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OZET

Akut hepatit ve asemptomatik tastyicilik, kronik tastyicilik, karaciger sirozu ve
hepatoselliiler karsinom gibi kronik karaciger hastaliginin degisik formlarma sebep olan
hepatit B viriisii (HBV), tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢ok 6nemli bir toplum
saglig1 problemi olusturmaktadir. HBV genotipleri ve mutasyonlar1 da hastalik seyrini ve
tedavisini etkilemektedir.

Bu calismada, Van yoresinde HBV genotiplerini ve prekor/bazal kor promoter
mutasyonlarmi tespit etmek amaglanmistir. Bu amagla, Mart 2008-Ocak 2009 tarihleri
arasinda toplanan, hepatit B serolojik belirleyicileri (AXSYM, Abbott) ve HBV DNA’s1
(Cobas Tagman, Roche) pozitif 54 hasta serumu ¢alismaya dahil edilmistir. Bu serumlarda
DNA izolasyonu (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen) sonrasi revers hibridizasyon metodu
(INNO-LiPA, Innogenetics) kullanilarak genotiplendirme ve mutasyon analizi yapilmustir.

Calisma sonucunda, 54 hastanin tiimiinde (% 100) genotip D tespit edildi. 54
hastanin 5’1, mutasyon analizi i¢in amplifikasyon sonrasinda agaroz jel elektroforezde
DNA band1 olusmadigi i¢in mutasyon analizi ¢alismasindan ¢ikarildi ve ¢alisma 49 hasta
ile yapildi. Bu hastalarda G1896A prekor mutasyonu ve BKP mutasyonu sirayla % 40.9 ve
% 34.7 olarak bulundu. Bu hastalarin HBeAg durumlar: ile tespit edilen mutasyonlar
degerlendirildigi zaman, HBeAg negatif hastalarda prekor mutasyonu % 75.0, bazal kor
promoter mutasyonu % 57.9 olarak tespit edildi. 49 hastanin % 22.4°1i, HBeAg negatif
hastalarin ise % 50’si prekor ve BKP mutasyonlarinin her ikisine de sahipti.

Calismada c¢ikan sonuclar irdelendiginde, Akdeniz ve komsu Asya iilkelerinde
oldugu gibi Tiirkiye’de Van yoresinde de HBV D genotipi dominantdir. Prekor ve BKP
mutasyon analizi sonuglarma bakildiginda ise, hepatit B hastalarinin yaklasik yaris1 prekor
mutasyonuna, tigte biri ise BKP mutasyonuna sahipti. Bu mutasyonlar HBeAg salinimini
durdurmakta veya onemli 6lgiide azaltmaktadir. Ulkemizde HBV’ye ait genotip ve
mutasyonlara ait bu epidemiyolojik verilerin, HBV enfeksiyonuna sahip hastalarin
tanisinda, izlenmesinde ve tedavi stratejisinde klinisyenlere yardimci olacagi kanisina
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B viriis, genotip, mutasyon, HBeAg, Van.

1



SUMMARY

Hepatitis B virus (HBV) that causes acute hepatitis and various forms of chronic
liver diseases like asymptomatic and chronic carrier state, liver cirrhosis and hepatocellular
carsinoma, constitutes a major public health problem in the world and also in our country.
HBYV genotypes and mutations affect the course and treatment of the disease.

In this study, we aimed to detect HBV genotypes and precore/basal core promoter
(BCP) mutations in Van region. For this purpose, serums of 54 patients which were
positive for hepatititis B serological markers and HBV DNA (Cobas Tagman 48, Roche),
were collected between March 2008 and January 2009. Genotypes and mutations were
determined with reverse hybridization method (INNO-LiPA, Innogenetics) after HBV
DNA isolation by Qiagen kit (QiAamp DNA Mini Kit, Qiagen).

As a result of this study, all 54 patients (100 %) had genotype D. After
amplification for mutation analysis, DNA bands of 5 samples were not visible in agarose
gel electrophoresis; therefore they were excluded. A total of 49 samples were studied. The
rates of G1896A precore mutation and BCP mutation were 40.9 % and 34.7 %,
respectively. When HBeAg status of these patients and the mutations were evaluated,
precore mutation was 75.0 % and BCP mutation was 57.9 % in HBeAg negative patients.
22.4 % of 49 patients and 50.0 % of HBeAg negative patients had both precore and BCP
mutations.

When the results of this study were scrutinized, HBV genotype D was dominant in
Van region of Turkey as in the Mediterranean and neighbouring Asia countries. In terms of
the precore and BCP mutation results, approximately one-half of our patients have precore
mutation and one third of patients have mutations of BCP. These mutations decrease or
inhibit the secretion of hepatitis B e-antigen. This epidemiological data about HBV
genotypes and mutations in our country will help to clinicians in diagnosing, monitoring
and treatment of patients with HBV infection.

Key Words: Hepatitis B virus, genotype, mutation, HBeAg, Van
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1. GiRiS VE AMAC

Hepatit B viriisii baglica parenteral yoldan bulasan, Hepadnaviridae ailesine ait bir
DNA virlisiidiir. Hepatit B viriisii’niin (HBV) neden oldugu enfeksiyon, o6zellikle
gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir saglik ve ekonomik sorundur. HBV, sistem aracili
doku hasar1 ve hepatosit 6liimiine neden olabilir. Ailenin diger iiyeleri i¢cinde, insanlarda
enfeksiyon olusturan ve ayrica “revers transkriptaz” enzimi sayesinde, RNA aracili replike
olan tek DNA viriisiidiir (1).

Tiim diinyada, cogu gelismekte olan tilkelerde yasayanlar olmak iizere yaklasik 400
milyon kiside kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonu oldugu diisiiniilmektedir. Diinya
niifusunun yaklagik ticte birinin (iki milyar insanmn) bu virusla karsilastiginin serolojik
delilleri bulunmaktadir. Her yil bir milyondan fazla insan HBV'ye bagl kronik karaciger
hastaliklarindan (siroz ve hepatoselliiler karsinom) dlmektedir. Ulkemizde de yaklasik 3-4
milyon insanin bu viriisu tasidig1 bilinmektedir (2). Ulkemizde HBsAg pozitifligi bolgeden
bolgeye degismektedir. Batida % 1 iken dogu illerinde % 14’e kadar yiikselmektedir (3).
Bu durumun sebebi, Dogu ve Giineydogu Anadolu Bdlgelerindeki kalabalik ailelerde
horizontal gecis, dogurganlhigin yiliksek olmasi ile vertikal gegis ve hijyen sorunudur (4).

HBV enfeksiyonu ¢esitli bicimlerde klinik gostermektedir. Olgularm % 90’inda
klinik hicbir belirti ortaya ¢ikmamakta ve kisinin viriis ile karsilastigi ancak bir tarama
sirasinda serumunda antikorlarin gosterilmesi ile anlasilmaktadir. HBV ile temas eden
kisilerin % 10’unda 2-6 aylik inkiibasyon siiresini takiben ¢esitli klinik ve biyokimyasal
belirtilerle seyreden akut viral hepatit tablosu olusur. Semptomatik olgularin % 0.1’inde
fulminan hepatit gelisir. Viriis ile enfekte yetiskinlerin % 10’unda hastalik kroniklesir. Bu
oran yenidoganlarda ise % 80-90’dwr. Kroniklesmeye gidisin nedeni tam olarak
aydmlatilamamistir ama yetersiz immun cevabin rol aldigi kabul edilmektedir. Kronik
enfekte olgularin % 15 ile 20’sinde siroz gelismekte ve bu olgularin da ancak % 55-85°1
bes yildan uzun bir siire yasamaktadir (5).

HBV, niikleotid dizilimlerinde % 8 ve {lizerindeki degisikliklere gore 8 farklh
genotipe ayrilmaktadir. Genotipler cografik olarak farkli dagilim gostermektedir. HBV
enfeksiyonunun klinigi ve tedaviye cevabi1 genotiplere gore degisebilmektedir. Yapilan
calismalarda iilkemizde dominant olarak genotip D enfeksiyonu oldugu goriilmiistiir.

A genotipi kronik karaciger hastaligma daha sik yol agmasina karsin, D genotipine gore



interferona daha iyi cevap vermektedir (6). Ilk bulgulara gére genotip B ve C’de daha
agresif seyirli bir klinik (Kronik hepatit B ve hepatoselliiler karsinoma riskinin fazla
oldugu) bildirilmektedir (7). HBV genotiplendirilmesi, hastaligin yonetiminde onemli
olabilir (8).

HBV genomunda klinik seyir sirasinda bir¢gok mutasyon ortaya ¢ikabilir. HBV ile
enfekte hastalarda sik karsimiza ¢ikan mutasyonlar, hastalarm klinik gidis ve tedavisinde
dikkate alinmas1 gereken durumlar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Pre-kor/kor geni mutasyonuna
bagl olarak HBeAg sentezinin bloke edildigi kronik hepatit B (KHB) hastalarinin aktif
karaciger hastaligma sahip oldugu ve tedaviye direng gosterdigi bildirilmistir. HBeAg
negatif KHB hastalar1 tiim diinyada giderek artarken iilkemizde siklik % 70’ler
diizeyindedir (9). Ayrica HBV genomu bazal kor promoter bolgesinde, X geni bolgesinde,
pre-S ve polimeraz geninde de mutasyonlar olusabilmektedir.

HBV genotipler ve prekor, kor promoter mutasyonlarmin dagilimi cografik olarak
bolgeden bolgeye degismektedir. Ulkemizde, bu konuda ¢ok ¢esitli ¢alismalar yapilmustir.
Fakat HBV insidansinin iilke ortalamasmin iizerinde oldugu Van yoresinde bu konuda
heniiz bir aragtrma yapilmamistir. Van, sinir bolgesinde olmasi ve ¢evreden yogun gog
almas1 nedeniyle ayr1 bir oneme sahiptir.

Bu caligmada, Mart 2008-Ocak 2009 tarihleri arasinda laboratuvarimiza gelen kan
orneklerinde Hepatit B viriis enfeksiyonu tanis1 almis 54 hasta, genotip dagilimi ve prekor,

bazal kor promoter (BKP) mutasyonu yoniinden arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Viral hepatit tarihi bir hastalik olup, ilk olarak MO 460-370 yillarinda Hipokrat
tarafindan tanimlanmistir. Yillar boyunca kullanilacak olan “kataral ikter” teriminden ilk
Virchow 1865 yilinda sdz etmistir. Ik bilinen sarilik epidemisi Napoleon’un Misir seferi
srrasindadir (10, 11). Daha sonra, Almanya Bremen’de 1883 yilinda insan lenf sivisi
kullanilarak hazirlanan su ¢icegi viriis asis1 yapilan gemi calisanlarinda kan kaynakli
hepatit salgin1 goriilmiistiir (3, 8). Denizcilerin % 15’1 birkag hafta ile 8 ay igerisinde
sarilik hastalig1 gecirmislerdir (3).

20. YY’m ilk yarisinda kizamik ve kabakulak immiin proflaksisi amaciyla plazma
verilen kisiler ile insan serumu igeren sari humma asis1 yapilan askeri personelde ve
kontamine ignelerin kullanildig1 cinsel yolla bulasan hastalik kliniklerinde tedavi goren
hastalarda sarilik salgmlar1 goriilmeye baslanmis; II. Diinya Savasi srrasinda kan
transflizyonu yapilan askerlerde ciddi sorunlara neden olmustur (12).

Viriislerin kesfinden once, epidemiyolojik gdzlemlere dayali olarak 2 tiirlii hepatit
bulas1 oldugu ayirdedilmistir. Tip A’nin, ¢ogunlukla fekal-oral yolla bulastigi, Tip B’nin
ise parenteral olarak bulastigir diisiiniilmistiir (13). 1947 yilinda Maccallum ve Bauer
enfeksiydz hepatit icin hepatit A ve serum hepatiti i¢cin hepatit B terimini kullanmiglardir.
Bu iki hastaligin epidemiyolojisinin farkli oldugu saptanmistir. 1973 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (DSO), hepatitin iki farkl1 etkenini birbirinden ayirmak i¢in hepatit A ve hepatit B
terimlerini onermistir (8).

HBYV kan yoluyla bulasan sarilik etkeni olarak ilk defa Blumberg ve Alter’in 1965
yilinda “Avustralya antijeni’ni bulmasiyla tanimlanmistir. Avustralya kokenli 16semili bir
hastanin serumunda immiinopresipitasyon ile HBV yiizey antijenini gosterdikleri ve
“Avustralya antijeni” seklinde isimlendirdikleri bu maddenin B tipi hepatit ile iliskisi
ortaya konulmustur ve bu bulusu nedeniyle arasticilar Nobel 6diili kazanmastir (3, 5).

1970 yilinda Dane ve arkadagslari, immiin elektron mikroskopisi teknigini
kullanarak inceledikleri hasta serumlarinda yiizeylerinde ayni antijeni tasiyan viriis-like

partikiilleri saptamislar; ve bu partikiillerin Hepatit B viriisii oldugunu ileri stirmiislerdir



(5). 1971 yilinda Krugman 1s1 ile inaktive edilen Hepatit B yiizey antijeni pozitif
serumlarin immiinojenik oldugunu ve as1 olarak kullanilabilecegini gosterdi. 1979°da ise
viriisiin DNA’s1 klonlanarak tam niikleotid dizisi ¢ikarildi. Viriis DNA’smin PCR yontemi
ile cogaltilmas1 ile HBV’nin molekiiler biyolojisi, epidemiyolojisi, patogenezi, tani ve
tedavisi ile korunma yoniinden ¢cok 6nemli gelismeler yasanmistir (3).

Etkenin doku kiiltiirlerinde iiretilmesinin miimkiin olmamasi ve hayvan
deneylerinin sadece belirli maymun tiirleri ile kisithh olmasi, HBV konusundaki
calismalarin 1980’11 yillara kadar kisithh kalmasma yol agmistir. Ancak bu tarihten sonra
cesitli hayvanlarda HBV’ye benzer viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarin gosterilmesi
ve nihayet molekiiler biyoloji konusundaki ilerlemeler, bu viriis ile ilgili hizli bilgi
birikimini saglamistir (5).

Okomato ve arkadaglar1 tarafindan 1988 yilinda HBV’nin tiim genomunun dizisi
belirlenip, genomlar arasinda en az % 8 veya daha fazla farklilik gosterenler ayr1 ayri
gruplandirilarak A’dan D’ye 4 genotip tanimlanmistir. 1992 yilinda Norder ve arkadaslari
E ve F olmak tizere 2 yeni genotip daha tanimlamiglardir (14). Genotip G 2000 yilinda,
genotip H ise 2002 yilinda tanimlanmstir (3).

2.2. Siiflandirma

Hepadnavirus terimi, hepa hepatotropik kelimesinden, dna DNA genomundan
gelmektedir (15). HBV, diizenli olarak biiyliyen Hepadnaviridae ailesinin prototip bir
iyesidir (16).

Hepadnaviruslar memelilerde ve kuslarda olmak {izere iki farkl cinse ayrilirlar.
Orthohepadnavirusler memelilerde, avihepadnavirusler ise kuslarda goriilir (16).
Orthohepadnavirus liyeleri; insanlari, dag siganlarim1 (Marmota monax), yer sincaplarini
(Spermophilus lateralis), Arktik sincaplart (Spermophilus parryii), yinlii maymunlari,
orangutanlary, sempanzeleri ve gibbon tiliri maymunlart enfekte etmektedir.
Avihepadnavirus iiyeleri ise ordek, gri balik¢il (Ardea cinerea), kiigiik kar kazi (Anser
rossii), kar kaz1 (Anser caerulescens) ve beyaz leyleklerde bulunmaktadir. Memeli ve kus

hepadnaviruslar1 genomik yapilar1 birbirine benzemektedir (17).



HBYV, Orthohepadnavirus iiyesi olup sadece insanlar1 ve sempanzeleri enfekte
etmekte, diger hayvan viriisleri ise insani enfekte edememektedir. Ayni ailede yer alan
ordek hepatit B viriisii (DHBV) ve agackakan hepatit B virtisii (WHBV) % 70’e varan dizi
benzerlikleri nedeniyle, HBV’ nin replikasyonu ve persistansini incelemek i¢in uygun
modeller olarak kullanilmaktadir (3).

Primatlar1 enfekte eden hepadnaviruslar HBV’ye cok benzerler ve HBV genotipi
olarak kabul edilebilirler. Ozellikle yiinlii maymun hepatit B viriisii, genotip F’ye ¢ok
biiylik benzerlik gostermektedir (18). HBVcpz ve HBVoru sempanze ve orangutanlarda
goriilen HBV leridir ve genotip gibi siniflandirilmislardir (16).

Memeli hepadnaviruslar1 birbiri ile iligkilidir ve genis niikleotid dizilerini
paylasirlar. HBV ve WHBV 9% 60 niikleotid benzerligine sahiptir. Tim bilinen
Hepadnaviridae ailesi tiyeleri 3000-3300 bp arast DNA genomuna sahiptir (20). Bilinen
tim hepadnaviruslar hepatotropikdir, karaciger hiicrelerini enfekte ederler ve kendi
konaklarinda hepatit olustururlar (15). Memeli hepadnaviruslar1 L, M ve S olarak 3 yilizey
proteinini kodlarken, kanatli hepadnaviruslar L ve M olarak 2 adet yiizey proteinini
kodlamaktadir. Orthohepadnavirus DNA’s1 ek olarak HBx proteinini de kodlamaktadir
(20). HBV’nin onkojenik oldugu tam olarak aydinlatilamamasina ragmen WHBV’nin dag
sicanlarinda karaciger kanseri yaptig1 bilinmektedir (21). Kanath hepatit viriislerinde viral

DNA tam iken memelilerin viral DNA's1 tamamlanmamustir (22).

2.3. Genel Ozellikler

HBYV, 42 nm ¢apinda yuvarlak ve zarfli bir viriistiir. 3200 bp uzunlugunda, kismen
cift sarmalli olan halkasal DNA genomu icerir. Virlis kapsidi 27 nm c¢apmda ve
ikozahedral simetridedir (3). HBV, revers transkriptaz aktivitesi 6zelligini tasiyan DNA
polimeraza sahiptir (8). DNA viriisii olmasina ragmen, revers transkriptaz enzimi igeren
RNA virlislar1 gibi, RNA araciligi1 ile replike oldugu bilinen tek DNA viriisiidiir.
Hepadnaviridae ailesinin iiyeleri i¢inde insanlarda enfeksiyon olusturan tek tiirdiir (23).

HBV’nin yapisini aragtrmak amaciyla, akut ve kronik hepatit B hastalarnin
serumlar1 ultrasantrifiigasyon islemini takiben elektron mikroskobunda incelendiginde li¢

farkli partikiiliin varlig1 saptanmaistir.



e HBV yiizey antijeni (HBsAg) iceren tiim serumlarda, ortalama 22 nm ¢apinda
(16-25 nm) kiiresel partikiiller goriiliir. Bu partikiiller non-enfeksiydzdiir ve serumda en
cok bulunan partikiillerdir.

e Ozellikle replikasyonun oldugu olgularda kiiresel partikiiller disinda tubuler
yapida, yine 22 nm ¢apinda yapilar bulunur. 22 nm ¢apli partikiiller tamamen HBsAg’den
olusmaktadir.

e Incelenen bazi serum &rneklerinde bu yapilara ek olarak i¢ ice gecmis iki
bolgeden meydana gelen 42 nm ¢apinda biiyiik partikiillere rastlanir. Giiniimiizde hepatit B
virionu olarak tanimlanan kompleks yapidaki 42 nm’lik bu partikiiller, ilk kez 1970 yilinda
Dane tarafindan gosterilen yapilardir. Arastrmacinin adi ile isimlendirilen Dane
partikiilleri 25-27 nm’lik bir kor (¢ekirdek) ve onu ¢evreleyen 7 nm’lik lipid yapida bir dis
zarfdan olugmaktadir (Sekil 1) (24). Dane partikiillerinin sayist her zaman digerlerine
oranla daha azdur.

Enfekte hastalarin serumlar1 ml de 10" diizeyinde enfeksiy0z virion icermektedir. B
hepatitinin bulagmasinin Dane partikiilleri ile oldugu saptanmustir (5, 8).

HBV’nin stabilitesi her zaman HBsAg’nin stabilitesi ile paralel degildir. Eter, asit
(pH 2.4)’de en az 6 saat ve 151 (98 °C de 1 dakika, 60 °C de 10 saat) ile immiinojenite ve
antijenik 6zellik kaybolmadigi halde enfektivite kaybolmaktadir. Eger viriis yogunlugu ¢ok
fazla ise bu islemler sonucu inaktivasyon tam olamamaktadir. HBsAg % 2.5 sodyum
hipoklorit varliginda 3 dakikada antijenik 6zelligini ve enfektivitesini yitirir. Serumda
enfektivite dogrudan kaynatmakla 2 dakikada, 121 °C’de 0.5 atm. basing altinda 20
dakikada, 160 °C’de kuru sicak havada 1 saatte kaybolur. Son c¢alismalar HBV’ nun
sodyum hipoklorit ile 10 dakikada, % 0.1-2 akoz glutaraldehid, % 70 izopropil alkol, % 80
etil alkolde 2 dakikada inaktive oldugunu gostermistir. HBV, 30-32 °C’de saklandiginda
en az 6 ay, -20 °C’de 15 yil enfektivitesini yitirmemektedir (25).

HBYV, onkojenik bir viris gibi goriinmektedir. Hepatoselliiler karsinom (HCC)
gelisiminde HBV’yi isaret eden ilk bulgular, WHBV modellerinde gdsterilmistir (26). Pek
cok caligma, konak genomu ile en sik entegre olan ORF’in HBx proteini oldugunu ve

hepatokarsinogenezisde kritik bir rol oynadigini gostermektedir (27).



Sekil 1. HBV partikiillerinin elektron mikroskopik goriintiisii ve Dane partikiilii sematik

goriinimii (24)
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2.4. Genom Yapisi

HBV, 3020 ile 3320 arasinda niikleotid iceren kismen ¢ift sarmalli sirkiiler bir
DNA’ya sahiptir. Sirkiiler sarmallarm higbiri kovalent olarak kapali degildir. Genom,
“birbiri icine gecen” genler igeren bicimde kendine has Ozellikte organize olmustur (8).
Viriis proteinlerini kodlayan uzun zincir (L veya — negatif zincir) 3200 niikleotid tasir ve 5'
ucunda terminal bir protein icerir. Daha kisa olan zincir (S veya + pozitif zincir)
1800-2700 aras1 degisken uzunlukta niikleotid igermektedir. Pozitif zincir her zaman
tamamlanmamistir ve sabit bir 5' ucu bulunur fakat 3' u¢ degiskendir. HBV DNA’nin
cember seklindeki yapisal biitlinliigii, her iki zincirin 5' u¢larindan birbirine tutunmasi ile
gerceklesir (5).

Her iki zincirin 5' ucu arasinda kisa (HBV’de 220 baz cifti) bir yapistirict iist {iste
gelen boliim bulunur. Her iki zincir 5' ucunda, 10-11 niikleotidlik iki direk-tekrar dizisi
(DR-Direct Repeats, DR1 ve DR2) igerirler (Sekil 2) (28).

Viral polimeraz, negatif zincire fosfotrozin bagi ile kovalent olarak baglanmustir.
Pozitif zincirin 5' ucunda, pregenomik RNA’dan artik kalan pozitif zincir sentezi i¢in
primer gorevi goren kisa bir RNA oligomeri kovalent baghdir, 3' ucu ise degiskendir. Buna
karsilik, negatif zincirin 5' ucunda kovalent olarak bagli P proteini bulunmaktadir. Bu
yapilar viral replikasyon i¢in mutlaka gereklidir (29, 30).

Genom tizerinde 4 adet genom olabilecek DNA bolgesi (protein kodlayabilecek
niikleik asit dizisi, open reading frame-ORF) tanimlanmistir. Bu ORF’ler, 6 start kodonu, 2
transkripsiyon enhancer (giliclendirici) element (Enhl, Enh2), 4 promoter, coklu
adenilasyon isaret modeli ve pek cok DNA replikasyon sinyalleri ile negatif zincir
tarafindan kodlanirlar. HBV DNA’sinda bu dort gen bolgesi arka arkaya ve birbirinden
ayr1 bolgelerde bulunmazlar, aksine HBV genleri birbirleri ile i¢i igedirler ve ayni
niikleotidler, farkli bolgelerden okumanin baslamasi ile, farkli proteinlerin sifrelenmesinde
rol oynarlar. Genomdaki niikleotid dizilerinin yarisi, birden fazla mRNA sentezi i¢in
kullanilir (3, 5, 29).

