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OZET

Hepatit B virus X Genindeki Hepatoselliiler Karsinoma Ile Muhtemel iliskisi Olan
Mutasyonlarin Retrospektif Olarak Arastirilmasi

Giiniimiizde Hepatit B virus (HBV) infeksiyonu halen global bir saghk
sorunu olmaya devam etmektedir. Tiim diinyada 2 milyar’dan fazla kisi bu virus
ile infektedir. HBYV infeksiyonlari, akuttan fatal fulminant hepatit’e kadar degisen
klinik tablolarda ortaya cikmakta ve karaciger sirozu ve hepatoselliiler karsinoma
(HSK) gibi ciddi komplikasyonlara sebep olmaktadir. Bu virusun kuvvetli bir
onkojenik potansiyeli vardir.

Son zamanlarda yapilan bircok calisma HBV X (HBx) geni kapsamindaki
Enh II/bazal kor promotor bolgesindeki mutasyonlarin HSK ile iliskili oldugu
bildirmistir. X geni, HBV promotoriinii ve cesitli hiicresel fonksiyonlar:
transaktive eden HBV X proteinini kodlamaktadir. HBx proteini modifiye
oldugunda, hiicresel sinyal yolaklarinda HSK’ya kadar ulasan hiicresel
transformasyonlar indiiklenmektedir.

Bu calismada, HSK ile olasi iliskisi olan HBx gen mutasyonlari, 61 kronik
hepatit B’li hasta serumundan retrospektif olarak analiz edilmistir.

Cahismamizda, 61 ornegin 1’inde (%1.63) 1653T mutasyonu, 10 dérnekte
(%16.39) 1896A mutasyonu, 3 ornekte (%4.91) 1762T mutasyonu ve 1 drnekte
(%1.63) 1762T-1764A dual mutasyonu tespit edilmistir.

1653T ve 1762T-1764A dual mutasyonlari, daha onceleri bildirilen
calismalarda HSK ile onemli olciide iliskili olan mutasyonlar olarak ileri
siiriilmiistiir.

HBx gen mutasyonlarim retrospektif olarak arastirmus olmakla beraber,
bulgularimiz boélgemizde HSK ile iliskili olan mutasyonlarin varhgm ortaya
koymakta, ayrica gelecekte prospektif klinik kord calismalarimin planlanmasinin
HSK takibine yonelik olarak daha iyi hasta tedavisine katki saglayacagim
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusu, Kronik Hepatit B, X gen mutasyonlar,
Hepatoselliiler Karsinoma, Direk Sekans Metodu
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ABSTRACT

Retrospective Analysis of Hepatit B Virus X Gene Mutations Potentially Related
with Hepatocellular Carcinoma

Hepatitis B virus (HBV) infection is a global health problem with more than
2 billion infected individuals. HBV infection leads to diverse outcomes ranging
from acute to fatal fulminant hepatitis, and chronic hepatitis, which may result in
severe complications as liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). HBV
virus is one of the important human DNA viruses having strong oncogenic
potentia.

Recently, many studies have reported on HBV X gene mutations and/or
Enh II/BCP associated with HCC. The X gene encodes the HBV X protein (HBx)
that transactivates the HBV promoter and a variety of cellular functions. The
HBx-modified cellular signal pathway induces cell transformations that can lead to
HCC.

In this study, we have analyzed HBx gene mutations possibly related to
HCC from sera samples collected from 61 patient chronically infected with HBYV,
retrospectively.

We have detected T1653 mutation in 1 of 61 (1.63%), 1896A mutation in 10
of 61 (16.39%), 1762T mutation in 3 of 61 (4.91%) and 1762T-1764A dual
mutation in 1 of 61 (1.63%). 1653T and 1762T-1764A dual mutations were
suggested significantly related to HCC in earlier reported studies.

Although, we have studied HBx gene mutations retrospectively, our findings
demonstrated that HBx gene mutations related to HCC are present in our region
and prospective clinical chord studies would be useful for better patient
management to follow HCC related with HBV should be planned in future.

Key Words: Hepatitis B virus, Chronic Hepatitis B, X gene mutations,
Hepatocellular Carcinoma, Direct Sequencing Method
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1. GIRIS

Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus genusunda yer alan hepatit B
virusu (HBV) 6zellikle karaciger hiicrelerine tropizm gosterir. HBV, Hepadnaviridae
ailesinin tiyeleri icinde insanlarda infeksiyon olusturan tek tiirdiir (1, 2).

Ik defa M.O. besinci yiizyilda tanimlanmis olan viral hepatitlerin kan ve kan
iriinleri yoluyla salgin olusturdular1 1883 yilinda Bremen’de ¢icek asilamasi sirasinda
dokiimante edilmistir. HBV’nin kan yoluyla bulasan sarilik etkeni oldugu ilk defa
Blumberg ve Alter’in 1965’de “Avustralya antijeni”’ni bulmasiyla tanimlanmustir (1).

HBV 42 nm ¢apinda sferik bicimde ve zarfli bir virustur. HBV kismen c¢ift
sarmallt olan yaklagik 3200 niikleotid uzunlugunda sirkiiler DNA genomu igerir (3, 4).

HBYV genomu temel olarak dort agcik okuma bolgesi icermekte olup S (yiizey), C
(kor), P (polimeraz) ve X gen bolgelerinden olusan bir organizasyona sahiptir. Bu gen
bolgeleri belirli dizilerde iist iiste cakisan bir yapiya sahiptir ve farkli baslangic ve bitig
kodonlariin okunmasiyla farkli gen bolgeleri ifade edilir (2, 5).

Filogenetik analizler temelinde HBV’nin birbirlerinden yaklasik % 8 oraninda
farklilik gOsteren 8 genotipi var olup, bu genotipler kendine 6zgii bir cografik dagilim
gosterirler (6).

HBV infeksiyonu tiim diinyay1 tehtit eden bir saglik problemidir. Diinyada 2
milyar insan HBV ile infekte olup bunun 360 milyonu kronik olarak infektedir. HBV
infeksiyonu her yil 0,5 ile 1,2 milyon 6liime sebep olmaktadir (3).

Tiim diinyada HBV infeksiyonunun en yaygin bolgeleri Giiney Asya ve Sahra
alt1 Afrika olup bu bolgeler diinya niifusunun % 45’nin barindig ve HBV tasiyicilariin
yaklasik % 75’nin yasadig1 bolgelerdir (3, 7).

HBYV temel olarak parenteral yolla, infekte kan ve sivilarla, perkutan ve mukozal
temas, infekte kisiyle cinsel iligki ve perinatal yollarla bulagabilmektedir (1).

HBV infeksiyonu akut hepatit B (AHB), kronik hepatit B (KHB), siroz ve
hepatoselliiler karsinoma (HSK) ile sonuglanabilen genis spektrumda karaciger hastaligi

olusturabilmektedir (8).



Akut infeksiyon sirasinda olgularin bir kisminda HBV’nin karacigerden
temizlenmesinde basarili olunamaz ve alti ay1 asan HBsAg pozitif serolojik gostergesi,
kronik infeksiyon baslangici olabilmektedir (9).

HBYV esas olarak karaciger hiicreleri icin sitopatik degildir. Kronik infeksiyonun
klinik seyirlerinde serolojik gostergeler farklilik gdstermekle birlikte, kronik infeksiyon
sirasindaki karaciger hasar siddeti konak immiin cevabin siddeti ile dogru orantilidir
(10, 11).

HBV kuvvetli bir onkojenik potansiyele sahiptir. KHB hastalarinda HSK
gelisimindeki hiicresel yolaklar ve olusma zamanlar1 net olarak bilinmemektedir (12).
HSK gelisiminin, HBV’nin yiiksek replikasyon oranmi ve sonucunda olusan viral yiikiin
siddetli immun yanit ile karsilasmasiyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle
HBV genomunun cesitli gen bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu immun
cevap kacis mekanizmalarinin gelismesi ve HBV DNA entegrasyon siire¢lerinin de
HSK gelisimi ile iligkisi vurgulanmaktadir (13, 14).

Uzun siirecli virus infeksiyonlar1 ile iligkili olusabilen kanser c¢esitlerinin
tanisinda bir¢ok serolojik belirtegler bulunmaktadir, ancak kanserin erken tanisinda yeni
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu temelde, bircok kanser tiiriiniin erken tanisi i¢in
potansiyele sahip olabilecek yeni marker arayislari yapilan molekiiler temelli
caligmalarla devam etmektedir (15).

HSK gelisiminde yiiksek potansiyele sahip oldugu diisiiniilen HBV’nin mutant
formlarina ait ¢esitli mutasyon profillerinin etkilesim mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir. HSK kapsaminda HBV mutant formlarma ait belirli mutasyonlarin
infekte konakta olusturdugu spesifik etkiler, molekiiler epidemiyolojik calismalar
temelinde istatistiksel olarak iligkilendirilmeye ¢alisiimaktadir (16).

HBV ve olusturdugu hastaligin en ileri formu olan HSK arasindaki iliskinin
calisildign birgok calismada, regiilatér gen bolgelerini barindiran, HBx gen bolgesi 6n
plana ¢ikmaktadir (5).

HBx genindeki genetik varyasyonlarin hastaligin klinik prognozunu etkiledigi
ve farkli onkojenik potansiyeller ortaya koydugunu belirten calismalar
yayimlanmaktadir, ancak HBx geninin genetik degiskenligi ile klinik 6nemi hakkindaki

bilgi ve bulgular halen kisitli ve tartismalidir (2).



Calismamizdaki amag, Ozellikle bolgemizdeki populasyonda KHB tanisi
konmus hastalardan izole edilen HBx DNA’sindaki genetik heterojenite ve literatiirde
onkojenik potansiyele sahip oldugu bildirilen ¢esitli mutasyonlarin aragtirllmasidir. Bu
calisma ile ozellikle kendi cografyamiza ait ve molekiiler epidemiyoloji bakimindan

olduk¢a onemli olan ilk verilerin bilim diinyasina kazandirilmasi saglanacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Hepatit B Virusunun Tarihgesi, Siniflandirmasi, Genom Yapisi,

Replikasyonu, Mutasyonlar1 ve Tedavisi

2.1.1. Tarihge

Viral hepatitler insanlik tarihi kadar eskidir. Ilk kez Hipokrat tarafindan
kaydedilen bu hastalik, biiyiik salginlara ve kayiplara yol agmustir (17). Antik caglardan
beri bilinen sarilikta, salgin hastalia virusun neden olabilecegini 1908'de Mc Donald
ifade etmis, 1912'de Cockayne epidemik formu tanimlamis ve 'infeksiy6z hepatit' olarak
adlandirmustir (18).

Bu salginlarin cogu muhtemelen hepatit A virusu (HAV)’na bagh oldugu halde
HBV’nin epidemik bulas1 kan ve kan iirtinleri kullaniminin yaygin oldugu yerlerde
gozlenmeye baglamustir (1).

Dogrudan kan ve kan iiriinleri ile bulasan hepatit formu ilk kez 1883 yilinda
Lurman tarafindan tamimlanmistir. Bremen’de cicek asis1 yapilan 1.289 tersane is¢inin
191’inde as1 uygulamasindan sonra, bir kag¢ hafta ile 8 ay arasindaki siire icinde sarilik
ortaya ciktigl saptanmis, asilanmamuis kisiler ise saglikli kalmislardir. Yirminci yiizyilin
ilk yarisinda kizamik ve kabakulak immun proflaksisi amaciyla plazma verilen kisiler
ile insan serumu iceren sar1 humma asis1 yapilan askeri personelde ve kontamine
ignelerin kullanildig1 cinsel yolla bulasan hastaliklar kliniklerinde tedavi godren
hastalarda sarilik salginlar goriilmeye baglamig; II. Diinya Savasi sirasinda kan
transfiizyonu yapilan askerlerde ciddi sorunlara neden olmustur (1).

1943 yilinda ABD'de bulasici hepatit 'infeksiyoz hepatit' olarak isimlendirilmis,
Ingiltere Saglik Bakanlig1 aym yil kan, plazma, serum naklinden sonra gelisen sariliklari
'homolog serum sariligi’ adi altinda toplamistir (2). Blumberg ve arkadaglarinin 1963
yilinda Avusturalyali bir yerlinin serumunda giiniimiizde "HBsAg" olarak bilinen
"Avustralya antijeni-Au antijeni"ni saptamasiyla virus hepatitleri tarihinde yeni bir

dénem baslamistir. Blumberg'in Avusturalya'li yerli bir hastanin kaninda Avusturya



antijenini bulmasiyla hepatit serolojisinde yeni bir cigir acilmistir. 1965'teki bu
buluslariyla aragtirmacilar Nobel 6diilii kazanmuslardir (18).

Dane ve arkadaslarnt 1970'de HBV’nin kismen saflagtinlmis preparatlarinin
elektron mikroskobik incelemelerinde ii¢ degisik partikiile rastlamislardir. Bunlardan
infektif 6zellige sahip, 42 nm capinda olanlara "Dane partikiili" adi verilmis ve sonraki
yillarda, kor antijeni, DNA polimeraz ile viral DNA tamimlanmistir 1974'te viriisiin
ozgiill DNA's1 tanimlanmistir (1). Bu buluslarla son 35 yil igcinde HBV'nin molekiiler
biyolojisi, epidemiyolojisi, patogenezi, tan1 ve tedavisi ile korunma yoniinden ¢ok

onemli gelismeler yasanmistir (19).

2.1.2. Smiflandirma

HBV, Hepadnaviridae ailesinin bir iiyesidir. Hepadnaviridae ailesi memeli ve
kuslara tropizm gosteren ve DNA polimerazi bulunan, ters transkriptaz aktivitesi sonucu
meydana getirilen genomik RNA’ nin transkripsiyonu yoluyla replike olan bir gruptur
(2).

Hepadnaviridae ailesinde bulunan viruslarin, konak farkliligi, virion ince yapisi,
polipeptit biiyiikliigii, gen sayisi, genom niikleotid dizi homolojisi ve antijenik capraz
reaksiyonlart  dikkate alindiginda, memeli hayvan viruslarinin  bulundugu
orthohepadnavirus (HBV, WHV, GSHV) ve kanathi hayvan viruslarinin bulundugu
avihepadnavirus (DHBV) olmak {iizere iki cins altinda siniflandirilmasi 6nerilmektedir
(20).

