C Derin dondurucu

-80 °C Derin dondurucu

Vera Scientific VVortex

Sigma Mikro Santrifiij 1-14k (Michael Christ design)

Metis Lab Biyogiivenlik II Kabini

Biometra 96-well Gradient Thermal Cycler (Analytik Jena, Almanya)
Kyratec 96-well Gradient Thermal Cycler (Kyratec Inc., Avustralya)
Mikrodalga Firin

Cleaver® Scientific Elektroforez Seti

Kodak 1D Gel Logic Kamera

UV Tranilluminator

AN N NN Y N N N N Y RN

2.2. Yontemler

2.2.1. Kan ve Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen EDTA’l1 kan o6rnekleri testlerde
kullanilmak iizere -20°C’de saklandi. Serum 6rnekleri ise, serumun ayrilmasi amaciyla
3000 rpm’de +4°C’de 10 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra, eppendorf tiiplere

alindi ve testlerde kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.
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2.2.2. Organ ve Asites Orneklerinin Hazirlanmasi

Karaciger basta olmak tizere soguk zincirde laboratuvara ulastirilan organ
ornekleri, oncelikle -20 °C’de dondurma ¢6zme islemini takiben biyogiivenlik
kabininde (Metis Safe, Tiirkiye) islenerek steril petri kaplarina, 0,5 gr olacak sekilde
alindi. Bistiiri ve makas yardimiyla kiigiiltiildiikten sonra steril tiiplere aktarildi,
tizerlerine 4,5 ml phosphat buffered saline (PBS, 1/10 oraninda) ilave edilip,
vortekslendi. Takiben tiipler; 3000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi ve
ekstraksiyon isleminde kullanilmak amaciyla siipernatant kismindan 300 mikrolitre
(ul) alindi. Arta kalan 6rnekler; sahit numune olarak -80 °C derin dondurucuya
kaldirild1. Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen asites sivilari testlerde direkt

olarak kullanilmis olup, -20°C’de saklandi.

2.2.3. Viral Niikleik Asit izolasyonu

Viral niikleik asit (DNA) ekstraksiyonu, Sambrook ve Russell (2001),
tarafindan bildirilen metot kullanilarak gercgeklestirildi. Ekstraksiyonda takip edilen

uygulama protokolii asagida belirtilmistir:

300 pl 6rnek tizerine esit hacimde olacak sekilde Denatiirasyon Sollisyonu

ilave edildi.

15 saniye vortekslemeyi takiben, 300 pl Alkali Fenol ve 300 pl
Kloroforom/Izomilalkol (24:1) ekstraksiyon metodunda anlatildig1 gibi eklendi, 15
saniye vortekslenen karigim 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij basamagini takiben, istte kalan sividan 700 pl alinarak temiz

eppendorf tiipe aktarildi ve 700 ul izopropil alkol ilave edildi.

Total hacmin 1:10’u oraninda Na-Acetate ilave edildi, 10 saniye

vortekslendikten sonra karisim, -80 °C’de en az 1 saat siireyle niikleik asitin
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presipitasyonu i¢in bekletildi. Siire sonunda oda derecesinde ¢ozdiiriilen tiipler
12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, iizerindeki sivinin biiyiik boliimi vakum
pompast ile ¢ekildi. Kalan kisma ise izopropil alkoliin yikanmasi amaciyla 300 pl

%70 Etil alkol ilave edildi.

Tekrar 12.000 rpm’de 2-3 dakika santrifiij edilen tiiplerin i¢indeki Etil alkol

aspire edilerek uzaklastirildi.

37 °C’de tiim alkol kalintis1 uzaklasana dek bekletilen tiiplere 20 ul molekiiler
grade distile su ilave edildi, spektrofotometrede DNA miktar1 6lgiilen ekstraktlar
(Ek-3, Cizelge 4.2.), testlerde kullanilmak iizere -80°C’de muhafaza edildi.

2.2.4. Polymerase Chain Reaction (PCR) Yardimiyla Tam ve Molekiiler
Karakterizasyon

DCHV’un molekiiler tanist amaciyla kedi Hepadnavirus core gen bdlgesini
hedef alan pan-generik primer ¢ifti (Aghazadeh ve ark., 2018) ve polimeraz gen
bolgesine spesifik primer ¢ifti (Wang ve ark., 2017) kullanilds. ilgili primer dizinleri
Cizelge 2.1.de sunulmustur. PCR analizlerinde kullanilan karisim miktarlar1 Cizelge

2.2.°de verilmistir.

Cizelge 2.1. DCH tanisinda kullanilan primer dizinleri.

Hedef Gen Primer Baz Dizini Uriin Referans
Bolgesi Ad1 Boyutu
(bp)
Hgap F CTAGAATGGCTACATGGGGTTAG
Core Gen 230 Aghazadeh ve ark.,
Bélgesi Hgap R GTGCTCTGATAACCGTATGCTC 2018
Pol 1-F TAGACTSGTGGTGGACTTCTC
Polimeraz Pol 1-R CATATAASTRAAAGCCAYACAG 593 Wang ve ark., 2017
Gen Bolgesi Pol 2-F TGCCATCTTCTTGTTGGTTC
Pol 2-R AGTRAAYTGAGCCAGGAGAAAC 258
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Cizelge 2.2. PCR analizlerinde kullanilan karigimin komponent miktarlari.

Komponent Miktar
10X DreamTaq Buffer 20 mM 3,0 ul
dNTP mix 10 mM 0,5 ul
MgCl225 mM 2,4 ul
Forward primer 0,5 ul
Reverse primer 0,5 ul
Taq DNA Polymerase 0,25
Molekiiler Deiyonize Su 19,85 ul
DNA 3ul
TOPLAM 30 pl

2.2.5. Tum Genom Dizilemesi

DCH niikleik asiti yoniinden pozitif oldugu tespit edilen Orneklerin tim

genomunu aydinlatmak amaciyla hem literatiirdeki primerler hem de hem de bu tez

calismasi kapsaminda GenBank veri tabaninda bulunan MK117078.1 numaral1 sus

referans alinarak sentezlenen primer giftleri kullanilmis olup, dizinler Cizelge 2.3.’de

verilmistir.
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Cizelge 2.3. Tiim genomun amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlere ait bilgiler.
Primer Baz Dizini Baslangic — Uriin Referens
Ad1 Bitis Boyutu
Bolgeleri (bp)
EA-F1 ATGGGCAACATYACCTCAGGT 1>21 1260
EA-R1 GTAGACGAAGGACACGTCC 1280 > 1262
EA-F3 AGCACGTAGACCTGCTAGGTC 2210 > 2230 920 BU tez
EA-R3 TCGTCAACGGCGGAGACGA 3164 > 3146 caligmast
kapsaminda
1605-F CCAGGTTATGTACATATCTTGTA 1605 > 1627 900 dizayn
2547-R AAGAGGAAAATATTTGGTGTG 2547 > 2527 edilmistir.
X-F ATGGCTGCTCGCCTGCGCTGC 1226 > 1246 400
X-R TCAGCGGGTGTGCAAGGTTTTATGT 1663 > 1639
A-F TGGGCAACATTACCTCAGGTCC 2> 223 1700
A-R GGAACAAAAGAGAACGCACAGG 1700 > 1679
B-F GGTCTGACGCCCAGGTTATG 1595 > 1614 1700
Anpuanandam
B-R ACCACGAGTCTGCACTCTGC 106 > 87
ve ark., 2021
C-F CTCAGGTCTTTGCCCACTCA 792 > 811 1155
C-R AGCTGACTCCTCCCAACAGT 1946 > 1927
D-F AACTAAGCATGAACTCCGCC 2469 > 2488 1173
D-R TGGGCCAACAGGTGCAATTT 454 - 435
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Tez g¢alismasimnin molekiiler Karakterizasyon asamasinda kullanilan PCR

protokolleri ve primerlerin baglanma dereceleri Cizelge 2.4.’de sunulmustur.

Cizelge 2.4. PCR dongii protokolii.

PCR testlerinde kullanilan protokol Primer Baglanma
Ad Derecesi
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 °C > 6 dk Hgap 55 °C
Pol 1. tur 45 °C
94 °C > 1dk .

Déngii (35 siklus) [Baglanma derecesi > 2 dk] ‘ Pol 2. ur 4C
72 > 1dk EA-1 54 °C
EA-3 56 °C
Son Uzama 72 °C > 10 dk 1605-2547 50 °C
X 66 °C

Tiim genomun aydinlatilmasinda MK117078.1 accessiin numarali, GenBank
alman sekans referans alinarak dizayn edilen primerlerin, DCH genomunda

amplifiye ettikleri gen bolgeleri Sekil 2.1.’de sunulmustur.

EA-3 1
primerleri

EA-1
primerleri

2547

1280

1605 X primerleri

1605-2547
primerleri

Sekil 2.1. Tez galismasi kapsaminda dizayn edilen primerlerin hedef gen bdlgeleri.
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2.2.6. PCRiiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Amplikonlarin goriintiilenmesi asamasinda, GelRed® (Biotium, ABD) igeren
%1,5’1ik agaroz jel (Prona, EU) hazirlandi. Tampon sivi olarak 10xTAE (Tris Asetat
Ethylenediamine tetraacetic acid-EDTA) kullanildi. 0,5xTAE soliisyonu iginde
mikrodalga firin kullanilarak 1s1 araciligi ile ¢oziilen agaroz, sogutularak tizerine 0,5
ul/100ml oraninda GelRed® konulan karigim homojen yapiya ulasana kadar
kanistirild1 ve taraklar yerlestirilmis olan jel kiivetine dokiildii. Ceker ocak altinda,

jel donana kadar beklendi, taraklar ¢ikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi.

PCR firiinleri yiikleme boyast (6x Loading Dye, Jena, Almanya) ile
karistirilarak jele yiiklendi. Jelin basindaki ve sonundaki kuyucuklara 100 bp’lik
marker (Jena Bioscience, Almanya) ve 1 kb’lik marker (GeneOn) soliisyonundan 1
ul yiiklendi. Jele yapilan yiiklemeler sonrasi, 20 dakika, 16 VVolt/cm elektrik akimina
tabi tutulan jel, goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic 100) kullanilarak UV 1s1k

altinda goriintiilendi.

2.2.7. Amplikonlarin Purifikasyonu ve Dizin Analizi

Tespit edilen amplikonlarin purifikasyonu ve bu amplikonlara ait triinlerin
dizin analiz islemleri, tez projesi kapsaminda saglanan hizmet alimi yoluyla

gerceklesti. Ornekler, ticari bir firma olan BM Labosis/Ankara’ya gonderildi.

2.2.8. Molekiiler Karakterizasyon ve Filogenetik Analizler

Molekiiler karakterizasyona baslamadan once, yanlis negatiflik ihtimalini
ekarte edebilmek amaciyla, analiz islemini takiben elde edilen dizinlerin
dogrulanmasi gerekir. Bu amagla, Finch TV ye yiiklenen dizinler National Center for
Biotechnology Information (NCBI)’in veritabaninda yer alan Basic Local Alignment
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Search Tool (BLAST) programina (Camacho ve ark., 2009) yiiklendi ve dizinlerin

konfirmasyonu yapildi.

DCH enfeksiyonu yoniinden pozitif oldugu tespit edilen Orneklerin
diinyadaki hemcinsleri ile karsilastirilmasi i¢in 6ncelikle referens 6rnekler GenBank
veri tabanindan toplandi. BioEdit programi vasitast ile tiim ornekler hizalandi.
Filogenetik analiz, Mega XI| programmdan Maximum Likelihood metodu

kullanilarak yapildi.

2.2.9. Niikleotit Benzerliklerinin Belirlenmesi

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen tiim genom ve parsiyel genomlara ait
niikleotid dizinleri, GenBank veri tabanindan alinan DCH suslar1 ile MatGAT (2.01)

(Campanella ve ark., 2003) programi kullanilarak karsilastirilmistr.

2.2.10. Frekans (Sikhik) Analizi

Bu tez kapsaminda, DCH niikleik asiti yoniinden pozitif 6rnek sayisinin az
olmas1 sebebiyle istatistiksel degerlendirme olarak frekans (siklik) analizi

yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. DCH Enfeksiyonu Niikleik Asiti Tarama Bulgular

Doktora tezi kapsaminda 550 adet evcil kedi 6rneklenmis olup, kan (n=498),
serum (n=104), asites sivist (n=2) ve organ orneklerinin (n=50), 23°ii DCH niikleik
asiti yoniinden pozitif tespit edilmistir. Tez ¢alismasina dahil edilen, tiir bazli toplam
ornek sayis1 ve DCH pozitifligi saptanan 6rnek sayilari Cizelge 3.1.’de sunulmustur.
Ayrica, farkli ornek tiirlerindeki DCH pozitifliklerinin yiizdesel dagilimi Sekil

3.1.’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Toplanan 6rnek sayist ve DCH pozitifligi saptanan 6rneklerin sayist.

Ornek Tiirii Ornek sayis1 DCH niikleik asit pozitifligi
Tam Kan 498 18
Serum 104 2
Organ 50 2
Asites 2 1
Asites Svisi
Organ % 4,30

Serum

% 8,70
Tam kan
% 78,30
Numune Tiirii Pozitiflik Sayis1 Yiizde Oran
Tam kan 18 %78,30
Serum 2 %38,70
Organ 2 %8,70
Asites S1visi 1 %4,30

Sekil 3.1. Tespit edilen pozitifliklerin (n=23) 6rnek tiiriine gére dagilimu.
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DCH niikleik asiti yoniinden pozitiflik dagilimi incelendiginde, tam kan
numuneleri %78,30 (n=18, 18/23), serum (2/23) ve organ 6rnekleri (2/23) %8,70 ve

asites sivisinin (1/23) da %4,30 oranda siralandigi belirlenmistir.