HBV’liniin gen bolgeleri:

e S geni: Virionu ¢evreleyen kilif proteinlerini kodlar. Pre-S1, Pre-S2 ve S
bolgelerini igerir. PreS1+preS2+S dizisi biiyiik (39 kd) ylizey proteinini, preS2+S dizisi
orta (31 kd) ve S dizisi kiigiik (24 kd) ylizey proteinlerini kodlarlar.



e C geni: Kor ve prekor bdlgelerinden olusur. Iki ayri protein sentezletir. Eger
sentez prekor kisminda yer alan AUG’den baslarsa 212 aminoasitlik translasyon {iriinii
ortaya c¢ikar, bu da HBeAg’nin prekiirsor molekiiliidiir. Eger translasyon olay1 kor
bolgesindeki AUG’den hareket ederse 183 aa’lik daha kisa bir polipeptid olan HBcAg
sentezlenir.

e X geni: 154 aminoasitlik HBx proteinini kodlar. Su ana kadar X proteinin rolii
tam olarak anlasilamamistir. Yapisal olmayan, karacigerde bulunan, replikasyonda rol
oynayan bir antijendir. Invivo ¢alismalarda HCC olusumunda rol oynadig1 gdsterilmistir.
Anti-HBxAg antikorlarmin erken tan1 belirteci olabilecegi One siiriilmiistiir.

e P geni: DNA polimeraz, revers transkriptaz ve RNaz H aktivitesine sahip olan

viral polimeraz enzimini kodlar (3, 5, 29).

Sekil 2. Hepatit B viriisii genomik yapis1 (28)
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2.5. Replikasyon

HBV replikasyonu genomun asimetrik yapisi, endojen polimeraz ve revers
transkriptaz reaksiyonlar1 nedeniyle 6zellik gosterir. DNA replikasyonu bir RNA kalib1
aracilig1 ile revers transkripsiyonla olur. Viral replikasyon sitoplazmada gerceklesir ve
negatif zincir RNA aracidan, pozitif zincir negatif zincirden sentezlenir (25).

Prodiiktif enfeksiyon ¢ok kisith hiicrede gerceklesir ve HBV’nin tek kanitlanmis
enfeksiyon bolgesi hepatositlerdir. Safra kanali epitel hiicreleri, pankreasin bazi endokrin
ve ekzokrin hiicreleri, bobrek ve lenfoid doku da replikasyon bolgesi olabilir. Fakat
hepatosit dis1 replikasyon bolgelerinin viral patogenezde rolii olmadigi diisiiniilmektedir
(3). Laboratuvar ortaminda insan hepatosit hiicre kiiltiirlerinde replikasyon kanitlanmistir,
fakat maalesef karaciger tiimorlerinden elde edilen hiicre gruplarmin higbiri HBV
virionlar1 ile enfekte edilememistir. Hepadnaviruslarin  replikasyonu ile 1ilgili
bildiklerimizin ¢ogu ya HBV DNA ile transfeksiyon ya da hayvan hepadnaviruslari ile
enfeksiyon olusturulmus hiicre kiiltiirlerinden elde edilmistir (25).

HBYV replikasyonu su basamaklarda gergeklesir:

1) Viriislerin hiicre icine girmesi ve cekirdekte c¢ift iplikcikli DNA’nin
tamamlanmasi:

a) Tutunma: HBV’nin hepatositlere tutunmas1 HBsAg glikoproteinleri araciligiyla
olmaktadir. Bu baglanmada polimerik IgA, transferrin reseptorii, asialoglikoprotein
reseptorii ve insan karaciger annexin 5 proteini gibi pek ¢ok karaciger hiicre reseptorii
ortaya atilmistir. Girisin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Virlisiin baglanma
bolgesi L proteini lizerindedir (19, 32). Viral tutunma ve hiicre igine giris icin hepatosit
reseptorii ile viriisiin preS proteini etkilesir. PreS1 ve preS2 proteinlerinin karacigere 6zgii
boliimleri tanimlanmistir. PreS1 proteininin 3. ve 77. aa’leri viral enfektivite ile iliskilidir.
PreS2 ayrica serum albuminine baglanir ve hepatosite baglanmada albumini aract olarak
kullanmaktadir (3).

b) Hiicre icine giris: Viral tutunmayi takiben membran fiizyonu ile niikleokapsid
sitoplazmaya girer, pasif diflizyon veya tubuler tasimim ile ¢ekirdege tasinir (3). HBV
kapsidi niikleer porlardan gegerek niikleusa girmektedir. Bu olaym nasil gergeklestigi net
degildir. Niikleer por i¢cinde mi soyulma oldugu yoksa sitoplazmadan niikleusa kapsid

icererek mi salindig1 tam olarak bilinmemektedir (32).
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¢) cccDNA’nin olusumu: Viral replikasyonun basinda viral polimeraz enzimi,
pozitif zincirin 5' ucuna tutunmus olan kisa RNA dizisinden baglayarak pozitif zinciri
tamamlar (3). Kovalent bagl proteininin, negatif zincir ucundaki 9 bazlik fazlalik ve art1
uctaki RNA ayrilmasindan sonra DNA tamamen ¢ift-iplikli, kovalentli kapali dairesel (ccc)
DNA’ya cevrilir (28). Biitiin bu viriis genomundaki degisikliklerin konak enzimleri ile mi
yuritiildigi yoksa, bazilarinda virlis P proteininin mi rol aldigi kesin degildir (19). Bu
cccDNA viral pgRNA icin kalip gorevi gordiigiinden enfeksiyonun bagladigini gosterir.
Viriis enfeksiyonundan 24 saat sonra karacigerde cccDNA olusumu gosterilmistir (3).

2) Pregenomik ve subgenomik RNA’larin sentezi: cccDNA transkripsiyon i¢in
bir sablondur. HBV genomunda 4 adet promoter bolgesi bulunmaktadir, bunlar sirasiyla
preS1, preS2, X ve preC dir. DNA’ya baglanmamasi ve bu nedenle tipik bir transkripsiyon
faktorii olmamasina ragmen yine de viriis protein X’in de transkripsiyon faktorii oldugu
disiiniilmektedir. Cekirdekte hiicresel RNA polimeraz 11 enzimi kullanilarak, cccDNA’dan
4 tip RNA sentezlenir (19). Kor promoter bolgesi viral replikasyonun merkezidir ve negatif
zincirden pregenomik RNA (pgRNA) olarak adlandirilan 3.5 kb’lik en biiyiik RNA’y1
sentezletir. PgRNA, hem revers transkripsiyonla viral genom sentezi i¢in kullanilir, hem de
diger mRNA’lar gibi translasyona ugrayarak HBcAg, HBeAg ve polimeraz proteinlerini
sentezletir (3).

Sentezlenen mRNA’lar sunlardir:

e 3.5 kb’hlk mRNA: Genomdan daha biiyilk olan bu mRNA, hem genom
replikasyonu i¢in kalip gorevi goriir, hem de HBeAg, HBcAg ve polimeraz proteinlerini
sentezletir.

e 2.4 kb’lik mRNA: Uc ayr1 baslangi¢ kodonu aracilig1 ile kiigiik, orta ve biiyiik
ylizey proteinlerini sentezletir. mRNA’nin amino terminalindeki baslangi¢ kodonundan
baslayan sentez ile preS1, preS2 ve S proteinlerini igeren L yiizey proteini olusturulur. M
ylizey proteini ise ikinci okuma kodonundan baglayarak sentezlenir. PreS2 ve S
proteinlerini igerir. S proteini en kii¢ciik protein olup, iiglincii baslangic kodonundan
baslayarak sentezlenir.

e 2.1 kb’hik mRNA: Sadece preS2 ve S proteinlerini sentezletir.

e (.7 kb’hik mRNA: HBx proteinini sentezletir (3).

11



Bu transkriptler ¢oklu adenilasyona ugrarlar ve sitoplazmaya tasmirlar (33). Sonra
viral proteinleri olusturmak iizere translasyona ugrarlar. HBcAg, HBeAg, Pol protein, viral
zarf proteinleri ve hepatit X proteinini (HBx) olustururlar (34).

3) Viral kapsidin sentezi ve genomun replikasyonu:

Viriis replikasyonu ile iligkili transkript tiim genomu ve ek olarak terminal artigi
kusatan pregenomik RNA’dir (30). PgRNA o6nce 200-300 molekiil HBcAg sentezletir,
sonra polimeraz sentezine izin verir. Polimeraz sentezi pgRNA’nin kor bolgesi i¢inde
kalan bir baslangi¢ kodonundan baslar. Polimerazin sentezlenmesi pgRNA sentezini
durdurur. PgRNA’nin 5' ucunda bulunan enkapsidasyon dizisi (e-dizisi) viral polimeraz
enzimini baglar ve viral korun yapimi baslar. HBcAg ikiser ikiser bir araya gelir, disiilfit
baglar1 ile stabilize olur. Bu birimlerden 180-240 tanesi bir araya gelerek ikozahedral
kapsidi olusturur. E dizisi, ¢ekirdek proteinin C terminali ile etkilesir ve pgRNA kapsid
icine yerlesir ve pgRNA’dan revers transkripsiyon ile negatif DNA iplikciginin sentezi,
viral kapsit i¢inde, sitoplazmada gergeklesir (3). Negatif DNA sentezlendikten sonra viral
polimerazin RNaz H aktivitesi ile pgRNA yikilir ve DNA polimeraz aktivitesi ile 5'
ucundaki RNA primeri kullanilarak pozitif iplikcik sentezlenir. Pozitif DNA sentezi
sirasinda, niikleokapsid ya cccDNA havuzunu arttirmak i¢in niikleusa go¢ eder, ya da
virlis zarf proteinleri igeren membran i¢inden tomurcuklanmasini saglayan maturasyon
olaylarina ugramaktadir. Niikleokapsid sitoplazmadaki niikleotid havuzundan kesildiginde,
DNA sentezi tomurcuklanma swasinda durur. Bu pozitif DNA’nin virionda neden
tamamlanamadigini anlatmaktadir (19). Pozitif iplikcigin sentezi tamamlanmaz ve eksik
olarak kalir. Her iki iplikcik 5' u¢larindan baglanarak rcDNA sentezi tamamlanmis olur (3).

4) Zarfin kazamlmasi ve hiicreden salinma: Icinde DNA sentezi siiren viral
kapsit endoplazmik retikulumdan gecgerken ylizey proteinlerini tasiyan zarfla kaplanir.
Zarfin kazanilmasi i¢in biiyiikk yiizey proteini (L protein) gereklidir. L proteini
endoplazmik retikulum zarmma yerlesir, zarin i¢ kisminda kalan bdliimleri g¢ekirdek
proteinleri ile baglanarak tomurcuklanirlar (3). Virionlar disar1 salinacaklari hiicre
ylizeyine tasinirlar. Bu transportun plazma membrani ile birleserek ekzositoz ile virionlar1
digar1 salan vezikiiller aracilig1 ile oldugu disiiniilmektedir. Ayrica enfeksiy6z olmayan

kiiresel ve filament6z yapilar da hiicreden salinmaktadir (19).
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1) Baglanma
2) Hiicre igine giris
3) Transkripsiyon

4) Translasyon

Sekil 3. HBV replikasyonu basamaklari (19)

5) Genom replikasyonu
6) Zarfkazanma

7) Hiicreden ¢ikis
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2.6. Viriis Proteinleri

2.6.1. Yiizey proteinleri

HBV zarfi 3 benzer viral yiizey proteini igerir. Hepsi translasyon i¢in 3 baslama
alan1 ve genotipe gore degisen 389 veya 400 kodon iceren E olarak anilan tek ORF’den
eksprese edilirler. Kullanilan translasyon baslatma alanina gore olusan ylizey proteini
degismektedir. Eger okuma islemi, birinci kodondan baslar ise S geninin 6n kismindaki
PreS1+PreS2+S bdlgeleri okunur ve sonugta biiylik protein (Large protein-L) seklinde
tanimlanan {iriin sentezlenir. Okuma ikinci baslangi¢ kodonundan harekete gecer ise
PreS2+S bolgelerine ait {iriin olan orta protein (middle protein-M) olusur. Eger okuma
iiclincii kodondan baglar ise, bu kez major protein olan S proteini (Small protein)
sentezlenir (5). Kisa transkriptlerin translasyonu ile 281 aa uzunlugunda orta biiyiikliikte M
proteininin ve 226 aa’lik kiiciik S proteininin olugmasina neden olmaktadir (35). Yiizey
proteinleri 2.1 ve 2.4 kb’lik subgenomik mRNA’lardan sentezlenirler ve niiklekapsidin
zarfim kazanmasi i¢in gereklidir. S-HBsAg major S gen iiriinii, L ve M proteinleri ise
minor tiirleridir. Her li¢ yiizey proteini de S domeninde glikozilasyon alani igerirler ve
Dane partikiiliinde yer alirlar (3).

S proteini: Kiiciik yiizey proteini 24 kDa molekiiler agirhiga sahipdir ve 4 veya 5
helikale sahip, ayn1 biiyiikliikte glikozile ve glikozile olmayan seklinde 2 formda goriilen
ylizey proteinidir. 226 aa’den olusmaktadir. HBsAg’nin % 80’1 S formundadir (36). Bliyiik
ve orta yiizey proteinleri Dane partikiiliinde esit miktarda bulunur, kiigiik yiizey proteini
(S) Dane partikiiliinde en fazla bulunan ylizey proteinidir. Yalniz basina sferik partikiilleri
olusturmaktadir (3).

M proteini: 281 aa’den olugmaktadir. Tam olarak goérevi bilinmemektedir.
Yapisinda preS2 ve S bolgelerini igerir. Orta ylizey proteini ile birlikte kiiciik ylizey
proteini filament6z partikiilleri olustururlar (3, 33).

L proteini: Biiyiik yiizey proteini 39 kDa molekiiler agirliga sahiptir ve preSl,
preS2 ve S bolgelerini igerir. Biiylilk mRNA {riinlerinin translasyonu, 389-400 aa’den
olusan L proteinleri olusumunu saglar. Viral dongiide ve enfektivitede dnemli rolii vardir.
Biiyiik yiizey proteini hiicreden disar1 salinmaz ve fazla sentezlendiginde hiicre i¢inde

birikir ve toksik etki yapar. Boyle hiicreler 6zellikle 6zgiil tan1 yontemleri gelismeden once
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kronik hepatitlerde erken belirti olarak kabul edilen “buzlu cam hiicreleri” goriiniimii
verirler (3, 33).

Ug yiizey zarf glikoproteini degisik HBV partikiil tipleri arasmda diizgiin bir
sekilde dagilmamistir. 22 nm’lik subviral partikiiller1 agirlikli olarak S proteininden
olusurken, degisik oranda M proteini ve ¢ok az oranda L proteini icermektedir, bazen L
proteini icermez. Viriis partikiilleri L proteini yoniinden zengindir. L proteini, ylizey
proteinlerine elverisli baglanmay1 saglayan reseptdr tanima domeni tasirlar (33). HBV
ylizey proteinleri endoplazmik retikulumda sentezlenirler. Olduk¢a kompleks bir yap1

kazanirlar (35).

2.6.2. Kor proteinleri

HBcAg: Eger kor bdlgesindeki translasyon AUG’den baglarsa 183 aa’lik kisa bir
polipeptid sentezlenir. Bu HBcAg’dir ve sadece kanda Dane partikiilleri i¢inde bulunur,
hepatositlerde ise niikleusta yer alir. Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda HBcAg’nin ¢ok
kisa bir siire i¢in serbest halde serumda gosterilebildigi kanitlanmigsa da, antijenin siiratle
spesifik antikorlar1 ile komplekslesme 6zelligi, rutin tan1 yontemi olarak incelenmesinin
yararli ve kolay olmadigini1 gostermistir (5).

HBcAg virlisiin ¢ekirdekle iligkili antijenlerindendir ve aktif viral replikasyonun
gostergesidir. Cekirdekte birikimi sonucu rutin kesitlerde hepatosit ¢ekirdeginde kumlu bir
goriiniime (sandy nucleus) neden olur. Immiinohistokimyasal olarak HBcAg, cekirdek ve
sitoplazmada gosterilebilir (37).

HBeAg (Enfektivite proteini): Kor bolgesine ait ORF’de iki baslangic kodonu
bulunmaktadir, eger sentez pre-C kisminda yer alan AUG’den baslar ise 212 aa’lik
translasyon Uriinii ortaya ¢ikar, bu {irlin HBeAg’nin prekiirsér molekiiliidiir (5). Precore
bolgesi bu proteini endoplazmik retikuluma yonlendiren sinyali tasir. Endoplazmik
retikulumda konak proteazlari, proteinin karboksi terminalini ayirir ve HBeAg olusur.
HBeAg’nin tam fonksiyonu bilinmemektedir. Replikasyon i¢in gerekli degildir.
HBcAg’nin sadece karaciger dokusu i¢inde saptanmasina karsin HBeAg hiicreden disar1
salinir. HBcAg ile capraz immiinoreaktivitesi nedeniyle, konak immiin yanitini viriisla

enfekte hiicrelerden wuzak tutma gorevini {stlendigi disliniilmektedir. HBeAg
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sentezleyemeyen mutant virlislerle olusan enfeksiyonlarda daha agir hepatik hasar
goriilmesi de bu sekilde aciklanabilir. HBeAg, viral DNA sentezi i¢cin kalip olarak
kullanilan pgRNA’dan sentezlendigi i¢in HBeAg’nin yiiksek miktarda olmasi fazla
miktarda pgRNA sentezlendigini, yani aktif replikasyonu gosterir (3).

2.6.3. X proteini (HBxAg)

X geni, HBV genomunda 1376 ile 1838. niikleotidler arasinda yer alan en kiiciik
gen bolgesidir. X geni, transkripsiyonel transaktivatorler olarak gorev yapan iki protein
sentezler. Bu gen tarafindan sentezlenen HBxAg, 154 aminoasitten meydana gelmis, 16
kDa molekiil agirhiginda, kiiciik, bazik bir proteindir. Viral siklus ve HBV
patobiyolojisinde bu proteininin fonksiyonu (veya fonksiyonlar1) heniiz tam olarak
aydmnlatilamamistir (12). X geni {iriinii olan 154 aa’lik X proteini, yapisal olmayan,
karacigerde bulunan ve replikasyonda rol oynayan bir antijendir (5). Dogal enfeksiyondaki
rolii tam bilinmemesine karsin viriis replikasyonu igin gereklidir. In vitro olarak, viral
genleri ve konak MHC genlerini aktive ettigi gosterilmistir. Viral genom transkripsiyonu
icin gerekli olan X proteini, hepatoselliiler karsinom gelismesinden de sorumlu
tutulmaktadir. HBx, bircok promoter bdlgeyi aktive etmekte, viral RNA’nin stabilitesini
saglamakta, hiicre biiylimesini ve apoptotik hiicre 6limiinii etkilemektedir. Sitoplazmada
mitojenik sinyal yolunu aktive etmekte, cekirdekte ise transkripsiyon faktorlerini

etkileyerek hepatokarsinogenezi desteklemektedir (3).

2.6.4. P proteini

P geni revers transkriptaz aktivitesine sahip DNA polimeraz enzimini kodlar (23). P
proteininin immunojen 6zelligi vardir. P geni, HBV genomunun yaklagik 3/4'linii kaplayan
en uzun gendir. Niikleotid 2309 ile 1623 arasinda yer alir ve 832 aminoasitten (bazen 845
aminoaside kadar uzar) olusmus 92 kDa molekiil agirliginda bir protein sentezler. P

proteini; revers transkriptaz, endoniikleaz (RNaz H) ve hem DNA hem de RNA'ya bagimli
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polimeraz aktivitesine sahiptir. Genetik analizler sonucunda aminoterminal ugtan
karboksiterminal uca dogru diizenlenmis degisik fonksiyonel domenler tanimlanmastir.

1) Terminal protein; negatif DNA sarmalinin  sentezlenmesinde RNA
pregenomunun revers transkripsiyonu i¢in "primer" olarak hizmet verir.

2) Spacer bolge; bu bdlgenin enzim aktivitesi tiizerine direkt etkisi yoktur,
c¢ikarilmast durumunda aktivite kaybi olmaz.

3) DNA polimeraz/revers transkriptaz aktivitesi

4) RNaz H aktivitesi; RNA pregenomunun sindirilip yok edilmesinde endoniikleaz
gorevi Ustlenir. Ancak etkinlikleri farkli olan bu domenlerin viral bir proteaz tarafindan
parcalanma sonucunda mi yoksa yapmin biitiinliigiiniin korunmasiyla mi islev gordigi

heniiz tam olarak acikliga kavusmamustir (12).

2.7. HBYV Serotip ve Genotipleri

2.7.1. HBV serotipleri

Subtip ve serotip terimleri, HBsAg antijenik determinantlarinin ve HBV genotip
subgruplarinin her ikisini de tarif etmek icin kullanilmaktadir. Karigikligi 6nlemek ve
uygunluk saglamak icin “serotip” veya “serolojik subtip” terimi HBsAg antijenik
determinantlarmi tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Tim HBV kokenlerinde ortak olan a
determinantindan bagka iki determinant daha tanimlanmistir. Biri 122. aa’de olup “d” yada
“y” ozgilligiinde, digeri ise 160. aa’de ve “w” yada “r” oOzgiilliigiindedir. Bu ii¢
determinantin kombinasyonlar1 ile 4 ana serotip olusmaktadir. A determinantinin ilave
baska subdeterminantlarin tanimlanmasi ile serolojik serotiplerinin sayist 9’a ¢ikmustir.
Bunlar aywl1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adwq, adr, adrq serotipleridir (31). HBV nin
serotipleri monoklonal antikorlarla serolojik olarak ayirt edilebilir. Bu farkli serotiplerin
cografi dagilimi farklidir. Kuzeybat1 Avrupa, Kuzey Amerika ve Giineydogu Asya’da en
sik adw serotipi goriilmektedir. Akdeniz bdlgesi ve Bati Afrika’da ise ayw serotip sik
goriiliir. Adr serotipi Polinezya ve Gilineydogu Asya’da, ayr serotipi ise Vietnam’da
saptanmis daha nadir serotiplerdir. Serotiplerin saptanmasi enfeksiyon kaynaginin

belirlenmesi agisindan 6nem tasir. Tiim HBV serotiplerinde ortak olan immiinodominant a
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determinant1 nedeniyle, farkli serotiplerle yeniden enfeksiyon nadirdir (3). Genotipler,
serotiplere gére, HBV cografik dagilimi ile daha fazla uyum gostermektedir ve bu yiizden

molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda serotiplerden daha kullanighdirlar (31).

2.7.2. HBV genotipleri

Uzunca bir zaman sonra genom dizilimi stabil hale gelen formlara genotip terimi
kullanilmaktadir ve bunlar replikasyon yetenegine sahiptirler (31). Blumberg, 1965 yilinda
Avusturya antijenini kesfettikten sonra HBV {izerinde yogun arastirmalar baslamistir.
Okomato ve arkadaglar1 tarafindan, 1988 yilinda HBV tiim genomunun dizisi belirlenip,
genomlar arasinda en az % 8 veya daha fazla farklilik gdsterenler ayr1 ayr1 gruplandirilip
A’dan D’ye 4 genotip tanimlanmistir (14). Norder ve arkadaglar1 tarafindan 1992 yilinda, S
geni dizisinin genotiplerle nasil baglant1 i¢inde oldugu arastirilmis ve S geni dizileri
arasinda en az % 4 lik bir farklilik oldugunda genotiplerle uyumluluk goézlenmistir.
Boylece S geni incelenerek E ve F olmak iizere iki yeni genotip daha tanimlanmis ve
genotip sayist 6’ya ylkselmistir. Stuvyer ve arkadaslari, genomlar1 3248 baz cift
uzunlugunda olan ve filogentik olarak bilinen hi¢bir genotipe uymayan HBV’ler
tanimlamislar ve bunlar1 genotip G olarak adlandirmislardir. Bunlara ek olarak daha sonra
Orta Amerika’ya 6zgii H genotipi de tarif edilmistir. Boylece giinlimiizde HBV genomlar1
molekiiler diizeyde incelendiginde A’dan H’ye 8 genotip altinda toplanmaktadir (14).