HBV’nin kesfinden sonra bazi memeli hayvanlar ile kuslarda hepatite neden
olan farkli yeni viruslar bulunmustur. HBV aragtirmalarinda 6nemli bir gelisme
HBV’nin Hepadnaviridae adi verilen virus ailesinin prototipi olmasinin kesfidir.
HBV’nin bu grup ile olan yakin iliskisi Marmata monax (bir cins dag sigani) cinsinde
bulunan “woodchucks hepatitis virus” (WHV) ve sincaplarda bulunan “ground squirrel
hepatitis virus” (GSHV)’de de goriilmiigtiir (1). Yapilan niikleotid dizi analiz
calismalan sonucunda HBV ile GSHV ve WHV arasinda yaklasik % 70 homoloji
bulundugu gosterilmistir. Ancak her iki virus (WHV ve GSHV) da kendilerine 6zgii

tiirler digindaki diger tiirlerde (insan ve primatlarda) infeksiyon olusturmazlar. DNA



sekanslar1 ve genom organizasyonlar1 arasindaki benzerlikleri temelinde memelileri
infekte eden viruslar Orthohepadnavirus genusu i¢inde degerlendirilmistir. Genom
organizasyonu olarak benzerlik gostermesine ragmen sekans homolojisi gostermeyen
iligkili viruslar ise ordekler ve kazlarda kesfedilmis ve bu viruslar ise avihepadnavirus
genusunda degerlendirilmistir. Bu virus gruplar1 arasindaki yapisal homoloji temelinde
“Duck hepatitis B virus” (DHBV) hepadnavirus ailesinin nasil replike olduguna dair
arastirmalarda ilk olarak kullanilan model sistemler icin kullanilmistir,. WHV
infeksiyonlari ise kronik karaciger hastalig1 ve iligkili karaciger kanseri aragtirmalarinda

model olarak kullanilmistir (2).

2.1.3. Hepatit B Virusu
2.1.3.1. Virusun Yapisi

HBV, Hepadnaviridae ailesinin orthohepadnavirus cinsinde yer alan
hepatotropik bir virustur. HBV zarfli yapida ve kismen cift sarmall1 bir sirkiller DNA
virusudur (2, 21).

Hepadnaviridae ailesinin liyeleri icinde insanlarda infeksiyon olusturan tek tiir
HBV'dir. Diger Hepadnaviridae iiyeleri kemirgen ve kuslarda endemiktir. infekte
hiicrelerde birden fazla sayida partikiil tipi olusumuna yol a¢cmasi nedeniyle diger
hayvan viruslarindan farkli bir yere sahip olan HBV'nin, kismen saflastirilmig
preparasyonlart elektron mikroskobunda incelenecek olur ise; biiyiikliik, yap1 ve miktar
gibi degisik ozellikleri bakimindan birbirine benzemeyen ii¢ tip partikiile rastlanir.
Bunlar, 42-47 nm c¢apinda, infektif 6zellikte, tam bir virion yapisinda, kiiresel sekilli,
Dane partikiilleri, 16-25 nm c¢apinda, icinde niikleik asit bulunmayan, non-infektif,
kiiresel partikiilleri ve 6zellikle replikasyonun s6z konusu oldugu kisilerin serumunda
bulunan 22 nm c¢apinda ve 50-500 nm uzunlugunda niikleik asit ihtiva etmeyen,

noninfektif, tibiiler partikiillerdir (Sekil 2.1) (1, 2, 20).



Sekil 2.1. HBV virionunun yapist. Ultrastriiktiirel yapidaki ii¢ farkli partikiile ait elektron
mikroskobu goriintiisii (22).

Dane partikiilii olarak da isimlendirilen virionlarin yapisi komplekstir; yaklagik 7
nm kalinlikta, lipid iceren zarfi vardir ve bu zarf 27 nm captaki i¢ ¢ekirdegi cevreler
(23).

Virusun gelisimini ya da endoplazmik retikulum ve golgi arayollan temelli
salgisal yollarla tasinmasini saglayan viral membran, ii¢ viral protein iceren yiizeysel
yapiyl olusturur. Bu proteinler, virusun endoplazmik retikulum icindeki gelisimi
sirasinda gerekli olup biiyiikliiklerine gore, kiicilk (SHBs/S-HBsAg), orta (MHBs/M-
HBsAg) ve biiyilk (LHBs/L-HBsAg) yiizey antijenleri olarak isimlendirilmektedir
(Sekil 2.2) (21).

HBV-DNA

M-HEsAg
S-HEsAg
L-HBsAg

Core

(b) Polymerase

Sekil 2.2. HBV virionunun yapisi. Virion ve komponentleri (22).



2.1.3.2. Genom Yapisi

HBV genomu, ¢cembersel, kismen ¢ift zincirli olan 3200 niikleotid uzunlugunda
bir DNA molekiilii icerir. Virus proteinlerini kodlayan uzun zincir (L veya negatif
polariteli zincir) 3200 niikleotid tasir ve kisa olan zincir (S veya pozitif polariteli zincir)
1800-2700 aras1 niikleotid icermesi temelinde uzunlugu degiskendir. HBV DNA’nin
cember seklindeki yapisal biitiinliigii, her iki zincirin 5° u¢larindan birbirine tutunmasi
ile gergeklesir (24). DNA'nin molekiil agirlig 2,3x10° dalton, G+C orani ise yaklasik %
49'dur. Bilinen hayvan DNA viruslari i¢inde en kii¢iik olanidir. HBV DNA birbirleri ile
ice ice olan S, C, X ve P kisaltmalan ile gosterilen 4 acik okuma bolgesi (Open Reading
Frame-ORF) icerir. HBV genomu bazi bolgelerinde iist iiste cakisan bir kodlama
organizasyonuna sahiptir (Sekil 2.4) (21, 22, 24).

HBYV, proteinleri sentezlerken, ayn1 genomik dizileri kayan cerceveler esasina
gore farkli ORF’ler olarak kullanir. Genomdaki niikleotid dizilerinin yarisi, birden fazla
mRNA sentezi i¢in kullanilir. Ayrica ayn1 ORF igerisinde birden fazla baglangi¢ kodonu
bulunur. Bu sekilde birbiri ile iligkili, birden fazla proteinin sentezi saglanir.
Enhansirlar, promotorler ve replikasyon sinyalleri gibi biitiin regiilator elementler
ORF’ler tarafindan kodlanir (26).

S (surface-yiizey) geni 2848-833 niikleotid araligimi kapsayip PreS1, PreS2 ve S
bolgelerini igerir ve viriondaki zarf proteinlerini (HBsAg) ve diger partikiillerdeki
tamamlanmamis HBsAg’yi kodlar. S dizisi, preS2+S dizisi ve preS1+preS2+S dizisi
tarafindan kodlanan 24 (SHBs), 33 (MHBs) ve 39 (LHBs) kDa’lik proteinlerdir. 20
nm’lik partikiiller saf S geninin kodladig1 polipeptidleri, tiibiiler partikiiller ise kiiciik ve
orta proteinleri igerir. Bilyiik proteinler ise HBsAg olarak virionun yiizeyinde yer alir
(Sekil 2.3-2.4) (23, 24, 27).

S genine benzer sekilde, C (core-niikleokapsid geni) ORF, prekor ve kor
bolgeleri temelinde translasyonun kor ya da prekor bolgesinden baslamasina gore
sirastyla viral niikleokapsid antijeni (HBcAg) ve e antijeni (HBeAg) kodlanir (28). C
geni, 1814-2450 niikleotid araligin1 kapsayip 21 kD’lik “kor” (¢ekirdek) niikleokapsid
polipeptidini (HBcAg) kodlar. Bu proteinin 17,5 kDa’lik bolimii HBeAg’dir.
Translasyon C baglangic kodonundan bagladiginda tam uzunluktaki C polipeptidi
(HBcAg) sentezlenir; preC baslangi¢ kodonundan basladiginda ise HBeAg sentezlenir.



Bu olay preC dizisinin sinyal dizi gibi davrandigini diisiindiiriir. PreC dizisinde, stop
kodon mutasyonu tasiyan HBV mutantlarinda HBeAg sentezlenememekte ancak

HBcAg sentezlenmektedir (Sekil 2.3-2.4) (23, 24, 27).

Precore RNA
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HBeAg
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3.5 kb RNA : Pregenomic RNA

—{Pn; C[ Core }—

HBcAg & RT/Pol

Y

: LHBsAg

2.4 kb RNA I MHBsAg

2.1 kb RNAs ! ! it

—{ Pres1 [pre sz] s —

Y

L J

Sekil 2.3. S ve C ORF’lerinin farkli okuma bolgeleri (28).

P (pol veya polimeraz) geni, 2357-1621 niikleotid araligmmi kapsayip, viral
genomun 34’iinii olusturur. C geninin karboksi u¢ kismini, tiim S genini ve X geninin
aminoterminal boliimiinii kapsar. DNA polimeraz, ters transkriptaz ve Riboniikleaz H
(RNase-H) aktivitesine sahip 90 kDa’lik temel polipeptidi kodlar. Ayrica DNA (-)
zincir sentezi i¢in bir protein baslatic1 gibi davranmaktadir (Sekil 2.4) (23, 24, 27).

X geni, 1374-1836 niikleotid araligin1 kapsayip 154 aminoasitlik X proteinini
kodlar. Niikleotid uzunlugu temelinde en kiiciik gendir. X geni N-terminal ucunda P

geni, C-terminal ucunda ise PreC gen bolgeleriyle ¢akigir (Sekil 2.4) (28).



Sekil 2.4. HBV’nin genom organizasyonu (29)

2.1.3.3. Virus proteinleri

Yiizey Proteinleri

PreS/S geni iiriinleridir ve HBV nin yiizey (HBs) proteinlerini olustururlar. HBV
S geni iizerinde baslangic kodonlar1 farkli ancak ortak 3’ ucuna sahip ili¢ ayr1 gen
bolgesi bulunmaktadir. PreS1 gen bolgesi 2850-3174. niikleotidler arasinda, PreS2
3174-157. niikleotidler arasinda yer alir. S gen bdlgesi ise 157-833. niikleotidler
arasinda yer alir (Cizelge 2.1) (30, 31).

Yiizey proteinleri, 2,1 ve 2,4 kb’lik subgenomik mRNA’dan sentezlenirler.
Yiizey proteinleri, niikleokapsidin zarfim kazanmasi icin gereklidir. Her ii¢ yiizey
proteini (SHBs, MHBs, LHBs) deglikozillenmistir ve Dane partikiiliinde yer alir. LHBs
ve MHBs, Dane partikiiliinde esit miktarda bulunurlar ve tiim yiizey proteinlerinin %
30’unu olustururlar. SHBs ise Dane partikiilinden 100 kat daha fazla sentezlenir ve
infekte hiicreden salinir. Dane partikiillerinde LHBs: MHBs: SHBs oram yaklasik 1:1:4
seklindedir (32). Kanda dolasan S geni iiriinlerinin yaklasik % 5-15’i MHBs, % 1-2’si
LHBs ve geri kalan kismi SHBs proteininden olusmaktadir (4).
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SHBs sentezi icin okuma islemi ii¢iincii baglangic kodonundan baslarsa S
bolgesi okunarak kilifin SHBs proteini sentezlenir. Bu protein 24 kDa molekiil
agirhginda, 226 aminoasitten olusmus bir proteindir. HBsAg'nin biiyiik kismini
olusturan SHBs kilifin major proteini olarak bilinir ve B lenfositleri i¢in epitop
ozelligine sahiptir (31, 33). SHBs’yi olusturan aminoasitlerin belli bolgelerinde dizilig
farkliliklar vardir. Bu farklililar temelinde HBsAg {lizerinde en az 5 antijenik
determinant (a,d/y ve w/r) gozlemlenir (33).

MHBs protein sentezi, S geninin ikinci baslama kodonunun baslamas1 temelinde
PreS2 ve S bolgelerinin ifade edilmesiyle gerceklesir. MHBs proteini 33 kDa molekiil
agirliginda ve 281 aminoasitten olusur (33). Her ii¢ partikiil tipinde bulunan MHBs
proteini, virion ve tiibiiler partikiillerde en az, kiiresel partikiillerde ise LHBs’de daha
fazladir. Replikasyonun olmadigi durumlarda HBsAg icinde yer almamasi dikkate
alindiginda, asemptomatik HBsAg tasiyilarinda az miktarda bulunur. MHBs proteinin
HBV’nin karaciger hiicrelerine tutunmasinda rolii oldugu diisiiniilmektedir (34). MHBs
yiizey proteini ile birlikte filamentdz partikiilleri, yalnmiz basina ise sferik partikiilleri
olusturur. Enfekte kisilerde kana salinan ve fazla miktarda bulunan sferik ve flament6z
partikiiller antikorlarla kompleks olusturur ve hastalik sirasinda goriillen immun
kompleks sendromlarina neden olurlar (4).

LHBs protein sentez siireci ise S geninin ilk kodonundan baglayip PreS1, PreS2
ve S bolgelerinin tiimiiniin okunmasiyla baglar. LHBs proteininin en biiyilkk S geni
proteini olmas1 ii¢ gen bolgesinin tiimiiniin okunmasina dayanir. LHBs protein 389-400
aminoasitlik ve 39 kDa molekiiler agirliginda olan bir molekiildiir (Cizelge 2.1) (33).
LHBs ise hiicreden disar1 salinmaz ve fazla sentezlendiginde hiicre i¢inde birikir. HBV
replikasyonu sirasinda endoplazmik retikulum zarina transmembrandz olarak yerlesen
LHBs’lerin i¢ kisimda kalan dizileri, niikleokapsidin zarfim kazanmasimi saglarken:
membranin digina yerlesen dizileri, virusun infekte edecegi hiicre i¢in reseptor gorevini

iistlenir (4).
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Kor proteinleri

HBYV genomunun C geni iizerinde, okuma isleminin bagladig: iki farkli baglama
kodonu (1816.ve 1903.nt) yer alir. Buna bagl olarak prekor ve kor olmak {iizere iki
bolgeye ayrilir. C geni temelinde antijenik Ozellikleri farkli, HBeAg ve HBcAg
proteinleri sentezlenir. 1816 ve 1903.nt arasinda yer alan prekor bolgesi 29 aminoasitlik
bir peptidin tiretiminden sorumludur (Sekil 2.5) (31). C geninin esas iiriiniit HBcAg olup
virus genotipine bagh olarak 183 ya da 185 aminoasitlik bir yapiya sahiptir. HBeAg,
HBcAg’nin sentezinin post-translasyonal siireci sonrasinda son halini alan ikincil {iriin
olarak disiiniilebilir. Post-translasyonal siirecte, endoplazmik retikulumda konak
proteazlari, proteinin karboksi terminalini ayirir ve HBeAg olusur (Cizelge 2.1) (35).

Prekor dizisi, aym1 gen tarafindan sentezlenen polipeptidlerin sitoplazmaya mi1
yoksa endoplazmik retikuluma mi gideceginin belirlenmesinde, karboksi-terminal
uctaki DNA baglayan kismin konak hiicre tarafindan uzaklastirlmasinda, hiicre
membranlarinda protein birikmesinde rol oynayan bir dizidir (31). HBeAg’nin
replikasyon i¢in de gerekli olmamasiyla birlikte tam fonksiyonu bilinmemektedir.
HBcAg’nin sadece karaciger dokusu i¢inde saptanmasina ragmen HBeAg hiicreden
disar1 salimir. HBcAg ile capraz immiino-aktivitesi nedeniyle, konak immiin yanitini
virusla infekte hiicrelerden uzak tutma gorevini {istlendigi diistiniilmektedir. Bu
gorevinin dayandigr nokta ise, HBeAg sentezlemeyen mutant viruslarla olusan
infeksiyonlarda daha agir hepatik hasar gériilmesidir (4).