3.2. Elde Edilen Epidemiyolojik Veriler ve Istatistiksel Analizler

Bu doktora tez ¢aligmasi kapsaminda DCH niikleik asiti yoniinden pozitiflik
saptanan kedilere ait anamnez bilgileri (yas, irk, cinsiyet, yasam sekli, klinik bulgular
vs.) Cizelge 3.2.’de sunulmustur. Pozitif 6rneklerin ¢ogunlugunu 2 yas alt1 kediler
(%69,6) olusturmaktadir. Istatistiksel acidan degerlendirildiginde, anlamli bir
farklilik goriilmemekle birlikte, erkek kedilerde (%56,5) disi kedilere (%43,5)
oranla, DCH niikleik asit pozitifliginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Calisma
kapsaminda 6rneklenen 23 kediden 18’inin tekir irk kediler oldugu ve bu kedilerde
DCH enfeksiyonunun goriilme sikliginin %78,3 oldugu belirlenmistir. Bu oran,
caligma kapsaminda 6rneklenen diger irklar olan sarman (%13) ve Van kedilerine
(%8,7) gore yiiksek olup, enfeksiyona yakalanma siklig1 yoniinden tekir irk kedilerde
DCH pozitifliginin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

DCH enfeksiyonu saptanan 23 kediden 6’sinin (%26,08) asemptomatik
oldugu, bu kedilerin veteriner kliniklerine asilama Oncesi kontrol veya cerrahi
17 kedide ise, FIP iligkili semptomlar yanisira, inkoordinasyon, halsizlik, istahsizlik,
kusma, bazi okiiler bulgular, asites, kardiyomiyopati, akut bronsitis, hepatik lipidoz,
stomatitis ve gingivitis gibi semptomlar kaydedilmis olup, ayrica DCH pozitifligi
saptanan kedilerin 7’sinin (%30,43) 6ldiigii not edilmistir. Yasam statiisii yoniinden
incelendiginde, DCH enfeksiyonu pozitif kedilerin %73,9’unun 6rnekleme
doneminde evde bakilan kediler oldugu, ancak biiyiik bir boliimiiniin yasamlarinin

bir doneminde sokaktan sahiplenildikleri de bildirilmistir.
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Cizelge 3.2. DCH niikleik asiti yoniinden pozitif olan kedilere ait anamnez bilgileri.

Ornek
No

TR-SV8

TR-SV15

TR-03-PEY

TR-07

TR-55

TR-61

TR-68
TR-131

TR-177

TR-185

TR-192

TR-275

TR-288

TR-296

TR-382

TR-404

TR-409

TR-428

TR-453

TR-503

TR-744

TR-27-02

TR-ASC1

Ornek
Tiirii

Organ

Organ

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Serum

Tam kan

Tam kan

Serum

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam kan

Tam Kan

Tam kan

Asites

S1V1S1

Yas

2 yash

2 yash

4 yash

2 yash

3 yash

1 yash
2 yash

4 yash

6 aylik

6 aylik

1 yash

S yash

4 yash

6 yash

6 aylik

8 aylik
1 yash

2 yash

1 yash

1 yash

2 yash

4 yash

1 yash

Cinsiyet

Erkek

Erkek

Erkek

Disi

Erkek

Erkek

Erkek

Erkek

Disi

Disi

Erkek

Disi

Disi

Erkek

Disi

Disi

Disi

Disi

Erkek

Erkek

Disi

Erkek

Erkek

Irk

Tekir

Tekir

Sarman

Tekir

Tekir

Tekir

Tekir

Van

Tekir

Sarman

Tekir

Tekir

Tekir

Van

Tekir

Tekir

Tekir

Tekir

Tekir

Tekir

Tekir

Sarman

Tekir

Klinik bulgu

FIP iliskili semptomlar
Oliim
FIP iligkili semptomlar
Oliim
Arka bacaklarda
inkoordinasyon
Halsizlik
Hipertrofik
kardiyomiyopati
Oliim
Inkoordinasyon
Goz lezyonlar
Oliim
Halsizlik
Istahsizlik
Oliim
Klinik bulgu yok

Kusma

Halsizlik
Istahsizlik

Cerrahi miidahele

Yabanci cisim yutma

Akut brongit
Goz ekstirpasyonu

FIP iliskili semptomlar
Oliim

Istahsizlik

Hepatik lipidoz
Kusma
Mikrooftalmi
Halsizlik

Klinik bulgu yok

Klinik bulgu yok

Diaphragmatic hernia

Halsizlik

ishal
Stomatit
Gingivit
Mantar enfeksiyonu
Dehidrasyon
Karinda asites sivisi
Oliim

Yasam Sekli

Evde bakim

Evde bakim

Evde bakim

Evde bakim

Sokak kedisi

Evde bakim

Sokak kedisi

Evde bakim

Sokak kedisi

Evde bakim

Evde bakim

Evde bakim

Evde bakim

Evde bakim
Evde bakim
Evde bakim
Evde bakim

Evde bakim

Sokak kedisi

Evde bakim

Sokak kedisi

Sokak kedisi

Evde bakim

Mevcut
Enfeksiyon

FCoV

FCoV

FeLV

FeLV

FCoV

FeLV

Negative

Negative

FeLV, FPV

FeLV

FeLV
FCoV

FeLV

FeLV
Negative
Negative

FeLV

Negative

FeLV

FeLV

Negative

FeLV

FelLV,
FCoV
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3.3. DCH Enfeksiyonu Molekiiler Karakterizasyon Bulgulari

Enfeksiyonun tespitinde kullanilan DCH niikleik asiti tespitine yonelik pan-
generik Hgap primerlerinin kullanilmasi ile gerceklestirilen konvensiyonal PCR ile
Hepadnaviruslarin tespitine yonelik pan-generik Pol primerleri ile gergeklestirilen
konvansiyonel PCR testleri es zamanli olarak gerceklestirilmistir. Bu tez kapsaminda
kullanilan tan1 ve tiim genomun aydinlatilmasina yonelik primerlerin amplifiye

ettikleri tirtinleri gosteren agaroz jel goriintiisii Sekil 3.2.’de gosterilmistir.

100bp  poap EA3 16052547 X 100 bp
merdiven _ : merdiven

C m— - N —
L ———

1260bp 55 by 900bp

410 bp
230bp 258 bp

DCH tani primerleri Tim genoma yonelik primerler
Sekil 3.2. DCH tan1 primerleri ve tiim genoma yo6nelik primerlerin jel goriintiisii.

Tiim 6rnekler hem core hem de pol genlerine yonelik primerlerle PCR’a tabii
tutulmus olup, 23 pozitif 6rnegin 21’1 core gen spesifik primerlerle reaksiyon
verirken, 2 adedi (TR-61 ve TR-177) sadece pol geni spesifik primerlerle pozitiflik
vermistir. Ayrica, 23 pozitif 6rnegin 17’si pol gen spesifik primerlerle reaksiyon
vermistir. Hepadnavirus X gen bdlgesi spesifik primerlerle 23 adet 6rnekten 17 adedi
pozitif reaksiyon vermistir. Tez kapsaminda dizayn edilen yeni primerler

kullanilarak, 13 adet DCH tiim genomu karakterize edilmistir.

Sekans analizi, hizmet alim1 yoluyla gergeklestirilmis olup, elde edilen dizinler
GenBank veri tabaninda BLAST programinda diinyadaki hem cinsleri ile
karsilastirildi. Dizinler, BioEdit programinda hizalandiktan sonra, tiim genomun

kazanimut i¢in ilgili gen bdlgelerinin birlestirilmesi yapildi. Parsiyel olan sekanslarin
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da ayn1 yol izlenerek BLAST programinda diizenlenmesini takiben, elde edilen tiim
dizinlerin aminoasit c¢evrimleri gergeklestirildi. Veriler, metin dosyasina
kaydedilerek GenBank veri tabanindan girisleri yapildi ve accession numaralari
alindi. Elde edilen sekanslar, accession/erisim numaralari ve baz uzunluklari Cizelge

3.3.’de sunulmustur.

Cizelge 3.3. DCH pozitif sekans dizilerine ait Genbank Accession numaralari ve baz uzunluklari.

Ornek Ad1 Accession No Uzunluk (bp)
TR-03-PEY 0Q130240 3184
TR-SV8 ON325584 3185
TR-07 0Q130241 3184
TR-SV15 ON293153 3193
TR-55 0Q130249 3184
TR-61 0Q883928 232
TR-68 0Q883929 925
TR-131 0Q883930 1936
TR-177 0Q883931 227
TR-185 0Q883932 1104
TR-192 0Q883933 1934
TR-275 0Q130242 3184
TR-288 0Q883934 193
TR-296 0Q130243 3184
TR-382 0Q130244 3184
TR-404 0Q130245 3184
TR-409 0Q130246 3184
TR-428 0Q130247 3184
TR-453 0Q883935 1312
TR-503 0Q130248 3184
TR-744 0Q130250 3184
TR-27-02 0Q883927 1931
TR-ASC1 0Q883936 214
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3.4. DCH Porzitif Orneklere Ait Filogenetik Analiz Bulgular

Elde edilen sekans dizilerinin, GenBank veri tabaninda bulunan hemcinsleri
ile karsilastirilmasi sonrasinda, BioEdit software programda hizalanmasini takiben,
MEGA XI software programinda Maximum Likelihood metodu kullanilarak
filogenetik analiz yapildi. Core, pol, surface ve X gen bolgelerine ait filogenetik
analizler sirasiyla Sekil 3.3., Sekil 3.4., Sekil 3.5. ve Sekil 3.6.’de sunuldu. Ayrica,
tim genom analizi yapilan 13 6rnek ve GenBank veri tabanindan elde edilen
Hepadnavirus tiim genomlar1 kullanilarak yapilan filogenetik analiz Sekil 3.7.’de

sunuldu.

Molekiiler degerlendirmede, tez kapsaminda elde edilen 23 6rnegin tiimiiniin
genel olarak, Orthohepadnavirus genusunda yer alan orneklerle ayni kiimede
lokalize olduklar1 belirlendi. Tiim genomik analize gore 6zellikle Italya’dan elde
edilen kedi ornekleriyle parafiletik yakinlik gdsteren 6rneklerin (n=12) varlig1 yani
sira, ABD’den elde edilen kedi ornekleriyle de yakinlik gdsteren DCH suslarinin
(n=1) iilkemizde sirkiile olduklar1 belirlendi. Tez ¢alismasindaki sekanslar
kullanilarak yapilan karsilagtirmalarda tiim genomik analizde TR-03 nolu 6rnegin
kopek orijinli italyan susuna diger kedi orijinli suslardan daha yakin oldugu
belirlendi. Pol geni yoniinden yapilan karsilastirmada ise, TR-61 ve TR-503 nolu
orneklerin kopek orijinli Italyan susuna diger kedi orijinli suslardan daha yakin
oldugu belirlenirken, core gen bdlgesi yoniinden yapilan analizlerde TR-409 ve TR-
27-02 nolu drneklerin kdpek orijinli Italyan susuna daha yakin lokalize olduklart
belirlendi. TR-SV15 nolu kedi 6rneginin iilkemiz orijinli tiim kedi 6rnekleri basta
olmak {izere, diinyadaki hem cinslerinden de hem niikleotid hem de aminoasit ifadesi

anlaminda farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

41



@ 0Q130241 —
OP094657.1 Domestic cat hepadnavirus ABD
@® 0Q130242
OK574325.1 Domestic cat hepadnavirus ltalya
@ 0Q883935
@ 0Q325584
@ 0Q130249
@ 0Q130240
@ 0Q130247
t @ 0Q130248
@ 0Q130243
@ 0Q130244
@® 0Q130246
OM785182.2 Domestic cat hepadnavirus ltalya
MZz201309.1  Domestic dog hepadnavirus
@ 0Q883927
@ ON293153
@ 0Q130250
@ 0Q883936
MK117078.1  Domestic cat hepadnavirus Italya
@ 10Q30245
® 0Q883929
® 0Q883934
@ 0Q883932
@ 0Q883933
@ 0Q883930
OP643862.1  Domestic cat hepadnavirus Hong Kong -
NC_040716.1 Domesit cat hepaaus Sdney .~ Orthohepadnavirus
MK902920.1  Domestic cat hepadnavirus Malezya
MT506046.1  Domestic cat hepadnavirus Tayland
LC668427 Domestic cat hepadnavirus Japonya
LC685967.1 Domestic cat hepadnavirus Japonya
MK620908.1 Tai forest hepatit B virus
MG457475.1  Bat hepatit B virus
NC_038503.1 Pomona bat hepatit B virus
NC_020881.1 Long-fingered bat hepatit B virus
L’_E KC790377.1 Horseshoe bat hepatit B virus
NC_024443.1 Roundleaf bat hepatit B virus
NC_004107.1 Woodchuch hepatit B virus
MH484438.1 Asian grey shrew hepatit B virus
MH484439.1  Shrew hepatit B virus
OM030298.1  Wufeng crocidura attenuata hepatit B virus
MK345460.1 Musk shrew hepatit B virus
MK345474.1  Crowned hepatit B virus
AF046996.1 ‘Wolly monkey hepatit B virus
NC_043528 Capuchin monkey hepatit B virus
AF193864 Orangutan hepatit B virus
AP011085.1 Hepatit B virus (genotip B)
KY470995.1 Hepatit B virus (genotip I)
AY123041.1 Hepatit B virus (genotip C)
JIN257155.1 Hepatit B virus (genotip D)
X75657.1 Hepatit B virus (genotip E)
AF160501 Hepatit B virus (genotip G)
AY090454  Hepatit B virus (genotip H)

XT56581  Hepait B virus (genotip F) - Parah epad navirus
MW161151.1 White sucker hepatit B virus —— .
NC_030445.1 Bluegill hepatit B virus —— Metahepadnavlrus
KX058435 Tibetan frog hepatit B virus — .