HBV genotipleri arasinda, ORF uzunluklar1 ve translasyona ugrayan protein
iirtinleri biiytikliikleri agisindan ¢esitli farkliliklar vardir (31).

Son yillarda hepatit C viriis enfeksiyonunda oldugu gibi HBV enfeksiyonunda da
genotipler ile hastaligin klinik seyri arasinda bir takim iligkiler tanimlanmistir. Ayrica
karigik genotip ile enfekte hastalarda (6rnegin, hem A hem C genotiplerinin birlikte
bulunmasi) replikasyon fenotipinde farkliliklar goriilmekte ve tek genotip ile enfekte
hastalara gore artan ciddi klinik seyir eslik etmektedir. Yine degisik cografi bolgelerdeki
genotiplerle olusan farkl klinik seyirler bildirilmektedir (14).
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1. HBV subgenotipleri

Komple genoma karsi aralarinda % 4 ve % 8 niikleotid farki bulunan HBV
genotipleri alt gruplarini tanimlamak i¢in, topluluk veya kiime “clade” terimi de % 4’den
az niikleotid farklilig1 bulunan subgenotiplerin aymriminda kullanilmaktadir (31).

Genotip A ve B iizerinde yapilan caligmalarla subgenotiplendirme diisiincesinin
gelismeye baslamasindan beri, genotiplerde genetik varyasyon kapsamli olarak
arastirilmaktadir. E, G ve H disindaki tiim genotipler subgenotiplere ayrilmaktadir (38).

Genotip A; Al, A2, A3 ve A4, genotip B Bl’den B6’ya kadar 6 subgenotipe,
genotip C; C1°den C5’e kadar 5 subgenotipe, genotip D; D1’den D5’e kadar 5 subgenotipe
ayrilmaktadir. F genotipi ise: Fla, F1b, F1d, F2a, F2b, F3 ve F4 olarak ayrilmaktadir.

2. HBV genotiplerinin cografik dagihhm ve genel ozellikleri

HBV genotiplerinin epidemiyolojik cografik dagilimi halen diinyanin degisik
bolgelerinde arastirilmaktadir. Son 10 yil boyunca genotiplendirilen HBV enfekte kisi
sayis1 yaklasik 45.000 dir ve bu saymnin yaridan fazlasi Dogu Asya’dadir. Cesitli verilere
gore, baz1 yerlerde diger genotipler % 5’in altinda iken tek tip genotipin baskin halde
bulunabildigi goriilmektedir. Diger taraftan yiiksek go¢ diizeylerine sahip iilkelerde genotip
cesitliligi rapor edilmistir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da bilinen tiim genotip tipleri
goriilebilmektedir. Avustralya’da A, B, C ve D genotipleri esit diizeyde bulunmaktadir
(38).

Genotip A ve subgenotipleri: Genotip A, kor geni karboksil ucunda diger
genotiplerde bulunmayan 6 niikleotid eki vardir. Subgenotip Al, preS2/S sekanslarmnin
filogenetik analizi ile Kuzey Afrika’dan HBV izolatlarindan tanimlanmistir ve Kuzey
Afrika ve Malavi’den tiim genomlarin analizi ile komfirme edilmislerdir. Tiim ORF°‘lerde
ve transkripsiyonel diizenleyici elementlerde karakteristik sekans ozelliklerine sahiptir
(31). 1896. niikleotidde G-A yer degistirmesi ile stop kodon meydana getiren klasik prekor
mutasyonu genotip A’da bulunmamaktadir. Genotip A 1858 pozisyonunda urasil yerine
sitozin icermektedir ki bu diger pek ¢ok genotipde de bulunmaktadir. 1858 pozisyonunda
sitozin bulunmasi1 prekor dongiisiinii stabilize hale getirmektedir ve 1896 G-A mutasyonu
olugsmasma izin vermemektedir. Genotip A1 Sahra alt1 Afrika’da, A2 Kuzey Avrupa’da,
A3 ise Bat1 Afrika’da goriilmektedir (39).

Genotip B: Genotip B, 2 major gruba ayrilmaktadir. B1 ve B6 genotiplerini igeren
saf genotip B olan Bj (B Japan); B2, B3, B4 ve B5 subgenotiplerini igeren, kor bolgesinde
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genotip C kor bolgesi ile rekombinasyon alanina sahip Ba (B Asya). Genotip Bl
Japonya’da, genotip B2-5 Dogu Asya’da, en yeni tanimlanan B6 ise yerli halkin yasadigi
Arktik bolgesinde goriilmektedir. HBeAg, B1’e gore Ba ile enfekte bireylerde anlamli
derecede sik bulunmaktadir. Bazal kor promoter (BKP) mutasyonlari, yiiksek HCC riski ve
pek cok agir karaciger hastaligi ile iliskili T1762/A1764 cifte mutasyonu, B1’e gore Ba
suslarinda daha sik bulunmustur. Sonug olarak; akut ve fulminan hepatit B1 genotipi ile
daha ¢ok iliskilendirilmistir (39).

Genotip C: Genotip C; C1, C2 ve C3 olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir. Cin,
Kore, Giineydogu Asya’da ve Giiney Pasifik Ada iilkelerinde goriilmektedir. Pek ¢ok
calismada genotip C, karaciger enflamasyonu, hepatit alevlenmeleri, karaciger fibrozisi ve
siroz i¢in artmis risk ile iligkilendirilmistir. Genotip B’ye gore genotip C ile karaciger
sirozu gelisme ihtimali anlamli derecede yiiksektir (40). Bu ¢alismalar, genotip C’nin HBV
genotiplerinin en 6liimciil olani olabilecegini gostermektedir. Bu bulgular i¢in 2 muhtemel
aciklama vardrr. Birincisi, Al, A2, B1-6, D ve F1 genotipine gore, HBV genotip C ile
enfekte kisiler uzamis HBeAg pozitifligi ile gosterdigi gibi, agikca daha yiiksek HBV
DNA seviyelerine sahiptirler. Ikinci olarak da, yiiksek HCC riski ile iliskili bazal
kor promoter mutasyonu gibi bazi belli baglt mutasyonlar, genotip C ile enfekte hastalarda
daha sik olugsmaktadir (39).

Genotip D: Genotip D, Dogu Avrupa’dan, Kuzey Afrika, Rusya, Orta Dogu, Hint
yarimadasini i¢ceren sekilde Akdeniz ve cevresi ve Arktik bolge boyunca genis bir alana
yayllmistir (39). Genotip D preS1 bdlgesinin N ucunda 33 niikleotid delesyonu ile
karakterizedir (31). Genotip D en c¢ok rastlanan ve en cok yayilmis genotipdir. 4
subgenotip (D1-D4) ve 2 subtip (ayw2, ayw3) icermektedir (41). Son karsilastirmali bir
calismada, HBV genotip D ile enfekte hastalarin daha agir hastaliga sahip olduklari, HCC
gelistigi ve HBV genotip A hastalarina gore daha geng olduklar1 goriilmiistiir (18). Genotip
D ile enfekte kisilerde, HBeAg anti-HBe doniisiimii genelde adolesans veya erken
eriskilikte goriliir. Bu doniisiim, siroz ve HCC olusumuna neden olabilir. Birlesmis
milletlerde yapilan, akut karaciger bozuklugu c¢alismalarinda, genotip D’nin fulminant
hepatit i¢cin bagimsiz bir faktér oldugu bulunmustur. Hindistanda yapilan bir ¢aligmada da
genotip D genotip A’ya gore daha geng bireylerde daha agir karaciger hastaligi ve HCC
gelisimi ile iliskilendirilmistir (39).
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Genotip E: Genellikle Sahra alt1 Afrika’da ve goglere baglh olarak nadir olarak
Fransa ve Britanya’da goriilmektedir (42). Fakat Orta ve Bat1 Afrika’da yayilimi giderek
sinirlanmakta, Avrupa’da ise artma egilimindedir (38). Genotip E’nin, diger genotiplere
gore insan dis1 HBV izolatlarina daha yakin oldugu rapor edilmistir (43). X ve C
ORF’lerine gore genotip D’den ayrilamamaktadir. Fakat preS bolgesinde amino ucunda 3
niikleotid delesyonu ve genotip E imzas1 amino asitleri vardir (31).

Genotip G: Genotip G diinyada sadece kiiciik alanlarda bulunmaktadir. USA’de ,
Vietnam’da, Gliney Avrupa’da ve ozellikle genotip A olmak iizere diger genotipler ile ko-
enfeksiyon seklinde bulundugu goriilmektedir. Hayvan deneylerinde genotip G ile
monoenfeksiyonda, HBV zayif olarak iiremekte ve serumda HBV DNA olusmamaktadir.
Genotip G’nin bulunmasi fibrozis i¢cin bagimsiz bir risk faktoriidiir. Diger genotiplerin
aksine genotip G, kor bolgesinde 1905 pozisyonunda 36 bg’lik ekleme vardir. Prekor/kor
bolgesinde 2 ve 8 pozisyonlarinda 2 adet translasyonel stop kodona sahiptir ve bu yiizden
HBeAg sentezlemesi beklenmemektedir. Fakat, bu genotip ile enfekte hastalarda HBeAg
serumda saptanmaktadir. Bu viriisiin alternatif bir translasyon stratejisi kullandigin1 akla
getirmektedir (38).

Genotip F ve H: “Yeni Diinya” genotipleri olan genotip F ve H, Alaska ve Orta ile
Gliney Amerika’da yerli halkda goriilmektedir. Genotip F, 4 subgenotipe ayrilmaktadir.
Genotip H, genotip F ile ¢cok yakindan iligkilidir ve genotip F’nin kiimesi (clade) oldugu
disiiniilmektedir. Genotip F diger genotiplerden % 14 fark ile ayrilmaktadir ve insan
hepadnaviral soyundan ilk boliinmeyi temsil etmektedir. Cikarilmis amino asit sekansi, bu
genotipin yiiksek genotip sapmasini agiga ¢ikarmaktadir. Daha 6nce HBsAg sekans analizi
ile genotip F subgenotipi olarak ayrilan ve grup III olarak kabul edilen Nicaraguay
izolatlari, tim genomun analizinden sonra % 7.5-9.6 oraninda genotip F’den ayrildigi
goriilmistiir. Bu suslarin degisik bir genotipe ait oldugu gosterilmis ve genotip H
tasarlanmistir (39).

Ko-enfeksiyon: Serolojik olarak tiplendirme yapilabildiginden beri degisik iki
HBV genotipi ile ¢ifte enfeksiyon bilinmektedir. Daha sonra, kronik HBV hastalarinda
ayni veya bagka genotip HBV izolatlar1 ile siiper enfeksiyon bulgular1 tanimlanmistir.
Siiper enfeksiyon, kronik hastaligin akut alevlenmesi esligindedir. Ek baska goézlemler
interferon tedavisi alan hastalardan gelmistir. interferon ile tedavi edilen hastalarda

koenfeksiyon orani bir calismada % 67 bulunmustur (44). Genotip G ile enfeksiyona

21



herzaman genotip A koenfeksiyonunun eslik ettigi gosterilmistir (44, 45). Farklh HBV
genotipleri ile ko-enfeksiyon degisik sikliklarda rapor edilmektedir. Bu siklik, ¢alismaya
alman popiilasyondaki endemik genotip ve cografik bdlgeden ziyade genotiplendirme

metodu ile daha gii¢lii iliskili gibi goziikmektedir (38).

Tablo 1. HBV genotipleri arasinda farkliliklar, cografik dagilim ve klinik iligkisi (46)

HBV Cografik Dagilim Kliniksel iligkisi

genotipi

A Kuzey Amerika, Kuzeybati Peginterferona daha iyi yanit
Avrupa, Orta Afrika

B Cin, Endonezya, Vietnam, Tayvan | Disiik hastalik aktivitesi

Nonsirotik kisilerde HCC ile iliski
Interferon ve lamivudine iyi yanit

C Dogu Asya, Kore, Cin, Tayvan, Daha siddetli KC hastaligi ile iligki
Japonya, Polynesia, Vietnam
D Akdeniz, Orta Dogu, Hindistan HBe Ag durumu ve precore mutasyon ile iligki
E Nijerya, Bat1 Afrika Bilinmiyor
F Alaska, Polynesia Bilinmiyor
G Kuzey Amerika, Fransa Bilinmiyor
H Orta ve Giiney Afrika Bilinmiyor

Sekil 4. 8 ana HBV genotipinin diinyada dagilimi. A¢ik renkli alanlar diisiik endemik, agik
gri alanlar orta endemik, koyu gri alanlar yiiksek endemik alanlar1 ifade etmektedir (47)
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2.8. HBV Mutasyonlar

Kiiresel HBV epidemiyolojisinin  6nemli bir unsuru, HBeAg sentezinin
baskilanmasi ve inat¢1 enfeksiyon ile iliskili HBV mutantlarmmin énemi ve dagilimma ek
olarak HBeAg negatif enfeksiyonlarin ortaya ¢ikisi ve artan dnemidir. Negatif kronik B
hepatitlerinin prevalanst ve molekiiler temeli, cografik olarak yaygin HBV genotipi ile
degismektedir (47).

HBV, “revers transkriptaz” enzimi sayesinde, RNA aracili replike olan tek DNA
virlisiidiir. “Revers transkripsiyon” ile c¢ogalma sirasinda viral genomda mutasyonlar
olugsmakta ve boylece cesitli mutasyonlar iceren HBV alt tiirleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
mutasyonlardan bazilar1 viriis tahrip edici olmakla birlikte, bazilar1 da virlisiin yasamu ile
uyumludur. Bu mutasyonlarn ¢ogu fonksiyonel olarak belirgin degisikliklere yol
acmamakla birlikte, bazilar1 {ist iiste binen genler ve onlarin translasyonel iriinlerinde
degisiklere neden olabilmektedir. Son yillarda ortaya konan bu HBV mutasyonlar1 klinik
ve tanisal olarak gosterdikleri degisikliklerden dolay1 ilgi ¢ekmistir. Hepatit B viriistinde
ilk saptanan ve iizerinde en ¢ok durulan mutasyonlar prekor/kor mutasyonlaridir (23).

HBV’de mutasyonlar iki oénemli sonuca yol agmaktadir. Birincisi mevcut HBsAg
tayin yontemleri ile gézden kagabildikleri i¢in kan ve organlar yolu ile HBV gecisine
neden olmalaridir. Ikincisi ise as1 ile immiinizasyondan sonra anti-HBs pozitif hale gelen
bireylerin yeniden mutant HBV suslari ile enfekte olabilmeleridir (23).

Replikasyon dongiilerinde revers transkripsiyon basamagi i¢eren hepadnaviriisler
gibi bazt DNA viriisleri, her yil igin her bolgesinde 10*10° araligmmda evrim orani
gostermektedir. Bu oran bazit RNA viriisleri i¢in gosterilen orandwr. HBV, diger DNA
virlislerinden 10-100 kat fazla mutasyon orani gostermektedir. HBV i¢in tahmin edilen
yillik bolge basina evrim, < 2x10™ baz degisikligidir. Bu biiyiik viriis tiretimi ile birlikte
son derece dinamik bir siireci yansitmaktadir (3, 14, 41).

Genotipleri belirleyen farklhiliklar disinda viral genomda ortaya ¢ikan dizi
degisikliklerinin (nokta mutasyonu, delesyon vs.) HBV’nin yaptig1 karaciger
hastaliklarinin seyri (akut, kronik, fulminan, kanser), antiviral tedavi, aktif ve pasif

bagisiklama tizerine etkileri uzun yillardir ilgi konusu olmustur (5).

23



2.8.1. HBYV yiizey antijeni mutantlarn ve asilama ile iliskili HBV mutantlan

S gen mutantlar1 konusundaki aragtirmalar baz1 bireylerde HBsAg negatif/anti-HBc
ve/veya anti-HBs pozitif veya HBV enfeksiyonlar: ile ilgili higbir belirleyici yokken
serumlarinda HBV DNA bulunmasi gozlemlerine dayanarak baglamistir. Giiniimiizde ticari
HBsAg testleri ile mutantlarin ¢ogunun tanimnamadig1 gosterilmistir (23).

Viral zarf proteininin noétralizan bolgesinde amino asit degisikligine neden olan
nokta mutasyonlar1 noétralizan antikor olarak adlandirilan anti-HBs’den kagis ile
iligkilendirilmislerdir (48). HBV’ye kars1 noétralizan antikor yanitina neden olan
“a” determinantinda 124.-147. aminoasitler aras1 subtiplerde oldukca korunmus bir
bolgedir. Ozellikle 145. pozisyonda bulunan glisinin, arjinine degismesine neden olan
mutasyonlar viriisde biiylik antijenik degisikliklere neden olmaktadir. Bu bdlgede olan
antijenik degisiklikleri HBsAg’nin {i¢ boyutlu yapisinda 6nemli degisikliklere yol agmakta,
anti-HBs’ nin notralizan etkisinden kurtulmasina ve replikasyona devam etmesine neden
olmaktadir (3). Singapur ve Japonya’dan yeni bildirilen olgularda bazi asidan kacan
mutantlarin HBsAg’nin “‘a’’ determinant1 disindaki bolgelerde mutasyonlar tasidiklari
gosterilmistir (23). Rekombinant HBsAg iceren asilarla immiinize edilen c¢ocuklarda
HBsAg ve anti-HBs’nin birlikteligi ile goriilen bu mutant kdkenler as1 ile indiiklenmis
“kacak mutantlar” olarak adlandirilmaktadir (3).

Asilamay1 takiben hem HBsAg hem de anti-HBs’nin birlikte bulundugu olgular
vardrr. Ilk olgu, Italya’da 6nceden HB Ig verilmis ve HBV asis1 ile asilanmis bir kisinin
serumunda HBsAg ve anti-HBs’nin birlikte bulunmasiyla ortaya ¢ikarilmis ve HBsAg’de
Gly-145-Arg mutasyon varligi gosterilmistir (11).

HBV genomunun en fazla heterojenitesini PreS dizileri gdstermektedir. inaktif
tastyict serumlarindan elde edilen HBV DNA dizilerinde, Pre-S genlerinde nokta
mutasyonlari, delesyonlar ve genetik rekombinasyon tanimlanmistir (48).

Pek cok c¢alisma, hepatoselliiler karsinoma (HCC) ile preS delesyonu arasinda
yakin iligki oldugunu gostermistir. Bu yaymnlarda HCC hastalarinda % 52 ile 62.5 arasinda
degisen oranlarda preS delesyonu oldugu yaymlanmistir (49). Her ne kadar genel toplumda
dogal olarak olusan HBsAg mutantlar1 tayin edilse de bunlarin insidansi halen diisiiktiir

(23).
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2.8.2. Prekor ve kor geni mutasyonlar

HBV prekor/kor ORF’leri iki farkli ancak birbiriyle yakin iligkili proteinleri kodlar;
sirastyla sekrete edilen hepatit B e antijeni (HBeAg) ve niikleokapsid kor antijeni
(HBcAg). Hem HBcAg hem de HBeAg sitotoksik T lenfosit ve antikor bagimli hiicresel
sitotoksisite icin hedeftirler. Kor geni diger genler ile {iist {iste binmeyen 6nemli bir
bolgedir, bu nedenle kor geninde olusacak dogal mutasyonlarin, {ist {iste binen
genlerdekinden daha fazla olmas1 beklenir. Ayrica HBV’ye kars1 immiinolojik atagi uyaran
interferon alfa tedavisi de kor proteininin B hiicre epitop mutasyonlariyla sonuglanir (23).

En sik dogal HBV mutasyonlari, prekor bdlgesinde prematiir bir stop kodon
olusturan G1896A mutasyonu ve HBeAg sentezini azaltan kor promoter bolgesindeki
A1762T-G1764A ikili mutasyonudur. Prekor bolgesinde goriilen en 6nemli mutasyon
HBeAg'nin iiretilememesi ile karakterize olan stop kodon olusumudur. Normalde prekor
bolgesinde stop kodon bulunmaz ve prekor bolgesinin baslangic kodonundan baglayan
sentez islemi kor bolgesinin start kodonu ile devam eder. Eger prekor bolgesinin 1896.
niikleotidindeki guaninin (G) yerine adenin (A) gelirse triptofan kodonu da denilen kodon
28 (TGG), stop kodon (TAG) haline gelir ve HBeAg'nin prokiirsor proteini olusamaz (12).
Bu mutasyonda HBeAg translasyonu durmakta fakat HBcAg sentezi bu kodondan daha
sonra basladig1 icin mutasyondan etkilenmemektedir. “E negatif” olarak adlandirilan bu
varyant viriislar, fulminan hepatit ve agir kronik karaciger hastalarinda da tanimlanmigtir
(3, 50). Prekor mutasyonunun HBV genotip D ve B ile ¢ok yakm iligki i¢inde oldugu
bulunmustur ve bu yiizden Giiney Avrupa ve Asya’da ¢cok yaygindir (51).

Ikili kor promoter mutasyonlar1 4 major genotip ile birlikte bulunabilir fakat en sik
HBV genotip A ve C ile iliskilidir. Prekor ve daha az d&lgiide ikili kor promoter
mutasyonlar1 HBeAg negatif hastalarda daha siklikla bulunmustur. Bazi1 calismalar bu
mutasyonlarmm daha aktif ve ciddi karaciger hastaliklar1 ile iliskili olduklarmi One
sirmektedir fakat prekor ve kor promoter varyantlar1 ayni zamanda inaktif HBsAg
tastyicilarinda da bulunmustur. Prekor ve kor promoter varyantlari ile tedaviye cevap
arasindaki iliski tizerine veriler ¢eligkilidir. 10 yildan fazla siiren arastirmalara ragmen,
prekor ve kor promoter varyantlarinin klinik 6nemi belirsizligini korumaktadir (51).

Diger bir mutasyon grubu olan kor mutasyonu, c¢1742 - c1849 niikleotit grubunu

iceren bazal kor promoter’i (BKP) etkilemekte ve transkripsiyonel prekor ve kor mRNA
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azalmasina neden olmaktadir. Kor mutasyonlar1 ¢cogunlukla c1762 (A-T) (cA1762T) ve
cl1764(G-A) (cG1764A) seklinde olmaktadir ve genotipler ile yakin iligkilidir. Bu
mutasyonlar genotip A, B ve C’de sik goriilir iken diger genotiplerde heniiz
tanimlanmamustir. Her iki noktada (nt1762/nt1764) mutasyonun birlikte olmasi viral yiikii
artirirken, HBeAg {iretimini azaltmaktadwr. Ancak HBeAg iiretimini tamamen

durdurmamaktadir (1).

2.8.3. Polimeraz geni mutasyonlar

Multifonksiyonel bir protein olan HBV polimerazi HBV replikasyonunda gorev
alir. DNA polimeraz domenleri 5 korunmus bolgeye (A-E) ayrilabilir. Boylece niikleozid
analogu antiviral ajanlarin etkileri i¢in (6rnegin lamuvidin ve famsiklovir) ideal bir bolge
olustururlar. Bu ilaglar revers transkriptaz ve DNA polimeraz aktivitelerini baskilarlar.
Fakat uzun stireli tedavi polimerazlarmm katalitik bolgelerinde siklikla varyantlara yol acar
ve boOylece tedavinin antiviral etkilerinden kacabilirler ve revers transkriptaz ve DNA
polimeraz aktivitesini baskilarlar (23).