HBeAg ve HBcAg proteinleri sirasiyla pregenomik RNA (pgRNA) ve prekor
mRNA olarak bilinen iki ayr1 mesaj ile sentezlenir. ilk asamada, prekor/kor proteini
amino-ucundaki 19 aminoasit sinyal peptidi ile endoplazmik retikuluma gider. Bu
peptidin ayrilmasi ile proteinin endoplazmik retikulum liimenindeki geri kalan proteinin
karboksil-ucundaki 34 aminoasitlik bolge kesilir ve kalan protein HBeAg’yi olusturur.
HBeAg 10 aminoasiti disindaki 149 aminoasit yoniinden HBcAg ile aynidir, ancak
konformasyonel degisiklikten dolayi iki protein arasindaki epitoplar degisiklik gosterir
(36).

HBeAg, viral DNA sentezi icin kalip olarak kullanilan pgRNA’dan
sentezlendigi icin HBeAg’nin yiiksek miktarda olmasi fazla miktarda pgRNA

sentezlendigini, yani aktif viral replikasyon varligini gosterir (4).
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HBeAg ve HBcAg immunojendir. HBcAg'nin immunojenitesi HBsAg’den
fazladir. HBV ile infekte hastalarin neredeyse tamaminda HBeAg ve HBcAg’ye karsi

hiicresel ve hiimoral yanit gelisir (37).

P proteini

Yapisal ve salgisal proteinlerden farkli olarak, HBV bazi yapisal olmayan
proteinler de sentezler. Bu kapsamda, P proteini, viral DNA polimeraz/ters transkriptaz
ve endoniikleaz (RNase H) aktivitesine sahip ve yapisal olmayan bir molekiil olup HBV
genomunun en uzun geni olan P gen bolgesi tarafindan kodlanir (35). 90 kDa molekiil
agirhgindaki bu proteinin en az dort farkli isleve sahip bolgesi vardir (Sekil 2.5).
Aminoterminal parcasi, negatif DNA sarmalinin sentezlenmesinde pgRNA’nin ters
transkripsiyonu i¢in Onciil gorevi goriir. Orta parca, negatif sarmal sentezi igin ters
transkriptaz ve pozitif sarmal sentezi icin DNA polimeraz olarak islev yapar. Karboksi
uctaki parga ise negatif sarmal sentezi sirasinda pgRNA’nin degredasyonu igin gerekli
olan RNase H’1 kodlar. DNA polimeraz bolgesi, ters transkriptaz aktivitesi i¢in gerekli

olan YMDD aminoasit motifini tasir (31).
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Sekil 2.5. HBV protein transkripsiyon bolgeleri (21).



X proteini

HBV X (HBx) proteini, X geni tarafindan ifade edilen 154 aminoasitlik bir
protein olup 17,5 kDa molekiiler agirhgindadir (Cizelge 2.1). Cesitli memeli
hepadnavirus tiirlerine ait HBx gen sekanslarinin karsilastirmali analizleri sonucu amino
ve karboksil u¢larinda yiiksek derecede muhafaza edilmis bolgeler goriilmiistiir (38). X-
1simim kristolografisi ve niikleer manyetik rezonans calismalarina ragmen HBx’in 3
boyutlu yapist hakkinda yeterli bilgi edinilememistir (39).

HBYV X proteinin 52-148 aminoasit bolgesi rapor edilmis cesitli aktiviteleri i¢in
temel bolge oldugu diisiiniilmektedir. Proteinin amino-terminal ucunun 1-50
aminoasitlik fragman delesyonu HBx proteininin aktivitesini arttirmakta olup bu
temelde bu proteinin negatif regiilator bolge olabilecegi diistiniilmektedir (38).

HBYV X proteini, AHB ve KHB infeksiyonlarinda ¢ok zor saptanabilecek kadar
az iretilen bir proteindir. Buna ragmen humoral ve hiicresel cevap olusumunu
indiiklemektedir. HBx proteininin DNA’ya baglanma yetene8i olmamasina ragmen
viral transkripsiyonu ve hiicresel genleri aktive edebildigi diistiniilmektedir (5).

HBV X proteini zayif bir transaktivatordiir, ancak bir¢ok hiicresel ve viral
promotorleri aktive etme yetenegine sahiptir. HBx proteininin NF-kB, AP-1, C/EBP,
CREB/ATF, SP1, HIF-a, E2F ve NF-AT gibi bircok DNA baglayic1 elementlerle
etkilesime girdigi diistiniilmektedir (5, 38). HBx proteinin aktiviteleri temel olarak iki
farkli mekanizmaya dayanmaktadir; hem hiicresel transkripsiyonel regiilatorlerle hem
de sinyal transdiiksiyon yolaklar1 ile etkilesime girebilmektedir. Bu iki aktivasyon
mekanizmasi temelinde, HBx proteini, hiicre dongii regiilasyonu, sinyal yolaklarinin
aktivasyonu, apoptozis arayollarimin yonlendirilmesi (p53 protein etkilesimi), DNA
tamir mekanizmalarinin inhibisyonu gibi bir¢cok molekiiler siiregleri etkilemesi

temelinde HSK ile iliskisi diigiiniilmektedir (38, 39).
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Cizelge 2.1. HBV acik okuma bolgeleri ve proteinleri (27).

Gen Nikleotid Protein Aminoasit Molekiiler
bolgeleri konumlan sayisi agirhklan (kDa)

PreS1 2848-3172 PreS1 (yuzey protein 128 39
komponentleri

PreS2 3172-155 PreS1 (ylizey protein 55 33
komponentleri

S 155-833 HBsAg 226 24

PreC/C 1814-2450 HBeAg 214 15

C 1901-2450 HBcAg 183 19

P 2357-1621 DNA polimeraz 832-845 92

X 1374-1836 HBxAg 145-154 17,5

2.1.3.4. Yasam dongiisii ve Replikasyon

Diger biitiin viruslarda oldugu gibi, HBV’nin yasam dongiisii birka¢ asama

seklinde degerlendirilebilir (Sekil 2.6) (32):

1-Virusun spesifik konak hiicresine baglanmasi
2-Virusun konak hiicresine girmesi (penetrasyonu)
3-Replikasyonun gerceklesecegi bolgeye tasinim
4-Viral genomun salinmasi

5-Viral gen iirtinlerinin transkripsiyonu ve translasyonu
6-Olusan iiriinler ile viral replikasyonunun baslamasi
7-Virionlarin olusmasi

8-Olusan viruslarin hiicreden ayrilmasi

Bircok virusdan farkli olarak, HBV, yeni sentezlenen viral DNA’nin sitozolden

cekirdege girmesine izin veren daha ileri bir arayol icermektedir (32).
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HBV’nin hiicreye baglanmasi kritik bir agama olup, bir¢ok virus ve konak hiicre
reseptorleri arasinda etkilesim olmaktadir, ancak etkilesime giren reseptorler ve
etkilesimleri heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir siiregtir (40, 41). Temel olarak
HBV’nin yasam dongiisii, virusun hepatosite tutunmasi ve reseptdre bagli endositoz
temelli hiicreye girmesi ile baslar. HBV’nin tutundugu hepatosit reseptdr veya
reseptorler fibronektin, apolipoprotein (apo-H), poli-insan serum albumini (pHSA),
interlokin-6 olabilecegi diistiniilmektedir (42). HBV’nin hepatositlere tutunmasinda S
gen iirlinii proteinlerinin énemli oldugu, bu temelde L ve M proteinlerinin baglanmada
onemli rolii olabilecegi saptanmistir. In vitro calismalarda preS1 (21-47 aminoasitleri
aras1) notralize olduklarinda infeksiyon olusmadigi gozlenmistir. In vitro caligmalar
temelinde, preS1 ve preS2’nin karaciger plazma membranina ve mononiikleer hiicrelere
baglanabildigi saptanmustir (33, 42).

Virus, baglanma sonrasinda membran fiizyonu yoluyla ve niikleokapsid hiicre
membraninda kazandigi endozom ile stoplazmaya girerek pasif difiizyon ve tiibiiler
taginim seklinde ¢ekirdege taginir (33).

Viral replikasyonun basinda polimeraz enzimi, kismen cift sarmalli ve her iki
ucu serbest halde bulunan DNA (relaxed circular DNA-rcDNA)’nin tamamlanmasinda
rol oynar. Negatif zincirin 5’ ucuna tutunmus olan viral polimeraz, pozitif zincirin 5’
ucuna tutunmus olan kisa RNA dizisinden baslayarak pozitif zinciri tamamlar. Olusan
kovalent baglarla kapanmis ¢embersel DNA (cccDNA), pgRNA icin kalip gorevi
gordiigiinden infeksiyonun basladigimi gosterir. Virus infeksiyonundan yaklasik 24 saat
sonra cccDNA olusumu goriilmektedir (4, 43)

Cekirdekte hiicresel RNA polimeraz II enzimi kullamlarak cccDNA’dan
mRNA’lar sentezlenir. “Kor promotdr” bolgesi viral replikasyonun merkezidir ve
negatif zincirli viral genomundan daha uzun olan 3,5 kb’lik pgRNA sentezlenir.
pgRNA’dan 4 tip mRNA sentezlenir. Bunlar (24, 40);

1. 3,5 kb’lik mRNA: En uzun parcadir. Genom replikasyonunda, prekor/kor
ve pol proteinlerinin sentezinde kullanilir.

2. 2,4 kb’lik mRNA: PreS1, PreS2 ve S proteinlerinin sentezinde kullanilir

3. 2,1 kb’lik mRNA: PreS2 ve S proteinin sentezini saglar.

4. 0,7 kb’lik mRNA: X proteini sentezletir.
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pgRNA once 200-300 molekiillikk cekirdek proteinini sentezletir, sonra
polimeraz sentezine izin verir. Polimeraz sentezi pgRNA’nin kor bolgesi i¢cinde kalan
bir baslangic kodonundan baslar. Sentezlenen polimeraz kendi mRNA’sinin 5’ ucuna
baglanarak ters transkripsiyonu baglatir ve ayn1 anda cekirdek icine yerlesir.
Polimerazin sentezlenmesi pgRNA sentezini durdurur. pgRNA’nin 5’ ucunda bulunan
enkapsidasyon dizisi (e-dizisi) adi verilen dizileri viral polimeraz enzimini baglar ve
viral korun yapimi baglar (44).

Cekirdek proteinleri ikiser ikiser bir araya gelir, disiilfit baglan ile stabilize olur.
Bu birimlerden 120 tanesi bir araya gelerek ikozahedral kapsidi olusturur.
Enkapsidasyon dizisi tasiyan pgRNA’lar kapsid icine yerlesir ve pgDNA’dan ters
transkripsiyon ile negatif zincirin sentezi viral ¢ekirdek icinde, stoplazmada gerceklesir.
Bu olayda enkapsidasyon dizisi ¢ekirdek igine bir kopya niikleik asit yerlesmesini
sagladigi gibi viral DNA sentezini baslatmada da rol oynar. Negatif DNA
sentezlendikten sonra viral polimerazin RNase H aktivitesi ile pgRNA yikilir ve DNA
polimeraz aktivitesi ile 5° ucundaki RNA primeri kullanilarak pozitif zincir sentezlenir.
Pozitif zincir sentezi i¢in negatif zincirin 5’ ucundaki direk tekrar (DR) 1 bolgesindeki
primer DR2 bolgesine tasinir ve pozitif zincir sentezi buradan baglar. Her iki zincirin 5’
uclar bu nedenle farklidir. Pozitif zincirin sentezi tamamlanamaz ve eksik kalir. Her iki
zincir 5° u¢larindan baglanmasiyla rcDNA sentezi tamamlanmis olur (2, 4).

Viral genom olustuktan sonra partikiiller endoplazmik retikulum iginde
tomurcuklanarak glikoprotein zarfim kazanir ve vezikiiler taginim ile hiicre disina
salinir. HBV replikasyonu sirasinda stoplazmada sentezlenen viral DNA’larin bir kismi
cekirdege tasinarak orada siirekli cccDNA havuzu olusturulmasini saglar (Sekil 2.6)

(23).
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Sekil 2.6. HBV’nin yasam dongiisii: Virusun hiicreye baglanmasindan, hiicre i¢ine girmesinden
ve infekte virionundan kurtulmasindan sonra, viral niikleokapsid sitozol igerisine girer ve niikleer pora
taginir. Viral genom gekirdek igine girdikten sonra cccDNA’ya doniistiiriilir ve minikromozomal yapi
olusturulur. Minikromozamal yapi transkribe edilen tim RNA icin kalip gorevi goriir. Kor ve polimeraz
proteinlerinin olusturulmast i¢in pregenomik RNA sitozole taginir. Polimeraz ve pregenomik RNA kapsid
cevrilir. HBV DNA sentezi olusan bu niikleokapsid icinde meydana gelir. Niikleokapsidler daha sonra
cekirdek igine de taginir. Zarf proteinleri graniillii endoplazmik retikulum iginde virionlar seklini alir ve
virionlar kii¢iik partikiiller halinde salinir (14).

Viral replikasyonu kontrol eden regiilator elementler

HBV geninin ayr1 gen bolgelerinin ifade edilmesinde ve regiilasyonunda gérev
alan coklu regiilator elementler bulunmaktadir. HBV’nin her bir genom bdlgesi protein
ifade edici diziler icerdigi icin gen dizileri i¢cinde ayni molekiil kaynakli (cis-element)
regiilator elementler gorev yapmaktadir. (32). HBV’nin genomik ifadesi iki enhansir
(Enh I ve Enh II), dort promotor, gliikokortikoid yanit elementi (GRE), negatif ragiilator
elementi (NRE) ve CCAAT dizi elementi icermektedir. Dort promotor bolge olan bazal
kor promotor (BCP), PreS1, PreS2/S ve X promotér; 3,5 kb (PreC/C ve pregenomik
RNA), 2,4 kb (PreS1 mRNA), 2,1 kb (PreS2/S) ve 0,7 kb (X mRNA) mRNA’lar
olusturur (Sekil 2.7). Biitiin bu mRNA’lar uglan1 kapali, kesilmemis ve 6nemli bir
poliadelinasyon sinyali HBV eden

paylasmaktadirlar. replikasyonunu  kontrol
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poliadenilasyon sinyal dizisi, post transkripsiyonel regiilator element (PRE) ve
enkapsilasyon sinyal dizisi (epsilon) de viral RNA’larin iizerinde lokalize olmaktadir

(45).

3 Enhancer I/X Promoter

= Negative regulatory element
@ 52 Promoter

© 51 Promoter

=3 Polyadenylation signal

[0) Basic core promoter/
Enhancer Il

Sekil 2.7. Hepatit B virus transkripsiyonunu kontrol eden cis-elementler ve genom bolgesi
lokalizasyonlari (46).

19



2.1.3.5 Subtip ve Genotipler

Filogenetik analizlere gore HBV’nin, A, B, C, D, E, F, G ve H olmak {iizere 8
genotipinin oldugu belirlenmistir. HBV genotipleri birbirlerinden yaklasik % 8 oraninda
farklilik gostermektedir (6).