AJZ51934.1  Stork hepatt B virus = Herpetohepad navirus
NC_001486 Heron hepatit B virus
JX274027.1  Parrot hepatit B virus
AY494849.1 Ross' goose hepatit B virus
AJ441113.1 Crane hepatit B virus - H h d H
NC_035210 Tinamou hepatit B virus AV I e p a n aV I ru S
NC_005890.1 Sheldgoose hepatit B virus
OP762438.1 Duck hepatit B virus
AF110997.1 Snow goose hepatit B virus

020

Sekil 3.3. Core gen bolgesine ait filogenetik analiz (n=21). Filogenetik analizde Maximum Likelihood
istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrari tercih edilmistir. Elde edilen sekanslar,
diinyadaki hemcinsleri ile ayn1 genusta siniflanmistir. “®” sekli ile gosterilen suslar bu ¢alismada
kazanilmgtir.

42



0Q130246
0Q883927
ON325584
0Q130245
0Q883930
0Q883935
0Q883931
ON293153
’— MK902920.1 Domestic cat hepadnavirus Malezya
OP643862.1  Domestic cat hepadnavirus Hong Kong
MT506046.1  Domestic cat hepadnavirus Tayland
NC_040719.1 Domestic cat hepadnavirus Sidney
LC668427  Domestic cat hepadnavirus Japonya
@ 00Q883928
MZ201309.1 Domestic dog hepadnavirus
@ 0Q130248
OK574325.1 Domestic cat hepadnavirus italya
OM785182.2 Domestic cat hepadnavirus italya
® 0Q883932
@ 0Q883934
'L @® 0Q130250
| @ 0Q130249
MK117078.1  Domestic cat hepadnavirus italya
@ 0Q130247
® 0Q883933 -
OP094657.1 Domestic cat hepadnavirus ABD S— O rth o he pad naVI rus
@ 0Q130241
LC685967.1 Domestic cat hepadnavirus Japonya
KC790377.1 Horseshoe bat hepatit B virus
[ NC_024443.1 Roundleaf bet hepatit B virus
|— MG457475.1  Bat hepatit B virus
L NC_038503.1 Pomona bat hepatit B virus
Lli NC_020881 Long-fingered bat hepatit B virus
[ NC_004107.1 Woodchuck hepatit B virus
MK620908.1 Tai forest hepatit B virus
MH484438.1 Asian grey shrew hepatit B virus
MH484439.1  Shrew hepatit B virus
OMO030298.1  Wufeng crocidura attenuata hepatit B virus
L MK345460.1  Musk shrew hepatit B virus
L MK345474.1 Crowned hepatit B virus
AF046996.1 Wolly monkey hepatit B virus
L NC_043528 Capuchin monkey hepatit B virus
AF193864 Orangutan hepatit B virus
AY123041.1 Hepatit B virus (genotip C)
AF160501.1 Hepatit B virus (genotip G)
L Kv470995 Hepatit B virus (genotip I)
AP011085.1  Hepatit B (genotip B)
X75657.1 Hepatit B (genotip E)
JN257155.1  Hepatit B virus (genotip E)
AY090454 Hepatit B virus (genotip H)
L x75658.1 Hepatit B virus (genotip F)

LT ONO098122.1 Arctic ground squirrel hepatit B virus — ParahepadnaV| rus
L MW161151.1 White sucker hepatit B virus === .
NC_030445.1 Bluegill hepatit B virus M etahepad navirus
KX058435 Tibetan frog hepatit B virus H e r peto h e pad n aVl ru S

AJ251934.1 Stork hepatit B virus
L NC_001486 Heron hepatit B virus

NC_035210 Tinamou hepatit B virus

L JX274027  Parrot hepatit B virus
Lr AJ441113.1 Crane hepatit B virus — Avih e pad n aVi rus

NC_005890 Sheldgoose hepatit B virus

OP762438.1 Duck hepatit B virus
AF110997.1 Snow goose hepatit B virus
AY494849.1 Ross' goose hepatit B virus

Sekil 3.4. Polimeraz gen bolgesine ait filogenetik analiz (n=17). Filogenetik analizde Maximum
Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrari tercih edilmistir. Elde edilen
sekanslar, Orthohepadnavirus genusunda diinyadaki hemcinsleri ile ayn1 genusta smiflanmistir. “ @
sekli ile gosterilen suslar bu galismada kazanilmustir.
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@ 0Q130250
@ 00Q883933
OK574325.1 Domestic cat hepadnavirus / Italya
OP094657.1 Domestic cat hepadnavirus / ABD
@ 0Q130248
@ 0Qs883929
@ 0Q130241
ON293153
0Q130242
0Q883934
ON325584
0Q883927
0Q130245
0Q130249
0Q130243
0Q130244
0Q883930
0Q130246
@ 0Q130247
MK117078.1 Domestic cat hepadnavirus / talya
@ 0Q130240
OM785182.2 Domestic cat hepadnavirus / talya
| Mz201309.1 Domestic dog hepadnavirus
LC685967.1 Domestic cat hepadnavirus / Japonya
MK620908.1 Tai forest hepatit B virus
KC790377.1 Horse shoe bat hepatit B virus .
NC 024443.1 Roundleaf bet hepatit B virus — Orthohepadnavl rus
\_,7 MG457475.1 Bat hepatitis virus
—— NC 038503.1 Pomona bat hepatit B virus
NC 020881.1 Long fingered bat hepatit B virus
NC 004107.1 Woodchuch hepatit B virus
NC 043528 Capuchin monkey hepatit B virus
AF046996.1 Wolly monkey hepatit B virus
/AY090454 Hepatit B virus (genotip H)
L x75658.1 Hepatit B virus (genotip F)
AF160501 Hepatit B virus (genotip G)
JIN257155.1 Hepatit B virus (genotip D)
— X75657.1 Hepatit B virus (genotip E)
AF193864 Orangutan hepatit B virus
AP011085.1 Hepatit B virus (genotip B)
KY470995.1 Hepatit B virus (genotip I)
L Av123041.1 Hepatit B virus (genotip C)
MK902920.1 Domestic cat hepadnavirus / Malezya
0OP643862.1 Domestic cat hepadnavirus / Hong Kong
NC 040719.1 Domestic cat hepadnavirus / Sidney
LC668427 Domestic cat hepadnavirus / Japonya
MT506046.1 Dmoestic cat hepadnavirus / Tayland
MH484438.1 Asian grey shrew hepatit B virus
MH484439.1 Shrew hepatit B virus
‘ OM030298.1 Wufeng crocidura attenuata hepatit B virus
‘ MK345460.1 Musk shrew hepatit B virus
\; MK345474.1 Crowned hepatit B virus

ON098122.1 Arcu? groun(é squ‘irrel hepatit B virus = Parahepad naVI rus
NC 030445.1 Blugill hepatit B virus .
MW161151.1 White sucker hepatit B virus M etah e pad n aVI I'US .
KX058435.1 Tibetan frog hepatit B virus p— H erpetohepad naVl rus

AJ251934.1 Stork hepatit B virus
L NC 001486 Heron hepatit B virus
AY494849.1 ross goose hepatit B virus
JX274027.1 Parrot hepatit B virus
NC 035210 Tiamou hepatit B virus H H
'AJ441113.1 Crane hepatit B virus - AVI hepadnaVI rUS
{r NC 005890.1 Sheldgoose hepatit B virus
\f OP762438.1 Duck hepatit B virus
L AF110997.1 Snow goose hepatit B virus

Sekil 3.5. Surface gen bolgesine ait filogenetik analiz (n=18). Filogenetik analizde Maximum
Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrar1 tercih edilmistir. Elde edilen
sekanslar, Orthohepadnavirus genusunda diinyadaki hemcinsleri ile ayni1 genusta siniflanmigtir. “@”
sekli ile gosterilen suslar bu ¢aligmada kazanilmstir.
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@ ON325584
@ 0Q130245
@ 00Q883935
@ 0Q130240
@® 0Q130250
@ 0Q130249
@ 00Q883933
@ 00Q130247
MK117078.1 Domestic cat hepadnavirus italya
® 0Q130241
OK574325
@ 0Q130244
@ 0Q883934
@ 0Q130248
@ 0Q130243
[ MT506046.1 Domestic cat hepadnavirus Tayland
LC668427 Domestic cat hepadnavirus Japonya
MK902920.1 Domestic cat hepadnavirus Malezya
I 0OP643862.1 Domestic cat hepadnavirus Hong Kong
NC_040719.1 Domestic cat hepadnavirus Sidney
OM785182.1 Domestic cat hepadnavirus ltalya
| OP094657.1 Domestic cat hepadnavirus ABD
@ 0Q883930
- @ ON293153
@ 0Q130242
@ 0Q130246
I LC685967 Domestic cat hepadnavirus Japonya
MK620908.1 Tai forest hepatit B virus
KC790377 Horse shoe hepatit B virus
NC_024443.1 Roundlead hepatit B virus
| MG457475.1 Bat hepatit B virus
L — NC_038503.1 Pomona bat hepatit B virus
NC_020881.1 Long-fingered hepatit B virus
NC_004107.1 Woodchuck hepatit B virus

MH484438.1 Asian grey hepatit B virus
L MK345460.1 Musk shrew hepatit B virus
MK345474.1 Crowned hepatit B virus
AF046996.1 Wolly monkey hepatit B virus
ﬁ Capuchin monkey hepatit B virus
— AF160501.1 Hepatit B virus (genotip G)
L AF193864 Orangutan hepatit B virus
AY090454 Hepatit B virus (genotip H)
L x75658.1.1 Hepatit B virus (genotip E)
AP011085.1 Hepatit B virus (genotip B)
[ KY470995.1 Hepatit B virus (genotip I)
AY123041.1 Hepatit B virus (genotip C)
LF JN257155.1 Hepatit B virus (genotip D)
L x75657.1 Hepatit B virus (genotip D)

MH484439.1 Shrew hepatit B virus
OMO030298 Wufeng crocidura attenuata hepatit B virus

> Orthohepadnavirus

ON098122.1 Arctic ground squirrel hepatit B virus

Sekil 3.6. X gen bolgesine ait filogenetik analiz (n=17). Filogenetik analizde Maximum Likelihood
istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrari tercih edilmistir. Elde edilen sekanslar,
Orthohepadnavirus genusunda diinyadaki hemcinsleri ile ayn1 genusta smiflanmigtir. “®” sekli ile

gosterilen suslar bu ¢alismada kazanilmistir.
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0Q130246

0Q130247

0Q130244

0Q130241

0Q130245

0Q130249

0Q130243

ON325584

MK117078.1 Domestic cat hepadnavirus ltalya
@ 0Q130242

@® 0Q130248

@® 0Q130250

@® 0Q130240

OM785182.2 Domestic cat hepadnavirus italya
MZ201309.1 Domestic dog hepadnavirus
OK574325.1 Domestic cat hepadnavirus Italya
0OP094657.1 Domestic cat hepadnavirus ABD
- @ ON293153

MT506046.1 Domestic cat hepadnavirus Tayland

LC668427 Domestic cat hepadnavirus Japonya

MK902920.1 Domestic cat hepadnavirus Malezya
0OP643862 Domestic cat hepadnavirus Hong-Kong
NC_040719.1 Domestic cat hepadnavirus Sidney
LC685967 Domestic cat hepadnavirus Japonya
MK620908.1 Tai forest hepatit B virus
NC_020881.1 Long-fingered bat hepatit B virus
KC790377 Horseshoe bat hepatit B virus
U—’: NC_024443.1 Roundleaf hepatit B virus
| — Me4s7475.1  Bat hepatit B virus
— NC_038503.1 Pomona bat hepatit B virus
NC_004107.1  Woodchuck hepatit B virus
MH484439.1  Shrew hepatit B virus

MH484438.1 Asian grey shrew hepatit B virus
MK345460.1 Musk shrew hepatit B virus
MK345474.1 Crowned hepatit B virus
AF046996.1 Wolly monkey hepatit B virus
[ NC_043528 Capuchin monkey hepatit B virus
AY090454 Hepatit B virus (genotip H)

L x75658.1 Hepatit B virus (genotip E)
AF193864 Orangutan hepatit B virus
JIN257155.1 Hepatit B virus (genotip D)
X75657.1 Hepatit B virus (genotip F)
AF160501 Hepatit B virus (genotip G)
KY470995.1 Hepatit B virus (genotip )
AP011085.1 Hepatit B virus (genotip B)
AY123041.1 Hepatit B virus (genotip C)

NC_030445.1 Blugill hepatit B virus
MW161151.1 White sucker hepatit B virus
U ——————— KX058435 Tibetan frog hepatit B virus
AJ251934.1 Stork hepatit B virus
— NC_001486 Heron hepatit B virus
JX274027.1 Parrot hepatit B virus
r NC_035210 Tiamou hepatit B virus
AY494849.1 Ross' goose hepatit B virus
AJ441113.1 Crane hepatit B virus
NC_005890.1 Sheldgoose hepatit B virus
|~ OP762438.1 Duck hepatit B virus
L AF110997.1 Snow goose hepatit B virus

OM030298  Wufeng crocidura attenuata hepatit B virus

ON098122.1 Arctic ground squirrel hepatit B virus  _J

—

= Orthohepadnavirus

Parahepadnavirus
Metahepadnavirus
Herpetohepadnavirus

—  Avihepadnavirus

Sekil 3.7. Toplam 13 tiim genom dizini elde edilen Tiirkiye orijinli DCH 6rneginin filogenetik analizi.
Filogenetik analizde Maximum Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap
tekrari tercih edilmistir. “@®” sekli ile gosterilen suslar bu ¢aligmada kazanilan tiim genom dizileridir.
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3.5. DCH Pozitif Numunelere Ait Aminoasit ve Niikleotid Benzerliklerinin
Karsilastirilmasi

BioEdit programi’nda tiim genomuna ulagilan tiim 6rneklerin, GenBank veri
tabanindan alinan hemcinsleri ile karsilagtirilmast yapildi. MK117078.1 accession
numarali sus, referans alinarak aminoasit farkliliklar1 ve benzerlikleri tespit edilmis

olup, ilgili gorsel Sekil 3.8.’de sunuldu.