Lamivudin tedavisi sirasinda P geninde pek c¢ok mutasyon gosterilmis ve 3
tanesinin ciddi lamuvidin direncine neden oldugu saptanmistir. Polimeraz enziminin C
katlantisindaki tirozin (Y), methionin (M), aspartat (D), aspartat (D) aminoasitlerinden
(YMDD motifi) methioninin izoldsin veya valine degismesi (M5521 veya M552V), B
katlantisindaki 16sinin methionine degismesi (L528M) ve B katlantisindaki valinin 16sine
degismesi (V521L) lamuvidin direncinden sorumlu tutulmaktadir. Bu mutasyonlardan en
sik YMDD mutasyonu goriilmektedir. RNA’ya bagli DNA polimerazin tiim revers
transkriptaz enzimlerinde benzer ve korunmus olan YMDD motifinde degisiklige neden
olan mutasyonlar, enzimin niikleotid baglayan katalitik bolgesini etkilemekte ve
lamivudinin yaninda famsiklovir, labukavir ve adefovir gibi diger revers transkriptaz

enzim inhibitorlerine de direng gelismesine neden olmaktadir (34).
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2.8.4. X geni mutasyonlar

X bolgesindeki mutasyonlar bazal kor promoter ve Enhancer I gibi replikasyonu
kontrol eden regulatuvar unsurlar1 kapsamaktadir. Bazal kor promoter bolgesindeki
yaklagik tiim delesyonlar ve insersiyonlar, X geni yapisinda kaymaya neden olmaktadirlar
ve kesilmig X proteinlerinin olusumuna neden olurlar. HBx geni HBV enfeksiyonunun
olusmasimnda Onemli olabilen transkripsiyonel transaktivatéor proteini kodlar. HBx
proteininin ayn1 zamanda bircok viral genle birlikte hiicresel genleri de (6rnegin c-fos ve
c-myc) aktive ederek HBV’ye bagli hepatoselliiler karsinoma onkogenezisinde rol almasi
muhtemeldir. Sistematik bir ¢aligmada Asyalt HBV ile enfekte hastalarda (Tayland ve
Kore) yeni HBx mutasyonlar1 gosterilmistir. Yakin donemde Singapur’daki hepatoselliiler
karsinomlu hastalarin karaciger dokularinda yeni HBx mutantlar1 saptanmistir (34).

X geninde meydana gelen degisik mutasyonlarin fonksiyonel onemi tam olarak
acikliga kavugmamis olmakla beraber bu tip varyantlarin enfektiviteleri zayif, replikasyon
seviyeleri diisiiktiir. Kronik HBV enfeksiyonlu, HCC’lu, fulminant hepatitli ve sirozun son
doneminde bulunan hastalarda X geni {izerindeki 130. ve 131. kodonlarda nokta
mutasyonlar1 bildirilmistir. Niikleotid 1770-1777 arasindaki 8 niikleotidlik delesyonunun
DNA ekspresyon ve replikasyonunu baskiladigi ve sonugta HBsAg’nin negatif hale geldigi
bildirilmistir. Serolojik olarak sessiz nonB-nonC hepatitli olgulardan bu tip mutantlarin

sorumlu olabilecegi tahmin edilmektedir (12).

Tablo 2. Hepatit B gen bdlgeleri, mutasyonlar1 ve bunlar arasi iligkiler (45)

HBV Gen Bolgesi Mutasyonlar Fenotip Iliskisi
Prekor G1896A HBeAg negatif mutantlar, siddetli
hastalik formlari
Bazal Kor Promoter ve C1653T Hizl1 hastalik progresyonu ve HCC
gogaltici bolge A1753T Hizl1 hastalik rogresyonu
T1762A, T1764C HCC
C1766T Fulminan Hepatit
X K130M ve V1311 HCC gelisimi
Pre-S Delesyonlar HCC ile potansiyel iligki
S “a” determinant Asiin etkisiz kaldigi mutantlar
Polimeraz B, C ve D bolgelerinde | Nucleos(t)ide analogu ilaglara direng
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Tablo 3. HBV genotipleri ile HBV proteinleri arasindaki iligki ve prekor stop kodon
(G1896A) ile BKP (1762/1764) mutasyonlar1 siklig1 (18)

Genotip | Genom HBYV proteinleri Klinik ¢aligmalarda saptanmis mutasyon sikligi
uzunlugu | (¢ikarilmis amino
(nt) asitlerin say1si)
PreSl1 Pol Kor PC G1896A BKP 1762/1764
A 3221 119 845 185 %6.5 %45
B 3215 119 843 183 %350 %16
C 3215 119 843 183 %350 %58
D 3182 108 832 183 %43 %12
E 3212 118 842 183 %27 %7
F 3215 119 843 183 %16-%65 ND
G 3248 108 842 195 %100 ND
H 3215 119 843 183 C1858 ND ND
ND: saptanmamis

2.9. Epidemiyoloji, Bulas Yollar1 ve Korunma

2.9.1. Diinya’da HBV enfeksiyonu

HBV enfeksiyonu global bir halk sagligi problemidir ve diinyada en sik goriilen
bulasici hastaliklardan birisidir. Diinya popiilasyonunun 1/3’tinden daha fazlas1t HBV ile
enfektedir ve HBV tasiyicilarinin ¢ogu Asya ve Afrika’da yasamaktadir. WHO,
2 milyardan daha fazla kisinin HBV ile enfekte oldugunu ve yilda 1 milyondan fazla
insanin 0liimiine yol ag¢tigini tahmin etmektedir. Diinya ¢apinda 350 milyon kisinin HBV
ile kronik olarak enfekte oldugu, siroz ve karaciger kanseri riski altinda oldugu
bildirilmistir. HBV enfeksiyonuna bagli diinya ¢apindaki yillik 6liim sayismin 500.000 ile
700.000 arasinda oldugu sanilmaktadir (8).

HBV enfeksiyonunun goriilme siklig1 ve yaygin bulagma yolu; diinya’nin farkh
bolgelerinde degisiklik gostermektedir. Buna gore diinya tilkeleri 3 gruba ayrilir:

1) Yiiksek endemisite iilkeleri: Toplumda HBsAg pozitifligi % 8’in iizerindedir.
Diinya niifusunun % 45°1 bu iilkelerde yasamaktadir. Japonya ve Hindistan diginda kalan
bir ¢ok Asya iilkesi, Amazon bolgesi, Pasifik Adalari, Afrika iilkeleri, Alaska, Avustralya

ve Yeni Zelanda yerlileri bu grupta bulunur. Yiiksek endemisite iilkelerinde, eriskinlerde,
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HBYV ile karsilasma orani, % 70-90 kadardir. Enfeksiyon siklikla kroniklesme riskinin
yiiksek oldugu yenidogan ve erken ¢ocukluk doneminde kazanilmaktadir. Bu donemde
asemptomatik enfeksiyon gecirilmesi nedeniyle akut hastalik tanisi az, fakat kronik
karaciger hastalig1 ve hepatoselliiler kanser oran1 yiiksektir (3).

2) Orta endemisite iilkeleri: HBsAg prevelansinin % 2-7 oldugu cografik
bolgelerdir. Bu bolgelerde daha cok horizontal bulas sozkonusudur, perinatal bulas
% 10-20 oraninda goriilmektedir (52). Diinya niifusunun % 43’ orta endemisite
iilkelerinde yasamaktadir. Bu iilkelerde eriskinlerde HBV ile karsilasma % 20-60
arasindadir. Enfeksiyon tiim yas gruplarinda, siklikla eriskin ve adolesanlarda olusur ve bu
nedenle akut enfeksiyon goriiliir. Ek olarak kronik karaciger hastaligi siklig1 da yiiksektir.
Eriskinlerdeki akut enfeksiyonlar risk gruplarinda goriilir. Kuzey Afrika tlkeleri,
Ortadogu iilkeleri, Tiirkiye’nin de i¢inde yer aldigi Akdeniz havzasi, Dogu Avrupa ve
Rusya orta endemisite iilkeleri arasinda yer almaktadir (3).

3) Diisiik endemisite iilkeleri: Toplumdaki HBsAg pozitifligi % 2’nin altindadir.
Diinya niifusunun % 12’si bu iilkelerde yasamaktadir. ABD, Kuzey ve Bati Avrupa
iilkeleri, Avustralya diisiik endemisite iilkeleridir. Bu tilkelerde yasam boyunca HBV ile
karsilagsma riski % 20°den azdir. Enfeksiyonlarin ¢ogu eriskinlerde ve risk gruplarinda
goriiliir. ABD’de kronik HBV enfeksiyonu prevelansi % 0.35 ve HBV ile karsilagsma orani
% 5’dir. Akut HBV enfeksiyonu genellikle erigskinlerde goriilmekle birlikte kronik

enfeksiyonlarin {licte biri perinatal olarak veya erken ¢ocuklukta kazanilmistir (3).
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Sekil 5. HBV’iiniin diinyadaki dagilimi (53)
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2.9.2. Tiirkiye’de HBV enfeksiyonu

Orta endemisite iilkeleri arasinda yer alan ililkemizde HBsAg pozitifligi % 1-14.3
arasinda bildirilmistir. Istanbul ve Izmir gibi Bat1 illerinde % 3-4.5 gibi daha diisiik oranda
HBsAg pozitifligi bildirilirken, Diyarbakir, Elazig, Van gibi Giineydogu ve Dogu Anadolu
illerinden % 8-14.3 gibi yiiksek oranlar bildirilmistir (3).

Tiirkiye’de 3.5 milyon insan HBV ile enfektedir. Bunlardan sadece 400 bini tedavi
almakta geri kalan biiylik miktardaki popiilasyon ise kendisinin HBV ile enfekte
oldugundan habersiz yasamaktadir. Ulkemizde kronik hepatitlerin etyolojisinde HBVnin
% 56.4 oraninda, karaciger sirozunun ve HCC’un etyolojisinde ise swrasiyla % 45.9 ve
% 42 oraninda rol aldig1 bildirilmistir (52). Dogu ve Giineydogu Anadolu Bélgesinde HBV
enfeksiyonu tek basma kronik karaciger hastaliklarinin % 54-80’inden sorumludur (54).

Ulkemizin degisik bolgelerinde kan vericilerinde yapilan calismalarda HBsAg
pozitifligini; Konya’da ortalama % 3.8, Isparta’da ortalama % 3.79, Van’da % 2.55,
Erzurum’da % 1.8, Mersin’de % 2.6, Aydin’da % 1.85, Hatay’da % 2.02 olarak
bildirmislerdir (55). 2009 yilinda Viral Hepatitle Savas Dernegi’nin yaptig1 bir calismada
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14 yas lizeri, Tirkiye’nin epidemiyolojik yapisini yansitacak sekilde planlanan 32 ilden

50987 kisi taranmistir. Calisma sonunda % 1.9 HBsAg pozitifligi, % 9.1 anti-HBs

pozitifligi bulunmustur (55).

Van yoresinde 6-10 yas arasi c¢ocuklarda yapilan bir c¢alismada HBsAg

seroprevelansi % 9.5 olarak bulunmustur. Bu oran Tiirkiye ortalamasinin iizerindedir (4).

Sekil 6. Tiirkiye 1999-2006 yillar1 arast HBV insidans1 grafigi (DSO verisi) (57)
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Tablo 4. Tiirkiye’de 2005-2009 yillar1 arasinda Saglik Bakanligmma yapilan akut HBV

enfeksiyonu bidirimleri (58)

Yas gruplar 2005 2006 2007 2008 2009
0 39 18 9 10 10

1-4 156 88 77 74 38

5-9 344 220 214 136 113

10-14 408 302 268 207 172
15-19 779 555 488 399 502
20-29 3465 2039 2047 1829 1556
30-44 2523 2013 2085 1975 1722
45-64 1346 1119 1043 2953 870
65+ 382 258 220 241 164
Toplam 8663 6612 6451 5849 3248
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2.9.3.HBYV bulasma yollan

HBYV tiim viicut sivilarinda bulunmaktadir. Enfeksiyonun bulagma sekli viriis yiikii,
dis ortamdaki stabilitesi ve diger faktorler dikkate alindiginda % 3 ile % 30 gibi yiiksek
bulastiriciliga sahiptir (52). HBV’nin klasik olarak ii¢ yoldan bulastigi kabul edilir:
kontamine kan ve kan {irtinleri (perkiitan bulas), cinsel iligski (seksiiel bulag) ve enfekte
anneden yenidogan bebegine bulas (perinatal bulas). Ancak etkenin kan, semen, vaginal
sekresyonlar disindaki bir¢ok baska biyolojik sivida da gdsterilmis olmast (tiikriik, ter,
g0zyasi vs.) kisaca horizontal bulas olarak adlandirilan ve heniiz tam olarak kanitlanmamis
bulas yollarmin da varligma isaret etmektedir. Nitekim akut B tipi viral hepatit olgularmin
bulag yollarm1 saptamaya yonelik anket c¢alismalarinda, klasik bulas yollarini
tanimlamayan c¢ok sayida olgunun varligi kanitlanmistir (59). HBV'nun bulagmasinda
mevsim ve yas faktorleri rol oynamaz. Enfeksiyonun yayilmasinda su ve gidalarin 6nemi
yoktur, ciinkii fekal oral yolla HBV bulagsmaz. Oral yolla bulasma ancak enfekte kanin
hasarlanmis oral mukozaya temas etmesiyle gerceklesebilir. Virlis gecisinde goz ve
biitiinliigli bozulmus deri de 6nemli rol oynar (60).

Kan ve kan irilinlerinde ELISA gibi duyarli testlerle HBsAg taranmaya ve kan
ithtiyacinin  karsilanmasinda profesyoneller yerine goniilli dondrlerin  kullanilmaya
baslanmasindan sonra transflizyon aracilifiyla HBV'nun bulagmas1 ¢ok azalmistir. Nadir
de olsa HBsAg negatif bulunan kanlarla da post transfiizyon hepatit B olusabilmektedir.
Bu duruma taramalarda kullanilan kitlerin duyarhilik farkliliklar1 yaninda, HBsAg negatif
enfeksiyoz HBV saglikli tasiyicilarinin varligi neden olmaktadir. Pihtilagsma faktor
preparatlar1 binlerce kisinin kanindan olusan plazma havuzlarindan elde edilir. Bu tip
preparatlar gosterilemeyecek kadar az olan HBsAg diizeyleri yliziinden bulagma kaynagi
olabilmektedirler. Sivrisinek ve tahtakurusu gibi kan emicilerin pasif olarak viriisii transfer
ettikleri bilinmektedir. Ancak HBV bu gibi vektorlerin hiicrelerinde replike olmadigindan

bu durumun epidemiyolojik 6nemi yoktur (60).
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2.9.4. Korunma

Hepatit B asis1 konusundaki ilk calismalar 1971 yilinda Krugman ve arkadaslari
tarafindan gerceklestirilmistir; bu yillarda HBsAg iceren enfektif serum orneklerinin bir
dakika kadar kaynatilmasi ile hazirlanan inokulumun kismen de olsa koruyucu oldugunun
gosterilmesi, daha sonra gelistirilecek plazma asilarmin temelini olusturmustur. 1982
yilinda ABD ve Fransa’da ticari olarak iiretilmeye baslayan bu tiir agilar tiim diinyada
milyonlarca insana uygulanmis olup, birinci jenerasyon asilar olarak tanimlanan plazma
asilarinin giivenilir ve etkili oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir. Ancak 1980’11 yillar,
AIDS’in giindeme geldigi ve bu nedenle kronik asemptomatik HBsAg tasiyicilarinin
plazmalarindan elde edilen bir havuzdan hazirlanan bu asilarin giivenirliginin tartisilmaya
baslandig1 donemdir; sonugta toplanan plazmalarm herhangi bir enfeksiyon hastaligmin
kaynag1 olma olasilig1 bulunabilecegi One siiriildiiglinden ve fretici firmalarin gerekli
plazmalar1 bulma sorunu yasamalar1 nedeniyle, 1980°li yillarin ortalarinda rekombinan
DNA teknolojisinin as1 hazirlamiginda giindeme geldigi goriilmiistiir. Bu yeni donemde
mayada (Saccharomyces cereviciae) yada memeli hiicrelerinde (Cin Hamsteri over
hiicreleri) HBsAg ekspresyonu gergeklestirilerek canli viriis partikiilii igermeyen ikinci
jenerasyon asilar hazirlanmistir. Hepatit B asisinin bu yeni seklinin giivenilir, immiinojen
ve koruyucu oldugunun gosterilmesinden sonra, 6zellikle yenidoganlarda iiniversal asilama
programlarina gecilmesi giindeme gelmis ve ilk kez 1991 yilinda Italya’da uygulama
baslanmistir (59). Giiniimiizde kullanilmakta olan rekombinant asilarin biiyiik bolimii,
HBsAg’nin major proteinini (S proteini) icerirken, bir kismi ilave olarak Pre-S1/Pre-S2
proteinlerini de tagimaktadir (5).

1996-1998 yilinda, DSO’niin dnerileri ve VHSD’nin raporlar1 dogrultusunda, TC.
Saglik Bakanligi asilarmin rutin kullanomini glindeme getirmis; yapilan ¢alismalar
sonucunda, TC. Saglk Bakanligi, hepatit B asilamasi konusunda ilk olarak 04.06.1998
tarthinde 6856 sayili genelge ile 0 yas grubu ve tiim risk gruplarina iicretsiz asi
uygulamasina geg¢mistir. Bu genelgede asinin oOncelikle 0 yas grubuna uygulamasi
ongorilmiis ve kullanilacak takvimin iiclii sema olup, baslangic dozundan bir ay sonra
ikinci doz, ikinci dozdan bes ay sonra tiglincii dozun kullanimi 6nerilmistir (59). Cocuklar
ve saglikli geng yetiskinlerde programia uygun yapilan asi, % 90-100’e varan oranlarda

yiiksek serolojik koruyuculuk olusturur (anti-HBV > 10 mIU/ml). Halen kullanilmakta
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olan hepatit B agilar1 ile elde edilen bagisiklik yaniti, tipik olarak, hemodiyaliz
hastalarinda, saglikli bireylere gore daha disiiktiir. Hastalia ve yasa bagli olarak
bagisiklik yanitinin bozulmasmin yanisira, daha diisiik yanit olusumuna yatkinlik yaratan
etmenler arasinda obezite, yetersiz ve kotii beslenme, sigara kullanma ve 6nceden hepatit C

viriis enfeksiyonu Oykiisii yer alir (61).

2.10. Patogenez

HBV’nin hepatosite girisi, replikasyonu ve temizlenmesi heniiz tam olarak
anlasilamamistir. HBV’ye baglh hasar ve HBV nin temizlenmesi immiin sistem ile ilgilidir.
Enfekte hepatositlerin immiin lizisi sonucu hepatit olusmaktadir (10).

Normal immiin yanit1 olan kisilerde HBV enfeksiyonunu takiben hepatosite giren
HBV’nin immiin sistem tarafindan taninmas1 gerekir. Viriisle temasdan sonra hepatositten
salman IFN alfa ve gama MHC Klas I ve II'yi uyarr. MHC Klas I, HBV’nin hiicre
icindeki antijenik igaretlerini hepatosit yiizeyinde CD8+ T hiicrelerine (CTL) tanitir. Daha
sonra Fas ligand, sitokinler ve perforinler aracilig: ile enfekte hepatosit apoptozise ugratilir
ve yok edilir. MHC Klas II ise, HBV’nin plazmadaki HBcAg ve HBeAg gibi antijenik
isaretlerini makrofajlar iizerindeki CD4+ T hiicrelerine (T helper) sunar ve onlar1 hassas
hale getirir. CD4+ T lenfositlerinden IL-2, 4, 6 , 10, TNF alfa ve IFN gama salmir. Bunlar
araciligi ile viriis elimine edilir. Ayrica hem CTL’ler uyarilir hem de B hiicreleri uyarilarak
antikor cevabi saglanir. Bu sekilde olusan cevaba Th 1 cevabi denir. Tastyicilar ve kronik
karaciger hastalarinda ise IFN yetersizligi, antijen sunumunda eksiklik, T lenfosit
cevabinda azalma sonucu immiin cevap yeterince olusamaz ve viriis viicuttan
temizlenemez. Bu tip cevaba da Th 2 cevabi1 denir. Tasiyicilar ve kronik karaciger
hastalarindaki yetersiz immiin cevabin nedeni tam acik degildir. Sonu¢ olarak
HBcAg/HBeAg spesifik Thl/Th2 tipinde immiin cevap karaciger hasarinin seyri ve
prognozunda 6nemli goriilmektedir (10).

Viriis-konakei iligkisi, 6zellikle de viriis-spesifik T hiicre cevabi, HBV enfeksiyon
patogenez siddetinde anahtar faktordiir (62). Fulminan HBV enfeksiyonu olan hastalarda
cok siddetli bir immiin yanit olugsmakta hizli bir viral klirens 6liimciil karaciger hasari

pahasina olusmaktadir. Oysa immatiir bir immiin sisteme sahip yenidoganda HBV
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maruziyeti siklikla minimal akut karaciger hasarma neden olmakta ancak bunun da bedeli
% 90 dan fazla kronik enfeksiyon olugsmasidir (63).

Diffiiz enflamatuvar reaksiyon ile karakterize viral hepatit, hiicre hasar1 ve 6liimi
ile iligkilidir. Yakin zamandaki yaymlara gore, HBV replikasyonu, genel olarak kabul
edilen HBV non-sitopatik 6zelliginden farkli olarak hiicre 6liimii ile iliskilendirilmistir.
Hiicre hasar1 mekanizmasi genellikle viral enfeksiyona verilen sitotoksik T lenfosit aracilt
immiin cevabin bir sonucu olarak tanimlanmistir (64). Akut hepatit B enfeksiyonunun
kulugka doneminde yakalanan 5 hastada HBV spesifik T hiicre cevabindan 6nce dogal
oldiiriicii hiicrelerin (NK) aktif oldugu goézlenmistir. Kulugka doneminde HBV’ye 6zgii
CD8+ ve CD4+ T hiicrelerinin varlig1 bu hiicrelerin enfeksiyonun kontroliinde ve karaciger
hasarmin baslatilmasinda 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir. Serum alanin
aminotransferaz diizeylerinin pik yapmasindan énce HBV DNA diizeylerinde maksimum
diizeyde azalma gozlenmesi virlis kontroliiniin sitolitik mekanizmalar kadar sitolitik
olmayan mekanizmalar tarafindan da gerceklestirildigi izlenimini vermektedir (65).

Diger hiicre oliimiine neden olan tipik siire¢ ise apoptozisdir. HBx ve HBsP
(Hepatitis B spliced protein) gibi HBV proteinlerinin apoptozisi indiikledigi gosterilmistir.
Dikkatli 151k mikroskopu incelemesi ile, HBV genotip A ve C ile transfeksiyona ugramis
hiicrelerin, apoptotik isaretler olan ortaya toparlanmasi ve hiicre Olimii
gosterilebilmektedir (64).

HBV enfeksiyonunun progresyonu ile konagin immunogenetik yapisi arasindaki
iligki {izerinde durulmaktadwr. HLA-B8, HLA-B44 ve HLA-DR7 gibi haplotiplerde
anti-HBs yanit1 diisiik bulunurken HLA-DR6 alelinin persistansa karst korudugu
gosterilmistir (66).

Akut hepatit B enfeksiyonu gecirip iyilesenlerde HBV nin karacigerden tamamen
temizlendigi diisiiniilmekte idi. Ancak, viral antijen, antikor ve spesifik sitotoksik T
hiicrelerin kaybolmasina karsin yiiksek duyarlikli HBV DNA 6l¢iim ydntemlerinin
gelistirilmesi neticesinde akut HBV nin klinik iyilesmesinden 10 y1l sonra dahi serum veya
karcigerde HBV genom izleri saptanmistir. Akut hepatit B gecirip iyilesmis, daha sonra
immiinsiipresif veya kanser tedavisi almis bir c¢ok hastada HBV reaktivasyonu
bildirilmistir. Bu gozlemler akut enfeksiyondan sonra HBV nin nadiren viicuttan tamamen

eradike edildigini gostermektedir (65).
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2.11. Klinik

Hepatit B, degisik klinik 6zelliklere sahip karacigerin viral enfeksiyonudur (8).
HBYV enfeksiyonunun klinik spektrumu, hem akut hem de kronik hastalikta degiskenlikler
gostermektedir (63).