HBYV genotip A, B, C, F ve H genom uzunlugu 3215 niikleotid iken delesyon ve
insersiyonlardan dolayi, genotip G genomu 3248 niikleotid ve genotip D genomu ise
3182 niikleotid uzunlugundadir (Cizelge 2.2) (6).

Kapsamli filogenetik analizler, HBV genotiplerinin kendi iclerinde en az % 4
farklilik gosteren subgenotiplere sahip oldugunu gostermistir. HBV genotip A, B, C, D
ve F subgenotipleri sirasiyla Al/A2, B1/B2/B3/B4, C1/C2/C3, D1/D2/D3/D4 ve
Fla/FIb/FII/FIII/FIVseklindedir. HBV genotip E ve G’nin ise subgenotipleri yoktur
(Cizelge 2.2) (6, 47).

HBV genotip ve subgenotipleri kendine 6zgii bir cografik dagilim gosterir.
Genotip A, Kuzeybati Avrupa, Kuzey Amerika, Hindistan ve Sahra alti Afrika ile
birlikte az olmakla birlikte Giiney Amerika’da yayginlik gosterir. Genotip B ve C ise
Asya’da endemik iken genotip D daha ¢cok Akdeniz cevrelerinde ve Dogu Avrupa’da
yayginlik gostermekle birlikte tiim diinyada goriilebilmektedir. Genotip E, Bat1 Afrika;
genotip F, Giiney Amerika ve gentip H ise Orta Amerika’da yaygindir. Son olarak
genotip G ise Fransa, Almanya, Orta Amerika, Meksika ve ABD kapsaminda yaygindir.
Ay iilkeler ve bunlarin yerel bolgelerinde, risk grubuna dahil popiilasyon gruplar

farkli prevalans oranlarina sahip spesifik genotipler barindirabilmektedir (Cizelge 2.2)

(6).
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Cizelge 2.2. HBV genotip ve subgenotiplerinin karakteristik ozellikleri (47 nolu kaynaktan
degistirilmistir).

Genotip Subgenotip Cografik Dagilim Genome” PreS1° Pol° HBcAg"
A Al Afrika, Asya 3221 400 845 185
A2

Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika

B B1 Japonya 3215 400 843 183
B2 Asya
B3 Endonezya, Cin
B4 Vietnam, Kambogya

C Cl Uzak Dogu 3215 400 843 183
Cc2 Uzak Dogu
C3 Pasifik Adalari

D D1 Avrupa, Orta Dogu, Misrr, 3182 389 832 183

Hindistan, Asya

D2 Avrupa, Japonya

D3 Avrupa, Asya, Gliney Afrika, ABD

D4 Avustralya, Japonya

E Sahra alt1 Afrika, Ingiltere, Fransa 3212 400 842 183
F Fla Orta Amerika 3215 400 843 183

FIb Arjantin, Japonya, Venezuella,

ABD

FII Brazilya, Venezuella

FIII Venezuella, Panama, Kolombiya

FIV Arjantin, Bolivya, Fransa
G ABD, Almanya, Japonya, Fransa 3248 399 842 195
H ABD, Japonya, Nikaragua 3215 400 842 183

b -Niikleotid ¢ —~Aminoasit
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Belirli genotipler ile siddetli karaciger hastaligi arasinda baglanti kurmaya
calisan bir¢ok calisma yapilmistir. Ancak tartismali sonuglar edinilmistir. Genotip A ve
D’nin birlikte bulundugu iilkelerde, genotip A infeksiyonunun, genotip D infeksiyonuna
gore KHB olusturma ag¢isindan daha fazla potansiyele sahip oldugu, genotip B ve C’nin
birlikte bulundugu baz iilkelerde ise, genotip C infeksiyonlarinin ¢ok hizli bir sekilde

siroz ve HSK siirecine girdigi 6ne siiriilmiistiir (48).

2.1.4. Hepatit B Virus Mutantlari

Viral mutasyonlarin olugma hizi virusun replikasyon hizina bagli olarak
degisebilmektedir. HBV yiiksek replikasyon etkinligine (10'' partikiil/giin) ragmen
2x10* baz degisikligi/y1l oranindan daha diisik mutasyon hizi gosterir. Bu oran
polimeraz aracili geri okuma fonksiyonu olmayan viruslara gore daha diisiik bir orandir.
Buna ek olarak HBV genomunun iist iiste ¢akisan genom yapis1 yasamsal mutasyonlarin
sayisimm  ve ifade edilmesini azaltmaktadir. Tiim bu yapimin Otesinde, HBV
semptomlarinin siddetli olmasi temelinde yiiksek hiicresel immun sistem etkinligi ve
antiviral tedavi uygulanma gerekliligi ve bunun sonucunda olusan seleksiyon ve mutant
suslarin populasyonda baskinlik kazanmasi, HBV’nin mutasyon profilini 6nemli
kilmaktadir (16).

HBV genomunda mutasyon gelisimi tesadiifi olarak olugmakta ve olusan
mutasyonlar, virusa sagladigi uyum giiciine bagli olarak replikasyon dongiisii ile
cogalmakta ve mutant viruslar prevalans kazanmaktadir (16, 49).

HBYV mutant formlarinda, replikasyon hizlar1 da degerlendirildiginde, haftalar ya
da aylar ile ifade edilen bir zaman araliginda wild-tip HBV’ye gére bircok degisiklik
gozlenmektedir. Bu mutasyon profillerinin bir kisminin fenotipik anlamlar bilinmekte
ancak etkilesim mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle, mutasyonlarin
infekte konakta olusturdugu hastalik kalibi ve patolojik etkileri, molekiiler
epidemiyolojik  caligmalar  temelinde  istatistiksel  olarak iliskilendirilmeye
calisilmaktadir (16).

Tiim mutasyon profilleri ele alindiginda, olusan mutasyon cesitlerini temel

olarak 3 ana kategoriye ayirmak miimkiindiir. Bunlar; tek baz degisikligine neden olan
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nokta mutasyonlari, genis genom alanlarin1 etkileyebilen insersiyon ve delesyon ile
yeniden diizenlenme, insersiyon-delesyon ve/veya nokta mutasyonlari olusumu ile
meydana gelen okuma ¢ergevesinin degismesidir (16, 49)

Genom lizerindeki bazi gen bolgeleri birbiri ile iist iiste oldugu i¢in bu
bolgelerde olusan mutasyonlar diger genlerde de degisiklik olusturabilmektedir.
HBV’de olusan mutasyonlar hastaligin klinik seyrinde onemli etkilere sahiptir. HBV’de
olusabilecek mutasyonlar (50, 51);

1- Antiviral ilaclara kars1 direng gelisimine neden olabilir.
2- Virusun hiicreye girisini ve entegrasyonunu kolaylastirabilir
3- Virusun antijenik yapistm degismesine immiin yanittan kagis

mekanizmalarinin olugsmasina neden olabilir
4- Virusun replikasyonunun artmasi sonucu siddetli klinik sonuglara sebep

olabilir.

2.1.4.1. X mutantlari

X geninde bir¢cok nokta mutasyon olusabilmesi temelinde okuma ¢ercevesindeki
cesitli degisiklikler ile bir¢cok delesyon olusabilmektedir. X gen bolgesi Enhansir 11, Kor
promotor, DR1 ve DR2 gibi virus replikasyon ve ekspresyonunda 6nemi olan diziler
icermektedir. X gen bolgesinin P geninin RNase H ve PreC gen bolgeleriyle ortak
diziler icermesi nedeniyle bu bolgedeki mutasyonlar, virusun replikasyon ve ekspresyon
davraniglarinda, bunun sonucunda da klinik a¢idan degisimler olusturabilmektedir (52).
X geninde meydana gelen mutasyonlarin fonksiyonel 6nemi tam olarak acikliga
kavusmamis olmakla beraber bu tip varyantlarin infektiviteleri zayif, replikasyon
yetenekleri diistiktiir (53).

Kor promotér, enhansir II bolgesi ve DR2 kapsamindaki X gen mutasyonlari
temelli okuma c¢ercevesi degisimi ve delesyonlar ile HBV infeksiyonuna ait
konvensiyonal serolojik belirteclerin gériinmemeye baslamasi arasinda iliski olabilecegi
diistiniilmektedir (35).

X geni mutasyonlar1 kapsaminda, HBsAg ve HBeAg negatif hastalarda genin 3’
ucunda kor promotor/enhansir I bolgesinde 8 niikleotidlik (1770-1778 nt) ve 20
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niikleotidlik delesyon (1752-1772 nt ) dikkat cekicidir. Bu delesyonlarin PreC promotor
bolgesinin ifade edilmesini azalttigt ve bunun da HBV protein salgisindaki
baskilanmanin sebebi olabilecegi diisiiniilmektedir (35).

Serum, tiimorlii ve tiimorlii olmayan dokulardan izole edilen X geninin hiicre
dizilerine olan etkilerinin arastirildigr bir calismada, tiimorlii dokulara entegre olmus
HBV DNA’daki X gen bolgelerinin tamaminda C terminal ucunda delesyon
saptanirken, serum ve tiimorlii olmayan doku kaynakli HBx gen bolgelerinin ise
yarisinda C terminal ucu delesyonu saptanmustir (54).

X proteini temelinde yapilan c¢alismalarda, X geninin C terminal ucunda
meydana gelen mutasyonlar ile X proteini eksik ifade edilmekte ve tam ifade edilmemis
bu proteinin ise HSK ile yakindan iliskisinin oldugu bildirilmistir. Bununla ilgili olarak,
mutasyonlu X sekansi vektor aracilign ile fare ve insan hiicre dizilerine transfekte
edildiginde hiicrelerde giiclii bir arttirillmis koloni formasyonu ve hiicre dongiisii

stirecinde hizlanma gozlenmistir (55).

2.1.4.2. Kor, Prekor ve Bazal Kor Promotéor Mutantlari

Prekor (1816-1903 nt) ve kor (1903-2458 nt) gen bolge mutasyonlart birgok
calismaya konu olmus ve bu caligmalar sonucu bir¢ok mutasyon tanimlanmistir. Prekor
mRNA HBeAg proteinini, kor mRNA ise niikleokapsidin temel proteini olan HBcAg
proteinini ifade eder (35).

HBcAg viral polimeraz ile pgRNA’'min kapsid yapisi icine alinmasi igin
gereklidir. Kapsid proteini de B hiicre aktivasyonuna ve T hiicre bagimli veya bagimsiz
antikor liretimine neden oldugu icin virusun immun cevap olusturmasinda 6nemlidir.
Kor mutasyonlar1 bu temelde konak immun sistemden ka¢is mekanizmalarini olusturan
viral stratejiler i¢inde degerlendirilir. Bu bdlgede meydana gelen mutasyonlar genel
olarak bolgenin CD4+ ve B hiicre cevabi olusturan dizilerinde meydana gelmektedir

(Kodon 1-25, 50-69, 74-89, 107-118 ve 130-138) (Sekil 2.8) (35).
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CD4+ CD4+ B-cell B—cell B-cell
1-25 50-69 74-89 107-118 130-138

-NH, -COOH

Sekil 2.8. Kor proteininin immiinolojik epitoplari (35).

Prekor gen bolgesinin virusun yasam dongiisii i¢in biiyiikk ©nemi olmasi
temelinde bu bolgede meydana gelen mutasyonlarin belirli klinik belirtileri cok aciktir.
Bu acgidan en iyi bilinen prekor mutasyonu, HBeAg iiretiminin durmasini veya
azalmasimi saglayan bir stop mutasyonu olan 1896 nt (ya da kodon 28) mutasyonudur.
HBeAg sentezini engelleyen baska bir mutasyon 1862 nt mutasyonudur. Bu mutasyon
iki farkli noktada HBeAg sentezini engellemektedir. Bu bolge hem sinyal peptid
ayrilma bolgesine yakin oldugu i¢in hem de pgRNA’nin ters transkripsiyonun
engellenmesi ve HBeAg sentezinin durmasi sonucunu dogurur. Prekor mutantlar
kronik ve fulminan hepatit ve akut-non fulminan hepatitli hastalarda goriilebilmektedir
(30, 35, 36).

Kor gen mutasyonlar1 epidemiyolojik olarak hastalik aktivitesi ile iligkili iken
prekor stop mutasyonu klinige daha az yansiyabilir. Buna karsin, bazal kor promotor
(BCP) mutasyonlar1 ise viral replikasyonun artmasi ve buna bagh hastalik
aktivitesindeki siddetlenme arasinda giiglii bir iliski mevcuttur (35).

BCP (1744-1804 nt) bolgesi, ters transkripsiyon i¢in 6nemli olan DR1 bolgesini
icerir. BCP bolgesi X gen bolgesinin C terminal ucu ile iist iiste ¢akisip hem prekor hem
de kor gen bolgelerinin transkripsiyonunu kontrol eder ve ters transkripsiyon icin kalip
teskil eden pgRNA’y1 hazirlar (30, 35). HBeAg iiretiminin durmasini veya azalmasini
saglayan BCP bolgesi mutasyonlari, 1762 nt ve 1764 nt mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlar HBeAg iiretimini % 70 oraminda diisiirmekte ve viral replikasyonu
arttirmaktadir. Bu mutasyonlar promotor gen bolgesi mutasyonlan oldugundan,
meydana gelen mutasyonlarin, pgRNA transkripsiyonunu veya kor proteinini
etkilemesi, kor RNA baslangi¢c kodonlarindaki ifadenin azaltilmasi temelinde dolayl

olarak gerceklestirilir. Bunun yaninda BCP mutasyonlan ileri asamalarda X gen
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mutasyonlart ve transkripsiyon faktorii (hepatosit niikleer faktor 1-HNF 1) baglanma

bolgesini kombine olarak etkileyerek viral replikasyonu arttirabilmektedir (35).

2.1.4.3. S (Yiizey) Mutantlari

S gen mutasyonlar1 preS gen ve S gen bolgeleri kapsaminda degerlendirilir. S
gen bolgesinde olusan nokta mutasyonlar, 6zellikle notralizan antikorlarin hedefi olan
“a” determinant1 (121-149. aminoasitler) etkileyerek HBsAg’ye karsi immiin sistem
cevabimi etkilemektedir. HBsAg, poliklonal antikor cevabinin olustugu temel bir
hedeftir. HBV ile infekte hastalarda yiizey mutasyonlari nedeniyle HBsAg
saptanamayabilmektedir. Bu nedenle, bu yiizey mutasyonlar1 ciddi bir halk saglig
probleminin kaynagidir (30, 51).

HBV’ye kars1 olusan nétralizan antikor yanitina neden olan “a” determinanti
tiim subtiplerde oldukca korunmus bir bolgedir. Ozellikle 145. aminoasit pozisyonunda
olusan mutasyonlar virusta bilyiik antijenik degisikliklere neden olmaktadir. Bu bolgede
meydana gelen aminoasit degisiklikleri HBsAg’nin ii¢ boyutlu yapisinda onemli
degisiklige yol ac¢maktadir; anti-HBs’nin nétralizan etkisinden kurtulmasina ve
replikasyona devam etmesine neden olmaktadir. HBV S mutantlari ile infekte olgularda,
tek basina HBV DNA pozitifligi, tek basina HBsAg pozitifligi, anti-HBs ile HBsAg'nin
birlikteligi gibi alisilmadik serolojik profiller goriilebilmektedir (4, 30).