Bu tez calismasinda DCH enfeksiyonu yoniinden pozitif oldugu tespit edilen
orneklerin core, polimeraz ve X gen bolgelerine ait niikleotit benzerliklerinin oldukga
yiiksek oldugu belirlendi. Elde edilen sonuglar, Cizelge 3.4.’de verilmistir. Niikleotid
benzerliklerine ait gorseller Sekil 3.9., Sekil 3.10., Sekil 3.11., Sekil 3.12. ve Sekil

3.13.”de sunulmustur.

Cizelge 3.4. DCH pozitif 6rneklere ait niikleotit benzerlikleri.

Gen Bolgesi Ornek Sayist Niikleotit Benzerligi
Core gen bolgesi 21 %85,9-97,9
Polimeraz gen bolgesi 17 %94,3-99,1
Surface gen bolgesi 18 %83,1-85,9
X gen bolgesi 17 9%95,4-99,6
Tiim genom 13 %86,6-99,0
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Sekil 3.9. Core gen bolgesine yonelik niikleotid benzerliklerinin karsilagtirilmas: (MatGAT 2.01).
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979
984

984

919
958
958
938
938
938
938
943

974

969
90,6
979
974

979

96.9
96.9
919
979
979
979
958
979
984

979
96,4
80,6
934
96,9
979
979
979

969
969

100
974
979
974
984

974
919

96.9
0943
943
043
0943
0948

87
96.9

984
96,4
90,1
974
974
974
97.9
2.4
9.4
974
974
974
9.9
953
984
974
97.9
974
984
984
074
979
984

938
938
238
938
943
873
96.9

958
932
873
958
953
958
958
0438
9438
26,9
964
9.4
9.4
0438
958
953
958
953
96,4
2.9
953
958
958
953

974
974
96,9
979
873
943

958
932
873
958
953
0438
%64
0438
9438
26,9
964
964
964
933
958
953
958
%64
%64
%69
953
9538
9538
953

974
979
979
885
943

95,8
932
815
95,8
953
0438
958
048
048
26,9
26,4
96,4
964
03,8
95,8
953
95,8
953
964
969
953
95,8
95,8
953

969
979
8735
843

95,8
932
87.5
95,8
953
0438
2.4
0438
948
2.9
9.4
9.4
9.4
038
95,8
953
95,8
2.4
2.4
2.9
253
95,8
95,8
953
934

234
974

88.5
943

9.4
238

88
2.4
95,8
953
9.4
253
933
974
2.9
2.9
9.9
043
2.4
95,8
2.4
95,8
2.9
974
95,8

948

£8

883

88
89,1

88
873
896
89,1
89,1

891
891



TG

TR-744
TR-503

TR-404

TR-409

TR-428

TR-382

TR-55

TR-07

TR-275

TR-03-PEY

TR-296

TR-SV15

TR-SV8
MK117078.1/ italya
OM785182 2/Italya
0K 574325 1/ltalya
MEK902920.1/Malezya
OP643862.1/Hong Kong
MT506046.1/Tayland
NC_040719.1/Sidney
LC668427/Taponya
LC685967.1/Japonya
OP094657 1/ABD

987
98.8
98.6
985
98,8
98,9
98,7
98,1
98.9
985
957

98
98.6
982
98,1
97.4
973
973
972
972
892
932

98,7

98.8
98.7
98.6
98,9
98,8
98,7
98,3
98,8
98,9
95.9

98
98,6
983
983
97.4
97.5
973
97.5
97.3
89.2
93,4

98,8
98.8

99
98.9
99,2
99,6
99,1
98,4
98.8
99.3
96,1
98.7
98,8
98.4
98,2
97.5
97.5
973
97.4
97.4

89
93.4

98.6
98.7
99

99,1
99,1
98,8
99,1
98.4
98.7
98.6
96,1

98
98.9
98.4
982
975
975
972
97.4
973
892
935

985
98.6
98.9
99,1

99
98,7
98,9
98,3
98.6
98 4
958
97.9
98 8
982
98.1
975
975
97,2
97 4
973
88.9
93,4

98,8
98.9
99.2
99,1

99

99
99,3
98,5
98,9
98,8
96,2
98,2
98.9
98,7
983
97,7
97.6
97.4
97.6
97.5
89.4
93,5

98,9
98.8
99.6
98.8
98,7

99

99
98,4
98.9
99.3

96
98.5
98,8
983
98,1
97.4
97.5
97.4
97.4
973

89
933

98,7
98.7
99,1
99,1
98.9
99,3

99

98.4
98.8
98.7
96,1
982
98.8
98,5
98.4
97,7
97,7
97.4
976
976
892
93.6

98.1
983
98.4
98.4
983
98,5
98,4
98.4

98.4
98.4
95.9
97.7
98,5
98,1
97.9
97.3
97.3
96,9
97.1
97.1
89.2
932

98.9
98.8
98.8
98.7
98.6
98,9
98,9
98,8
98,4

98,6

96
98,1
98,8
98,5
98,1
97.6
97.6
97.4
97.5
97.5
89.2
93,4

98,5
98.9
99.3
98.6
98.4
98,8
99.3
98,7
98,4
98.6

96
98.3
98,5
98.4
98,2
973
97.4
97.1
973
972

89
93.4

957
95.9
96,1
96,1
958
96,2

96
96,1
95,9

96

96

95 4
96,2
95.8
95,7
95.8
955
955
95 4
954
874
90,9

98

98
98.7

98
97.9
98,2
98,5
98,2
97,7
98.1
983
95.4

98,5
97.6
97.5
96,7
96,8
96,5
96,6
96.6
88.9
92,6

98.6
98.6
98.8
98.9
98.8
98,9
98,8
98,8
98,5
98.8
98.5
96,2
98.5

983
98,1
975
97.4
97.1
973
973
89.4
933

Sekil 3.10. Tiim genomu aydinlatilan DCH pozitif 6rneklerin niikleotid benzerliklerinin karsilagtiriimas: (MatGAT 2.01).

982
983
98 4
98 4
982
98,7
98,3
98,5
98,1
985
98 4
958
97.6
983

972
972
89.3
934

98,1
98.3
98.2
98.2
98.1
98,3
98,1
98,4
97.9
98,1
98,2
95,7
97.5
98,1
98,2

97,2
97,2

97
97.1

97
89.3
93.8

97.4
97.4
97.5
97.5
97.5
97.7
97.4
97.7
97.3
97.6
97.3
958
96,7
97.5
97.3
97,2

98,6
98,2
98,3
98.3

89
924

973
975
975
975
975
97.6
97.5
97.7
97.3
97.6
97.4
955
96.8
97 4
97 4
972
98.6

98,1
98.8
98.4
89,1
925

982
98,1

98
98.1
88.8
92,1

97.2
975
97.4
97.4
97.4
97.6
97.4
97.6
97.1
97.5
97.3
953
96,6
97.3
97.2
97.1
983
98,8

98

98
89
923

972
97.3
97.4
97.3
973
97.5
97.3
97.6
97.1
97.5
97.2
95.4
96.6
97.3
97,2

97
98,3
98.4
98,1

98

89
923

89,1
892

89
892
88.9
89.3

89
89.2
89,2
892

89
87.4
88.9
89.4
892
893

89
89,1
88.8

89

89

84.5

k)



[4S

MK 117078.1/italya

OM785182.2/Italya

OK574325 1/italya

MEK$02920.1/Malezya

OP643862.1/Hong Kong

MT506046.1/Tayland

NC_040719.1/Sidney

LC668427/Taponya

LC685967.1/Taponva

OP094657.1/ABD

TR-744

TR-503

TR-SV8

TR-5V15

944 957 952

949 944 944 955 952 866
949 944 947 955 949 866

88.1

87,1 87% 874 8B4

957 955

Sekil 3.11. X gen bolgesine yonelik niikleotid benzerliklerinin karsilastirilmas: (MatGAT 2.01).

B84 876 879 879 886 809 881 &876 879 884 8IS




€9

TR-61

TR-SV15 98,2
TR-SV8 98,2
TR-192 97,8
TR-185 96,9
TR-453 98,2
TR-409 97,8
TR-428 96,9
TR-07 96,5
TR-131 98,2
TR-404 98,2
TR-503 97.8
TR-177 97,8
TR-44 96,1
TR-55 95,6
TR-288 95,2
TR-2702 97,8
MK117078.1/italya 97,8
0OM785182.2/italya 97,8
0K574325.1/italya 96,9
MK902920.1/Malezya 95,6
0P643862.1/Hong Kong 97,4
MT506046.1/Tayland 97,8
NC_040719.1/Sidney 97,4
LC668427/laponya 96,9
LC685967.1/Japonya 89,9
0P094657.1/ABD 97,8

99,1

99,1
98,7
97,8
99,1
98,7
97,8
97,4
99,1
99,1
98,7
98,7
96,9
96,5
96,1
98,7
98,7
98,7
97.8
96,5
98,2
98,7
98,2
97,8
90,8
98,7

98,7
99,6

98,7
97,8
99,1
98,7
97,8
97,4
99,1
99,1
98,7
98,7
96,9
96,5
96,1
98,7
98,7
98,7
97,8
96,5
98,2
98,7
98,2
97,8
90,8
98,7

98,7
99,6
99,1

97,4
98,7
98,2
98,2
97,8
98,7
98,7
98,2
98,2
96,5
96,1
95,6
98,2
98,2
98,2
97,4
96,1
97,8
98,2
97,8
97,4
91,2
99,1

97,8
98,7
98,2
98,2

97,8
97,4
96,9
96,1
97,8
97,8
97.4
97,4
95,6
95,2
95,2
97,4
97,4
97.4
96,5
95,2
96,9
97,4
96,9
96,5
90.8
97,4

99,1

100
99,6
99,6
98,7

98,7
97,8
97,4
99,1
99,1
98,7
98,7
96,9
96,5
96,1
98,7
98,7
98,7
97,8
96,5
98,2
98,7
98,2
97,8
90.8
98,7

98,7
99,6
99,1
99,1
98,2
99,6

97,8
96,9
98,7
98,7
98,2
98,2
96,5
96,1
96,1
98,7
98,2
98,2
97,4
96,1
97,8
98,2
97,8
97,4
90.4
98,2

97,8
98,7
98,2
99,1
97,8
98,7
99,1

96,9
97,8
97,8
97.4
97,4
95,6
95,2
96,1
97,8
97,4
97.4
96,5
95,2
96,9
97,4
96,9
96,5
90,8
98,2

97,4
98,2
97,8
98,7
96,9
98,2
97,8
97,8

97,4
97,4
96,9
96,9
95,2
94,7
94,3
96,9
97,8
96,9
96,1
95,6
97,4
96,9
96,5
96,1
90,8
97,8

99,1

100
99,6
99,6
98,7

100
99,6
98,7
98,2

99,1
98,7
98,7
96,9
96,5
96,1
98,7
98,7
98,7
97,8
96,5
98,2
98,7
98,2
97,8
90,8
98,7

99,1

100
99,6
99,6
98,7

100
99,6
98,7
98,2

100

98,7
98,7
96,9
96,5
96,1
98,7
98,7
98,7
97,8
96,5
98,2
98,7
98,2
97,8
90,8
98,7

98,7
99,6
99,1
99,1
98,2
99,6
99,1
98,2
97,8
99,6
99,6

98,2
96,5
96,1
95,6
98,2
98,2
98,2
98,2
96,1
97,8
98,2
97,8
97,4
91,2
98,2

98,7
99,6
99,1
99,1
98,2
99,6
99,1
98,2
97,8
99,6
99,6
99,1

96,5
96,1
95,6
98,2
98,2
98,2
97,4
96,1
97,8
98,2
97,8
97,4
90.4
98,2

96,9
97,8
97,4
97,4
96,5
97,8
97,4
96,5
96,1
97,8
97,8
97.4
97,4

98,7
96,5
96,5
96,5
96,5
95,6
94,3
96,1
96,5
96,1
95,6

89
96,5

Sekil 3.12. Polimeraz gen bolgesine yonelik niikleotid benzerliklerinin karsilagtirilmasi1 (MatGAT 2.01).