HBV enfeksiyon siireleri farkli 4 evreye ayrilir. Birinci evre, herhangi bir immiin
cevabm olusmadig1 akut viral replikasyon ddénemidir. Ikinci evre, viriise karsi olusan
immiin cevabmn enflamasyon ve hepatik doku hasarina neden olan donemdir ve bu
donemde siklikla semptomatik hepatit goriiliir. Hastalar enflamatuvar enfeksiyon
doneminde de asemptomatik olabilir. Ugiincii evre sirasinda viriisle enfekte hiicreler
temizlenir ve HBeAg saptanamaz hale gelir. Bununla birlikte HBsAg varligi1 devam eder.
Dérdiincii evrede HBV’ye kars1 tam bagisiklik gelisir ve HBsAg temizlenir. Evre 1 ve
2’nin iler1 donemine gegemeyen enfekte hastalar kronik HBV tasiyicisi olurlar ve/veya

hepatoselliiler kanser (HCC) gelisimi agisindan yiiksek risk tasirlar (8).

Sekil 7. HBV enfeksiyonu seyri (53)
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2.11.1. Akut hepatit B enfeksiyonu

Akut HBV enfeksiyonunun inkiibasyon zamani 6 hafta ile 6 ay arasinda
degismektedir. Bu dénem hastaligin 1. evresine karsilik gelmektedir. Inkiibasyon zamana,
hastanin ytiksek viral inokulumla karsilastiginda veya perkiitan yolla enfekte oldugunda
kisalir. Temasdan sonra HBsAg i¢in spesifik yliksek titreli antikor uygulanimi (HBIg),
inkiibasyon zamanini uzatir ve enfeksiyonu engelleyebilir (8).

Akut HBV enfeksiyonunun klinik seyir ve sonuglar1 6zellikle enfeksiyonun alindig:
yasla iligkilidir. Neonatal veya erken yasta alindiginda kroniklesme fazla olmakta, ancak
hastalik genellikle subklinik (asemptomatik, anikterik) gecirilmekte, eriskin yasta
alimdiginda ise kroniklesme orami azalmakta ancak semptomatik (ikterik) gecirme orani
artmaktadir (63). Enfekte yenidoganlarin hemen tamami asemptomatikdir (8). Akut HBV
enfeksiyonunun yaklasik % 95’1 2-3 ay i¢inde klinik iyilesme ile seyretmektedir. Yaklasik
4-10 haftalik bir inkiibasyon donemini takiben HBsAg serumda 6l¢iilebilir hale gelmekte
ve hemen ardindan anti-HBc IgM de miisbet hale gelmektedir. Bu donemde HBV DNA
seviyeleri oldukga yliksektir (63).

Yetiskinlerde akut hepatit B nin klinik seyri, genel tabloya benzese de, akut hepatit
A yada hepatit C’den daha ciddi olmaya egilimlidir. Tipik belirtileri halsizlik, yorgunluk,
istahsizlik, bulanti, kusma olup sag iist kadranda hafif kiint bir agr1 eslik edebilir. Hepatit
A’da oldugu kadar sik olmamakla birlikte diyare ve ates goriilebilir. Ek olarak hastalarin
% 10-15’inde prodrom déneminde ates, eritematéz makiilopapiiler deri dokiintiisii, artralji,
ender olarak da artrit ile karakterize ‘“serum hastaligma benzer sendrom” olarak
adlandirilan tablo, HBV’ye bagh olarak gelisen immiinkompleks ile iligkilidir. Preikterik
donemdeki bu semptom ve belirtiler genellikle 2-7 giin siirer, sariligin ortaya ¢ikmasi ile
hizla geriler (66). Bu sarilig1 ise koyu renkli idrar takip eder. Sariligin ortaya ¢ikmasi ile
ikterik donem baglar. Bu donemde belirtiler, ilerleyebilir, degismeden kalabilir yada hizlica
diizelebilir. Sariligin baslamasi ile hastalar genellikle kendilerini daha 1yi hissederler,
semptomlar geriler, ates diiser. Sariligin siiresi ortalama 1-3 haftadir, ender olarak dort
haftay1 gecer. Akut hepatit B’de kan sayimi degerleri siklikla normaldir. Hemoglobin ve
hematokrit degerleri orta derecede azalmis olabilir. Lokosit sayist normal, lokopent,
graniilositopeni ve rolatif lenfositoz olabilir. Total serum bilirubini genellikle

% 10 mg’1 geemez. Akut viral hepatitin esas gostergesi serum aminotransaminaz
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aktivitelerindeki hizli ytikselistir; viral hepatitin prodrom déneminde yiikselmeye baslar,
ikterin ¢iktig1 donemde belirtilerin yaklasik birinci haftasinda tepe yaparlar. Normalin
20-50 katma kadar yiikselebilirler. Karaciger hasarin1 esas goOsteren alanin
aminotransaminazdir (ALT). Serum alkalen fosfataz seviyesi normal yada hafif
yiikselmistir. Alblimin ve globiilin konsantrasyonu genellikle normaldir. Akut viral
hepatitlerde protrombin zamani normaldir. Protrombin zamaninin artmasi prognozun
ciddiyetini  gosterir ve fulminan karaciger yetmezligi gelismesi acisindan
degerlendirilmelidir (66).

Iyilesen enfeksiyonda ¢ogu hasta 6miir boyu bagisiklik kazanirken hastaligm
ciddiyeti altta yatan karaciger hastaligi veya diger hepatit viriisleriyle ko-enfeksiyon
durumunda artmaktadir. HBV ile enfekte olan olgularin (yasa gore degismekle birlikte)
yaklasik % 0.5’inde fulminan hepatit gelismektedir (63). Bulgular bu hastalarin HBV
enfeksiyonuna karsi enfekte hepatositlerin, masif nekrozu ile sonuglanan asir1 giiclii
immiin yanita sahip olduklarini diisiindiirmektedir (8). Nasil olupta bir kisim hastada bu
derecede yiiksek immiin yanitin olusup, bu ileri derecede 6liimciil tablonun olustugu net
degildir (63). HbcAg’ye kars1 olusan bu immiin cevap hemen hemen her zaman pozitiftir.
Bununla birlikte HBsAg ve HBeAg her zaman oOl¢iilemez (8). Bazi c¢aligmalarda akut
karaciger yetmezlikleri i¢cinde genotip D oranmin diger HBV genotiplerinden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. Uyusturucu kullananlarda goriilen bir salgin sirasinda fulminant gidis
icin risk faktorleri; Asetaminofen, alkol, methamphetamine kullanimi ve hastalik dncesi
6 ayda anlamli kilo kayb1 olarak bildirilmistir (63). Fulminan hepatit tipik olarak ani ates,
karin agrisi, kusma ve sarilik ile belirgin baslar, bunu disoryantasyon, konfiizyon ve koma
izlemektedir. HBsAg ve HBV DNA seviyeleri karaciger yetmezligi gelisimi ile hizla
diismekte ve bazi hastalarda hepatik koma sirasinda HBsAg negatif olabilmektedir (24).

2.11.2. Kronik hepatit B enfeksiyonu

HBsAg, HBeAg ve HBV DNA’nin 6 ay geg¢mesine ragmen yiiksek titrede
seyretmeleri enfeksiyonun kroniklesecegine isaret etmektedir. Ancak kroniklesme icin en
iyl tanimlanmis risk enfeksiyonun alindigi swadaki yasdir. Yasa ek olarak annenin

HBeAg/anti-Hbe durumu da vertikal alman HBV enfeksiyonunun dogal seyrini
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etkilemektedir. Kronik HBV enfeksiyonunun dogal gidisi viriis-konak etkilesimine gore
immiin tolerans donemi, immiin temizlenme donemi, inaktif donem ve reaktivasyon
donemi olarak dort ayr1 donemde incelenebilir (67).

Kronik hepatit B degisken ve dinamik bir seyire sahiptir. Erken enfeksiyon
srasinda, HBeAg, HBsAg ve HBV DNA yiksek titrelerde bulunurken, serum
aminotransferaz seviyesinde diisiikden ortaya kadar degisen yiikselmeler gorilebilir.
Zamanla, HBeAg ve HBV DNA yiiksek seviyelerinin devam etmesi ile (immiin tolerans
faz) veya HBeAg’nin kaybolmas1 ve HBV DNA’nin saptanamayacak seviyelere diigmesi
(inaktif tasiyicilik) ile hastaligin aktivitesi hakkinda karar verilebilir. Kronik hepatit
hastalarinin genel prognozu hastalifin siddeti ile direk iliskilidir. Agir kronik hepatit ve
sirozlu hastalarda, 5 yillik sagkalim siiresi % 50 civarindadir. Kronik hepatit kanit1 olan
hastalarin (yiikselmis ALT ve karaciger biyopsisinde enflamasyon ve/veya fibrozis) ¢ogu
asemptomatikdir veya yorgunluk ve sag iist kadranda rahatsizlik hissi gibi nonspesifik
semptomlara sahiptirler. Daha agir hastaliga sahip veya siroz hastalar1 sarilik gibi 6nemli
yapisal semptomlara ve spider anjioma, palmar eritem, splenomegali, jinekomasti ve fetor
hepatikus gibi son donem karaciger hastaliginin periferal izlerine sahiptirler. Asit, periferal
o0dem, ensefalopati ve gastointestinal kanama, ¢ok ilerlemis siroz hastalarinda goriilebilir.
ALT ve AST sik sik yiikselebilir, fakat karaciger hastaliginin siddeti ile iligkili degildir.
Bilurubin, protrombin zamani ve albumin siklikla ilerleyici hastalik ile anormallesir.
Diisiik trombosit sayis1 genelde kotii prognozun isaretidir (24).

Kronik hepatit B (KHB) olgulari, HBeAg varligma gore iki sekilde
gozlemlenmektedir.

1) HBeAg pozitif KHB: Anti-HBe serokonversiyonu gelismemis KHB de denir.
Genelde hayatin 3. ve 4. dekadinda goriiliir ve hastalarin ¢ogu erkekdir. HBV DNA bu
hastalarda oldukca yiiksek olup 2 milyar IU/ml diizeyine kadar ¢ikabilir. Hastalik uzayip
sirozla sonuglanabilecegi gibi, hastalarm % 65’inde HBeAg’'nin anti-HBe’ye
serokonversiyonu gerceklesir. Spontan HBeAg serokonversiyonunu kolaylastiran faktorler;
ileri yas, yiikksek ALT diizeyleri, B ve A genotipleri ve Asya’li olmaktir.

2) HBeAg negatif KHB: 12 aydan daha fazla siireyle HBeAg negatif, anti-HBe
pozitif saptanan KHB de denir. HBeAg serokonversiyonundan sonra persistan HBV
replikasyonu yada HBV reaktivasyonu HBeAg negatif kronik hepatite yol acar. En 6nemli

nedeni prekor stop kodon mutasyonudur ve sonucunda HBeAg sentezlenememektedir.
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Kor promoter bolgesindeki mutasyonlar HBeAg sentezini azaltirlar. HBeAg negatif
KHB’li hastalar genellikle HBeAg pozitif hastalardan daha ileri yastadir ve ilk
basvurularinda siroz goriilme ihtimali daha fazladwr. Bu hastalarmm serum HBV DNA
diizeyleri HBeAg pozitif hastalardan daha diisiik diizeydedir. Bununla birlikte bu
hastalarda HBV DNA ve ALT diizeylerinde oldukca fazla dalgalanma goriiliir (65).

2.11.3. inaktif HBsAg tastyiciig

2000 yilinda yapilan “National Institutes of Health” uzlas1 toplantisinda HBV
enfeksiyonu i¢in kullanilan klinik terimler ve bu terimlerin tanisal 6lciitleri yeniden gézden
gecirilmis ve asemptomatik HBsAg tasiyiciligi veya saglikli HBsAg tasiyiciligi
terminolojisi yerine “inaktif HBsAg tastyiciligr” kullanilmustir. Inaktif HBsAg tasiyiciligi
tan1 Olciitleri sunlardir:

- HBsAg pozitifligi > 6 ay

- HBeAg negatif, anti-HBe pozitif

- Serum HBV DNA diizeyinin < 10.000 kopya/mL olmasi

- Serum transaminaz (ALT, AST) diizeylerinin siirekli olarak normal seyretmesi

- Karaciger biyopsisinde 6nemli hepatit bulgularinin olmamasi (68).

2.11.4. Okiilt (gizli) HBV enfeksiyonu

Gizli hepatit B enfeksiyonu HBsAg’si (-) olan bireylerde, kan yada dokularda
HBV DNA’nin (+) olmasi durumu olarak tanimlanmistir. Bu kisilerde anti-HBc yada
anti-HBs (+) yada (-) olabilir (69). Gizli HBV durumu, baz1 vakalarda HBsAg testleri ile
saptanamayan mutant viriisler ile iligskilendirilmis olsa da, daha ¢ok viral replikasyonun ve
gen ekspresyonunun giiclii baskisma baghdir. Gizli HBV enfeksiyonunun, diinya ¢apinda
yayllimi kendine ozgiidiir ¢linkli degisik kategorideki bireylerdeki prevelans verileri
celiskilidir, bu da bir ¢ok ¢alismada saptamada farkl sensitivite ve spesifitedeki metodlarin
kullanilmasina baghdir. Gizli HBV, kan transflizyonu veya organ transplantasyonu ile

enfeksiyonun gecisi ve immiinsupresyon durumunda akut reaktivasyon olusumu gibi farkl
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klinik durumlarda 6nemli olabilir. Ayrica ¢ok fazla sayida kanit gostermektedir ki;

karaciger fibrozisi ilerlemesi ve her seyden 6nce HCC gelisimi lehine olabilmektedir (70).

2.11.5. Hepatoselliiler karsinom (HCC)

Tiim diinyada, HBV enfeksiyonlar1t HCC olugmasindaki en sik etkendir. Diinya
capindaki HCC vakalarmin % 50’den fazlas1 ve HBV’nin ¢ok yliksek oranda endemik
oldugu alanlardaki HCC vakalarmm % 70-80’1 HBV’ye baglanmistir. HCC i¢in artmus risk
ile iligkili faktorler demografik faktorler (erkek cinsiyet ve ileri yas), yasam sekli (asir
alkol tiiketimi ve sigara), viral faktorler (genotip C, D, F, yilksek HBV DNA diizeyleri,
kor/prekor mutasyonlar1) ve klinik faktorlerdir (siroz, yliiksek AFP ve ALT). HBV ile
iligkili HCC, ortalama 16 aydan az yasam siiresi ile son derece kotii bir prognoza sahiptir.
HBsAg pozitif hastalardan alman karaciger tiimor orneklerinin yaklasik % 90’inda ve
HBsAg negatif hasta orneklerinin ¢ok az bir kisminda, hiicresel DNA’ya HBV DNA
dizilerinin entegre oldugu bildirilmistir. HBV DNA’nin hiicre DNA’sina entegrasyonu
virlisiin karacigerde persistansina izin verir ve genetik degisiklikleri indiikler. Timor
hiicrelerinin biiylik boliimiinde hepatit B X geni kodlayan diziler ve zarf preS2 viral
proteinleri bulunmustur. HCC i¢in 6nemli risk olarak bilinen kronik hepatit mekanizmasi,
karaciger hiicre nekrozu, enflamasyon, sitokin sentezi ve fibrozis ile iligkilidir. Kronik
HBV enfeksiyonu sirasinda hizli rejenerasyonun eslik ettigi siirekli hepatosit nekrozu,
mutasyonlarin birikimine ve malign fenotipdeki hiicrelerin segilmesine neden olabilir.
HBYV ile iliskili HCC, tipik olarak enfeksiyondan 25-30 yil sonra kronik enflamasyon ve
tekrarlayan hiicre yenilenmesi nedeniyle olusmaktadir (71). HCV ve HBV, HCC’ye neden
olan baslica etkenler oldugundan, bu enfeksiyonlarin tedavi edilmesi teorik olarak HCC

gelismesini azaltacak olsa da, bu yaklasimin gercek etkinligi bilinmemektedir (72).

2.12. Tam

HBV enfeksiyonu tanis1 ve dogal seyrinin belirlenmesi primer olarak serolojik ve

biyokimyasal parametreler (serum transaminazlar1) ile yapilmaktadir. Serolojik

41



parametreler, viriisiin genetik materyalinin kodlamis oldugu viral antijenler; HBsAg,
HBeAg, konagin immiin yanit olarak gelistirdigi spesifik antikorlar; anti-HBs, anti-HBe,
anti-HBc IgM ve IgG’dir. HBV enfeksiyonunun, kesin tanist serumda HBsAg’nin
saptanmasi ile konmaktadir. HBV DNA’nin tespiti ve kantifikasyonu ise tedavi ve hastalik
seyrinin degerlendirilmesinde kilit rol oynamaktadir. Ayrica diger belirleyici bulgularin

yetersiz kaldig1 6zel durumlarda asil tan1 koydurucu gorevi tistlenmektedir (14).

2.12.1. Serolojik tam

HBV enfeksiyonunun spesifik tanisi i¢in standart algoritma halen primer olarak
serolojik testlere dayanmaktadir. HBV antijenleri ve HBV antikorlarmin insan serumunda
taranmas1 i¢in en rasyonel ve maddi olarak uygun yaklasim ELISA testlerinin
kullanilmasidir. ilk asamada HBsAg ve anti-HBc total test edilmesi, pozitif bulundugu
durumda anti-HBc IgM, anti-HBs, HBeAg ve anti-HBe bakilmasi 6nerilir (6).

Bu yontemle kanda 0.25-0.5 ng/ml HBsAg ve 1 IU/mL anti-HBs saptanabilir. Bu
deneylerin calisma prensibi sandvi¢ veya kompetetif baglanma temeline dayalidir. Viral
HBcAg dolasima katilmadig1 ve sadece hepatositler i¢inde bulundugu i¢in serolojik olarak
saptanamamaktadir (3, 73). Ancak son zamanlarda HBcAg saptayan yeni bir ELISA testi
kullanilmaktadir. HBcAg konsantrasyonu, HBV DNA diizeyi ile yakin uyum gostermekte
ve konsantrasyon degisikliklerinde de paralellik devam etmektedir. Bu nedenle HBV
enfeksiyonunun izlenmesinde basit bir yontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (74).
Bu antijenlere karsi gelisen antikorlarda yine ticari kitler kullamilarak saptanabilir. Bu
testler; HBV enfeksiyonunun akut ve kronik donemlerinin ayrilmasinda, enfektivitenin
degerlendirilmesinde, immiinitenin arastirilmasinda ve kan ve organ vericilerinin
taranmasinda rutin olarak kullanilir (3,73).

Hepatit B enfeksiyonunda kullanilan serolojik gostergeler sunlardir:

1) HBsAg: Semptomlarin baslamasindan 3-5 hafta 6nce kanda goziikmekte, asikar
hastalik sirasinda pik yapmakta ve 4-6 hafta sonra diismektedir. Akut enfeksiyondan sonra
HBsAg’nin 6 aydan daha uzun siire pozitif kalmasi kronik enfeksiyonu diisiindiiriir.

Fulminan seyreden hepatitlerde HBsAg kandan hizla temizlenir ve viriisiin iireyebilecegi
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hepatosit kalmamis olmasi nedeni ile kanda saptanamayabilir. Cocuklarda HBV
asilamasini izleyerek kanda gegici olarak HBsAg pozitifligi saptanabilir (3,60).

2) HBeAg: Aktif viral replikasyonu isaret eder. HBeAg ile HBV DNA ve DNA
polimeraz arasinda 6nemli bir iliski vardir (50). HBsAg’den kisa bir siire sonra pozitiflesir,
10 haftadan daha uzun siire devam etmesi enfeksiyonun kronikleseceginin belirtisidir.
HBeAg, HBsAg negatif iken saptanamaz (3).

3) Anti-HBc IgM ve IgG: Semptomlarin baglamasindan sonra kisa siireli olarak
serum transaminazlart ve HBsAg ve HBeAg ile birlikte serumda Anti-HBc IgM
saptanabilir. IgM birka¢ ay pozitif kalir ve hastaligin baslangicindan 4-8 ay sonra serumda
tespit edilemez. HBsAg’nin serumdan kaybolup anti-HBs gelisinceye kadar gegcen pencere
doneminde anti-HBc IgM’in varlig1 akut enfeksiyonu gdsteren en 6nemli markerdir. Takip
eden aylar icerisinde, IgM anti-HBc IgG ile yer degistirir. Anti-HBc IgM’in sebat etmesi
hastaligin kronikleseceginin isaretidir. Anti-HBc IgM kronik HBV enfeksiyonunda diisiik
titrede bulunur. HBV’ne maruz kalanlarda Anti-HBc IgG yillarca veya hayat boyu pozitif
kalabilir. HBsAg tasiyicilarinda anti-HBc IgG yiiksek titrede bulunur. Anti-HBs ile birlikte
anti-HBc IgG’nin diisiik titrelerde bulunmasi hepatit B enfeksiyonunun cok eskiden
gecirildigini gosterir (3, 50, 60).

4) Anti-HBe: HBeAg nin diislisli ardindan serumda kisa siirede saptanabilir. Bazi
olgularda, ¢ok kisa bir donem HBeAg ile birlikte bulunabilir. Akut hastaligin pik yaptigini
ve hastaligi remisyona yakin oldugunu gosterir ve 20 hafta sonra titresi diiser. Anti-HBe
genellikle akut enfeksiyondan yillar sonra kaybolur. Kronik HBV enfeksiyonunda tedavi
ile HbeAg’nin kaybolmasi1 ve Hbe antikorlarinin olusmasi hedeflenmektedir. Bu nedenle
anti-HBe, tedavi izleminde 6nemli bir gostergedir (3, 50).

5) Anti-HBs: Akut enfeksiyon sona ermeden diizeyinde diislis olmaz ve tiim hayat
boyu immiiniteyil gostererek devam eder. Viriisii notralize edebilme yeteneginde olan
antikorlardir. HBV asilamasindan sonra da anti-HBs antikorlar1 gelisir, bu durumda
anti-HBc antikorlar1 negatiftir (3, 50, 60).

Ancak bazi durumlarda anti-HBe pozitif olmasma ragmen HBV DNA’nm pozitif
olmas1 mutant bir HBV enfeksiyonunu gosterir. Mutant suslarin kagirilmasi tanida sorunlar
yaratabilir. Bu bakimdan mutant suslar1 yakalayan HBsAg Kkitlerinin kullanilmasi

onerilmektedir (73).
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Sekil 8. Akut Hepatit B enfeksiyonu serolojisi (53)

Semptomlar

Viremi
(HBV DNA, DNA polimeraz)

Sekil 9. Kronik Hepatit B enfeksiyonu serolojisi (53)

Kronik
(Yillar)

HBeAg
HBsAg

Anti-HBc
total

Anti-HBc IgM

0 4 8 1216 2024 282 36 52

Temas sonrasi haftalar
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Tablo 5. Viral hepatit B’de klinik ile serolojik belirleyicilerinin iliskisi

HBsAg | Anti- HBeAg Anti- Anti- Anti- HBV
HBs HBe HBc HBc DNA
IgM total
Akut enfeksiyon + - +/- - + +
Iyilesmis - + - ¥ ; n _
enfeksiyon
Saglikli tastyict + - - + - + -
Kronik enfeksiyon + - + - +/- + +
Asilama - + - - - - -
Gizli HBV - +/- +/- +/- +/- +/- +
enfeksiyonu 4
(<10%)
Prekor stop + - - + +/- + +
mutasyonu

2.12.2. Hiicre kiiltiirii ve hayvan modelleri

Saglikli eriskin veya fetal insan hepatositlerinin primer Kkiiltiiriindeki HBV
biiylimesi gosterilmesine ragmen, uzun bir ddnemde seri tiretim basarilamamistir. Bundan
dolay1 tani testi olarak HBV kiiltiirii yapilamamaktadir (8).

Hayvan modellerinin viral inaktivasyon, as1 giivenligi ve etkinligi, dezenfeksiyon
kinetigi, enfektivite belirtegleri, immiinopatoloji ve seroepidemiyolojik arastirma
calismalarinda 6nemli bir rolii bulunmaktadir. HBV ile deneysel enfeksiyona yliksek
oranda duyarli olduklarindan, ¢ofu sempanze ve diger yiiksek seviye primatlar
kullanmilmistir. Hastaligin 1limli seyretmesi disinda, enfeksiyon insanlardaki enfeksiyona

benzemektedir (8).