Yiizey geni ile ilgili mutasyonlar, daha az siklikta, preSl ve preS2 bolgelerinde
de (bir sekansin silinmesi, yer degistirmesi veya yeniden diizenlenmesi seklinde) ortaya
cikabilmektedir (30).

PreS gen bolgesinin tamamina yakini P gen bélgesinin virus i¢in zorunlu
olmayan spacer bolgesiyle iist iiste geldiginden bu bolgede meydana gelen bircok
mutasyon virus i¢in primer olarak éneme sahip olmadigr diisiiniilmektedir (Sekil 2.9)
(57). Buna karsin bazi mutasyonlar PreS1 proteininin (MHBs) sentezinin durmasina
neden olarak virion sekresyonunu inhibe edebilmektedir ve bu durum ise sitotoksititeye
neden olmaktadir (48).

PreS2 proteini farkli viral yasam dongiilerinde degisik miktarlarda bulunmakla

birlikte viral replikasyon, viral partikiill morfolojisinin olusmasi, sekresyonu ve
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infektivite agisindan temel teskil etmemektedir. PreS2 ATG yanlis eslesme ya da
delesyon mutasyonlari, PreS2 proteinin sentezinin durmasina ve B ve T hiicre

epitoplarinda degisimlere neden olabilmektedir (47).

1 183 349(rt1) tM204V//S 692(rt344) B45aa
GF A B C DE
v oo 1 D IR
HBsAg
1 1081 5511 226aa
sH9EM/V or
sW196l1/S/*

Sekil 2.9. HBV’nin ii¢ zarf proteinlerini kodlayan S ORF gen bolgesi PreS bolgesinde P gen
bolgesinin spacer ve S (HBsAg) bolgesinde ise ters transkriptaz ve polimeraz domainleri ile iist iiste
gelmektedir (57).

PreS mutasyonlar1 kronik infeksiyonlarda, 6zellikle interferon tedavisi alan
hastalarda goriilmekte ve muhtemelen virusun konak immiin yanitindan kagisini
saglamaktadir. HBV’nin dogal yasam dongiisiinde olusan kor protein mutasyonlari,

PreS mutasyonlariyla bir immiin yanittan kagis mekanizmasi olugturmaktadir (47).

2.1.4.4. Polimeraz mutantlari

Polimeraz gen {iriinleri viral RNA’nin kor partikiilii icinde kapsidasyonu ve
HBYV viral RNA’nin genomik viral DNA’ya doniistiiriilmesi i¢in gereklidir. HBV ters
transkriptaz oldukca korunmus olmasina ragmen, bazi mutasyonlar tanimlanmistir.
Polimeraz geninde tamimlanan bazi yanlis eslesme mutasyonlarn HBV RNA’nin kor
partikiilii igine paketlenememesine neden olmaktadir (30).

Polimeraz mutasyonlarinin en ©nemli klinik sonucu ise antiviral direnci
olusturmasidir. Lamivudin gibi viral ters transkriptaz inhibitorii olan ilaglarla tedavi
sonrasinda polimeraz mutasyonlar1 olan viruslar populasyona hakim olmaya
baslamaktadir. Lamivudin tedavisi swrasinda P geninde pek c¢ok mutasyon

tanimlanmigtir. Bunlardan ii¢ tanesinin lamuvidin direncine sebep oldugu saptanmistir.
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Bu mutasyonlardan en sik gorillen YMDD mutasyonlaridir. Polimeraz enziminin C
katlantisindaki tirozin (Y), metiyonin (M), aspartat (D), aspartat (D) aminoasitlerinden
(YMDD) metiyoninin izolosin veya valine degismesi (M5521 veya MS552V), B
katlantisindaki 16sinin metiyonine degismesi (L528M) ve tekrar B katlantisindaki
valinin 16sine degismesi (V521L) lavimudin direncinden sorumlu tutulmaktadir (4, 16,
30).

RNA’ya bagli DNA polimerazin tiim ters transkriptaz enzimlerinde benzer ve
korunmus olan YMDD motifinde degisiklife neden olan mutasyonlar, enzimin
niikleotid baglayan katalitik bolgesini etkilemekte ve lamuvidinin yaninda adefovir,
famsiklovir ve lobukavir gibi diger ters transkriptaz enzim inhibitorlerine de direng
gelismesine neden olmaktadir. Tedavi siireci uzadikga (1 y1l ve sonrasi) mutant viruslar
secilmekte ve popiilasyonda baskin durumuna ge¢mektedir (4, 58).

Polimeraz gen bolgesinin, YMDD mutasyonlarinin goriildiigii Pol/RT bolgesi ile
HBsAg proteinin sentezlendigi S gen bolgesindeki cakisma nedeniyle (Sekil 2.9),
YMDD bolgesindeki mutasyonlar (AS529T, V521L) S geninde stop kodon olusumu
(164.kodon) ve HBsAg sekresyonunun durmasina neden olmaktadir (58).

2.1.5. Patogenez

HBYV sitopatik olmayan bir virustur. HBV infeksiyonunda karaciger hasarinin
olugsmasinda viral faktorlerden ¢ok konak immun yanitinin rolii vardir (4, 10, 11).

HBYV nétralizasyonunu saglamak, replikasyonunu Onlemek, virusun temizligini
saglamak ve persistan infeksiyonunun kontroliinii saglamak amaciyla humoral ve hiicre-
aracili immun sistemin her iki kolu da aktive olmaktadir (45).

Serbest HBV partikiillerinin nétralizasyonu ve virusun konak hiicreye girisinin
onlenmesi i¢in antikor iiretimi kritik bir asamadir. Virus zarf kompenentlerine karsi
antikor dretimi infeksiyondan ¢ok once baslar, ancak ilk asamada yeterince virus
replikasyonu olmamasi ve bu temelde zarf antijen azlig1 nedeniyle olusan antikorlarin
tanimlanmasi zor olmaktadir (11).

Antikor {iiretimi konak hiicresine invazyon oncesinde yeterli derecede aktive

olmas1 gerekmektedir. Antikorlar virus partikiillerinin hiicreden hiicreye yayilmasini
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engellerken, hiicre ici virus eliminasyonu ise Sinif I insan lenfosit antijen (HLA-I)
sunuculugu temelinde CD8+ sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve infeksiyon bolgesindeki
diger spesifik olmayan efektor hiicreler ile yapilmaktadir (11).

Akut infeksiyon sirasinda viral temizlik i¢in, viral zarf, polimeraz ve kor protein
epitoplarina kars1 CD4+ T hiicre ve CTL yaniti olusur. Akut infeksiyon sirasinda
HBcAg, HBeAg ve HBsAg proteinlerine karsi gii¢lii CD4+ T hiicre yanit1 gelismektedir
(4, 45).

CD8+ sitotoksik T lenfosit yamiti virusun temizlenmesinde Onemli rol
oynamaktadir. Fakat karaciger gibi solid organlarda, siki hiicre yapisindan dolay1
CTL’lerin direk infekte hiicrelere ulagmasimnin zorlugu nedeniyle sitokin {iretim
adaptasyonu gelismistir. Sitotoksik T hiicrelerinden salinan sitokinler direk olarak HBV
replikasyonunu inhibe edebilmektedir (4). Bu temelde, hiicre icinde HBV DNA’sinin
temizlenmesi yaygin bir sekilde (yaklasitk % 90) tiimor nekroz faktdr (TNF a),
interferon alfa ya da beta (IFN a-f) gibi dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemi i¢indeki
hiicreler tarafindan iiretilen antiviral sitokinler aracilig1 ile gerceklestirilir (11). TNF a,
HBV mRNA’sinin yikimimi hizlandirmaktadir. Ayrica kor promotor, TNF a, B, v ‘ya
duyarlidir ve bu sitokinler varliginda inhibe olmaktadir (45).

HBV peptitlerinin hiicresel temelde, CTL’ler tarafindan tanimlanmasi ve
sitokinler aracili viral DNA diisiisiinden sonra, immun cevap, infekte hepatositlerde
apoptozis ve ardindan nekroz ile sitolitik bir bicimde devam eder ve serumdaki alanin
aminotransferaz (ALT) diizeyi yiikselir. Bu mekanizma bir taraftan karaciger hasari
olusturmakta, diger taraftan ise virus kontrolii saglamaktadir. Sitotoksik T hiicreleri
cesitli antijen-non-spesifik inflamatuar sitokinler salgilayarak karacigerde toplar,
boylece nekroinflamasyona yonelen bir asamay1 baglatmis olur (10).

Yiiksek derecede karaciger hiicre hasar1 olmamasi ve virus replikasyonunun
onlenemeyerek kontroliiniin saglanamadigi KHB’li hastalarda, HBV-spesifik CD4+ T
hiicre ve CTL yanit1 genel olarak saptanamamaktadir. CTL’lerin HBV-spesifik
tetramerlere baglanamamasi ve sitokin iiretememesi ve sonug olarak sitokin dengesizligi
immun yanitin diismesine neden olmaktadir. Bu nedenle, infekte hiicrelerde, yiiksek
viral antijen yogunlugu ve hiicrenin buna tepki vermemesi sonucunda persistan

infeksiyon baglar (11).
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HBYV infeksiyonunda immun yanittan kacis mekanizmalari

HBV infeksiyonlarinda immun sistemin etkilerinden virusun ka¢masini
saglayacak pek c¢ok mekanizma bulunmaktadir. Akut infeksiyonda virusun
temizlenmesinde etkin olan antikorlar, yilizey antijenlerindeki ‘“a” determinant
degisikligine neden olan mutasyonlardan dolay1 nétralize etki gostermeyebilmektedir
(4, 32).

Virusun prekor/kor genlerinde olusan mutasyonlarda HBeAg sentezi durmakta,
bu antijen yoklugunda virusa karsti immun cevap zayiflamaktadir. HBeAg
sentezlenmeyen mutant viruslar ile replikasyon siirmekte ve infeksiyon devam
etmektedir (4, 32).

Viral antijenlerde degisiklige neden olan mutasyonlar bu antijenlerin doku
uygunluk kompleksi (MHC) antijenlerine baglanmasini ve T hiicre reseptor (TCR) ile
baglanma ozgiilligiinii etkiler. Virus yiikiiniin ¢ok fazla oldugu immunodominant

epitoplarin uzun siireli ya da ¢ok yiiksek T hiicre uyaris1 T hiicre yanitsizligina neden

olabilmektedir (4, 32).
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2.1.6. Klinik Belirti ve Bulgular

Hepatit B infeksiyonu AHB’den baslayarak KHB, siroz ve HSK’ya kadar genis

spektrumda karaciger hastaligi olusturabilmektedir (27).

2.1.6.1. Akut infeksiyon

AHB, HBV ile karsilasilmasini takiben, genelde 6 hafta ile 6 ay arasinda degisen
bir inkiibasyon peryodundan sonra gelismekte ve asemptomatik infeksiyondan,
fulminan hepatite kadar degisebilen bir klinik igerisinde seyretmektedir. AHB’de
baslangi¢c sendromu istahsizlik, bulant1 ve kusma, halsizlik, karin agris1 gibi spesifik
olmayan belirtiler seklindedir. Bu donem 3-7 giin kadar siirer. Bu evrede baz1 hastalarda
serum hastaligina benzeyen ates, artraiji/artrit ve deri dokiintiileri gelisebilir. Bu son
belirtiler ikterik belirtisi ile gerileyip kaybolurken halsizlik, istahsizlik gibi
yakinmalarda agirlagsma gozlenir (9).

AHB donemi semptomlari, biyokimyasal laboratuvar bulgularn ve serolojik
belirtecler degisebilmektedir. AHB donemi inkiibasyon periyodu, preikterik faz, ikterik
faz ve konvelasan donem seklinde ayrilmaktadir (27).

Inkiibasyon periyodu (semptom baslangic1) ortalama 75 giin olmak iizere 40-150
giin arasinda degisebilmektedir. Bu donemde, acik olarak semptom kaydedilmemistir ve
biyokimyasal laboratuvar test sonuglari normal degerlerdedir. Ancak, virus
replikasyonu baslamakla birlikte HBsAg serumda goriiliir ve bu siireci 1-3 hafta icinde
HBeAg ve HBV DNA’nin saptanabildigi asama izler. Bu belirteclerin titreleri yiikselir,
genellikle semptom baglangici sonrasi en yiiksek seviyelerine ulasir (27).

Preikterik fazda, halsizlik, istahsizlik, mide bulantisi gibi semptomlar spesifiktir.
Bu faz genellikle 3-7 giin icinde sona ermektedir. Serum biyokimyasal test sonuglart
aminotransferaz aktivitesindeki yiikseklik temelinde anormaldir. HBsAg, HBeAg ve
HBV DNA hala saptanabilmektedir. HBcAg’ye karst antikor olusumu semptomlarin
baslamasindan kisa siire 6nce goriiliir ve titresi hizli bir sekilde artar. {lkin immun yanit

immunoglobin M (IgM) ile baglar. AHBsemptomlarina sahip biitiin hastalarda anti-HBc
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(IgM ve IgG) titresi saptabilir diizeydedir. Anti-HBs ve anti-HBe bu fazda
goriilmektedir (27).

Ikterik faz baslangicinda, idrar renginin koyulasmasi ve sarilik semptomlari
goriiliir. Yorgunluk ve istahsizlik bu fazin en 6nemli belirtileridir ve bu belirtileri mide
bulantisi, kusma, kasinma, dokiintii, ishal ve karin agris1 belirtileri izler. Ikterik faz ve
klinik sarilik birkag¢ giinden birka¢ aya kadar devam etmekle birlikte, ortalama 2-3 hafta
icinde belirtiler son bulur. Kasinti ve soluk renkte goriiniimiindeki diski olusumu
genellikle sarilik baslangicindan sonra goriiliir. Bu fazda 2-10 kilo kaybn tipiktir. AHB
tanis1 genel olarak bu fazdaki belirtiler ile konulur. Bu fazda serum aminotransferaz
aktivitesi stirekli olarak artis gosterir ve tipik olarak ALT ve aspartat aminotransferaz
(AST) aktiviteleri normal limit degerlerinin 10 ila 50 kat1 kadar artabilmektedir (9, 27).

Hastalar biiyiik kisminda (% 90) klinik semptomlar baslangicinda HBsAg hala
pozitiftir ve genellikle bu belirte¢ pozitifligi semptomlarin goriildiigii donem boyunca
siirekli ve konvelasan donemde daha hafif devam eder. Buna karsin, HBV DNA ve
HBeAg, semptomlarin goriilmeye basladigi donemde heniiz goriillemeyebilmektedir. Bu
belirteclerin temizlenmesi, infeksiyonun konak tarafindan tanimlandigi, olumlu bir
serolojik gostergedir. Ikterik fazdaki hasta serumlarinda ayrica anti-HBc ve anti-HBc
IgM goriilmektedir. Serumdaki anti-HBc IgM varligt AHB tanist icin giivenilir ve
spesifik bir belirtectir. Birgok hasta hem HBsAg hem de anti-HBc IgM yo&niinden
duyarlidir. Ikterik fazda anti-HBe olusumu goriilebilir, ancak genellikle titresi diisiiktiir.
Anti-preS, DNA polimeraz ve HBxAg olusumuna kars1 antikor cevab1 da goriilebilir
ancak bu molekiillere kars1 olugsmus antikor cevabi ilk agsamada tan1 ve tedavi baslangici
icin yardimci serolojik belirtegler degildir (Sekil 2.10) (27).