96,1
96,9
96,5
96,5
95,6
96,9
96,5
95,6
95,2
96,9
96,9
96,5
96,5
99,1

96,1
96,1
96,1
96,1
95,2
9319
95,6
96,1
95,6
95,2
88,6
96,1

96,1
96,9
96,5
96,5
96,1
96,9
97,4
97,4
95,2
96,9
96,9
96,5
96,5
97,4
96,5

96,1
95,6
95,6
94,7
93,4
95,2
95,6
95,2
94,7
88,6
95,6

98,7
99,6
99,1
99,1
98,2
99,6

100
99,1
97,8
99,6
99,6
99,1
99,1
97,4
96,5
97,4

98,2
98,2
97,4
96,1
97.8
98,2
97,8
97,4
90,4
98,2

98,7
99,6
99,1
99,1
98,2
99,6
99,1
98,2
98,7
99,6
99,6
99,1
99,1
97,4
96,5
96,5
99,1

98,2
97,4
96,1
97,8
98,2
97,8
97,4
90.4
98,2

98,7
99,6
99,1
99,1
98,2
99,6
99,1
98,2
97,8
99,6
99,6
99,1
99,1
97,4
96,5
96,5
99,1
99,1

97,4
96,1
97,8
98,2
97,8
97,4
91,2
98,2

97,8
98,7
98,2
98,2
97,4
98,7
98,2
97,4
96,9
98,7
98,7
99,1
98,2
96,5
95,6
95,6
98,2
98,2
98.2

95,2
96,9
97,4
96,9
96,5
90.8
97,4

96,5
97,4
96,9
96,9
96,1
97,4
96,9
96,1
96,5
97,4
97,4
96.9
96,9
95,2
94,3
94,3
96,9
96,9
96,9
96,1

97,4
96,9
96,5
96,1
88,2
96,1

98,2
99,1
98,7
98,7
97,8
99,1
98,7
97,8
98,2
99,1
99,1
98,7
98,7
96,9
96,1
96,1
98,7
98,7
98,7
97,8
98,2

98,7
98,2
97,8
89,9
97,8

98,7
99,6
99,1
99,1
98,2
99,6
99,1
98,2
97,8
99,6
99,6
99,1
99,1
97,4
96,5
96,5
99,1
99,1
99,1
98,2
97,8
99,6

98,7
98,2
90,4
98,2

98,2
99,1
98,7
98,7
97,8
99,1
98,7
97.8
97,4
99,1
99,1
98,7
98,7
96,9
96,1
96,1
98,7
98,7
98,7
97.8
97,4
99,1
99,6

97,8
89,9
97,8

97,8
98,7
98,2
98,2
97,4
98,7
98,2
97,4
96,9
98,7
98,7
98,2
98,2
96,5
95,6
95,6
98,2
98,2
98,2
97,4
96,9
98,7
99,1
98,7

90.4
97,4

90,8
91,7
91,2
92,1
91,7
91,7
91,2
91,7
91,7
91,7
91,7
92,1
91,2
89,9

89
89,5
91,2
91,2
92,1
91,7

89
90,8
91,2
90,8
91,2



12°]

TR-404
TR-428

TR-03-PEY

TR-53

TR-409

TR-744

TR-55

TR-296

TR-382

TR-275

TR-27-02

TR-68

TR-288

TR-131

TR-07

TR-5V15

TR-SV8

TR-192
MK117078.1/italya
OM785182.2/Italya
OK574325.1/italya

MKS02320.1/Malezya
0OPB43862.1/Hang Kong

MTS06046.1,Tayland
NC_040719.1/Sidney
LCeER427 laponya
LCE85367.1/laponya
OP094657.1/ABD

83,7
84,1
83,9
84,5
84,5
85,9
85,9
84,5
84,5
85,5
84,1
85,1
84,7
84,9
84,9
85,5
84,1
84,7
84,5
84,3
83,3
84,1
828
83,9
83,3
73,4
84,3

97,9

83,5
82,9
84,5
83,1
83,7
83,7
83,5
83,7
83,7
83,5
84,1
84,5
83,9
83,9
83,7
83,1
84,9
83,5
83,3
82,8
83,5
82,2
83,3
83,1

v

72,9
83,3

98,3
97,7

83,3
83,9
83,9
84,1
24,1
83,9
83,9
84,1
83,9
84,5
84,1
84,3
84,3
84,1
84,1
845
84,3
83,7
83,5
84,1
828
83,9
83,3
73,4
83,7

98,1
97,1
97,5

83,7
83,7
83,9
83,9
84,1
83,7
83,9
84,5
84,3
83,9
84,1
84,1
83,9
83,7
83,9
83,7
83,9
82,6
83,3
824
83,5
816
734
83,9

98,6
98,6
98,1
97,9

83,9
84,5
84,5
84,3
84,3
84,5
83,9
84,9
85,3
84,7
84,7
84,5
83,9
85,3
84,3
84,1
83,1
83,9
82,6
83,7
83,5
72,7
84,1

98,6
97,3
98,1
97,9
98,1

84,5
84,5
83,9
83,9
84,5
83,9
84,5
84,1
84,3
84,3
84,5
84,7
84,1
83,9
84,5
83,1
83,5
82,2
83,3
82,8

74
84,1

100
57,9
98,3
98,1
98,6
98,6

85,9
84,5
84,5
85,5
84,1
85,1
84,7
84,9
84,9
85,5
84,1
84,7
84,5
84,3
83,3
84,1
828
83,9
83,3
734
84,3

100
97,9
98,3
98,1
98,6
98,6

100

84,5
84,5
85,5
84,1
85,1
84,7
84,9
84,9
85,5
84,1
84,7
84,5
84,3
83,3
84,1
82,8
83,9
83,3
73,4
84,3

98,6
97,7
98,1
98,3
98,4
98,1
98,6
98,6

84,3
84,5
83,9
849
84,7
84,7
84,9
84,5
83,9
84,5
84,7
84,1
83,3
84,1
828
83,9
83,3
74,4
84,1

98,6
97,9
98,1
97,9
58,4
98,1
98,6
98,6
98,4

84,5
83,9
85,3
84,5
84,7
85,1
84,5
83,9
84,5
84,3
84,1
833
84,1
828
83,9
83,3
73,3
84,1

99,6
97,9
98,3
98,1
98,6
98,6
99,6
94,6
98,6
98,6

84,1
85,1
84,7
84,9
84,9
85,5
84,1
84,7
84,5
84,3
83,3
84,1
82,8
83,9
83,3
734
84,3

98,3
97,7
98,1
98,6
98,1
98,1
98,3
98,3
98,1
98,1
98,3

84,5
84,1
84,3
84,3
84,1
83,9
84,5
83,9
84,1
82,8
83,5
82,2
83,7
82,8
731
84,1

99,2
98,3
98,6
98,4

99
98,6
59,2
99,2

99
59,4
99,2
98,6

85,1
85,3
85,7
85,1
84,5
85,1
84,9
84,7
83,7
84,5
83,1
84,3
83,7
73,6
84,7

98,8
98,6
98,3
98,1
99,4
98,3
98,8
98,8
93,8
98,6
98,8
98,3
94,2

84,9
85,3
84,7
84,1
85,5
84,7
84,3
83,7
84,5
83,1
84,3
84,1
73,3
84,3

Sekil 3.13. Surface gen bolgesine yonelik niikleotid benzerliklerinin karsilagtiriimasi (MatGAT 2.01).

99
98,1
98,4
98,3
98,8
98,4

99

99
98,8
98,8

99
98,4
99,4

99

85,1
54,9
84,3
849
84,7
84,5
83,5
84,3
829
84,1
83,5
73,1
84,5

99
98,1
98,4
98,3
98,8
98,4

99

99

99
99,2

99
98,4
99,8
99,4
99,2

84,9
84,3
849
84,9
84,5
83,9
84,7
B33
84,5
83,9
73,8
84,5

99,6
97,9
98,3
98,1
98,6
98,6
99,6
94,6
98,6
98,6
99,6
98,3
99,2
93,8

99

99

84,1
84,7
84,5
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98,1
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98,1
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98,3
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98,3

84,1
83,9
84,5
82,9
83,7
824
83,5
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74
84,1

93,8

99
98,6
98,1
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98,3
98,8
93,8
98,6
98,6
93,8
98,6
99,2
99,6

99

99
98,8
98,3

84,5
84,3
833
84,1
828
83,9
83,7
72,9
84,3

98,6
97,7
98,4
97,9
98,4
98,1
98,6
98,6
93,8
98,4
98,6
98,1

99
93,8
98,8

99
98,6
98,1
98,6

84,5
83,7
84,5
831
84,3
83,7
74,2
84,5

98,4
87,5
97,9
98,1
98,3
98,6
98,4
98,4
98,3
98,3
98,4
98,3
98,8
98,4
98,6
98,6
98,4
98,6
98,4
98,6

82,9
83,7
824
83,5
829
73,8
85,1

97,5
96,9
97,7
96,7
97,3
97,3
97,5
97,5
97,5
97,5
97,5
96,9
97,9
97,9
97,7
98,1
97,5
57,1
97,5
97,9
57,1

84,9
83,5
84,7
84,1
73,1
83,3

98,3
97,7
98,3
97,5
98,1
97,7
98,3
98,3
98,3
98,3
98,3
97,7
98,6
98,6
98,4
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97,9
98,3
98,6
97,9
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845
85,7
85,1
73,6
84,1

96,9
96,3
96,9
96,5
96,7
96,3
96,9
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86,9
96,9
96,9
96,3
97,3
97,3
97,1
57,5
96,9
96,5
96,9
87,3
96,5
97,7
98,6

84,3
83,9
73,1
82,8

97,5
96,9
97,5
97,1
97,3
96,9
97,5
97,5
97,5
97,5
97,5
97,3
97,9
97,9
97,7
98,1
97,5
57,1
97,5
97,9
57,1
98,3
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97,9

84,9
73,8
83,9

97,5
97,3
97,5
96,7
97,7
96,9
97,5
97,5
97,5
97,5
97,5
96,9
97,9
98,3
97,7
98,1
97,5
97,1
97,9
97,9
87,1
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98,1
98,4

73,6
83,3

87,6

87
87,6
87,6
86,8
87,8
87,6
87,6
88,2
87,4
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87,2
87,8
87,4
87,2

88
87,8
87,8

87

88
87,6
87,2
87,8
87,2
87,4
87,8
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3.6. DCH Porzitif Orneklerde Ko-Enfeksiyon ve Hemogram Bulgular

Hepadnavirus pozitifligi belirlenen kediler, baz1 kedi viral enfeksiyonlari
(FeLV, FIV, FPV, FCoV) yoniinden de arastirilmis, tekli (n=6) enfeksiyon varligi
yanisira, Ozellikle FeLV (n=13) enfeksiyonu basta olmak iizere, FCoV (n=5) ve FPVV
(n=1) enfeksiyonlarinin birlikte varliklar1 tespit edilmistir. FIV yoniinden herhangi
pozitiflik bulunmamustir. Tekli veya ¢oklu enfeksiyon sonuglari, Sekil 3.14. ve Sekil

3.15.”de gorsellestirilmistir.

% 4,34 %4,34
FelV, FPV ve DCH Pozitif FelV, FCoV ve DCH Pozitif

3,/

% 17,40
FCoV ve DCH Pozitif

% 47,83
FelV ve DCH Pozitif

% 26,09
Sadece DCH Pozitif

Mevcut Enfeksiyon Sadece DCH FelV ve DCH FCoV ve DCH FelV, FCoV ve DCH FelV, FPV ve DCH
Tablosu
Pazitif Numune Sayisi 6 11 4 1 1
Yiizdelik Oran % 26,08 % 42,82 % 17,39 % 4,34 % 4,34

Sekil 3.14. Ko-enfeksiyonlarin degerlendirilmesine yonelik grafik.

DCH

Sekil 3.15. Ko-enfeksiyon sonuglarina ait grafik.
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Bu doktora tez ¢alismasi kapsaminda, DCH enfekte kedilerde tekli
enfeksiyon seyrinin yani sira, ¢oklu enfeksiyonlarin da varligi gosterilmistir. Feline
Retroviruslarla olan ko-enfeksiyon sikligi, arastirilan diger enfeksiyonlara (FCoV,
FIV ve FPV) gore oldukga yiiksek bulunmustur. Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda
pozitiflik saptanan viral enfeksiyonlarin sikligi, FeLV (%56,5) > FCoV (%21,7) >
FPV (%4,3) olarak belirlenmis olup, FIV enfeksiyonu yoniinden pozitiflige

rastlanmamuistir.

DCH niikleik asiti yoniinden pozitif oldugu tespit edilen 23 adet kedi 6rnegi
igin istatistiksel frekans (siklik) analizi hazirlanmis olup, analiz sonuglar1 Cizelge

3.5.”de sunulmustur.

DCH pozitif kedilerin bazilarinin (n=13) hemogram degerlerine ulasilmig
olup, 7 kedinin ALT degerlerinin referans araligin tistiinde oldugu, 6 kedinin AST
degerinin yiiksek oldugu kaydedilmistir. 3 kedide ALP degerinin referans araligin
istiinde oldugu ve 8 kedide trombositopeni tablosunun bulundugu kaydedilmistir
(Ek-2).
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Cizelge 3.5. DCH pozitif kedilere ait frekans (siklik) analiz gizelgesi.