2.12.3. Viral niikleik asitlerin saptanmasi

HBV DNA’nin belli bir bolgesini gdsteren molekiiler testler; replikatif bir viriis
enfeksiyonunu gostermesi yaninda kantitasyonu ile de hem tedavi kararinda hem de

tedavinin izlenilmesinde kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde ilk olarak hibridizasyon testleri
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kullanima girdi. Bu testlerin duyarliligi 10* kopya/mL smirinda iken son 20 yilda hizla
gelisen PCR teknolojisi ile duyarlilik 200-400 kopya/mL’ye kadar arttirildi. Ancak
deneyler aras1 molekiiler testler arasindaki korelasyon zayiftir ve halen tartigilmaktadir.
WHO HBYV kantitasyon biriminin uluslararasi standardini tanimlamis ve ileriki yillarda TU
olarak biitiin ticari kitlerde kullanilmasini 6ngdrmiistiir (7). Gelismis laboratuvarlarda ¢ogu
kez arastirma ve/veya sagaltimin izlenmesi amacma yonelik olarak insan serum ve
dokularinda HBV DNA dot blot hibridizasyon (Digene Hybrid Capture), insan serumunda
kantitatif HBV DNA sivi faz hibridizasyon yontemleri ile saptanabilmektedir. Ancak
disik DNA ve RNA seviyelerini tespit edemedikleri i¢in kronik hepatitlerin tanisinda
kullanilmalarindan vazgecilmistir. Yine insan serumunda HBV DNA, dallanmis
(branched) DNA sinyal amplifikasyon yontemi ile kantitatif olarak saptanabilmektedir.
Son zamanlarda serumda HBV DNA’y1 kalitatif ve kantitatif olarak saptamaya yonelik ¢cok
duyarli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleri gelistirilmistir. Bugiin kronik
hepatitlerin tanisinda diinya ¢apinda Real Time PCR kullanilmaktadir. PCR yonteminde
amag, bir ortamda bulunabilecek c¢ok az sayidaki mikroorganizma niikleik asitlerinin
sayica ¢ok fazla cogaltilmalar1 ve daha kolay saptanmalaridir. Burada; DNA’nin bir
ip¢iginin, DNA polimeraz enziminin ve gerekli maddelerin bulunmasi halinde DNA’nin
bir¢ok karsit zincir kopyalarmi sentezletebilme 6zelliginden yararlanilir. DNA zincirinin
ayrilmasi sitilarak saglanir. Bu ylizden 1stya dayanikli DNA polimeraz enzimi kullanilir.
Bu enzim termofil organizmalardan [thermus aquaticus (Taq enzimi) yada thermus
thermophilus (Tth enzimi)] elde edilir. “Light Cycler” ve “Tagman” teknolojisine dayali
yeni real time testler gelistirilerek PCR testinin duyarhiligi artirilmistir. Bu yontemler
sayesinde serumda 10 kopya HBV DNA/mL saptanabilmekte ve duyarlilik dot blot
hibridizasyondan 100-1000 kez fazla olmaktadir (73).

Glinimiizde HBV DNA kantitatif degerlendirilmesi i¢in kullanilan testler PCR
[COBAS Amplicor HBV monitor test (Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind.) ve HBV
SuperQuant (LabCorp, Burlington, N.C.)], siv1i faz hibridizasyon (Digene Hybrid
Capturell, Abbott ParklIl) ve bir sinyal amplifikasyon, dallanmigs DNA testi olan [Versant
HBV DNA (Bayer HealthCare, Tarrytown, N.Y.)] gibi hedef amplifikasyon yontemleridir.
LCx HBV DNA kantitatif testi (Abbott, USA), HBV DNA i¢in transkripsiyon aracil
amplifikasyon testi (Bayer HealthCare), molekiiler 1smnim (Abbott, USA) ve bir ¢ok

microarray metodu gibi diger bir ¢ok yontem gelistirilmektedir (8)
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Sekil 10. Cesitli sistemlerin HBV DNA saptama diizeyleri (24)
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2.12.4. HBV DNA mutasyon testleri

HBV mutasyon testleri arasinda ilaca spesifik diren¢ mutasyonlarin saptanmasi
gelisen virolojik ve biyokimyasal alevlenme etyolojisinin dogrulanmasi bakimindan
pratikde 6nem arz etmektedir. Ayrica bir ¢ok yeni antiviral ajanin tedavi onayi almasi
nedeniyle bunlara karsi secilen veya segilecek mutasyonlarm tespiti, tedavi i¢in ilag
seceneklerinin kararinda belirleyici olacaktir (14). Ilag direnci fenotipik veya sekans
analizi ile gosterilebilir. Tiim testler avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Direk sekanslama
bilinen ve potansiyel yeni diren¢ mutasyonlarini tanimlayabilmektedir. Fakat bu metod,
diisiik konsantrasyonlardaki gelismekte olan mutantlar1 tanimlayamaz (76). Giiniimiizde
bilinen tiim fonksiyonel adefovir ve lamuvidin direng mutasyonlari, Innogenetics
firmasmin {rettigi mutasyonlara spesifik, oligoniikleotid problarin nitroseliiloz membran
iizerine blotlanmas1 ve hedef diziye hibridizasyonu esasina dayanan INNO-LiPA (Line
probe assay) HBV DR-2 kiti ile tespit edilmektedir (14).

Prekor ve kor promoter mutasyonlarinin saptanmasi tedaviye yanit kriteri olan

HBeAg kaybinin etyolojisinin ac¢iga ¢ikarilmasinda onem tasimaktadir. Bu mutasyonlar
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LiPA testi ile hizli ve giivenilir sekilde tespit edilebilmektedir (14). HBsAg mutantlarinin
saptanmasi i¢in sekanslama, limitli dilusyonel klonlama PCR (LDC-PCR), gap ligaz zincir
reaksiyonu (gLCR) ve RT-PCR gibi, degisik molekiiler analiz yontemleri gelistirilmistir
(77).

2.12.5. HBV DNA genotiplendirme testleri

HBV genotiplendirmede kullanilan metodlar; sekanslama ve filogenetik analiz,
restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP), multipleks PCR, hibridizasyon ve antikor
temelli subtip ve genotiplendirmedir. Ozellikle sekanslama ve flogenetik analizde hedef
bolgenin tamamen dizilenmesi yeni genotip ve varyantlarin saptanmasina olanak
vermektedir. Ancak her iki yontemin de pahali ve zaman alic1 olmasi1 nedeniyle daha ¢ok
tek niikleotid degisikliklerine gore aymrici o6zellige sahip RFLP ve multipleks PCR
kullanilmaktadir (14).

Tablo 6. Farkli genotiplendirme metodlarmin avantaj ve dezavantajlar1 (18)

Genotiplendirme metodu Avantajlari Dezavantajlari

Sekanslama ve filogenetik Cok fazla bilgiye dayali olmas1 | Filogenetik analiz zaman

analiz nedeniyle en giivenilir alicidir ve kompleks
metoddur. Yeni genotipleri veya | bilgisayar analizi
rekombinasyonlari tespit programlarinda tecriibe
edebilen tek metoddur. gerektirmektedir.

RFLP Nispeten kolay uygulanabilir. Tek niikleotid degisimi bile
Oncelikle PCR analizi analizi imkansiz hale
gerektirmektedir. getirebilir.

Multipleks PCR Uygulanisi hizli ve kolaydir. Tek niikleotid degisimi bile
Cifte enfeksiyonlar1 saptamada | analizi imkansiz hale
iistiin oldugu bildirilmistir. getirebilir.

Antikorlar kullanarak Ucuzdur. Uygulanmasi kolaydir | Tek niikleotid degisimi bile

genotiplendirme ve ve genis genotip dagilimi igin analizi imkansiz hale

subtiplendirme ¢ok kullanighdir. PCR getirebilir.
amplifikasyonu gerekli degildir.

INNO-LiPA HBV Ticari kitleri vardir. Nispeten Pahalidir, tek niikleotid farki

genotiplendirme kolay uygulanabilir. baglanmay1 ve hibridizasyon

sonucunu etkileyebilir.
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2.13. Tedavi

Akut hepatit B enfeksiyonunda, klinik bulgu veren olgularin biiyiik bir kismi
hastaneye yatirilmadan izlenebilir. Akut HBV enfeksiyonunda 06zgiin bir tedavi
bulunmayip semptomlara yonelik destek tedavisi yapilmalidir. Hastalara istirahat onerilir.
Diyet kisitlamasina gerek yoktur (78).

Kronik hepatit B enfeksiyonunda kimler tedavi edilmelidir?

1) HBeAg pozitif hastalar: ALT seviyesi normalin iki katini asan hastalar spontan
HBeAg serokonversiyonu yoniinden alt1 ay izlenir ve alt1 ay sonunda ALT hala ytiksek,
HBV DNA > 20000 IU/mL (10 kopya/mL), karaciger biyopsisinde nekroinflamatuar
aktivitesi > 4 ve/veya fibroz > 2 ise tedavi diistiniiliir. ALT seviyesi normal ile iki kat
arasinda olan hastalar 35-40 yas iizerinde ise biyopsi yapilmali ve nekroinflamatuar
aktivitesi > 4 ve/veya fibroz > 2 olanlar tedavi edilmelidir. ALT seviyesi normal olan
olgularda 3-6 ayda bir ALT kontrolii, 6-12 ayda bir HBeAg kontrolii yapilir (78).

2) HBeAg negatif hastalar: HBeAg negatif, HBV DNA seviyesi > 2000 1U/mL
(10 kopya/mL), biyopside kronik hepatit bulunan ALT normal yada yiiksek hastalar tedavi
edilmelidir (78).

3) Siroz hastalari: Kompanse sirozu olan hastalar ALT diizeyinden bagimsiz
olarak, HBV DNA seviyesi > 2000 IU/mL ise tedavi edilmelidir. Kompanse siroz
hastalarinda ALT ytiksek ise diger nedenler dislandiktan sonra HBV DNA > 50 IU/mL ise
tedavi edilmelidir. Dekompanse sirozu olan hastalar HBV DNA > 50 IU/mL ise tedavi
edilmelidir (78).

Standart interferon alfa-2a ve 2b, pegile interferon alfa-2a ve 2b, lamivudin,
adefovir, entekavir, tenofovir ve telbivudin iilkemizde mevcut olan ve kullanim onay1
almig ilaglardir. Pegile interferon alfa, entekavir ve tenofovir HBeAg pozitif ve HBeAg
negatif olgularda ilk secenek ilaclardir. ALT diizeyi > 3x ve HBV DNA < 10’ IU/niL ise
pegile interferon ve niikleoz(t)id tedavisine yanit oran1 yiiksektir. ALT <2x ve HBV DNA
>2x10" TU/mL ise pegile interferon tedavisine yamit orani diisiiktiir (78).

interferon Alfa: immunomodulator, antiviral ve antiproliferatif etkilere sahip olan
sitokinlerdir (11). Cesitli uyaranlara cevap olarak 0karyotik hiicrelerden salinan, genis bir
biyolojik aktiviteye sahip potent sitokinlerdir. Alfa, beta, gama interferon olmak {iizere ii¢

tip interferon bulunur. Makrofaj, dogal oldiiriicii hiicreler (NK) ve sitotoksik T hiicre
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aktivitelerini artirarak enfektif hiicrelerin eliminasyonunu saglarlar. Bu etkilerini 6zgiil
reseptorler araciligiyla gosterirler (79).

Pegile Interferonlar: Interferon molekiiliine bir polietilen glikol polimerinin
baglanmasi esasina dayanan pegilasyon teknolojisi, uzamis plazma Omriine sahip
interferonlarin olusturulmasimi saglamistir. Pegile interferonlarla ilgili yapilan ¢alismalarin
sonuglar1 incelendiginde, tedavi sonunda pegile interferonlarin; HBeAg serokonversiyonu,
transaminaz normalizasyonu, kalic1 viral yanit ve HBV DNA negatiflesmesi acisindan
standart interferonlara gore daha avantajli olduklar1 goriilmiistiir. Yapilan calismalarda
pegile interferonlarm giivenilirligi de arastirilmis ve yan etki profili acisindan standart
interferonlardan farkli bir 6zelliklerinin olmadig1 goriilmiistiir (80).

Lamivudin: Sitozin analogudur. Revers transkriptaz inhibitoriidiir. En az yan
etkiye ve toksisiteye sahip olandir. HBV nin prereplikatif formuna etki etmedigi i¢in 2 yil
gibi uzun siireyle kullanilmalidir. Alt1 aylik kullanimi sonunda c¢ok yiiksek HBV DNA
degerlerini diisiirdiigii tespit edilmistir. Interferona yamit alinamayan vakalarda tek veya
kombine sekilde kullanilabilir. Uzun siire kullanimiyla mutant olusumu, pankreatit ve
karaciger yetmezligi gelisebilir (79).

Famsiklovir: Asiklik guanin tiirevidir. Hem HBV DNA’nm katalize ettigi
niikleotid zincirini bloke eder, hem de HBV DNA’nin i¢ine girip stabil olmayan DNA
molekiilii olusmasini saglar. Interferondan fayda gdrmeyenlerde kullanilabilir. Tedavi
sirasinda rezistan mutantlarin gelismesi, ilacin kesilmesiyle replikasyonun tekrar baglamasi
olumsuz o6zelliklerindendir. Asiklovir, gansiklovir, ribavirin, vidarabin, didenozin,
zalsitabin, zidovidin gibi ilaglar, viral replikasyonu baskilamada yetersiz kalmalari, ciddi
yan etki ve toksisite yapmalari nedeniyle tedavide kullanilmamaktadir (79).

Telbivudin: Yapilan ¢aligmalarda viral yiik ve ALT normallesmesinde lamivudine
istlinliigii gosterilmisse de HBV DNA diizeyleri azalmasinda anlamli fark saptanmamustir.

Adefovir: Lamivudin tedavisine direng gelisen hastalarda en yaygin tedavi yontemi
tedaviye bir niikleotid veya niikleozid analogu eklemektir (79).

Entecavir: Potent bir niikleozid analogudur. Yapilan caligmalarda direng oraninin
daha diisik (% 1,7) virlisii baskilama oranminsa daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Calismalar halen devam etmektedir (79).

HBYV genotipleri ile tedaviye cevap arasindaki iliski son zamanlardaki ¢caligmalarin

odagi olmustur. HBV genotipleri ile hastalarin tedaviye cevabi arasindaki iliskinin
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anlagilmasi1 hasta yonetimini iyilestirebilir. C ve D genotipindeki hastalar, A ve B genotipi
ile karsilastirildig1 zaman, IFN alfa’ya daha diisiik cevap oranlarma sahiptir. Genotip B’li
hepatit B hastalar1 IFN alfaya daha yiiksek diizeyde cevap verirler (18). Tayvan’da yapilan
bir caligmada genotip B’de genotip C ile karsilastirildiginda IFN tedavisi ile daha yiiksek
oranda HBeAg serokonversiyonu gelistigi gdsterilmistir. Ispanya’da yapilan bir ¢aligmada
ise, genotip A’da, genotip D’ye gore daha fazla serokonversiyon goriilmiistiir. 52 haftalik
cok uluslu, plasebo kontrollii bir caligmada ise, pegile IFN tek basina ve lamivudin ile
kombine olarak tedavide kullamilmistir ve HBeAg serokonversiyonu C ve D genotipli
hastalar ile kiyaslandig1 zaman, A ve B genotipinde daha fazla goriilmiistiir. italyada
yapilan bir caliymada lamivudine tedavisi verilen A ve D genotipli hastalar arasinda
virolojik ve biyokimyasal cevaplar farkli bulunmamistir. Diger antiviraller i¢cin bu konuda

cok az veri vardir (81).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Calisma grubu

Arastirma Ornekleri: Mart 2008-Ocak 2009 tarihleri arasinda Van Yiiziincii Y1l
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarma ¢esitli kliniklerden
gonderilen, degisik donemlerde HBV enfeksiyonuna sahip hastalara ait 54 serum 6rnegi
toplanmistir. HBV DNA diizeyleri tespit edilmis ve serolojik belirleyicileri ¢alisilmis olan
54 6rnek calismaya dahil edilmistir.

3.1.2. Kullanilan ara¢ ve gerecler

Calismada asagida listelenen arag ve geregler kullanilmistir:
e Buzdolabs,

e -80° C’lik derin dondurucu,

e Eppendorf tiipi,

e Enjektor,

e Falkon tiipleri,

e Cam tiip,

e Santrifiij,

e Otomatik pipetler ve filtreli pipet uglari,
e ELISA cihaz1 (AXSYM, Abbott),

e Su motoru,

e Shaker,

e PCR cihazi (Cobas Tagman, Roche),

e Distile veya deiyonize su,

¢ Vorteks karistirici,

e Hassas terazi,
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e Smif II giivenlik kabini,
e Thermal cycler,

e Is1 blogu,

e Pulse-spin,

e Mikrodalga firin,

e Jel elektroforez,

e Oto-blot cihazi.

3.1.3. Kullamlan kitler ve kimyasal maddeler

e AXSYM HBsAg Makro Elisa kiti (Abbott, Amerika)

¢ AXSYM Anti-HBs Makro Elisa kiti (Abbott, Amerika)

¢ AXSYM HbeAg Makro Elisa kiti (Abbot, Amerika)

¢ AXSYM Anti-Hbe Makro Elisa kiti (Abbott, Amerika)

¢ COBAS TagMan 48 HBV PCR Test kiti (Roche, Almanya)

e QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, Almanya)

o dNTP

¢ 10x Taq buffer

e Taq DNA polimeraz

e TAE (Tris Asetik asit EDTA)

¢ Etidyum bromiir

e Jel elektroforez yiikleme tamponu (Bromophenol blue)

¢ INNO-LiPA HBV Genotiplendirme kiti (Innogenetics, Belcika)
¢ INNO-LiPA HBV Prekor mutasyon analizi kiti (Innogenetics, Belcika)

3.2. Calisma Yontemi

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
cesitli kliniklerden gonderilen, Hepatit B enfeksiyonu tanis1 almis degisik klinik
donemlerinde HBV enfeksiyonu bulunan hastalarda oncelikle HBV DNA diizeyleri
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COBAS Tagman 48 (Roche, Almanya) Real Time PCR ile tespit edildi. Ayn1 hastalarin,
ayni tarthte Axsym-Abbott cihazi ile tiim hepatit serolojik belirleyicileri de ¢alisildi. Daha
sonra tekrar kullanilacak olan hasta serumlar1 ¢alisma sonuna kadar -80 °C’de sakland:.
54 hasta Ornegi toplandiktan sonra QIAamp DNA Mini Kit ekstraksiyon kiti (Qiagen,
Almanya) kullanilarak HBV DNA ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen DNA’lar ¢alismaya
kadar -20 °C’de saklandi. Sonra DNA 6rnekleri gruplar halinde nested PCR ile amplifiye
edildi. Tiim amplifikasyon triinleri DNA varlig1 a¢isindan jel elektroforezde goriintiilendi.
Jelde DNA banti olusan hastalar ¢alismaya alindi. Amplifikasyon iiriinleri calismaya kadar
-20 °C’de saklandi. Tiim 6rneklerde, revers hibridizasyon prensibine dayali INNO-LiPA
HBV Genotyping (Innogenetics-Belgika) genotiplendirme kiti ve INNO-LiPA HBV
PreCore (Innogenetics-Belgika) mutasyon analizi kiti kullanilarak genotiplendirme ve
mutasyon tespiti yapildi. Sonuglar kit prosediiri ve yorum ¢izelgesi kullanilarak

degerlendirildi.

3.2.1.Real Time PCR ile HBV DNA’nin kantitatif tespiti (COBAS TaqMan 48)

COBAS TagMan 48, Real Time PCR teknolojisi kullanarak, klinik 6rneklerdeki
DNA’nin amplifikasyonunu, deteksiyonunu ve kantifikasyonunu otomatik olarak
gergeklestirir. Kullanilan deteksiyon teknolojisi 5' niikleazdir. Bu metot, iki floresan boya
ile isaretlenmis problarin kullanimmi igerir. Bu problarin normalde baskilanmis floresan
boyalar1 vardir. Amplifikasyon sirasinda problar hedef DNA’ya hibridize olur.
Reaksiyonda kullanilan DNA polimeraz, ekzoniikleaz aktivitesi ile probu keserek parcalar.
Bunun sonucunda, isaretleyici molekiil, baskilayic1t molekiilden ayrilir. Baskilama ortadan
kalktig1 i¢cin floresan sinyali olusur. Floresan sinyali, PCR sonucu olusan iiriin ile dogru
orantilidir.

Calisma oOncesi, gerekli tiim reaktifler oda 1sisma getirildi. Calisilacak numune ve
kontrollere gore asagadaki tablodaki bilgiler dogrultusunda calisma Lysis/Binding

soliisyonu hazirlandi.
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Tablo 7. Cobas TagMan prosediiriine gore Lysis/Binding soliisyonu hazirlanmasi

Test sayisi 12 24
Lysis/Binding Buffer (ml) 7.0 14.0
Carrier RNA (ul) 140 280
HBV QS (ul) 39 78
Proteinase K (pl) 1.4 2.8

Test prosediiriine gére numune ve kontroller hazirlandi. Sonra ¢aliyma master miksi
hazirlanip, numuneler ve kontroller ilave edildi. 3 saat igerisinde amplifikasyona baslandi.
COBAS TagMan 48 analizorii acilarak amplifikasyon ve deteksiyon yapildi. [U/ml olarak
hesaplanan HBV DNA titresi 5.82 kopya/lU c¢evrim faktorii kullanarak kopya/ml’ye

cevrildi.

3.2.2. MEIA (Mikroparticle Enzyme Immunoassay) ile hepatit B enfeksiyonu
serolojik belirleyicilerinin tespiti (AXSYM, Abbott)

1) MEIA icin kullamlan reaktanlar

1. Antijen, antikor veya viral partikiille kapli mikropartikiiller,

2. Bulk soliisyonu: 1-Floresan substrat, 4-Metylumbelliferyl Phosphate (MUP),

3. Alkalen fosfataz isaretli konjugat.

2) MEIA yontemi

Ornek ve mikropartikiiller birlesir ve reaksiyon 1sisinda inkiibe edilir. Inkiibasyon
periyodunda var olan antijen yada antikorlar mikropartikiillerle birlesirler ve immun
kompleks olustururlar. Immun kompleks glass fiber matrikse irreversibl olarak baglanr.
Yikama yapilarak baglanamayan materyal uzaklastirilir. Glass fiberlerce tutulan immun
kompleks ise matrikste kalir. Alkalen fosfataz ile isaretli konjugat matrikse eklenir.
Antikor-antijen-konjugat sandvi¢ modelinde oldugu gibi baglanirlar. Ortama MUP eklenir.
Alkalen fosfataz konjugatt MUP’1, 4-Methylumbelliferone’ye (MU) hidrolize eder. MU
floresan bir iriindiir. MEIA optik okuyucular1 MU miktarmi 6lcer. MU miktart ayni
zamanda, tespit edilmek istenen antijen yada antikorun miktarini verir. Bu testde AXSYM,

Abbott cithazi kullanildi.
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3.2.3. HBV DNA izolasyonu

PCR ile HBV DNA miktar1 10.000 kopya/ml iizerinde tespit edilmis ve hepatit
belirleyicileri saptanmis 54 hastaya ait serum orneklerinde QiAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapildu.

1. Once tiim izolasyon kitleri buzdolabindan disar1 ¢ikarilarak, oda sicakligmna
getirildi.

2. Is1 blogu 56 °C’ye ayarlandu.

3. Tampon AWI1 ve AW2’ye (yikama tamponu) {istiine yazan miktar kadar etanol
eklendi.

. 1.5 mI’'lik eppendorf tiipleri 6rnek sayis1 kadar dizildi ve numaralandirildi.
. IIk 6nce 20 pl proteinaz K tiipiin dibine konuldu.

. Uzerine 200 pl hasta drnegi eklendi.

. 200 pl AL (Lysis Buffer-lizis tamponu) tiip lizerine eklendi.

. Eppendorf tiipleri vortekslendi.

. Tiipler 1s1 blogunda 10 dakika 56 °C’de bekletildi.

O 00 9 O »n b

10. Sonra 3-4 saniye pulse spin yapildi.

11. 200 pl etanol 6rnege eklendi.