Akut viral hepatit seyrinde daha genis karaciger nekrozu gelismesinin sonucu
olarak karaciger sentez, salgi ve detoksifikasyon fonksiyonlarinda ileri derecede
bozukluk gelisebilir. Siklikla AHB’de ilk 8 haftasinda gelisebilen bu klinik tablo
“fulminan hepatit” olarak tanimlanir. Birden ates yiikselmesi, belirgin karin agris1 ve
sarilig1 takiben derin koma ve suur bulaniklig ile hepatik ensefalopati gelisir. Bu klinik
tabloda 6liim oram1 % 70-90’dir. Fulminan hepatit B gelismesine etki eden faktorler,
HBV’nin genetik heterojenitesi, diger viral etkenlerle koinfeksiyon veya siiper

infeksiyon ve/veya konak immunolojik faktorle olabilmektedir (23).
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Sekil 2.10. AHB donemi dogal seyri (59 nolu kaynaktan degistirilmistir).

Tiim donemler degerlendirildiginde, AHB infeksiyonunda goriilen ilk serolojik
markir HBsAg antijeni olup, genellikle klinik semptomlarin goriilmesinden 1-6 hafta
icinde tamimlanabilir. Anti-HBc IgM varligi, HBsAg antijeninden 1-2 hafta sonra
goriilmeye baglar ve HBsAg’nin viicuttan temizlenmesinden sonraki 6 aya kadar devam
eder (60). AHB’yi takiben bir¢cok olguda yeterli immun yanit ile virus karacigerden
temizlenir. Kanda olusan koruyucu anti-HBc antikorlar1 kisiyi yeni infeksiyonlardan

korur (4).

2.1.6.2. Kronik infeksiyon

Akut infeksiyonu izleyerek olgularin bir kisminda HBV’nin karacigerden
temizlenmesi basarilamaz. Bu kisilerde kanda HBsAg pozitifliginin alt1 ay1 agmasi
durumunda kronik infeksiyondan kugkanilmasi gerekir (9).

KHB infeksiyonunun klinik seyri, virus ile etkilesim ve ardindan gelisen konak
immun sistem cevabi temelli farkli siirecler igerir (10). KHB infeksiyonu birbirini
izleyen 4 donem icerisinde gelisir. Bunlar; immun tolerans dénemi, immun temizlik
(yanit) donemi, immun kontrol donemi ve reaktivasyon (HBeAg negatif KHB)
donemidir (9). Hastalarin tamami bu fazlardan ge¢cmez ve fazlarin ne kadar siirecegi
hastadan hastaya farkliliklar gosterir (9, 61).

Immun tolerans fazindaki hastalar genellikle geng, asemptomatik ve yiiksek viral

yiike (2x10°-2x10" TU/ml) sahip olmakla beraber HBeAg, HBsAg ve HBV DNA
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pozitiftir ve bu bulgular viral replikasyon hizinin yiiksekligini yansitir; ancak normal
serum ALT diizeylerine ve normale yakin karaciger histolojisine sahiptirler (9, 62). Bu
faz ozellikle yeni dogan veya erken ¢ocukluk doneminde HBV ile karsilagsmis olanlarda
belirgin bir sekilde gozlenmektedir. Bu hastalardaki immun tolerans dénemi 10-30 yil
kadar siirebilir. Buna karsilik eriskin hayatta HBV ile infekte olanlarda immun tolerans
donemi genelde ¢ok daha kisa ve diger donemlerden ayirt edilemeyecek kadar belirsiz
olabilir (9, 63).

Immun temizlik fazinda, immun tolerans fazindan yillar sonrasinda, virusa
gosterilen tolerans kirilmaya baglar. Bu faz, replikatif immun tolerans fazindan non-
replikatif faza gecildigi donem olup HBeAg’den anti-HBe pozitiflige gecildigi
donemdir. Anti-HBe cevabinin olusmasi ile viral replikasyon genellikle kesilir ve
karaciger hastaligi inaktif hale geger (64). Olusan immun yanitin neticesinde karaciger
hiicre hasari, bununla iligkili biyokimyasal bulgular (ALT, AST yiiksekligi) ve
karaciger biyopsisinde aktif inflamasyon bulgular1 ortaya cikar. Bu donemin klinikteki
ifadesi HBsAg (+) kronik B hepatitidir. Bu devrenin devami durumunda karacigerdeki
inflamasyon ve fibrotik siire¢ devam ederek hastalik karaciger sirozuna kadar
ilerleyebilir (9).

Inaktif donem ile immun yanit donemi sona erer ve hastalar inaktif doneme
gecer. Bu donemde HBV DNA (-) veya diisiik diizeylerde bulunur. Baz1 olgularda bu
donemden sonra bir daha aktif infeksiyon formlar gelismez ve eger immun yanit
doneminde c¢ok agir bir karaciger hasar1 meydana gelmisse virolojik aktivitenin
sonlanmasini takiben histopatolojik diizelme ve ALT seviyesinin de normale donmesi
ile tipik bir inaktif tastyicilik 6rnegi olusur. Inaktif tastyicilarda zamanla HBsAg nin
negatiflesmesi ve anti HBs pozitifligi gozlenebilecegi gibi hastalifin yeniden aktif
formlara ge¢mesi de miimkiindiir (65).

HBeAg serokonversiyonunu genellikle klinik hafifleme ve Omiir boyu siiren
inaktif donem ile devam eder. Bazi olgularda belirgin bir inaktif dénem ayirt
edilmeksizin dogrudan HBeAg (+) KHB’den HBeAg (-) KHB’ye gecis olabilmektedir.
Bu donemin 6zelligi ALT diizeylerinde dalgalanmalar gozlenebilmesidir. Reaktivasyon
doneminde hastalarin bir kismi inaktif tagiyici olarak kalirken, bir kisim hastada (% 12-
14) ise HBV’nin prekor ve kor promotor gen bolgelerinde mutasyon gecirmesi ile

HBeAg (-) KHB gelisir (4, 9). Reaktivasyon donemi siklikla HBsAg’nin

34



negatiflesmesinin hemen ardindan olusur. Hepatit B infeksiyonunun reaktivasyonuna
genellikle semptomlarin yeniden goriilmesi ve ALT ve AST aktivitelerindeki yiikselme

eslik eder (27).

Cizelge 2.3. Kronik Hepatit B donemi ve klinik seyirleri (66).

Infeksiyon Serum
Donemi HBsAg HBeAg HBY DNA ALT
Immun tolerans fazi + + ™1 Negatif
Immun yanit faz1
Y + +() M 1M1
Inaktif donem + ) ) Negatif
Reaktivasyon Donemi + - 1 Negatif/ 111

Reaktivasyon donemi aktif replikasyon ile pasif KHB doneminin aktif hale
gectigi fazdir. Bu fazda HBV DNA siklikla konak kromozomal genomuna entegre olur.
HBsAg HBV DNA entegre olmus konak hiicreleri tarafindan iiretilmeye devam edilir.
Entegrasyon temelinde aktif HBV replikasyonu olmamasi veya cok diigilk olmasi
nedeniyle hepatositler immun hiicreleri tarafindan yapilan saldiridan genellikle
etkilenmemektedir. KHB infeksiyon seyri karaciger hasarinin siddetine baghdir.
Reaktivasyon doneminde, hastalik, siroz ve/veya HSK gelismesi temelinde sert olabilir

ve oliim tehlikesi tastyabilir (66).

2.1.6.3. Hepatoselliiler Karsinoma

Siroz ve HSK olusumu KHB infeksiyonunun dogal seyrinde goriilebilir. Genig
bir HBeAg-negatif popiilasyona dayanarak (% 85) edinilen bilgiye bilgiye gore 30

yasindan daha kiiciik olan ve iyilesme gostermis kisilerde, 1x10" degeri ile baslayip,

yiikselen viral DNA konsantrasyonuyla birlikte siroz, HSK ve 6liim riskinin fazla
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oldugu goriilmiistir (10). Tim diinyadaki HSK vakalarmin % 53’tniin HBV
infeksiyonu ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle HSK gelisme asamasinda
HBV infeksiyonunun belirlenmesi onem kazanmaktadir. KHB hastalarinda HSK
gelisim asamalar1 tam olarak bilinmemektedir, ancak yapilan bircok ¢alismada HSK
gelisiminin HBV’ye kars1 immun sistem yanit siddeti ve HSK’ya genetik yatkinlik gibi
konak faktorleri, yiiksek HBV replikasyon orani, HBV genumunda meydana gelen
mutasyonlar ile iligkili olabilegi vurgulanmaktadir (13, 66). Etkili olmayan immun
cevap, kronik infeksiyonunda temel onkojenik faktor olabilmektedir. Diger bir
kelimeyle, ayn1 T-hiicre cevabi farkli etkilere sahip olabilmektedir, eger T-hiicre cevabi
yeterince giiclii ise HBV karacigerden eradike edilebilir. Eger edilemezse, HBV
eradikasyonu amaglamayacak bi¢imde, pro-karsinojenik etki nekrotik inflamatuar
hastalik ile indiiklenebilmektedir. Boylece, immun sistem aracili kronik karaciger
iflamasyonu, hiicre 6liimii ve daha sonra hiicre proliferasyonu ile genetik degisiklikler

ve kanser olusma riski ortaya ¢ikmaktadir (13).

2.1.7. Epidemiyoloji

2.1.7.1. Bulasma Yollar

Tek onemli rezervuart insan olan HBV’nin yayilmasinda tastyicilik kavrami
olduk¢a onemlidir. Tasiyicilar disinda kronik hastalar ve akut infeksiyon gecirmekte
olan bireylerin kan ve viicut sivilar1 bulagsmada 6nemli rol oynar (67). HBV temel
olarak parenteral yolla, infekte kan ve sivilarla perkutan ve mukazal temas, infekte
kisiyle cinsel iliski ve perinatal yolla bulagsmaktadir (4).

Infekte kan ve kan iiriinleri nakli, damar ic¢i uyusturucu kullananlarda ortak
enjektor kullanimi ve diger ortak kullanilan kesici-delici aletler araciligi ile bulagma
HBV’nin en 6nemli bulagma yoludur. Tasicilarda, cinsel salgilarda HBV bulunmakta ve
cinsel eslerine mukozal yolla girerek infeksiyona yol agmaktadir. Transplantasyon,
perinatal ya da postnatal anne siitii araciligi ile de bulagma olabilir. En sik, dogum
sirasinda infekte kan ve salgilar araciligi ile bulagma olmaktadir. Bunlara ek olarak aym

ev icinde, yakin yasama kosullarinda HBV bulasmasi olmaktadir. Kan ve kan {iriinleri

36



disinda virusun tiikriik, idrar, feges, ter, gozyasi, vajinal salgilar, sinoviyal sivilarda

bulunmasi 6zellikle bu yollarla da bulagsma oldugunu diisiindiirmektedir (4, 68).

2.1.7.2. Diinyada HBV infeksiyonu

HBYV infeksiyonu insanlarda en ¢ok yaygin olan viral infeksiyonlar arasinda
olup bircok iilkede ciddi bir saglik problemi olusturmaktadir. Diinyada 2 milyar insan
(diinya niifusunun 1/3’ii) HBV ile infektedir. Bu infekte kisilerin yaklasik 360 milyonu
kronik olarak infektedir ve siroz ve HSK gibi yasami tehtit edici komplikasyonlarin
olusma riski vardir (3).

HBV infeksiyonu her yil 0,5 ile 1,2 milyon 6liim ile 6lim orani temelinde
hastaliklar arasinda 10. siradadir. Buna ek olarak karaciger nakil operasyonlarinin
sonucunda olusan hastaliklarin % 5-10’undan HBV sorumludur (68).

KHB infeksiyonu prevalanst tiim diinyada % 5 dolaylarinda olup, bu oran
bolgeler arasinda farkliik gostermektedir. Infeksiyon oranlart ABD’de ve Bati
Avrupa’da diisiik (% 0,1-2,0), Akdeniz iilkeleri ve Japonya’da orta ( % 2,0-8,0) ve
Giiney Asya ve Sahra alti bolgelerde yiiksek (%8,0-20,0) oranlara sahiptir (10). Asya-
pasifik, diinyadaki tim HBV tasicilarimin yaklagik % 75’inin yasadigi yiiksek
endemisiteli bir bolgedir. Diinya niifiisunun % 45’1 yiiksek HBV oranina sahip olan bu
bolgede yasamaktadir (3).

Yiiksek HBV tasiyicilign olan bolgelerde, infeksiyon neredeyse her zaman
dogum sirasinda veya erken yaslarda bulas gostermektedir. HBV HBeAg pozitif olan ve
bu nedenle oldukc¢a infekte olan annelerden dogan infantlar ¢ok yiiksek risk altindadir.
Bu bebeklerin % 70-90’1t HBV ile infekte olmakta ve bunlarin % 90’1 ise kronik
infeksiyon gecirmektedir (69).

Infeksiyon bulasi yetiskin zamanda oldugunda, HBV infeksiyonunun
kroniklesme riski goreceli olarak daha diisiik olmaktadir. Diisiik prevalans HBV
tasiyicilign gosteren bolgelerde, HBV bulas1 genellikle yetiskin zamanda olmaktadir
(70).
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Kronik infeksiyon orami erkeklerde kadinlara gore daha fazladir. Sahra-alti
Afrika’da HBV bulagi erkek ve kadinlarda yaklasik olarak aymi iken ( sirayla 1,1: 1,0)
kronik infeksiyon olugma orani erkeklerde daha yiiksektir (3,2: 1,0) (69).

Yiiksek endemisiteli iilkelerde (Hindistan ve Japonya disindaki kalan bir¢ok
Asya iilkesi) HBsAg pozitifligi % 8’in iizerindedir. Bu bolgelerde hayat boyunca HBV
ile karsilasma riski % 60’tan fazladir. Orta endemisiteli iilkelerde (Kuzey Afrika
iilkeleri, Ortadogu iilkeleri, Tiirkiye’nin de icinde bulundugu Akdeniz havzasi, dogu
Avrupa ve Rusya) diinya niifusunun % 43’ii yasamakta ve HBsAg pozitifligi % 2 -7,
HBV ile karsilasma riski ise % 20-60 oramindadir. infeksiyonun ¢ogu eriskinlerde
goriilmesi temelinde akut infeksiyon daha fazla goriilir. Diisiik endemisiteli iilkelerde
diinya niifusunun % 12’si yasamakta ve HBsAg pozitifligi % 2’nin altindadir. ABD,
Bat1 Avrupa iilkeleri ve Avustralya bu bolgeye girmektedir. Bu bolgelerde, yasam boyu
HBYV ile karsilasma riski % 20’den azdir (Sekil 2.11) (3, 7).