Yas

Siklik Yiizde Yiizde Kimiilatif Yiizde
2 yas ve alt1 16 69,6 69,6 69,6
2 yag Uzeri 7 30,4 30,4 100,0
Toplam 23 100,0 100,0
Cinsiyet
Siklik Yiizde Yiizde Kiimiilatif Yiizde
Erkek 13 56,5 56,5 56,5
Disi 10 43,5 43,5 100,0
Toplam 23 100,0 100,0
Irk
Siklik Yiizde Yiizde Kiimiilatif Yiizde
Tekir 18 78,3 78,3 78,3
Sarman 3 13,0 13,0 91,3
Van 2 8,7 8,7 100,0
Toplam 23 100,0 100,0
Yasam Sekli
Siklik Yiizde Yiizde Kimiilatif Yiizde
Evde bakim 17 73,9 73,9 73,9
Sokak Kedisi 6 26,1 26,1 100,0
Toplam 23 100,0 100,0
Enfeksiyon varhgi/yoklugu
Siklik Yiizde Yiizde Kiimiilatif Yiizde
FCoV 5 21,7 21,7 21,7
FeLV 13 56,5 56,5 779
FPV 1 43 4,3 0,4
Tekli enfeksiyon 6 26,1 26,1
Toplam 23 100
Ornek Tiirii
Siklik Yiizde Yiizde Kiimiilatif Yiizde
Organ 2 8,7 8,7 8,7
Tam Kan 18 78,3 78,3 87,0
Serum 2 8,7 8,7 95,7
Asites s1visi 1 4,3 4,3 100,0
Toplam 23 100,0 100,0
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4. TARTISMA

Besin zincirlerinde bulunan kemirgen gibi tahil zararlilarimi avlamalari
vesilesiyle Milattan Once Antik Misirhlar tarafindan evcillestirilen kediler,
giiniimiizde de insanla ayn1 habitati paylasabilir hale gelmistir (Nilson ve ark., 2022).
Pet hayvanciliginin dikkate deger oranda artisi ile klinik Veteriner Hekimligin odagi
olmas1 da bu birlikteligin dogal bir sonucudur. Ulkemizde devam eden
kimliklendirme faaliyetleri ile yaklagik 900.000 evcil kedinin kayit altina alinmasi,
kedilerin hayatimizdaki yerini Ve 6nemini de ortaya koymaktadir (T.C. Tarim ve
Orman Bakanlig1, Erisim tarihi: 01/12/2022).

Insanlarla birlikte ayn1 yasam alanini paylasan felidae tiiriinii etkileyen viral
enfeksiyonlar, giderek artan oranda bilimsel arastirmalarin  konusunu
olusturmaktadir. Bu viral enfeksiyonlara 2018 yilinda eklenen novel DCH
enfeksiyonu (Aghazadeh ve ark., 2018), diinyanin farkli bolgelerinde rapor edilmis

ve yayginligi ile Veteriner Viroloji alaninda dikkat ¢cekmistir.

Bu tez calismasinin ilk hedefi, tilkemizdeki kedilerde DCH enfeksiyonunun
mevcut olup olmadiginin arastirtlmasi olup, 550 kediye ait toplam 654 6rnekten (tam
kan/serum/organ/asites) 23°i Hepadnavirus niikleik asiti yoniinden pozitif
bulunmustur. Bu ¢aligmada tespit edilen DCH pozitiflik oran1 %4,18 olup, 13 pozitif
ornegin tam genomik (3184 bp) karakterizasyonlar1 yapilmistir. Geri kalan pozitif
orneklerin de kismi gen dizinleri elde edilmis olup, tiim dizinler i¢in GenBank’tan
accession numaralart alinmigtir. Ayrica, pozitiflik saptanan kedilere ait anamnez
bilgileri 151831nda DCH enfeksiyonunun iilkemizdeki (Ankara, Izmir, Balikesir,
Elazig, Cankir1, Kastamonu, Erzurum ve Istanbul illeri) kedilerde yas, 1k, cinsiyet,
Klinik bulgular, baz1 diger viral enfeksiyonlarin varligi/yoklugu gibi parametreler
yoniinden istatistiksel olarak degerlendirilmesi yapilmistir. Elde edilen dizinler,
diinyadaki hemcinsleri ile karsilastirilmis olup, filogenetik analiz sonucunda tiim
pozitif 6rneklerin Orthohepadnavirus genusundaki hem cinsleri ile ayni kiimede

lokalize olduklari tespit edilmistir. Aminoasit diizeyinde farklilik/benzerlik oranlari
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analiz edilen Tiirkiye orijinli 6rneklerin bazilarinin, Avrupa suslar ile yakin iliskili
olduklari tespit edilmistir. Ulkemizdeki kedilerde DCH enfeksiyonunun varligi ve bu
enfeksiyona neden olan viruslarin molekiiler karakterizasyonuna ait ¢alismanin
yuriitildiigli zaman diliminde herhangi literatiir veriye rastlanmamis olmasi
nedeniyle 6zgiin sonuglari iceren bu doktora tezi kapsaminda elde edilen bulgular,

literatiir esliginde asagida tartigilmistir.

Diinyanin farkli bolgelerinde DCH ile ilgili yapilan ¢alismalar, genellikle tam
kan ve serum orneklerinde rapor edilmis olup, enfeksiyon prevalansinin %0,20 ila
%12,4 arasinda degistigi bildirilmistir (Aghazadeh ve ark., 2018; Anpuanandam ve
ark., 2021; Capozza ve ark., 2023; Fruci ve ark., 2022; Jeanes ve ark., 2021; Lanave
ve ark., 2019; Piewbang ve ark., 2020; Scavone ve ark., 2022; Stone ve ark., 2022;
Takahashi ve ark., 2022). DCH enfeksiyonunun organ orneklerinde arastirildigi 3
calismadan dort farkli lilke (Yeni Zelanda, Avustralya, UK, ABD) orijinli 6rneklerin
kullanildig1 bir ¢alismada, kronik hepatitli kedilerde %43 ve karaciger karsinomlu
kedilerde %28 pozitiflik saptanmistir (Pesavento ve ark., 2019). Malezya ve
Tayland’da yapilan iki ¢aligmada, karaciger 6rneklerindeki DCH prevalans: sirasiyla
%14,9 ve %20 olarak rapor edilmistir (Anpuanandam ve ark., 2021; Piewbang ve
ark., 2020). Literatiir bilgide, asites sivisinda DCH niikleik asitinin tespit edildigi
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Bu doktora tezi kapsaminda dort farkli 6rnek
cesidi kullanilarak laboratuvar tan1 gergeklestirilmis olup, 498 tam kan ve 104 kan
serumu Ornegi kullanilmistir. Tam kan orneklerinin 18’inde DCH niikleik asiti
pozitifligi tespit edilirken, kan serumu 6rneklerinde 2 pozitiflik bulunmustur. Hem
serum ve hem de tam kan Orneklerinde ayni anda pozitiflik belirlenmemis olup,
aragtirtlan kan 6rneklerinin toplam 20 adedinin DCH niikleik asidini icerdigi tespit
edilmistir. Laboratuvar tanida, tam kan ve serum orneklerinin kullaniminin énemini
bu calismada degerlendirmek miimkiin olamasa da canli hayvanlardan alinacak
laboratuvar tan1 materyali olarak kan 6rneklerinin kullanilabilecegi literatiir bilgiyle
(Jeanes ve ark., 2021; Stone ve ark., 2022; Takahashi ve ark., 2022) uyumlu
bulunmustur. Serum Orneginin tek basina tanida kullanilmasinin  yetersiz
kalabilecegi, serum Ornegi yanisira tam kan Orneginin de se¢ilmesinin, DCH

enfeksiyonunun tanisinda 6nem arz ettigi kanaatine varilmistir. DCH virusunun
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intraselliiler olgunlagsmasi ile ilgili bir calismada (Piewbang ve ark., 2020)
karacigerdeki virus yiikiinden daha fazla bir viral yiikiin akciger ve bobrekte oldugu
goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda sistemik bir organ O6rnegi alinmasi miimkiin
olamamustir. Alinan organ Ornekleri, tek bir numune kabinda gonderildiginden
dolay1, DCH niikleik asit tanis1 organ kokteyli yapilarak gergeklestirilmistir. Organ
ornegi alinan 50 kediden 2’sinde DCH niikleik asiti pozitifligi belirlenmistir. Asites
Klinik bulgulu 2 kediden, sadece asites sivisi gonderilmis ve kan Ornegi
almmamamustir. Gonderilen sivilardan birinde DCH niikleik asiti varligi belirlenmistir.
Omnek cesidine gore bir degerlendirme yapmaya imkan saglayacak sayida materyal
olmamasina ragmen, organ ve asites sivisindaki pozitiflikler dikkate alindiginda,
laboratuvar tanida kullanilacak tani materyali se¢iminin énemli oldugu kanaatine
varilmistir. Bu baglamda, 6rnek ¢esitliliginin DCH laboratuvar tanisina etkisinin
degerlendirilmesine yonelik ¢alismalarin yapilmasi onerilmektedir. Bu doktora tez
calismasinda, DCH enfeksiyonu tanisinda tam kan 6rnegi one ¢ikmakla birlikte,
klinik bulgu olarak asites varliginda asites sivisindan da DCH niikleik asitinin

taranmasi 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

DCH enfeksiyonunun pozitiflik tespit edilen kedilerin yaslarina gére dagilimi
degerlendirildiginde, bu calismada enfeksiyonun goriilme sikligimin 2 yas ve
altindaki hayvanlarda yiiksek oldugu (%65,2) belirlenmistir. Enfeksiyon yoniinden
yas faktoriinlin degerlendirildigi ¢esitli iilkelere ait ¢alismalarda, DCH’nin 2 yastan
biiyiik hayvanlarda yiiksek oranda goriilebildigi (Anpuanandam ve ark., 2021), 4-7
aylik hayvanlarda siklikla bulunabildigi (Lanave ve ark., 2019) ve 1 yasindan kiigiik
hayvanlarda gortildigi (Fruci ve ark., 2021) ile ilgili raporlar bulunmaktadir.
Sonuglarimiz, enfeksiyonun 2 yas altindaki kedilerde daha yaygin oldugunu belirten
bir calisma (Jeanes ve ark., 2021) ile uyumlu bulunmustur. Hepadnavirus
enfeksiyonlarinin anneden vertikal nakil yoluyla yavruya gecebilecegi goz Oniine
alindiginda, perinatal donemde bulas olasiligina dikkat ¢ekmektedir. Bu durum,
perinatal veya erken cocukluk doneminde HBV ile enfekte olmus insanlarin yaklagik
%95'inde goriilmektedir (Lavanchy ve ark., 2004; Liaw ve ark., 2009). Bu baglamda,

kedilerde de DCH yoniinden erken yasta pozitiflik goriilme oranlarindaki sikligin,
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prenatal ya da perinatal bulas sonucu ortaya cikabilecegi ihtimali goz ardi

edilmemelidir.

Enfeksiyon ile cinsiyet arasindaki iliskinin degerlendirilmesinde, netlik
kazanmamakla birlikte, erkek kedilerde daha yaygin gozlendigi sonucuna ulasan
raporlar (Anpuanandam ve ark., 2021; Lanave ve ark., 2019; Scavone ve ark., 2022)
bulunmaktadir. Doktora tezinde, DCH enfeksiyonu yoniinden pozitif bulunan
orneklerin 13’14 (%56,5) erkek, 10’u (%43,5) disi kedidir. Erkek kedilerde daha
yiiksek pozitiflik saptanmis olmakla birlikte, tez kapsaminda DCH enfeksiyonu
yoniinden az sayida pozitiflik elde edilmis olmasi ve cinsiyet agisindan birbirine
yakin ornek sayist bulunmasi nedeniyle erkek kedilerde disilere oranla enfeksiyonun
goriilme sikliginin fazla olabilecegi agisindan bir genelleme yapmanin miimkiin

olamayacag kanaatine varilmistir.

DCH enfeksiyonunda irk yatkinligina dair tek bir ¢aligma bulunmakta olup,
Jeanes ve ark. (2021) tarafindan yapilan bu ¢alismada, enfeksiyona yakalanan iki
kedinin de “Domestic shorthair” olarak adlandirilan kisa tiiylii kediler oldugu rapor
edilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda 6rneklenen, DCH virusu ile enfekte kedilerin irk
ozellikleri degerlendirildiginde, pozitif Orneklerin ¢ogunlugunun (n=18) tekir
kedilerden olustugu (%78,3) belirlenmistir. Bu kedilerin, sokaktan sahiplenilmesi
sonras1t evde bakilmakta olduklari, baska kedilerle onceki yasam habitatlarinda
temasta bulunduklar1 gergeginden hareketle, irksal bir yatkinlik konusunda kesin
kaniya ulagma ihtimalini ortadan kaldirmaktadir. DCH enfeksiyonunda kedi 1rklari
yoniinden bir yatkinlik olup olmadig1 hakkinda fikir sahibi olunabilmesi i¢in, farkli
irklardan kedilerin dahil edildigi ¢aligmalara ihtiyag oldugu goriisiine varilmis
olmakla birlikte, calismamizdaki tekir kedilerde gozlenen enfeksiyon sikliginin

dikkat ¢ekici oldugu diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada, DCH yoniinden pozitif bulunan kedilerin ¢ogunlugu (%73,9) ev
ortaminda beslenen kedilerdir. Elde edilen bu sonug, Anpuanandam ve ark. (2021)
tarafindan yapilan evde bakilan kedilerde, barinak kedilerine kiyasla daha yiiksek
DCH pozitifligi oldugu hipotezini ortaya koyan calisma ile uyumludur. Ancak, bu
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tez caligmasinda pozitiflik tespit edilen kedilerin ¢ogunlugunun hayatlarmin bir
asamasinda sokak ge¢misi bulunmaktadir. Her ne kadar 6rnekleme doneminde evde
beslenmekte olsalar da sokaktan sahiplenilmis hayvan popiilasyonunun yiiksek olusu
nedeniyle bakim sartlarinin DCH enfeksiyonuna olasi etkisi hakkinda daha fazla

calismaya ihtiya¢ oldugu kanaatine varilmistir.