12. Tekrar vortekslendi ve pulse spin yapildi.

13. Spin kolonlar dizildi ve numaralandirild.

14. Tiim materyal kolonlara aktarild:.

15. Kapaklar1 kapatildi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

16. Bu kolonlar 2 mI’lik koleksiyon tiiplerine alindi, alttaki sivi ve tiip atild1.

17. Spin kolonlara 500 pl buffer AW1 eklendi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij
edildi.

18. Bu koleksiyon tiipleri de yenisi ile degistirildi.

19. Uzerine tampon AW2 den 500 pl eklendi.

20. 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

21. 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerinin kapaklar1 kesildi ve kolonlar bu tiiplere
aktarildi.

22. Kolon i¢cindeki DNA’larda etanol kalmamasi i¢in tekrar 13.000 rpm de santrifiij
edildi.
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23. Yeni eppendorf tiipleri dizildi ve numaralandirild1.

24. Kolonlar ependorflara aktarildi.

25. Tam filtrelerin lizerinden filtrelere degdirilmeden {izerine 60 pl buffer AE
eklendi ve 1 dakika bekletildi.

26. Sonra 13.000 rpm de santrifiij edildi.

27. Elde edilen DNA’lar -20 °C’de saklandi.

3.2.4. HBV genotiplendirme

INNO-LiPA HBV Genotyping ve PreCore testi in vitro, serum ve plazma
orneklerinin kullanildig: revers hibridizasyon temelli “line probe assay” yontemidir. Ik
basamak izole edilmis DNA 6rneklerinin biyotinlenmis PCR primerleri kullanilarak iki tur
PCR ile ¢ogaltilmasidir. Amplifikasyon sonrasi biyotinlenmis belli bolgeye ait DNA
materyali (genotiplendirme i¢gin HBsAg open reading frame, mutasyon analizi i¢in prekor
ve bazal kor promoter bolgesinden ¢ogaltilmis) membran bazh stripler tizerindeki paralel
cizgiler seklinde yerlestirilmis spesifik oligoniikleotid problara hibridize edilir.
Hibridizasyon sonrasi, baglanmamis DNA striplerden yikanir. Alkalen fosfotaz ile
isaretlenmis streptavidin eklenir, bu daha once olusmus biyotinlenmis hibridlere baglanir.
Kromojen substrat ile inkiibasyon sonrasi mor/kahverengi presipitat olusur. HBV
genotiplendirme agamalari sunlardir:

1) Amplifikasyon:

Outer amplifikasyon

Nested amplifikasyon

2) Jel elektroforez

3) LiPA asamasi

1) Amplifikasyon Asamasi:

A) Amplifikasyon icin gereken reaktifler:
- dNTP (25 mM),

- 10xTaq buffer,

- Taq DNA polimeraz,

57



- 0.2 ml lik PCR tiipleri,

B) Amplifikasyon asamalar: test prosediiriine gore Nested PCR yapildi.

a) Outer Amplifikasyon:

1. DNA ornekleri -20°C’den oda 1s1sina ¢ikarildi.

2. Ornek sayisi+negatif kontrol+pozitif kontrol kadar PCR tiipii dizildi ve
numaralandirildi.

3. Master Mix 1, 6rnek sayis1 kadar hazirlandi:

N x 32.4 pl otoklavlanmais distile su

N x 5.0 pl 10x Taq amplifikasyon buffer

N x 0.4 pl ANTP mix

N x 2.0 pl Outer primer mix

N x 0.2 pl Taqg DNA polimeraz 5 U/ul

4. Hazirlanmig Master Mixden otoklavlanmis amplifikasyon tiiplerine 40 pl
dagitild.

5. Uzerine 10 pl DNA 6rneklerinden dagitildu.

6. Negatif kontrol olarak distile su kullanild.

7. Thermal cycle asagadaki amplifikasyon programina gore ayarlandi ve outer

amplifikasyonu yapildi:

Tablo 8. INNO-LiPA HBV Genotyping test prosediiriine gére outer amplifikasyon thermal

cyle programi

1 Denatiirasyon 94 °C 4 dakika
2 Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
3 Primerlere baglanma 45 °C 30 saniye 40 siklus
4 Primerleri uzatmak 72 °C 30 saniye
5 Uzama 72 °C 10 dakika
6 4°C sogutmak 4 °C 1 dakika

8. Bu asama sonrasit ornekler hemen nested amplifikasyon icin kullanild1 veya
-15/-25° C’de sakland1.
b) Nested Amplifikasyon:

1. Ornekler -20 °C’de saklanmissa ¢dziinmesi i¢in buzdolabidan ¢ikarildu.
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2. Ornek sayis1 + negatif kontrol + pozitif kontrol kadar PCR tiipii dizildi ve
numaralandirildi.

3. Master Mix 2 hazirlandz:

N x 32.4 pl otoklavlanmais distile su

N x 5.0 pl 10x Taq amplifikasyon tamponu

N x 0.4 pl ANTP mix

N x 2.0 pl Nested primer mix

N x 0.2 pl Taqg DNA polimeraz 5 U/ul

4. Hazirlanmig Master Mix 2’den otoklavlanmis amplifikasyon tiiplerine 48 pl
dagitild.

5. Uzerine 2 pl outer amplifikasyon iiriiniinden eklendi.

6. Negatif kontrol olarak distile su kullanild.

7. Thermal cycle da asagadaki amplifikasyon programma goére nested

amplifikasyon yapildi:

Tablo 9. INNO-LiPA HBV Genotyping test prosediiriine gore nested amplifikasyon

thermal cyle programi

1 Denatiirasyon 94 °C 4 dakika
2 Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
3 Primerlere baglanma 45 °C 30 saniye 35 siklus
4 Primerleri uzatmak 72 °C 30 saniye
5 Uzama 72 °C 10 dakika
6 4 °C sogutmak 4 °C 1 dakika

8. Nested amplifikasyon {iriinii hemen kullanilmayacaksa -20 °C’de saklandi.

2) Jel elektoforez goriintiileme:

Birinci asama ve ikinci asama c¢ogaltma islemi tamamlanmasi sonrasinda jel
elektroforezde goriintilleme islemi yapildi. % 2’lik hazirlanan agaroz jel icine 1 pg/ml
ethidium bromid ilave edildi ve taraklara yerlestirilmis jel tanki i¢ine agaroz jel dokiilerek
jel hazirlandi. Jelin donmasi beklendi. Elektroforez tanki TAE 1X ile dolduruldu ve
cikarilan taraklarin oluklarma 10 pl amplifikasyon tiriinii 2 pl kadar yiikleme tamponu ile
parafilm {izerinde karistirilarak yiiklendi. Her calismada negatif kontrol de yiiklendi.
Elektroforez tankimna 70-80 V akim verilerek yiiriitme islemi yapildi. 20 dakika yiiriitme

islemine devam edildi. Sonra olusan bantlar DNA varlig1 agisindan degerlendirildi.
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3) LiPA Asamasi:

Orneklerin denatiirasyonu:

1. LiPA kitleri buzdolabindan ¢ikarildi.

2. Oto-blot cihazi agildi. Gerekli yikamalar yapildi. Isimnmasi i¢cin 30 dakika
beklendi.

3. Hibridizasyon soliisyonu, stringent washing cihaz {izerindeki yerlerine
birakilarak 1sinmalar1 saglandi.

4. Tiim calisma soliisyonlar1 hazirlandi. Cihazin arkasinda bulunan kablolar gerekli
soliisyonlarin i¢ine yerlestirildi.

5. Her 6rnek i¢in bir oluk hazirland1.

6. Her bir oluga koselerden 10 pl denatiirasyon soliisyonu eklendi. Denatilirasyon
soliisyonu bozulmamasi i¢in hava ile fazla temas etmemesi saglandu.

7. Uzerine 10 ul 6rnek veya negatif kontrol konuldu. Dikkatlice pipetleyerek
karistirildi.

8. Oda sicakliginda 5 dakika denatiirasyon i¢in bekletildi.

9. Daha sonra programlanan oto-blot cihazi ile hibridizasyon, yikama ve
renklendirme asamalar1 yapild1.

10. En son asamada bantlarin olusmasi arkasindan 2 ml distile su eklendi. En az 3
dakika bekletildi.

11. Stripler kurutma kagidina almarak kurutuldu ve strip kagidina yapistirilds,

karanlikta saklandi.

3.2.5. Prekor mutasyon tespiti asamasi

HBV prekor ve bazal kor promoter mutasyon analizi revers hibridizasyon temelli
INNO-LiPA HBV PreCore (Innogenetics, Belcika) kiti ile ¢alisildi. Calisma yontemi kit
prosediiriine gore yapildi. Genotiplendirme yapilmis hastalara ait DNA 6rnekleri, dnce
HBYV PreCore kitine ait primerler ile nested PCR yontemi ile ¢ogaltildi, jelde goriintiilendi.
Jelde bant goriilmeyen hastalar calismaya alinmadi. Sonra oto-blot cihazi ile tiim

basamaklar HBV Genotiplendirme prosediirii ile ayn1 sekilde yapildi.
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3.2.6. istatistiksel analiz

Veriler SPSS paket program araciligi ile analiz edildi. Verilerin tanimlanmasi i¢in
tanimlayict istatistik, ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in iki ortalama arasindaki farkin
onemlilik testi (student t-test) ve gruplar arasi1 farkin karsilastirilmasi i¢in de Pearson-ki

kare testi kullanildi. o anlamlilik diizeyi 0.05 olarak alind1.
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4. BULGULAR

Mart 2008 - Ocak 2009 tarihleri arasinda Van Yiiziincii Yil Universitesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarmma Hepatit B enfeksiyonu 6n tanisi ile gdnderilen hasta serum
orneklerinden tim HBV serolojik belirleyicileri ¢alisilmis ve Real Time PCR ile HBV
DNA diizeyleri tespit edilmis 54 hasta serumu ¢alismaya alindu.

54 hastanimn 37’s1 (% 66.5) erkek, 17’s1 (% 31.5) kadind1. 7-91 yas araliginda olan
hastalarin yas ortalamasi1 29.15+18.39 olup medyan degeri 26.5°ti.

Arastirma kapsamina alinan 54 hastanin 30’unda (% 55.6) HBeAg pozitif bulundu.
Hastalarin ALT degerlerinin (minor 13-max. 848) ortalamas1 137.7+207.997 olup, medyan
degeri 56.0 idi.

Genotiplendirme yapilan 54 hastanin tamami genotip D olarak tespit edildi. Ayni
hasta Orneklerinin 5 tanesinde mutasyon analizi i¢in amplifikasyon sonrasi jel
elektroforezde bant olusmadi (Resim 1’de olugsmayan bazi bantlar goriilmektedir). Bu

nedenle mutasyon analizi 49 hasta tizerinde gerceklestirildi.

Resim 1. % 2’lik agaroz jel elektroforezde HBV mutasyon analizi i¢cin ¢ogaltma basamagi

sonras1 2. PCR iirlinleri bantlarinin goriiniimii

49 hastanin 28’1 prekor wild tip olarak bulunurken, 20 hasta prekor varyant olarak
tespit edildi. 1 hastada ise prekor gen bdlgesine ait bant olugsmadi ve indetermine (belirsiz)

olarak degerlendirildi.
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BKP mutasyon analizi yapilan 49 hastanin 26’s1 BKP wild tip ve 17’si BKP
varyant olarak tespit edildi. 6 tanesinde bu bolgeye ait bant olugsmadi ve indetermine olarak
degerlendirildi.

Mutasyon analizi yapilan 49 hastanin 19’unda her iki gen bdlgesine ait wild tip
bandi olustu, prekor ve BKP mutasyonu tespit edilmedi. 11’inde ise her iki bolgeye ait
mutasyon saptandi.

49 hastada tespit edilen mutasyonlarm dagilimi Tablo 10°da gosterilmektedir.

Tablo 10. Hastalarda saptanan mutasyonlarm dagilimi

Mutasyon durumu Hasta sayis1 %
Prekor

Precor wild tip 28 57.1
Precor varyant tip 20 40.9
Indetermine 1 2.0
Toplam 49 100.0
BKP

BKP wild tip 26 53.1
BKP varyant tip 17 34.7
Indetermine 6 12.2
Toplam 49 100.0
Prekor+BKP

Prekor wild tip/BKP wild tip 19 38.8
Prekor varyant tip/BKP varyant tip 11 22.4
Bunlarin disindaki durumlar* 19 38.8
Toplam 49 100.0

* Prekor wild tip+BKP varyant, Prekor wild tip+BKP indetermine, Prekor varyant+BKP wild tip,
Prekor varyant+BKP indetermine, Prekor indetermine+BKP wild tip

Mutasyon analizi yapilan 49 hastadaki mutasyon dagilimma bakildigi zaman,
prekor mutasyonu agisindan bu hastalarin 11’1 (% 22.5) sadece varyant olarak saptanirken,

9 tanesi wild tip+varyant olarak tespit edildi.

63



BKP mutasyonu acisindan bakildiginda ise, 49 hastanin 4’ii (% 8.2) single varyant
(A1762/T1764), 8’1 (% 16.3) dual varyant (T1762/A1764), 1’i (% 2.0) wild tip+single
varyant (AG+AT miks tip) , 4’1 ise wild tip+dual varyant (AG+TA miks tip) olarak tespit
edildi.

Tablo 11. HBV prekor ve BKP bdlge mutasyonlar: dagilimi

Mutasyonlarin dagilimi Hasta sayisi %
Prekor (nt 1896)
Wild tip 28 57.1
Varyant tip 11 22.5
WT+Varyant tip 9 18.4
Indetermine 1 2.0
Toplam 49 100.0
Bazal Kor Promoter
(nt 1762 ve 1764)
Wild tip (AG) 26 53.1
Single varyant tip(AT) 4 8.2
Dual varyant tip(TA) 8 16.3
AG+AT miks tip 1 2.0
AG+TA miks tip 4 8.2
Indetermine 6 12.2
Toplam 49 100.0

Hastalarm HBeAg durumlar1 ile prekor mutasyon varligi incelendigi zaman,
HBeAg negatif olan hasta grubunun i¢inde 5 hasta (% 25.0) wild tip iken, 15 hasta
(% 75.0) varyant tip olarak bulundu. HBeAg varligina gore mutasyon goriilme durumu

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Pearson ki-kare, p[10.0001).

Tablo 12. HBeAg durumu-Prekor mutasyon arasi iligki

Prekor
HBeAg durumu Wild tip Varyant tip
Say1 % Say1 %
HBeAg negatif 5 25.0 15 75.0
HBeAg pozitif 23 82.1 5 17.9
Toplam* 28 58.3 20 41.7

*1 hastada prekor

mutasyonu indetermine bulundu.




HBeAg negatif olan hastalarin 11’inde (% 57.9) BKP mutasyonu goriilmiistiir.

HBeAg negatif olanlar ile HBeAg pozitif olanlar arasinda BKP mutasyonu goriilme

durumu agisindan istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur (Pearson ki-kare, p=0.028).

Tablo 13. HBeAg durumu-BKP mutasyon aras1 iligki

BKP
HBeAg durumu Wild tip Varyant tip
Say1 % Say1 %
HBeAg negatif 8 42.1 11 57.9
HBeAg pozitif 18 75.0 6 25.0
Toplam* 26 60.5 17 39.5

*6 hastada BKP mutasyonu indetermine olarak bulundu.

HBeAg negatif olan 18 hastanin 3’i (% 16.7) prekor wild tip+BKP wild tip iken,

9’u (% 50.0) prekor varyant+BKP varyant olarak bulundu. 6 hastada (% 33.3) ise bu gen

bolgelerinden sadece birinde mutasyon saptandi. HBeAg durumu ile prekor ve BKP

mutasyonlar1 birlikteligi degerlendirildiginde HBeAg negatifligi ile pozitifligi arasinda

mutasyon durumu agisindan anlamli fark bulunmustur (Pearson ki-kare; p=0.002).

Tablo 14. Hastalarin HBeAg durumu agisindan prekor ve BKP mutasyon birlikteliginin

degerlendirilmesi
Prekor+BKP mutasyonu birlikteligi
HBeAg durumu Prekor wild+ BKP Prekor Sadece bu
Wild tip birlikteligi varyant+BKP bolgelerin birinde
varyant tip mutasyon
birlikteligi
Say1 % Say1 % Say1 %

HBeAg negatif 3 16.7 9 50.0 6 333
HBeAg pozitif 16 66.7 2 8.3 6 25.0
Toplam* 19 45.2 11 26.2 12 28.6

* Indeterminate olarak saptanan hastalar dahil edilmemistir.
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Hastalar 18 yas alti, 19-30 yas aras1 ve 31 yas ve iizeri olarak 3 grupda
degerlendirildi. 18 yas alt1 grup degerlendirildigi zaman, 15 hasta prekor wild tip (% 93.8)
olup, yas gruplar1 ile prekor mutasyon durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (pearson ki-kare; p=0.002). Bu fark 18 yas alt1 gruptan kaynaklanmaktadir.

Bu yas gruplarma gore prekor mutasyonu durumlar1 Tablo 15°de gosterilmektedir.

Tablo 15. Yas gruplar ile prekor mutasyonu arasindaki iliski

Prekor mutasyonu
Yas gruplari Wild tip Varyant tip
Say1 % Say1 %
18 ve alt1 15 93.8 1 6.3
19-30 6 46.2 7 53.8
31 ve iistii 7 36.8 12 60.2
Toplam* 28 53.8 20 41.7

*1 hasta prekor mutasyonu yoniinden indetermine olarak tespit edildi.

Yas gruplar1 ile BKP mutasyon durumu arasinda ise anlamh fark bulunmamistir
(p>0.05).

Cinsiyet ile prekor ve BKP mutasyonlar1 arasinda iligki incelendigi zaman ise
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir ( p>0.05). Prekor ve BKP mutasyonlar1
acisindan ALT degerleri incelendigi zaman wild ve varyant olma durumuna gore ortalama

ALT degerleri agisindan fark bulunmamistir (student T test; p>0.05).
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Resim 2. INNO-LiPA HBV Genotyping sonuglari.
Use the interpretat - .
Ll TMEa onemat INNO-LiPA HBV Genotyping

AT ALL TIMES
for correct interpretation of the Data reporting sheet
HBV genotype roven
1 3 4 5 6 7 8 9 10

e pebretazon chart  INNO-LiPA HBV Genotyping

for correct interpretation of the - {

HBV genotype Data reporting sheet _

2 4 5 . 8 9 10
B [ = ™

| w
|
| ~




IN NOGI:' I"fl:j'l'l(:_sf":'

Resim 3. INNO-LiPA HBV Genotyping ve PreCore testleri degerlendirme cetvelleri.
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Resim 4. INNO-LiPA HBV Genotyping degerlendirme ¢izelgesi
INNO-LiPA HBV Genotyping
Interpretation chart
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Resim 5. INNO-LiPA HBV PreCore mutasyon analizi sonuglari

.......
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada 350 milyon HBV tasiyicis1 bulunmaktadir ve hepatit B diinyay: tehdit
eden saglik unsurlarindan biridir. Inaktif HBV asismm kullanimi ile birlikte bu viriis ile
miicadelede 6nemli yol alinmistir ancak gelismekte olan ve geri kalmis tlilkelerde 6nemli
halk saglig1 sorunu olarak karsimiza ¢ikmaya devam etmektedir (82). HBV enfeksiyonu
geciren erigkin hastalarin yaklasik % 10°’unda HBsAg kaybolmayarak kisiyt HBV tasiyicisi
haline getirir. Konakla iligkili faktorler, Ozellikle yas ve immiinite, kronik HBV
enfeksiyonu gelisiminde Onemlidir. Viriisiin etkilerini, direk sitopatik hasardan ¢ok
immunolojik degisikliklere yol acarak gosterdigi diistiniilmektedir ( 83).

Genotip, bir genomun genetik 6zelliklerinin, niikleotid degisimlerini, niikleotid
insersiyonu veya delesyonlarini temel alarak tip yada subtip olarak tanimlanmasidir. Bu
tanimlama her bir birey dizininin digerinden ayrilmasim saglayan ozellikler igerir. Bu
bilgiler, dizinlerin molekiiler virolojik karakteristiklerini olusturur ve klinik olarak
kullanilabilir faydali bilgiler saglayabilir. Genotipler, birbirinden en az % 8’lik bir
niikleotid farkliligi gostermektedir (84). HBV’nin bugiine kadar tanimlanmis 8 ana
genotipi vardir ve bu genotipler A’dan H harfine kadar adlandirilmistir. Bu genotipler
farkli cografik dagilim gdstermektedirler. Genotip A; Kuzeybat1 Avrupa, Sahra alt1 Afrika
ve Kuzey Amerika’da yaygin olmakla birlikte tiim diinyada goriiliir. Genotip B ve C
Gilineydogu Asya’da daha sik goriiliirken, D genotipi Akdeniz bolgesi ve Orta Dogu’da
siktir. Genotip E Bat1 Afrika iilkelerinde smnirli iken F genotipi yaygin olarak Orta ve
Giliney Amerika’da saptanmaktadir (3, 84, 85). Genotip G Fransa ve USA’da sinirhidir ve
genotip H ise sadece Orta ve Giiney Afrika’daki topluluklarda bulunmustur (84). HBV
genotiplerinin gesitliligi, karaciger hastalig1 siddeti, siroz ve HCC gelisimi, viral persistans
ve antiviral tedaviye cevap gibi enfeksiyonun klinik farkliligi ile ilgili olabilmektedir (86).

HBV genotiplendirme ¢alismalari, HBV ve diger bulasici hastaliklarin ¢ok yogun
goriildiigi Uzak Dogu iilkelerinde sik yapilmaktadir. Cinde yapilan bir ¢alismada, % 72.6
genotip C, % 27.4 genotip B olarak tespit etmislerdir. Bu calismada, yiiksek HBV DNA
diizeyi ve genotip C’nin, HCC olusumu ve metastazinda onemli risk faktorleri oldugu
gosterilmistir (87). Cinde yapilan bagka bir ¢calismada ise genotip C % 93.5, genotip B ise
% 6.5 olarak bulunmustur (88). Tayvan’da yapilan bir ¢calismada, Tayvanli hastalarda
% 56.3 genotip B, % 43.7 genotip C saptanmistir (89). Yine Tayvan’da yapilan bagka
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calismada ise genotip C daha baskin bulunurken (% 73.2), genotip B’de % 20.8 olarak
bulunmus ve genotip C, 40 yas altt HCC hastalarinda anlamli derecede baskin olarak
bulunmustur (90). Japonya’da ise daha karisik genotip enfeksiyonu goriilmekle birlikte
genotip C baskidir (91, 92).

Iskogyada yapilan bir ¢alismada genotip dagilimi, genotip A % 41, genotip B
% 12, genotip C % 5 ve genotip D % 30 ve % 12 miks genotip olarak bulunmustur (93).
Italya’da iilkemizde oldugu gibi % 100 genotip D saptanmustir (94).

Almanya’da yapilan bir ¢calismada sik goriilen genotip A, B, C ve D genotiplerinin
yaninda daha nadir goriilen genotipler olan genotip E, F, G ve H’de tespit edilmistir. E-H
genotipleri arasinda da en sik genotip E bulunmustur (95).

Hindistan’da % 67.7 genotip D olmak iizere A, B ve C genotipleri tespit edilmistir
(96). Yine Hindistan’da yapilan baska bir calismada % 92 genotip D baskin olarak
saptanmistir (97). Misir’da yapilan calismada da ise genotip D’nin baskin oldugu goriilmiis
olmakla beraber A, B, C ve miks genotiplerde tespit edilmistir (98).

Yapilan calismalarda, Genotip E Afrika’da, genotip F ise Brezilya ve Giiney
Amerika’da tespit edilmistir (99, 100). Genotip G Kanada’da, genotip A ile koenfeksiyon
seklinde bulunmaktadir (101). Genotip H ise, Meksika’da en sik genotip olarak
bulunmustur (102).

Van ile smir komsu iilke olan Iran’da yapilan ¢alismalarda, HBV enfekte hastalarda
sadece D genotipi saptanmistir (103, 104, 105).