Hepatitis B Surface

Antigen Prevalence

[0 High 28%

[ Inermeciate 2% - 7%
Low <2%

Yesil: Yiiksek prevalans (> %8 iistii), Sar1: Orta prevalans (% 2-7), Beyaz: Diisiik prevalans (< %2)

Sekil 2.11. Hepatit B yiizey antijen prevalansi (7).
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2.1.7.3. Tiirkiye’de HBV infeksiyonu

Tiirkiye hepatit B kapsaminda orta diizeyli endemik (% 2-8) bir bolgedir.
Ulkemizde hepatit B yiizey antijeni tastyicilig1 % 4-10 civarinda oldugu bildirilmektedir
(71). Istanbul ve izmir gibi Bati illerinde % 3-4,5 gibi daha diisiik oranda HBsAg
pozitifligi bildirilirken; Diyarbakir, Elaz1ig, Van gibi Giineydogu ve Dogu Anadolu
illerinde % 8-14,3 gibi yiiksek oranlar bildirilmistir (4).

Ulkemizde 1990 yilindan itibaren hepatit A ve B verileri ayr olarak toplanmaya
baslanmis ve 2005 yilina gelene kadar hepatit B’li vaka ve oliim hizlar tespit edilerek
Saglik Bakanlhig tarafindan yayinlanmuistir. Bu rapora gore (72); yillar igerisinde hepatit
B’ye bagh vaka sayisinin arttigi, morbitide hizinin arttifi ve mortalite hizinin azaldig

goriilmektedir ( Sekil 2.12).

Morbidite B Mortalite

Yil Ortasi Vaka Hizi Oliim Hizi

Yillar Niifus Sayisi {100.000) Sayisi {1.000.000)
1990 A7 582445 2E20 4 55 18 031
1991 a7 736288 2455 425 1l IR
1992 58.088.101 2.551 4,32 12 020
1993 F0.384.474 2475 377 a 013
1994 F1.779.288 3.000 a0z 24 [Ipci]
1995 G3.206.510 24703 353 10 016
1995 F2.727.000 2435 3m8 19 030
1997 F3.745.000 4.343 B a1 1l o7
1993 G4.786.000 5.003 772 10 015
1993 F5.819.000 4.352 =] 18 027
2000 G7. 844,803 4115 B 07 17 025
2001 F9.081.716 8578 a7 9 [IRE]
2002 70.415.064 5.813 8,26 3 004
2003 772N 5205 725 5 o8
2004 71.152.000 F.851 977 7 oo

Sekil 2.12. T.C Saglik Bakanligi 1990-2004 yili aras1 Hepatit B vaka ve oliim sayilari rutin
bildirim raporu (72).

Aymni rapor verilerine gore, hepatit B vakalarinin yas gruplarina gore dagilimi
kapsaminda 25-44 yas grubunun en yiiksek vaka oranina sahip oldugu goriilmektedir

(Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. T.C Saglik Bakanligi 1990-2004 yili aras1 hepatit B vakalarinin yas gruplarina gore
dagilimi (72).

2.1.7.4. Hepatit B Virusu iligkili Hepatoselliiler Karsinoma Epidemiyolojisi

HSK giiniimiizde onemli bir hastalik olup yiiksek niifusu olan bolgelerdeki
yiiksek insidansi Onemini arttirmaktadir. HSK giiniimiizde Onemli kanser tiirleri
arasinda altinc1 siradadir (toplam 696.000 6lim, % 9,2) (73). Her yil diinya capinda
630.000 yeni tiimor vakasi olusurken, bu yeni kanser vakalarinin % 5,7 (erkeklerde %
7,5, bayanlarda % 3,5)’si HSK kapsamina girmektedir. HSK yillik kanser iliskili
oliimlerde tigtincii siradadir (74).

HSK standart bir cografik dagilim gostermemektedir. Vakalarin % 80’1
gelismekte olan iilkelerde goriilirken, tiim vakalarin % 55’1 sadece Cin’de
goriilmektedir. Yiiksek insidansi olan bolgeler dogu ve giineydogu Asya, Malezya ve
Sahra-alt1 Afrika’dir. Yiiksek insidanl bolgeler ile diisiik insidansl bolgeler arasindaki
yaklagik 100 kat gibi bityiik bir farklilik goriilmektedir (73, 74).

Erkeklerde HSK olusumu bayanlara gore daha fazladir. Diisiik insidansh
bolgelerde cinsiyet temelinde erkek ve kadinlarda sirasiyla 2:1 orani varken; bu oran
yiiksek insidansli bolgelerde ise 3 ya da 4:1 seklindedir. Yiiksek insidansh bolgelerdeki
erkek cinsiyetli vakalarin ¢ogunlugu geng yaslarda goriilmeye baslanirken, diisiik veya
orta insidansh bolgelerde ise yas oram1 yiikselmektedir. Buna bagh olarak,
endiistrilesmis iilkelerde, HSK 40 yas altinda nadir goriiliirken 40-70 yas arasinda yas

artisina bagli olarak oran artmaktadir (74).
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HSK Afrikalilar ve Cinlilerde daha ¢ok cocuklarda genellikle erken yaslarda
edinilmis kronik infeksiyondan kaynaklanir. Buna karsin, gelismis {ilkelerde,
cocuklarda nadir goriillen HSK ise genetik metabolizma hastaligi kaynakli gelismektedir
(69, 75).

[k kez 1975 de rapor edilen HBV ile HSK arasinda iliskiden sonra giiniimiizde
HBV, HSK’nin en 6nemli sebebi olarak kabul edilmeye baslamistir. Diinya genelinde,
HBV’nin, tiim HSK vakalarinin % 55’inden sorumlu oldugu diisiiniilmekte ve HBV
iligkili HSK vakalarinin % 89’u virusun endemik veya hiperendemik oldugu bolgelerde
rapor edilmigtir (76).

Diinya genelindeki 360 milyon HBV tasiyicisindan yaklasik '4’tinde HSK
olusumu gozlenmektedir. Kronik olarak infekte olan erkeklerde her yil 340-804/100.000
ve kadinlarda 120-178/100.000 oraninda tiimér olusum insidansi rapor edilmistir (76).

HSK’nin cografik dagilimi kapsaminda, tiimor olusumu yiiksek olan bolgeler
HBV’nin endemik veya hiperendemik oldugu bolgelerle uyumluluk gostermektedir.
Buna karsin, HSK insidansinin diisiik oldugu bolgelerde HBV tasicilifinin da diisiik
olmasi dikkat ¢ekicidir (Sekil 2.14) (76).

Sekil 2.14. Hepatoselliiler karsinoma (HSK) ile Hepatit B virus (HBV) insidansi arasindaki
paralel cografik iliski (69 nolu kaynaktan degistirilmistir).
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Tiirkiye’deki HSK insidansi, 2003 yili Saglik Bakanligi verileri temelinde,
0,83/100.000 oranindadir. Yillara gore insidans dagiliminda; 2000-2003 yillar
arasindaki dagilim benzerdir ( 2000 yilinda 0.80/100.000, 2001 yilinda 0.87/100.000,
2002 yilinda 1.1/100.000 ve 2003 yilinda 0.87/100.000) (77, 78).

2.1.8. Tedavi

Hepatit B infeksiyonunun kontroliinde baslica 2 ©Onemli stratejik hedef
diisiiniilebilir. Bunlar; asilama ve hastaliga baghi komplikasyonlarin 6nlenmesidir.
Hastaliga bagh komplikasyonlarin 6nlenmesi i¢in, antiviral tedavilerin kullanilmasi,
HSK yoniinden tarama yapilmasi, yasam tarzinin diizenlenmesi (Alkol alimi ve asir
kilo alimi1 vs.) gibi 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir. Tedavi baslangicinda hastanin
0zgecmisi, risk faktorleri ve bulas yollan ile infeksiyon siiresi 6nemli Olgiide klinik
seyir ve olas1 komplikasyonlarin belirlenmesinde yararli olmaktadir (79).

Tedavi karar1 alinmadan Once hastaligin evresinin yani sira serolojik ve viral
gostergeler, histolojik aktivite gibi faktorler goz oniinde bulundurulur (79).

Hepatit B infeksiyon tedavisinde antiviral tedavinin amact HBV DNA diizeyini
cok diisik ya da saptanamayan diizeye indirerek hastaligin siroza ve HSK’ya
ilerlemesini 6nlemektir (79). Ancak tedaviyle HBsAg ve HBV DNA’nin siirekli kaybi
saglanamamaktadir (80).

Kronik HBV infeksiyonunda destek tedavisi uygulanir; antiviral tedavi
endikasyonu yoktur. Hastanin karaciger yetmezligi yoniinden yakindan izlenmesi
Onerilir. Fulminan hepatit gelisme durumunda ise Kkaraciger transplantasyonu
endikasyonu vardir (4).

Kronik infeksiyon tedavisinde, karaciger komplikasyonlarinin engellenmesi ve
bulastiricihi@inin azaltilmasi amaglanir (4). Kronik HBV tedavisinde kullanilan hedef
noktalan klasik olarak ALT’nin normallesmesi, HBV DNA’nin negatiflestirilmesi, tek
basina ya da anti-HBe antikorunun olusmasi ile birlikte HBeAg’'nin kaybolmasi ve

histolojik iyilegsmedir (79).
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KHB infeksiyonu i¢in HBsAg ve HBV-DNA pozitif, karaciger biyopsisinde
KHB bulgulan saptanan ve serum ALT diizeyi normalin en az 1,5 katin1 asan (>100
IU/L) olgular tedavi adayidirlar (79).

KHB tedavisinde Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus
ilaglar; Standart Interferon (IFN) a, 2a ve 2b, Pegile Interferon (Peginterferon) a, 2a,
Lamivudine, Adefovir, Entecavir, Telbuvidin ve Tenofovir’dir (80, 81). Interferon
grubu ilaglar immunomodiilator, digerleri niikleotid/niikleozid analoglaridir (82).
Hepatit B tedavisinde kullanilan bu ilaglarin cesitli bulgular acisindan etkileri farkli
olabilmektedir (Cizelge 2.4). Niikleotid/niikleozid analoglar1 HBV DNA’y1 etkin
baskilama, HBeAg serokonversiyonu ve ALT normallesmesini saglama konusunda
oldukg¢a etkin ilaglardir. Oral alinmalar1 en biiyiik kolayliktir. Ancak degisik boyularda
gelisen direng ve sonrasinda tedaviye primer yanitsizlik sorunu ve uzun siire kullanilma

zorunlulugu vardir (78).

Cizelge 2.4. Kronik HBV infeksiyonunda kullanilan tedavilerin etkinligi (83 nolu kaynaktan
degistirilmistir).

HBeAg HBeAg HBsAg ALT

Kayb Serokonversiyonu  kaybi ;];;?tl(zj‘;l: ) normallesmesi g;s;:;l?%k)
(%) (%) (%) (%)

HBeAg (+)
Interferon® 33 12
Peginterferon® 34 32 3 32 41 38
Lamivudine® 32 17-22 0 44 41 52-56
Adefovir® 24 12 21 48 53
Entecavir”
Antiviral naif 21 72 69 72
LAM direncli 8 22 65
HBeAg (-)
Interferon® 15
Peginterferon 4 43 59 48
Lamivudine” 0 65-90 60-96 60
Adefovir® 51 72 64-70
Entecavir” 95 78

HBeAg Serokonversiyonu=HBeAg kayb1 anti-HBe olugmast
a. Tedavi bitiminden 6 ay sonra
b. Tedaviden 48 hafta sonra
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2.1.8.1. immunomodiilatér ilaclar

2.1.8.1.1. interferon ve Pegile interferon tedavisi

Interferon alfa 6ncelikle immunomodiilator etkilidir ve virusun temizlenmesinde
bu etkisini konagin hiicresel immun yanitimi gii¢lendirerek yapmaktadir. IFN viral DNA
sentezini inhibe eder ve antiviral enzimleri aktive eder. Diger taraftan da HBV ile
infekte hepatositlere karsi hiicresel immun yaniti, Simif I doku uygunluk antijenlerinin
ekspresyonunu artirarak ve Th lenfositler ile NK lenfositleri uyararak aktive eder (78).

Interferon tedavisinde HBeAg serokonversiyonu % 25-40 oraninda olmaktadir.
Bu temelde IFN, yiiksek viral yiike (> 2x10’ IU/ml) sahip hastalarda, HBeAg
serokonversiyonun indiiklenmesinde ¢ok efektif degildir. Yiiksek viral yogunluk ve
diisiik ALT diizeyli hastalarda interferon tedavisi onerilmemektedir (84). Interferon
dekompanse hastaligi olanlarda kullanilamaz. Primer olarak kompanse hastalii olan,
zeminde depresyon ve otoimmun hastaligr olmayan hastalarda secilebilecek uygun bir
tedavidir (78).

Interferon tedavisinin diger tedavilere gore avantaji tedavi siiresinin belirli
olmasi, tedaviye direngli mutantlarin gelismemesi ve kalic1 yamitin daha uzun siireli
olmasidir. En 6nemli dezavantajlari ise cesitli yan etkilere sahip olabilmesidir (85).

Standart interferon tedavisinin 6nerilen dozlan 4 ay siireyle, haftada 3 kez 9-10
MU ya da giinde 5 MU seklindedir (79, 86).

Interferon molekiiliine polietilen glikol eklenmesiyle pegile IFN’ler olusmakta
ve bu sekilde molekiiliin plazma Omrii uzatilmakta ve daha uzun siireli etki
saglamaktadir. Pegile IFN (Peg IFN)’lerin, peg IFN 2a ve 2b olmak iizere iki tipi vardir
(78).

Interferon alfa’nin giinliik tek veya birkac¢ defa uygulanmasinin aksine peg IFN
alfa-2a tedavisi, daha uzun serum yariémrii temelinde, haftalik uygulanabilmektedir. Bu
nedenle, KHB tedavisinde standart IFN tedavisi, peg IFN ile daha fazla uygulanabilir

bir tedavi haline getirilmistir (80).
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2.1.8.2. Niikleozid Analoglar

Niikleozid analoglari HBV’nin replikasyonunu durdurarak etki ederler. Bu
bilesikler hiicre icindeki DNA polimeraza baglanmak icin dogal substratlarla yarisir.
Yeni sentezlenen DNA’ya baglandiklari zaman DNA sentezini durdurarak viral
replikasyonu baskilarlar. Ancak niikleozid analoglart HBV infeksiyonunun siiregen
olmasimt saglayan cccDNA’nin yok edilmesinde basarili olamamistir. Niikleozid

analoglari ya da diger antiviral tedavilerde hedef cccDNA’nin sentezini 6nlemektir (78).