DCH pozitifligi belirlenen kedilerde bazi klinik bulgular bildirilmistir. Uveitis,
evcil kedi hepadnavirusu yoniinden pozitif kedilerde rapor edilen semptomlardan
biridir (Jeanes ve ark., 2021). Bu tez ¢alismasinda 6rneklenen kedilerin higbirinde
tivetis semptomu bulunmamakla birlikte, DCH enfeksiyonu yoniinden pozitif oldugu
tespit edilen 3 kedide mikrooftalmi, géziin ekstirpasyonu ve goz lezyonlari oldugu
bilgileri kaydedilmistir. Bu sonuglar, rapor edilen ¢alisma (Jeanes ve ark., 2021) ile
paralellik gdstermekte olup, goz lezyonu bulunan kedilerde siklikla siiphelenilen
diger enfeksiyonlara (Herpesvirus, Retroviral enfeksiyonlar, vb.) ek olarak, DCH
enfeksiyonu yoniinden de taramalarin yapilmasinin eklenmesi gerektigi kanaatine

varilmstir.

Bu caligma kapsaminda kaydedilen klinik bulgulardan en dikkat c¢ekeni,
inkoordinasyondur. Orneklenen kedilerden 2 tanesinde (TR-03-0Q130240 ve TR-
07-0Q130241) gozlenen bu bulgu, sistemik enfeksiyonun bir kaniti olarak da
sunulan Hepadnaviruslarin ekstra hepatik dokular1 enfekte edebilecegini kanitlayan
Piewbang ve ark. (2020)’'nin enfekte kedilerin beyin hiicrelerinde
immunhistokimyasal olarak DCH tespiti yaptiklari ¢aligma ile uyumlu bulunmustur.
TR-03 nolu DCH pozitifligi saptanan kedinin hipertrofik kardiyomiyopati tanisi ve
tromboz olusumu sebebiyle kalp ameliyati gegirdigi ve bir silire yasadiktan sonra
oldiigii sahibi tarafindan bildirilmistir. TR-07 nolu DCH pozitif kedide de
inkoordinasyona ek olarak gbz lezyonlari bulundugu anamnez bulgusu olarak
belirtilmistir. Insanlarda kronik Hepadnavirus enfeksiyonlarinda subklinik seyir
bilinmekte olup, enfekte bireylerde kronik asemptomatik yiizey antijeni
tastyiciliginin  bulundugu rapor edilmektedir (Wang ve ark., 2019). Bu tez
caligmasinda elde edilen veriler 1s18inda, kedilerde DCH enfeksiyonunun klinigi

yoniinden farkli bir durumun s6z konusu olabilecegi, ekstrahepatik dokulara tropizm
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konularinin arastirilmasi ve veteriner klinisyenlerde farkindalik olusturulmasi adina

bu klinik bulgularin not edilmesinin 6nemli olabilecegi kanaatine varilmistir.

Klinik bulgulu kedilere ek olarak, herhangi semptom gdstermeyen, yalnizca
rutin muayene ve asilama amaciyla kan degerleri arastirilan veya cerrahi operasyon
nedeniyle takip edilen kediler de bu tez calismasi kapsaminda 6rneklemeye dahil
edilmis olup, herhangi klinik bulgu gostermeyen 3 kedide DCH niikleik asiti pozitif
bulunmustur. Bu baglamda, insan Hepadnavirus enfeksiyonlarindaki asemptomatik
seyir seklinin, saglikli goriintimlii kediler i¢in de miimkiin olabilecegi sonucuna
varilmigtir. Kan transfiizyonunda dondr olarak kullanilacak kedilerin DCH
enfeksiyonu yoniinden taranmasi gerekliligini ortaya koyan Lanave ve ark.
(2019)’nin  ¢alismasina paralel olarak, iilkemizdeki kedilerde yapilacak kan

transfiizyonu calismalarinda da bu konunun dikkate alinmas1 6nerilmektedir.

Hepatotrop viruslardan olan Hepadnaviruslar, hepatitis aynisira hepatoselliiler
karsinomaya sebep olmaktadir. Bu baglamda, DCH pozitifligi saptanan kedilerde de
karaciger hastaliklariyla iliskilendirmeler yapilmis olup, immunhistokimyasal
metotlar kullanilarak karaciger tutulumu gosterilmistir (Pesavento ve ark., 2019;
Piewbang ve ark., 2020). Bu tez ¢alismasi kapsaminda, hepatik lipidoz tanisi
konulmus 6 yash bir kedide ALT, kreatin kinaz, HGB ve HCT seviyelerinde
yiikseklik tespit edilmistir. Bu kedi, hem DCH hem de FeLV enfeksiyonlari

yoniinden pozitif bulunmustur.

Bilindigi gibi klinik uygulamalarda hemogram tablosunda, referans araligin
disindaki kan degerleri enfeksiyon tespitinde yol gosterici rol oynar. Hepatit
enfeksiyonlarinda, siklikla karaciger fonksiyon testlerine tani asamasinda
basvurulmaktadir. Hepatoselliiler hasar durumunda yiikselen ALT, AST ve ALP
seviyelerinin yiiksekligi, DCH enfeksiyonu tespit edilen kedilerde de dikkat
cekmektedir (Anpuanandam ve ark., 2021; Scanove ve ark., 2022). ALT degeri
yuksek ve mast hiicresi tiimorii teshisi konulan erkek bir kedinin DCH niikleik asiti
yoniinden pozitif oldugu rapor edilmistir (Takahashi ve ark., 2022). Bu tez ¢aligmasi

kapsaminda 6rneklenen ve DCH pozitif oldugu tespit edilen 7 adet kedinin kan
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degerleri incelendiginde ALT seviyelerinin yiiksek oldugu goriildii. Bu kedilerden 6
tanesinin AST seviyesinde de yiikseklik oldugu kayit altina alindi (Ek-2, Cizelge
4.1.). Ayrica, 3 kedide ALP degerinin referans araligin iizerinde oldugu tespit
edilmistir. Trombositopeni tablosu hepadnavirusla enfekte kedilerde daha 6nce rapor
edilmemis olmakla birlikte, bu tez kapsaminda 8 kedinin diisiik trombosit degerlerine
sahip olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur. Genellikle kalp, beyin ve iskelet kasindaki
hasarlarin belirlenmesine yardimci olan yiiksek CK seviyelerinin (Kaste ve ark.,
1981; Roberts ve ark., 1975) 5 kedide tespiti de 6nemli bulunmustur. Bu 5 kedinin
anamnezleri incelendiginde kas hasarina sebebiyet verecek bir durum olmadigi
goriilmiistiir. Hepadnavirus enfeksiyonlarinin kalbe ve beyne olan olasi etkileri
merak uyandirmakta olup, hemogram tablosunun ve anilan parametrelerin
degerlendirilmesinin klinisyenlerde DCH enfeksiyonu laboratuvar tanisi talebi

yoniinden farkindalik yaratmasi agisindan 6nemli oldugu kanaatine varilmistir.

Asites s1visi, genellikle FCoV enfeksiyonunu akla getiren bir klinik bulgu olup,
DCH tanis1 amaciyla asites sivisinin kullanildig bir literatiir veriye rastlanmamuigtir.
Bu calisma kapsaminda 6rneklenen 2 kediye ait asites sivisindan yapilan tanida
orneklerden biri DCH niikleik asiti yoniinden pozitif bulunmustur. Istatistiksel olarak
anlamli sonuglara ulagilabilmesi i¢in daha fazla sayida asites sivist DCH test
sonucuna ihtiyag¢ olmakla birlikte, veteriner kliniklerinde FCoV enfeksiyonu siipheli
olgularda, asites sivisinin DCH yo6niinden de degerlendirilmesi gerektigi kanaatine

varilmistir.

Hepatit B enfeksiyonlarinda immunsupresyon sonucu, enfeksiyonun sekonder
etkenlerle komplikasyon ihtimalinin arttig1 ve klinik bulgularin ortaya ¢ikmasinda
rol oynayan 6nemli bir faktdr oldugu rapor edilmistir (Lok ve ark., 2009). Ozellikle
ko-enfeksiyonun gozlendigi komplike vakalarda, FIV ve FeLV gibi immun sistemi
baskilayan Retroviruslar klinik tabloyu agirlastirarak, DCH prevalansinin
yiikselmesine aracilik ettigi bildirilmistir (Anpuanandam ve ark., 2021). Benzer bir
tablo, bu ¢alisma kapsamimda DCH pozitifligi belirlenen kedilerde de goriilmustiir.
DCH pozitif 13 kedinin, ayn1 zamanda FeLV ile enfekte oldugu tespit edilmistir.
DCH pozitif kedilerdeki FeL'V ile yiiksek orandaki (%56,52) pozitiflik dikkat ¢ekici
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bulunmustur. Hepadnavirus enfeksiyonunu tasiyan kedilerde siklikla rapor edilen
FIV enfeksiyonu (Aghazadeh ve ark., 2018; Anpuanandam ve ark., 2021; Lanave ve
ark., 2019; Piewbang ve ark., 2020), bu tez ¢alismasi1 kapsamindaki DCH pozitif
kedilerde tespit edilmemistir. Elde edilen bu sonucun, FIV enfeksiyonunun
tilkemizdeki kedilerde goriilme sikliginin az olusuyla (Kog¢ ve Oguzoglu, 2020;
Oguzoglu ve ark., 2013) ve asilama programlarinda yer almayan bir enfeksiyon

olusuyla iliskili olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

DCH ile ko-enfeksiyon durumunda Feline Coronavirus’un (FCoV) roliinii
sorgulayan Jeanes ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, DCH enfekte
kedilerde FCoV pozitifligine de rastlanmamistir. Bu tez g¢alismasinda, DCH
pozitifligi tespit edilen 23 kedi 6rneginin 5’inde (%21,7) es zamanli FCoV pozitifligi
bulunmus olup, baska hastaliklar i¢in tanimlanan klinik bulgularin varliginda ko-
enfeksiyonlar arasinda DCH’nin de arastirilmasinin hem veteriner hekimlere hem de
literatiire katki saglayacagi kanaatine varilmistir. Her ne kadar Retrovirus ko-
enfeksiyonlarma oranla DCH enfekte kedilerde FCoV enfeksiyonu diisiik oranda
bulunmus olsa da immunsupressif onemli bir ajan olan CoV’larin da ¢oklu

enfeksiyon yoniinden goz ardi edilememesi gerektigi sonucuna varilmstir.

DCH niikleik asiti yoniinden pozitif bulunan 8 kedide, kusma, istah kayb1 ve
halsizlik semptomlar1 (%34,78) kayit altina alindi. Bahsedilen genel klinik
semptomlarin  klinige getirilen kedilerde go6zlenmesi durumunda, veteriner

klinisyenlere farkindalik olusturulmasinin 6nemli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu doktora tezi kapsaminda elde edilen 23 DCH pozitif drnegin tiimii,
filogenetik analizler sonucunda Orthohepadnavirus genusundaki hem cinsleri ile
ayn1 kiimede yer almistir. DCH viral genomunun 4 gen bdlgesine (polimeraz,
surface, X, core) yonelik gergeklestirilen analizler sonucunda, iilkemiz orijinli DCH
suglarinin birbirlerine gore niikkleotid farkliliklarinin en yogun surface (%83,1-85,9)
gen bolgesinde oldugu, bu bolgeyi core gen bolgesi (%85,9-97,9), pol (%93,3-99,1)
ve X (%95,4-99,6) gen bolgelerinin takip ettigi tespit edilmistir.
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Bu tez c¢aligmasinda pozitif bulunan iilkemiz orijinli DCH suslarinin tim
genom (n=13) karsilastirmasinda Avrupa ve ABD orijinli 6rneklerle daha yakin

iliskide olduklar1 gozlenmistir.

Ulkemiz orijinli DCH pozitifliklerin filogenetik analizlerinde Core gen bolgesi
yoniinden 21 adet, Surface gen bolgesi yoniinden 18 adet, Pol ve X gen bdlgeleri
yoniinden 17 adet 6rnek karsilagtirilmistir. Polimeraz, Surface ve X gen bolgelerinin
filogenetik analizlerinde, Orneklerimizin Italya, Avustralya ve ABD orijinli
orneklerin yan1 sira Asya orijinli 6rneklerle de benzer oldugu belirlenmistir. Core
gen bolgesindeki farkliliklarin daha az oldugu ve filogenetik analizlerde bu bolgedeki
cesitliligin daha kisith kaldig: dikkati ¢ekmistir.