Tiirkiye’de Leblebicioglu ve arkadaslar1 (106), 2001-2002 yillar1 arasinda 22 tip
merkezinden gelen 158 akut HBV enfeksiyonu olan hastada PCR-RFLP yodntemi
kullanarak yaptiklari ¢alismada 147 hastada D genotipi tespit etmislerdir. Kalan 11 hastada
ise PCR negatifligi nedeniyle genotip tespit edilememistir.

Stinbiil ve ark. (107), Tiirkiye’nin 15 farkli hastanesinden gelen 88 kronik hepatit
B enfeksiyonu olan hastada; RFLP yontemi ile genotip ve subgenotip arastirmislardir. 10
hastada PCR ve amplifikasyondaki basarisizliklar nedeni ile genotip tespit edilemezken,
kalan 78 hastada genotip D, subtip olarak da % 85.9 D2 tespit etmislerdir.

Yal¢in ve ark. (108); Diyarbakir’da 32 HBsAg pozitif, 6 inaktif tasiyict1 ve 6
immiintoleran hastada yaptiklar1 caligmada, sekanslama yontemi ile HBV genotiplerini
arastirmislardir. Bu hastalarda sadece genotip D baskin olarak bulunmustur. Bu arastirma,

Tirkiye’de hem aktif karaciger hastaligi olan hem de inaktif HBsAg tasiyicilar1 arasinda
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genotip D’nin baskin oldugunu gostermektedir. Genotip dagilim modeli oldukca basittir ve
tiim kronik HBV enfeksiyonlarinda agirlikli olarak genotip D merkezlidir.

Bozday1 ve ark. (109), Tiirk hastalarda hepatit B, C ve D molekiiler epidemiyolojik
ozelliklerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, 41 Tiirk kronik hepatit hastasi, 6 Azeri ve 10
Ozbek HBsAg pozitif hastay ¢alismaya almiglardir. Sekanslama ydntemi ile Tiirk ve Azeri
hastalarda % 100 genotip D saptanirken, Ozbek hastalarda % 83 genotip D, % 17 genotip
A tespit edilmistir. Tarithde pek ¢ok medeniyet arasindaki goclerde koprii gbrevi goren
Tiirkiye’nin cografi konumu nedeni ile HBV de tek tip genotip saptanmasi aslinda ¢ok
beklenilen bir durum degildir. Daha izole bir topluluk olan ve bir ada {ilkesi olan
Japonya’da genotipik cesitlilik olmasi da bu durumla kontrast halindedir.

Tiirkiye’nin i¢ kesimlerinde Bozday1 ve ark. (86), giiney bdlgesinde Serin ve ark.
(110), batisinda Saymer ve ark. (111), Sertoz ve ark. (112), kuzeybatisinda Akhan ve ark.
(113), Cakaloglu ve ark. (114), Sayan ve ark. (115), dogusunda Yal¢in ve ark. (108) ile
Aksoy ve ark. (116), giineydogusunda Ozaslan ve ark. (117) yaptiklar1 galismalarda tek tip
olarak genotip D tespit ederek, iilkemizde genotip D’nin dominant oldugunu
gostermislerdir.

Uysal ve ark. (118) 2001 yilinda RFLP ydntemi kullanarak Istanbul merkezli
yaptiklar1 bir ¢alismada, genotip D % 85.41, genotip A % 10.41 ve genotip F % 4.16
olarak bulmuslardir. 2006 yilinda yine Istanbul’da RFLP ydntemi ile yapilan bagka bir
calismada genotip D % 84, genotip A % 12 ve genotip F % 4 olmak iizere farkli genotip
saptanmisdir (119). Bunlar genotip D disindaki genotiplerin saptandigi nadir caligmalardir.

Genotip D’nin dominant oldugu grupda yapilan ¢alismalarda genotiplere bagl bir
karsilagtrma yapmak mimkiin degildir. Ayrica bu c¢aligmalar incelendiginde
goriilmektedir ki, genotip hasta yasi, cinsiyeti, klinik donem ile degismemekte, sadece
cografik olarak fark gostermektedir.

Bu konuda son g¢alisma 2010 yilinda Realist gozlem calismasma katilan 11
merkezden 100 KHB hastasi ile yapilmistir. DNA dizileme yontemi ile genotipleme ve
subgenotipleme yaptiklar1 calismada genotip D dominant, subgenotip D1 % 88, D2 % 3,
D3 % 8, D4 % 1 olarak tespit edilmistir (120).

Bizim ¢alismamizda, 54 hastada INNO-LiPA HBV Genotyping ticari Kkiti
kullanilarak genotiplendirme yapildi. Tiim hastalar genotip D olarak tespit edildi. Bu
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sonug, Tiirkiye’de yapilan ¢aligsmalar ve tiim literatiir degerlendirildigi zaman beklenen bir
sonugtur.

HBeAg’nin kaybolmasi ve anti-HBe’nin pozitiflesmesi iyilesmeyi isaret etmesine
ragmen giinlimiizde bu konuda bazi siipheler olusmustur. Bir¢ok toplumda anti-HBe ve
HBV DNA’nin birarada pozitifligi gésterilmistir. Baz1 hastalarda HBeAg negatif, anti-HBe
pozitif ve HBV DNA pozitif olarak uzun siire devam edebilmektedir. Bu tiir durumlar
viriisiin prekor bolgesindeki mutasyonlar sonucu meydana gelebilmektedir (121).

Pre-C dizisinde, stop kodon mutasyonlart sonucu olusan HBV mutantlarinda
HBeAg sentezlenememekte, ancak HBcAg sentezlenmektedir. HBV DNA ile serum
aminotransferaz aktivitesi yiiksek olup hastada kronik karaciger hasarinin biyopsiyle
saptanmasma karsm, hastanin HBeAg negatif bulunmasiyla varyantlarmn enfeksiyonu
tanimlanmistir.  HBV ~ genomunun prekor bolgesinde prekor mutasyonlar veya
kor promoter mutasyonlar belirlenmistir. HBV’de prekor bolgesindeki en sik mutasyon,
HBeAg’yi kodlayan diziyi kesen, triptofan kodon TGG’y1 bir stop kodon olan TAG’ye
degistiren kodon 28’deki tek bazlik degisimdir. Bazal kor promoter varyantlar1 da en sik
niikleotid 1762 (A’dan T’ye degisim) ve niikleotid 1764 (G’den A’ya degisim)’deki cifte
mutasyondur. Bazal kor promoter mutasyonlar1t HBeAg pozitif ve negatif hastalarin her
ikisinde de saptanmaktadir (122). Bu hastalarda HBV enfeksiyonu olmasma karsin,
HBeAg transkripsiyonu veya translasyonu yapilamamaktadir. HBV’nin A genotipinde
prekor mutasyon ¢ok nadir goriiliir. Bunun nedeni ise genotip A’da HBV genomunun
1858. C nukleotidiyle 1896. G nukleotidinin kii¢iik bir dongli yaparak birbirlerine
tamamlayacak gibi sik1 sekilde bagli olmasidir. Tiirkiye i¢in bakildiginda; genotipin D ve
Akdeniz iilkelerinin profiline uygun olarak HBeAg-negatif mutant suslarla enfeksiyonun
hakim oldugu goriilmektedir (113).

Cinde yapilan bir ¢alismada 1773 hastanin % 64.2 HBV genotip B, % 32.2 genotip
C ve % 3.6 her iki genotip ile enfekte olarak tanimlanmistir. Prekor stop kodon mutasyonu,
genotip B’de % 5, genotip C de ise % 25.8 olarak tespit etmislerdir. Prekor mutasyonu
prevelanst hem erkek hem kadinlarda yasla birlikte arttigi goriilmiistiir (123). Japonya’da
yapilan bir calismada kor promoter (A1762T/G1764A) ve prekor bolge (G1896A)
mutasyonlar1 akut alevlenmeler gosteren kronik hepatitlilerde, akut HBV hastalarina gore

daha sik olarak bulunmustur (124).
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Tayvan’da % 67’si HBV genotip B, % 33’ii genotip C olarak tespit edilmis 79 hasta
ile yapilan calismada; genotip B, prekor stop mutasyonu ile anlamli derecede
iligkilendirmistir. Bu genotip ile enfekte hasta grubunda % 92.5 oraninda prekor stop
mutasyonu tespit edilirken genotip C’de ise % 69.2 olarak bulunmustur (125).

Hindistan’da, HBV ile iligkili karaciger hastalig1 farkli donemlerindeki hastalarda
yapilan bir ¢alismada % 67.4 genotip D saptanmis ve bu hastalarda % 36.9 prekor
mutasyonuna rastlanmistir. HBeAg pozitif hastalarin sadece % 6.7’sinde bu mutasyona
rastlanmistir, yani prekor mutasyonu HBeAg negatif hastalarda ¢ok daha yaygindir (96).

USA’de line probe assay yontemi ile 694 hasta Orneginde genotiplendirme ve
mutasyon analizi yapilmistir. Tiim major genotipleri saptadiklar1 calismada % 34 genotip
A ve % 30 ile genotip C en sik izole edilen genotipler olarak bulunmus ve sonuglar DNA
sekanslama ile dogrulanmistir. Prekor mutasyon en sik genotip D’de saptanirken, bazal kor
promoter mutasyon genotip A’da daha sik bulunmustur. HBeAg negatif hastalarda % 38
prekor mutasyonu oldugu saptanirken, bazal kor promoter oran1 % 51 olarak bulunmustur.
Bu mutasyonlarm Asya kokenli hastalarda daha sik oldugu da bu ¢alismada gosterilmistir
(126).

Belcika’da yapilan bir calismada, HBV genotip A % 46.8 ve genotip D % 38.8
olarak tespit edilirken, daha az oranda genotip B, C ve E de tanimlamislardir. HBeAg
pozitifligi, genotip A’da % 89.6, genotip C’de % 100, genotip D’de % 50, genotip E’de
% 66.6 bulunmustur. Genotip A’da prekor ve bazal kor promoter mutasyonu
saptanmazken, genotip D izolatlarinda % 62.5 oraninda prekor mutasyonuna rastlanmigtir
(127).

Iskogya’da 85 HBsAg pozitif kan vericisinde yapilan bir ¢alismada % 41 genotip
A, % 30 genotip D olarak saptanmis. HBeAg pozitif grupda % 22, negatif grupta ise % 55
prekor mutasyonu saptanmistir (93).

Pakistan’da hepsi genotip D olarak saptanan, % 35’1 HBeAg pozitif, % 65’1 negatif
olan 109 hasta drneginde, HBeAg negatif olanlarin % 62’sinde, HBeAg pozitiflerin ise
% 9’unda mutasyon saptanmistir. Line probe assay yontemi ile HBV genotiplendirme ve
mutasyon analizi yapilan bu ¢alismada, HBeAg negatiflerde % 31 prekor, % 52 bazal kor
promoter mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyona sahip hastalar ile wild tip enfeksiyonu

olan hastalar arasinda 6nemli 6l¢iide klinik farklilik bulunamamustir (128).
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Akdeniz {ilkesi olan Tunus’da yapilan bir calismada, hepsi genotip D olan
hastalarda prekor bélgesinde % 7.5 wild tip, % 41.5 GI896A varyant, % 50.9 wild
tip+varyant tespit edilmistir. Kor bdlgesinde ise % 48.6 wild tip, % 5.4 dual varyant,
% 13.5 single varyant, % 32.4 miks varyant bulmuslardir. Prekor ve BKP mutasyonlari
HBeAg negatif hastalarda daha fazla bulunmustur. Bu oranlar, bizim caligmamizdaki
mutasyon oranlarindan daha ytiksektir (85).

Iran’da Mohebbi ve ark. (105), 249 HBV enfekte hasta drnegi ile yaptiklari
calismada, DNA sekanslama ile tiim hastalar1 genotip D olarak tespit etmisler ve bu
hastalarda % 59.5 G1896A prekor stop mutasyonu gosterilmistir. Bu mutant hastalarin
hepsinde HBeAg negatif olarak bulunmustur. HBeAg negatif/anti-HBe pozitif ve HBeAg
pozitif/anti-HBe negatif hastalar arasinda karaciger fonksiyon testleri agisindan anlamli bir
fark bulunamazken, ortalama yas HBeAg pozitif/anti-HBe negatif grupta anlamli derecede
diisiik bulunmustur. Yine Iran’da hepsi genotip D olan, 16 HBeAg pozitif ve 46 HBeAg
negatif 62 hasta ile yaptiklar1 bir caligmada, % 58.1 prekor mutasyonu saptanmis ve bu
mutasyon HBeAg negatif hastalarda anlamli derecede ytliksek bulunmustur (104).

1999 yilinda, Bozday1 ve ark. (129), HBeAg negatif kronik hepatit B hastalarinda
% 85 oraninda prekor stop kodon mutasyonu tespit etmislerdir. HBeAg pozitif hastalarda
ise bu mutasyon % 14 oraninda bulunmustur.

Ozgeng ve ark. (130), izmir’de 44 kronik hepatit B hastasinda yaptiklar1 calismada
bazal kor promoter mutasyonunu % 55 HBeAg pozitiflerde, % 46 HBeAg negatif
hastalarda tespit ederken, HBeAg negatifler prekor mutasyonu ile iligkilendirilmistir.

Bozday1 ve ark. (131), 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 67 D genotipinde hastada,
ALT seviyeleri yiliksek hastalarda bazal kor promoter mutasyon oranini1 yiiksek
bulmuslardir. HBeAg negatif hastalarin % 28’inde prekor mutasyonu, % 4’iinde bazal kor
promoter mutasyonu, % 15’inde ise her iki mutasyonda tespit edilmistir. Mutasyona sahip
hasta grubu ile wild tipi HBV ile enfekte grup arasinda viral yiik diizeyi yoniinden anlaml1
fark bulunamamastir.

Bayraktar ve ark. (132), 16 prekor mutant: ile enfekte kronik hepatit B hastasinda
IFN tedavi cevabmi izlemislerdir. Wild tip HBV enfeksiyonuna sahip gruba gore, varyant
grubun IFN tedavisine daha direngli oldugu goriilmiistiir.

Onganer ve ark. (119), 31 hastada prekor/kor bdlgesi mutasyonu analizi yaptiklari
calismada % 3.2 prekor ve % 3.2 BKP mutasyonu tesbit etmislerdir.
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Bizim caligmamizda, 49 genotip D HBV enfeksiyonuna sahip hastalar arasinda
G1896A prekor mutasyonu % 40.9, BKP mutasyonu ise % 34.7 olarak bulunmustur. Her
iki mutasyona sahip hasta orani ise % 22.4’dii. Mutasyon tespit edilen hastalarn HBeAg
durumlarina bakildig1 zaman, HBeAg negatif hastalarda prekor mutasyonu % 75, bazal kor
promoter mutasyonu % 57.9 olarak tespit edilmistir. HBeAg pozitif hastalarda ise % 17. 9
prekor mutasyonu, % 25 bazal kor promoter mutasyonu oranlar1 bulunmustur. HBeAg
negatif hastalar i¢ginde % 50’sinde her iki bolgeye ait mutasyon tespit edilmistir. G1896A
prekor mutasyonu tiim diinya’da HBeAg negatif hastalar arasinda % 20-95 araliginda
goriilmektedir (104). Akdeniz iilkelerinde ise bu oran % 50-80 arasindadir (1). Bizim
calismamizda buldugumuz oranlar Akdeniz iilkelerinde beklenen deger araligindadur.

HBV genotip tanimlanmasi, direk PCR sekanslama, line prob assay veya serolojik
antikor testleri temelli arastirma testleri gibi c¢esitli pek ¢ok teknik kullanilarak
yapilabilmektedir. Line prob assay teknolojisi INNO-LiPA testi, viral mutant saptandigi
zaman ¢ok bilesenli kagit stripler lizerinde kolomiretrik degisiklikler olarak etkilenen HBV
dizi-spesifik oligoniikleotid problarm1 kullanan revers hibridizasyon yOntemi ile
calismaktadir (122). INNO-LiPA HBV Genotyping (LiPA HBV GT; Innogenetics N.V.
Ghent, Belgium) ve INNO-LiPA HBV Pre-Core (LiPA HBV PC; Innogenetics N.V.),
HBV genotiplendirme ve HBV prekor/bazal kor promoter mutasyon analizi i¢in ticari
olarak mevcut testlerdir. Uretici tarafindan tavsiye edilen yontem biraz yogun emek
istemekle birlikte nested PCR kullanilmasma ve kontaminasyon kontrol Onlemleri
eksikligine bagli olarak, digsal DNA kontaminasyonuna egilimlidir (133). Bu test ile
HBV’ne ait 8 ana genotip de saptanabilmektedir. INNO-LiPA HBV Genotiplendirme testi
ile genotip A, B, C, D, E, F, G’ye ait bantlar stripler iizerinde ayr1 bulunmaktadir. Genotip
H ise, 11. ve 15. bantlarin birlikte olusmasi seklinde degerlendirilmektedir (51).

Genotiplendirme testleri hastanin verilen tedavi i¢in uygun aday olup olmadigini
anlamamiza yardim eder. Genotiplendirme hastaligin ilerlemesi icin yliksek riske sahip
hastalar1 belirlemek icin kullanilabilir. HBsAg pozitif ve Olciilebilir HBV DNA
diizeylerine sahip ve tedavi i¢in aday olan tiim hastalara genotip testleri uygulanmasi
gerekmektedir (122).

INNO-LiPA ile genotiplendirme ve mutasyon analizi ticari kit sisteminin
dogrulugunu degerlendirmek i¢in yapilan kapsamli bir arastrmada, Hong Kong ve

Amerika calismasi seklinde 701 hastada genotip ve 600 hastada prekor ve BKP mutasyonu
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arastirilmistir.  Genotiplendirme yapilan hastalar arasinda A-H genotiplerinin hepsi
bulunmus, sekanslama ile ¢cok iy1 uyum gostermistir. Mutasyon analizinde ise INNO-LiPA,
sekanslamaya gore miks tipleri daha iyi saptamistir. Bu ¢alismada, mutasyon analizinde
INNO-LiPA ile saptanamayan Ornekler sekanslama ile arastirildigi zaman 6zellikle kor
bolgesine ait nadir goriilen delesyonlar ve farkli mutasyonlar (TG, TT, AA + TA, AA +
AG gibi) oldugu goriilmiistiir (51).

Line prob yonteminin bazi kisitlamalar1 vardir. Bu yontem ile genotiplendirme ve
mutasyon analizinde, sadece belirli genotipler ve en sik goriilen mutasyonlar tespit
edilebilmektedir.  Prekor testinde sadece GI1896A stop kodon mutasyonu
saptanabilmektedir. Start kodon mutasyonu ve aminoasit degisikligi gibi diger mutasyonlar
tespit edilememektedir. Bu yiizden zamanla bu teste yeni problar eklenerek gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu testlerdeki bagka bir sorun da prob bdlgelerindeki polimorfizm nedeni
ile baglanmanin engellenmesi ve bu nedenle belirsiz (indetermine) sonucglarin ortaya
cikmasidir. Bu 0Ozellikle mutasyon analizi testinde ortaya g¢ikan belirsiz sonuglarin en
onemli sebebidir. Bu sorun eski versiyon testlere yeni prob eklenmesi ile ¢oziilememistir
ve line prob yontemi delesyon olan prob bolge mutasyonlarini tespit edememektedir (51).

G1896A prekor ve A1762T/G1764A BKP mutasyon birlikteligi, kronik aktif
hepatit, histolojik hasar derecesi ve yiikksek HBV DNA diizeyleri ile agikca bir iliski
icindedir. Bu ylizden mutasyonlarin bir arada bulundugu varyantlar daha ytiksek patojenite
ve replikasyon yetenegine sahip olabilirler. Ancak, baz1 ¢aligmalar bu ¢coklu mutasyonlarin
yilksek serum HBV DNA diizeyi olan hastalarda daha az siklikta gorildiigiini
gostermektedir (134). Bu sebeplerden dolayr bu mutasyonlarin birlikteligi daha ileri
calismalar ile arastirilmalidir. Bizim ¢alismamizda, prekor ve BKP mutasyon birlikteligi
bulunan 11 hasta (% 22.2) tespit edilmistir. Bu hastalarin HBV DNA diizeyleri 3560 ile
2350x10° TU/ml gibi genis bir aralikta bulunmaktadir. Bu yiizden bizim calismamizdaki
hastalar icin HBV DNA diizeyleri ile mutasyon birlikteligi arasinda bir iliski oldugunu
sOylemek miimkiin degildir.

HBeAg negatif prekor ve kor promoter varyant enfeksiyonuna sahip kronik hepatit
hastalar1 siroz gelisimi, HCC ve 6liim i¢in artmis riske sahiptirler. Bu hastalarda tedaviye
cevap gorillememekte, bu hastalarda Omiir boyu oral antiviral tedaviye devam
edilmektedir. Bu yiizden bu hastalarda tedavi rejimini belirlemek ve gereksiz tedavi

giderlerini azaltmak i¢in prekor ve kor promoter bolge mutasyonlarin1 gostermek
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onemlidir. Wild tip enfeksiyona sahip hastalar, serumda diisiik miktarda HBV DNA
pozitifligi devam ederken HBeAg’yi temizleyebilirler ve bu hastalar prekor ve BKP
mutasyonu olan hastalardan farkli sekilde tedavi edilebilirler. Bu veriler klinik veriler ile
ekonomik yonden degerlendirilmelidir (122).

Prospektif ¢alismalar ile, HBeAg pozitif ve HBeAg negatif hastalarda ilk tedavi
secenegine karar verilebilmesi ic¢in, tedavi sirasindan ziyade, tedavi Oncesi prekor ve
kor promoter varyantlarinin tespit edilmesi gerekmektedir. HBsAg pozitif ve Olgiilebilir
HBV DNA diizeylerine sahip hastalarda, yapilan caligmalar 1siginda, kor promoter
mutasyonlarmin test edilmesi nerilmektedir (122).

Bu veriler ve degerlendirmeler gostermektedir ki, genotiplendirme ve mutasyon
analizi testleri ile elde edilecek veriler HBV enfeksiyonunun seyri ve tedavisini
etkilemektedir. Tiirkiye’de ve bdlgemizde de baskin oldugu saptanan HBV genotip D,
diger genotiplere gore daha ciddi karaciger hastaligi yapmasi, IFN tedavisine daha az
cevap vermesi ve prekor/BKP mutasyonlarmin daha sik goriilmesi sebebi ile 6nemlidir.
Serolojik belirleyicilerden HBeAg, klasik olarak hepatit B enfeksiyonu seyrinde takip
edilir ve pozitifliginde viriisiin replikatif ve dolayisiyla hastaligin aktif formda oldugu
digiiniiliir. Prekor/kor promoter mutasyonu sonucu HBeAg sentezi azalmakta hatta
goriilmemekte ve hatta hastalarda serokonversiyonla anti-HBe pozitiflesmektedir.
Mutasyon olugmasiyla hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda HBeAg yorumu yaniltici
olarak degismektedir. Bu agidan tiim hastalarda prekor ve BKP mutasyonlar1 arastirmak
hastaligin klinik formunun dogru tanimlanmasi agisindan gereklidir. HBV enfeksiyon
prevelansinin yiiksek oldugu Van yoresinde HBV hastalarmin izlenmesi ve tedavisi
acisindan elde ettigimiz bilgiler klinisyenleri daha dogru yonlendirebilecektir. Revers
hibridizasyon yontemi ile HBV genotiplendirme ve mutasyon analizi; basit, kullanisl ve
standardize edilmis bir yontem olmakla birlikte sadece mevcut genotipler ve mutasyonlar1
saptayabildigi i¢cin bazi kisitlamalar1 bulunmaktadir. Bu durumlarda nadir rastlanan
mutasyonlar tespit edilememekte ve belirsiz (indetermine) sonuglar elde edilmektedir.
Calismamizda da muhtemelen bu sebeple 6 hastada 6zellikle BKP mutasyonu tespit
edilememistir. Bu nedenle, HBV prekor ve BKP mutasyonlarmin, revers hibridizasyon
yontemiyle test edildikten sonra elde edilen silipheli veya belirsiz sonuglarin DNA dizi
sekanslama yOontemi ile konfirme edilmesiyle niikleotid degisiklikleri daha net olarak

belirlenebilecektir.
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