Tiim genoma ydénelik aminoasit tablosuna bakildiginda (Sekil 3.8.), 6zellikle
Surface ve Polimeraz gen bolgelerinde yogun olmak tizere TR-SV-15 6rneginde
farkliliklar gozlenmistir. Ayrica ON293153 accession numarali TR-SV-15
orneginin, diger tim genomlardan da daha uzun oldugu (3195 bp) belirlenmistir
(Cizelge 3.3.). TR-SV-15 nolu 6rnegin, niikleotid homolojileri Hepadnaviruslarin 4
farkli gen bolgesi yoniinden de ayri ayri degerlendirilmistir. Bu c¢alismada tiim
genomlar arasi farkliliklarin en az oldugu X gen bdolgesinde bile, TR-SV-15 nolu
ornekle diger Tiirkiye orijinli DCH pozitif 6rnekler arasinda %86,6-96,7 degisen
oranlarda niikleotid benzerligi oldugu tespit edilmistir. Capozza ve ark. (2023) DCH
etkenlerini iki farkli genotipte (A ve B) ve Genotip A DCH etkenlerini de 2 farkli
smifta (Clade Al ve A2) inceledikleri ¢aligmalarinda, %8 oranindaki niikleotid
farkliligiin bazi suslarin patogenezisinde degisim meydana getirebilecegini rapor
etmistir. Ayrica, bu durumun, bu hastalikla ilgili tedavi se¢cenegi sunmak adina yeni
terapdtiklerin kullanimi agisindan da dikkate alinmasi gerektigi de vurgulanmaktadir.
Capozza ve ark.’nin (2023) calismasinda 12 tiim genom kullanilmig olup, iilkemiz
orijinli DCH viruslarinin bu sekilde genogruplandirilmasi i¢in; farkl iilkelerden,
daha fazla sayida tim genomik karakterizasyona gereksinim duyuldugu kanaatine
vartlmistir. Takahashi ve ark. (2022), Japonya’ya 6zgii olarak tanimladiklart bir
susun (KT/116/2021), diger iilkelerden daha once tanimlanan DCH suslarindan
genetik olarak farkli oldugunu rapor etmektedirler. Bu sonuglar 1s1¢inda, TR-SV-15
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gibi farkli suslarin patogenez mekanizmalarinin da incelenmesi gerektigi, insan
Hepatit B viruslarinda oldugu gibi karaciger hasarint minimalize etmek igin, ilag
kullannomli  tedavi secenegi sunmak amaciyla degerlendirmeye alinmasi
onerilmektedir. Ayrica homolog rekombinasyon olgusu nedeniyle evrimsel gecmisin
de aragtirilmasinin ve kedilerde kronik hepatit olgularinda DCH enfeksiyonunun

etkisinin sorgulanmasinin da faydali olacagi kanaatine varilmistir.

Orthohepadnavirus genusunda yer alan canine Hepadnaviruslarinin (Diakoudi
ve ark., 2022), DCH suslar1 ile %98’¢ varan benzerlik oranina sahip olduklar1 rapor
edilmis olup, bu tez calismast kapsaminda DCH pozitif bulunan 6rnekler de kopek
hepadnavirusu ile ayni kiimede yer almistir. Sonuglarimiz bu ¢alisma ile uyumlu
bulunmus olup, kopeklerde hepatoselliiler dokuya yonelik hastalik siiphesinde canine

orijinli Hepadnaviruslarin da arastirilmasi 6nerilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Evcil Kedilerdeki Hepadnavirus (DCH) enfeksiyonunun yakin zamandaki
tespiti ile yasam habitatimiz1 paylastigimiz kedilerdeki bu viral enfeksiyonun
arastirilmasina  yonelik  calismalarin  artis;, {ilkemizdeki kedilerde DCH
enfeksiyonunun varliginin ve yayginliginin arastirilmasina basamak teskil etmistir.
Bu tez ¢alismasi kapsaminda, iilkemizde kedilerde DCH enfeksiyonunun varlig1 ilk
kez belirlenmis olup, enfeksiyonun yayginligi, hastalifa neden olan enfeksiyoz
ajanin molekiiler karakterizasyonu, diinyadaki hem cinsleriyle benzerlik ve
farkliliklarinin arastirilmasi, hastaligin epidemiyolojik statiisiiniin belirlenmesi gibi

konulara temel olusturacak verilerin eldesine imkan saglamistir.

- Mevcut bilgiler 1s181nda, DCH enfeksiyonuna yonelik iilkemizde yapilmis
herhangi bir arastirma bulunmamakta olup, Tirkiye’de kedilerde DCH virusunun
varhig ilk kez bu doktora tezi kapsaminda tanimlanmustir. Incelenen 550 kediye ait
orneklerden 23’ pozitif bulunmus ve iilkemizde enfeksiyonun goriilme sikligi

%4,18 olarak belirlenmistir.

- Tespit edilen 23 pozitifligin numune bazinda dagilimina bakildiginda, 18’1
tam kan, 2’si serum, 2’si organ ve 1’1 asites sivisidir. Bu calisma sonuglarina gore,
tanisal 6nemi agisindan laboratuvara gonderilecek aragtirma materyali olarak tam
kan ornekleri onerilmekte olup, tek basina serum Orneklerinin DCH tanisinda
yetersiz kalabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica, kedilerde farkli viral
enfeksiyonlarin patognomik klinik bulgusu olarak tanimlanan asites sivisinin da

DCH yoniinden arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

- Klinisyen Veteriner Hekimler agisindan yeni tanmmmaya baslayan bu
enfeksiyonun, ozellikle rutin tarama panellerine entegre edilmesinin, gerek
asilama/operasyon Oncesi, gerek kan transfiizyonu gereksiniminde asemptomatik

tastyicilarin ortaya ¢ikarilmasi adina faydalari olabilecegi kanaatine varilmistir.
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- Bu calisma bulgularina gére, DCH pozitifligi saptanan kedilerin 13’iinde
(%56,52) FeLV ile ko-enfeksiyon tespit edilmistir. Immunsupressif feline
Retroviruslarla birlikte de bulunabilen DCH enfeksiyonunun, FCoV (%21,74) ve
FPV (%4,3) enfeksiyonlar1 ile de birlikteliginin arastirilmasi, miks enfeksiyon
durumunda agir klinik tablo olgularinda bu enfeksiyonun da goéz Oniinde

bulundurulmasi gerekliligi ongdriimiizdiir.

- Calisma kapsaminda elde edilen verilerin hastaligin olusum mekanizmasinin

aydinlatilmasina yonelik arastirmalara temel teskil edebilecegi kanisina varilmaistir.

- Ulkemiz orijinli Orthohepadnavirus genusunda yer aldig1 belirlenen DCH
suslarmin genomik farkliliklarin Hepadnavirus genomu yoniinden incelenmesinde,
en yogun farklilik gézlenen gen bolgesinden baslamak tizere Surface>Core>Pol>X
olarak siralandig1 tespit edilmistir. Bu baglamda, DCH viruslarinin patogenez
mekanizmalarinin incelenmesine yonelik ileride yapilacak caligmalarda, suslar
arasindaki genomik farkliliklarin dikkate alinmasimin 6nemli oldugu kanaatine

varilmstir.

- Calismamiz kapsaminda sentezlenen ve tiim genomun aydinlatilmasina
yonelik dizayn edilen yeni primer ¢iftlerinin, DCH enfeksiyonunun laboratuvar tanisi
ve molekiiler karakterizasyon c¢alismalarinda kullanilmasi  Onerilmektedir.
Boylelikle, elde edilecek sonuglarin DCH enfeksiyonunun evrimsel geg¢misinin

aydinlatilmasina yardimci olabilecek veriler olabilecegini diistinmekteyiz.
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OZET

Kedilerde Onkojenik Etkili Hepadnavirus Enfeksiyonlarimin Epidemiyolojik Statiisiiniin
Molekiiler Metotlarla Arastirilmasi

Her gegen giin artan pet hayvan besleme egilimi, kedilerde goriilen enfeksiyonlarin
oneminin giderek artmasina sebep olmustur. Bu baglamda; hem insanlari hem de farkli hayvan
tiirlerini enfekte edebilme potansiyeline sahip viral etkenler 6ne ¢ikmaktadir. Bu duruma 6rnek
olusturan Hepadnaviridae ailesindeki etkenlerin iilkemizdeki evcil kedilerde varligi ve
yayginliginin aragtirilmasimi konu alan bu doktora tezinde, niikleik asit temelli teknikler
kullanilarak 550 kediden alinan 6rneklerden (tam kan, serum, organ, asites sivisi) 23" pozitif
(%4,18) bulunmustur. Pozitiflik tespit edilen 13 drnegin tiim genomik, geri kalan 10 6rnegin de
parsiyel karakterizasyonu tamamlanarak, Orthohepadnavirus genusunda yer aldiklar
belirlenmistir.

Ulkemiz orijinli evcil kedi Hepadnaviruslarinin diinyadaki hemcinsleri ile genetik
olarak yakin olduklari ve 2 yas altindaki kedilerde siklikla goriilebildikleri belirlenmistir. Erkek
kedilerde disilere oranla daha yiiksek pozitiflik elde edilmis olup, tekir 1k kedilerde
enfeksiyonun goriilme oranmin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Hepadnavirus pozitifligi
saptanan Orneklerde, arastirilan viral enfeksiyonlar yoniinden FeLV pozitifliginin 6ne ¢iktigi
goriilmiis olup, ¢oklu enfeksiyon olarak FCoV enfeksiyonlarinin da birlikteligi dikkat gekici
bulunmustur.

Doktora tezi kapsaminda yeni dizayn edilen primerlerin, hem tan1 hem de tiim genomik
analizlerde  degerlendirilebilecegi  kanaatine  varilmistir.  Ulkemiz  orijinli  kedi
Hepadnaviruslarinin genomik analizinde surface proteini basta olmak iizere, sirasiyla core, pol
ve x gen bolgelerinde hemcinslerine oranla farkli olduklari belirlenmistir.

Bu ¢alisma, Hepadnavirus enfeksiyonlarinin tilkemizdeki kedilerde varhigimin ilk tespiti
olup, klinisyen Veteriner Hekimler agisindan farkindalik yaratilmasi ve atipik karaciger
hastaliklarinda tan1 panellerinde yer almasi gereken bir enfeksiyon olarak degerlendirilmesi

Onerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Hepadnavirus, Kedi, Molekiiler Karakterizasyon, Tiirkiye
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SUMMARY

Investigation of the Epidemiological Status of Oncogenic Hepadnavirus Infections in
Cats by Molecular Methods

The tendency to feed pets, which is increasing day after day, has led to the increasing
importance of infections in cats. In this context; viral agents that have the potential to infect
both to humans and different animal species come to the fore. In this doctoral thesis, which
focuses on investigating the presence and prevalence of Hepadnaviridae family agents in
domestic cats in our country, 23 of the samples (whole blood, serum, organ, ascites fluid) taken
from 550 cats using nucleic acid-based techniques were found positive (4.18%). The whole
genomic characterization of 13 positive samples and partial characterization of the remaining
10 samples were completed and they were determined to be in the genus of
Orthohepadnavirus.

It has been determined that domestic cat Hepadnaviruses originating in our country are
genetically close to their fellows in the world and can be seen frequently in cats under 2 years
old. Higher positivity was obtained in male cats compared to females, and it was determined
that the rate of infection was higher in tabby breed cats. It was observed that FeLV positivity
stood out in terms of viral infections investigated in positive samples with Hepadnavirus.
Additionally, the togetherness of FCoV infections as multiple infections was also remarkable.

It has been concluded that the newly designed primers within the scope of the doctoral
dissertation can be evaluated in both diagnosis and all genomic analyzes of DCH. In the
genomic analysis of the cat hepadnaviruses of our country origin, it was determined that they
were different especially in the particular Surface gene region. The differentiations of surface
gene region is followed by Core, Pol and X gene regions, respectively.

This study is the first detection of the presence of Hepadnavirus infections in cats in
our country, and it is recommended to raise awareness for clinicians and veterinarians and to
evaluate it as an infection that should be included in the diagnostic panels in atypical liver
diseases.

Keywords: Cat, Hepadnavirus, Moleculer Characterization, Tirkiye
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Ek-2.

Cizelge. DCH pozitif bulunan baz1 drneklere ait hemogram gizelgesi.

Ornek
Ad1

TR-428

TR-27-02

ALP Ure CK GGT HGB HCT MCH MCHC PLT RDWa

(0-70,0) | (41,80-64,20) | (0,00-130,0) | (6,0-28,0) | (8,0-15,0) | (25,0-45,0) | (12,50-17,50) | (31,0-38,50) | (200,0-500,0) | (20,0-35,0)
10,0 126 - - 14,0 -

18,10 39,60 96,00 23,60

17,40 37,80 61,00 23,30

17,10 33,70 172,00 25,30

14,30 34,30 91,00 14,20

38,40 16,80 - 17,60

18,30 38,30 29,00 25,00

- - 151,0 - - 23,30 14,50 34,90 39,00 20,70
15,00 48,00 - 0,23 - - - - - -
57,00 33,00 - 10 13,40 38,10 14,30 35,10 275,00 20,40
- - : - - 31,00 14,00 33,20 - -
- - - - - 34,4 15,1 - 165 -




Ek-3.

Cizelge. DCH pozitif 6rneklerin ekstraktlarindaki DNA miktari.

Ornek No

TR-SV8
TR-SV15
TR-03-PEY
TR-07
TR-55
TR-61
TR-68
TR-131
TR-177

TR-185
TR-192
TR-275
TR-288
TR-296
TR-382
TR-404
TR-409
TR-428
TR-453
TR-503
TR-744
TR-27-02
TR-ASC1

DNA miktar1

398,7
372,4
254,2
245,9
198,8
196,8
369,5
354,8
192,8

2218
226,9
169,8
199,8
274,9
206,4
324,3
211,6
236,7
3211
314,8
159.8
288,7
205,8
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