2.1.8.2.1. Lamivudin

Lamivudin (LAM), KHB tadavisi i¢in kullanilmig ilk lisansli (1998) ajandir.
Lamivudin ters transkriptaz inhibitorii olup ilk kez HIV infeksiyonunun tedavisinde
kullanilmak iizere gelistirilmis bir pirimidin niikleozid analogudur (78, 80). LAM, iki
fosforilasyon asamasindan geger; bu fosforilasyon asamalar sonrasinda LAM trifosfat
(L-TP) olusur ve bu yap1 deoksi-sistidin trifosfat (dCTP) gibi aktivite gosterir. Bu
yapinin olusmastyla beraber HBV polimeraz HBV DNA’y1 sentezlerken, L-TP yapisini
dCTP’nin yerine kullanir ve L-TP yalanciniikleotid (pseudonucleotid) olarak
davranarak HBV-DNA’nin tam olarak olusumunu ihhibe eder (86).

Lamivudinin tasarlanmasinin erken zamanlarinda, bu ajanin farkli dozajlarda
HIV ve HBV’yi suprese ettigi goriilmiistiir. Buna gore, HBV supresyonu icin sadece
100mg/giin gerekirken, HIV tedavisi icin ise 300 mg/giin gerektigi goriilmiistir. LAM
oral yolla alinr ve 2 saat icinde en yiiksek aktivasyonunu gosterir ve viicuttan
elminasyon yari-omrii yaklagik 6 saat kadardir (87).

Lamuvidin tedavisinin uzunluguna bagli olarak, hastalarda, tedaviye cevap
etkinliginin diismesi ile sonuclanan diren¢ gelisimi goriilmektedir. LAM direnci
genotipik olarak tedavi baslangicindan 49 giin sonra olusabilmekte ve bu direncin
fenotipe yansimasi ise, mutasyon baslangicindan 3-4 ay sonra goriilebilmektedir (88).

Lamuvidin direnci ile iliskili mutasyonlar yaygin olarak tedavinin ilk 1-3 yili
arasinda olusmaktadir. Mutasyon olusumu HBV DNA ve ALT diizeyleri limit

degerlerin iizerinde olmakla birlikte tedavi oncesi klinik degerlere gore yar1 degerler
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goriilmektedir, ancak rtV173L mutasyonu gibi yiiksek oranlarda goriilebilen
mutasyonlar ile mutant-tip virus popiilasyonun replikatif baskinligi artmakla beraber
direng geligim profili degisebilmektedir (88).

Lamuvidin direnci tedavi oncesi HBV DNA’s1 yiiksek olan, uzun siire tedavi
goren ve HBV DNAs1 yiiksek kalan hastalarda daha fazla gelisebilmektedir (89).

Lamuvidin kompanse ve dekompanse sirozlu hastalarda, gebeligin son
trimestrinde, karaciger nakli olmus hastalarda ve kemoterapi alan hastalarda tedavi igin
yararli bir ilactir. Diger niikleotid analoglarina gore avantaji ucuz olmasi, HBV DNA
oranini hizl diisiirmesi, histolojik diizelme saglamasi, yan etkilerinin oldukca diisiik
olmasi iken dezavataji ise ilaca kars1 gelisen hizli diren¢ ve bunun sonucu kisa zamanda
tedaviye yanitin azalmasidir (78).

Lamuvidin bat1 iilkelerinde yerini daha etkili antivirallere birakmaya baslamistir.
LAM diren¢li mutasyonlarin saptanmasiyla birlikte entekavir veya adefovir ile kombine

tedaviye gidilebilir (83).

2.1.8.2.2. Adefovir

Adefovir dipivoksil (ADV), 2002 yilindan beri KHB tedavisinde kullanilan
ikinci lisansh ilagtir. ADV bir deoksi-adenin trifosfat (1ATP) analogu seklinde aktivite
gosterir. ADV hiicreye girdiginde, AMP kinaz ile iki kez fosforilasyonu sonucunda aktif
forma doniisiir. Diger niikleotid analoglar1 gibi ADV de yarismaci bir inhibitordiir.
DNA zincir sentezini durdurarak ters transkriptaz ve DNA polimeraz aktivitesini inhibe
eder (89, 90).

Kirksekiz haftalik ADV tedavisi ile cccDNA ve toplam intrahepatik DNA
oraninda diisiis olmakta, ancak cccDNA’nin hiicreden tamamen temizlenmesi yaklasik
14 yi1l almaktadir. HBeAg pozitif veya negatif KHB’li hastalarda, 10 mg ADV ile 48
haftalik tedavi iyi bir anti-HBV etkisi gostermesine ragmen, HBeAg negatif hastalarda
144 haftaya kadar uzatilarak etkiyi arttirmak miimkiin olmaktadir (90). ADV’nin
yiiksek dozlar1 HBV’ye kars1 yiiksek potansiyele sahiptir, ancak yiiksek oranda bobrek

toksititesi yaratabilmektedir.
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Adefovir ile tedavi sirasindaki HBeAg ve HBV-DNA diisiis oran1 LAM’a gore
daha fazladir, ancak biyokimyasal ve histolojik bulgular acisinda LAM ile benzerdir
(91).

Adefovirin dATP’ye olan yapisal benzerlik orani, inhibitdr etkisi temelinde
basarisin1 arttirmakta ve lamuvidin ile karsilastirildiginda daha diisiik diren¢ gelisimi
gostermekte, bu oran ortalama 2 yilda % 2 ve 5 yilda % 29 oram ile simirl kalmaktadir
(89, 91).

Adefovir, LAM direncli HBV’ye kars1 aktivite gostermekte ve LAM direngli
hastalarin yarisinda 1 yillik tedavi sonrast biyokimyasal, virolojik ve histolojik
ozellikler agisindan iyilesme etkisine sahiptir (90).

Adefovirin en Onemli avantajlar1 daha uzun siirede daha az oranda direng
gelistirmesi ve LAM direnglilerde etkin olmasidir. Bu agidan tedavide birinci segcenek
veya LAM direnclilerde ikinci secenek olarak kullanilabilmektedir. En Onemli
dezavantajlar1 ise yiiksek dozlarda ve bobrek hastalarinda nefrotoksitite gostermesi,
hastalarin % 25’inde suboptimal yanit olmasi ve ilag¢ kesildiginde alevlenmelerin

gortilmesidir (78).

2.1.8.2.3. Entecavir

Entecavir (ETV), 2005 yilinda lisans almis ve KHB tedavisinde kullanilan bir
deoksi-guanin trifosfat (dGTP) anologudur. ETV hiicresel kinazlar tarafindan ii¢ kez
fosforilasyona ugradiktan sonra aktif olmaktadir. Hiicresel alimi ¢ok hizli olup yan
omrii yaklagik 15 saattir. ETV, HBV DNA polimeraz’in giiglii bir inhibitoriidiir (90).
ETV farkli asamalarda coklu fonksiyon gostermektedir; polimerazin iglenmesini inhibe
eder, HBV polimeraz’a yiiksek affinitesi vardir, dGTP’nin yarismaci inhibitoriidiir ve
zincir son verici etki gosterir (89).

Entecavir, in vitro deneylerde, giiniimiizde KHB tedavisinde kullanilan anti-
HBYV ilaglardan en etkilisidir. Iki y11 ETV tedavisi uygulanan hem HBeAg (+) hem de
HBeAg (-) hastalarin % 85’inde kalict HBV DNA supresyonu saglanmstir (91). ETV

diren¢ insidans1t ¢ok diisiik olup, 2 yillik tedavi sonrast < % 1 diren¢ gelisimi
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gozlenmektedir (89, 91). Ancak, LAM direngli hastalarda ETV direnci 3 yilda % 15
oranindadir (89).

Entecavir tedavisinde, niikleozid naif hastalarda giinde 0,5 mg, LAM direncli
hastalarda giinde 1 mg dozlar1 etkili bulunmustur. Entecavir de nefrotoksitite

yapabildigi bilinmektedir ancak bu etkisi ADV’den diisiiktiir (78).

2.1.8.2.4. Telbivudine

Telbivudine (LdT) bir deoksi-timin trifosfat (dGTP) analogu olup HBV DNA
polimerazin gii¢lii bir inhibitoriidiir. LdT, HBeAg pozitif hastalarda yapilan faz III
caligmalarinda LAM’a gore iistiin etkide oldugu belirtilmektedir (90, 92). Bir yillik
tedavi sonunda % 22 HBeAg serokonversiyonu ve % 60 HBV DNA olusumunu
engellemistir. LdT ye kars1 gelisen genotipik direng orani 1 yillik tedavi sonrasinda %
4,4 ve 2 yillik tedavi sonrasinda ise % 21,6 bulunmus; HBeAg pozitif hastalarda 1 ve 2
yillik tedaviler sonrasinda sirasiyla % 2,7 ve % 8,6 oraminda diren¢ gelisimi

gozlenmistir (80).

2.1.8.2.5. Tenofovir

Tenofovir (Tenofovir disoproxil fumarate-TDF), molekiiler yapisi temelinde
ADV ile iliskisi olan niikleozid analogu olan bir HBV DNA polimeraz-ters transkriptaz
inhibitoriidiir. TDF 300 mg’lik oral doz miktar1 kapsaminda HIV tedavisi icin 2008
yilinda lisans almig ve sonraki ¢aligmalarda kuvvetli bir anti-HBV aktivitesi gosterdigi
goriilmiistiir (92). TDF’nin, LAM ve ADV tedavisine gore daha hizli HBV DNA
oraninda diisiis gosterdigi, yan etkisinin goriilmedigi ve heniiz tedaviye diren¢ olusumu
goriilmemistir (81, 93).

Tenofovir, LAM direncli hastalarda aktif olarak HBV monoinfeksiyonlu veya
HIV/HBV koinfeksiyonlu hastalarda etki gosterebilmektedir (81). KHB’li hastalarda
yapilan TDF klinik denemelerinde, HBeAg pozitif hastalarda % 80 ve HBeAg negatif
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hastalarda ise % 95 oraninda viral supresyonun olustugu ve hastalarin yaklasik 3% ‘iinde

48 hafta sonunda histolojik diizelmenin olustugu saptanmistir (81, 94).

2.1.9. Korunma ve Kontrol

HBYV infeksiyonundan korunmak i¢in {i¢ ana strateji gelistirilmistir. Bunlar;
hastalik yayilimimi Onlemek i¢in davramig Onlemleri, pasif immunoprofilaksi, aktif
immunprofilaksi stratejileridir (95, 96).

Seksiiel hayatta alinan 6nlemler ve kan iirtinleri tarama yontemlerinin rutin
olarak uygulanmas1 transfiizyon iligkili hepatit bulas riskini azaltma potansiyeline
sahiptir (96).

Gelismekte olan iilkelerde yenidogan ve cocuklar erken yaslarinda infeksiyonu
edinme riskine daha ¢ok sahiptir. Bu toplumlarda hem aktif hem de pasif bagisiklama
daha etkindir (96).

Pasif immunoproflakside kullanilan hepatit B immunglobulini (HBIG), 3-6 ay
gibi kisa siire icin gecici koruma saglamaktadir. Pasif immunoproflaksi hepatit B
infekte anneden dogan yenidoganlarda, batici/delici yaralanma sonrasi, cinsel temas
sonrasi ve karaciger nakli gibi durumlarda kullanilmaktadir (96, 97).

Temas sonras1t HBV infeksiyonundan korunmada asi ile birlikte endikedir. Asiya
yanit vermeyen kisilerin temas sonrast HBV infeksiyonundan korunmasinda ise HBIG
tek basma verilir. HBIG uygulamasinda standart doz HBsAg (+) anneden dogan
infantlarda 0,5 ml/kg, diger endikasyonlarda ise 0,06 ml/kg’dir (98).

Karaciger nakline giden HBV infeksiyonlu hastalarda HBIG, profilakside
onemli bir konuma sahiptir. Yilksek doz ve uzun siireli HBIG profilaksisinin
maliyetinin fazla olmasi ve niikleozid analogu ile HBIG kombinasyon tedavisinin daha
etkin olmasi nedeniyle, giiniimiizde karaciger nakli sonrasi protokolde HBIG ve
niikleozid analogu kombinasyonu uygulanmaktadir (96).

Aktif immunoprofilaksi kullanilan as1 uygulamalar1 1970’11 yillarda infeksiyoz
serumlarin 1/10 oraninda diliie edilip, 98 °C’de 1 dakika siire ile kaynatilip duyarli
kisilere uygulanmasi ile baslamistir. Bu sekilde bagisiklanan kisilerin, canli HBV ile

karsilastiklarinda % 70 oraninda korunabildigi saptanmustir (97).
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As1 giivenli olup tavsiye edilen ii¢ doz (0, 1, ve 6.ay) intramiiskiiler hepatit B ile
infant, cocuk ve geng eriskinlerin % 90-95’inde, HBV infeksiyonu ve sekellerinden
koruyacak uygun antikor cevabi alinir (antiHBs > 10 mIU/ml) (97).

HBYV infeksiyonundan korunma iki agamalidir; bunlar temas 6ncesi profilaksi ve
temas sonrasi profilaksidir.

HBYV infeksiyonu agisindan risk tasiyan ve HBV ile infekte olmamis kisilere
aktif immunoprofilaksi onerilir. Bu kisiler; saglik personeli, intravonoz ilag alisgkanlig
olanlar, fazla sayida cinsel partneri olanlar, kronik tasiyicilarin aile bireyleri ve cinsel
partnerleri, kronik karaciger hastaligt olanlar, hemodiyaliz ve siirekli kan iriinii
transfiizyonu yapilmas1 gereken hastalardir. Diinya Saghik Orgiiti, HBV tasiyici
prevalansina gore yiiksek endemisiteye sahip iilkelere 1995 yilinda, diger iilkelere ise
1997 yilinda hepatit B agisin1 ulusal ag1 programina almalarini tavsiye etmistir (95, 98).

Ulkemizde ulusal hepatit B agilamasi sifir yas grubunda rutin as1 programina ilk
kez 1998 tarihinde alinmis ve cocuk, geng erigkin ve eriskinlerde hepatit B ag1 semalart
uygulanmaya baslamistir (Cizelge 2.5) (95). Degisik as1 dozlar1 ve semalarina ihtiyag
duyanlar ise preterm infantlar, hematopoietik kok hiicre nakli yapilanlar, hemodiyaliz
hastalari, HIV ile infekte bireyler ve kemoterapi alanlardir. Bu gruplarda hepatit B
asisina karsi azalmis humoral yanit nedeni ile standart antijen dozunun iki katina
cikartilmasi veya ek asi dozlarinin uygulandig farkli semalar s6z konusudur (99).

Riskli temas sonrasi korunmada asi ile birlikte HBIG Onerilmektedir. Temas
sonrast profilaksinin etkinliginde en ana belirleyici ise ilk doz asimin uygulanma
zamanidir. Maksimum etkinlik aralig1 perinatal ve delici/batic1 yaralanma sonras1 7 giin,
cinsel iligki sonrasi ise 14 giindiir (99).

Amerika Hastaliklar1 Onleme ve Kontrol Merkezi (CDC)’nin 2003 verilerinde
HBV’ye baglh oliimlerin yaklasik % 21’inde perinatal bulasla, % 48’inde de < 5 yas
altinda etkenin alinmasi s6z konusudur (99).

HBsAg (+) annelerden dogan bebeklere dogar dogmaz veya ilk 12 saat i¢inde
rekombinant ag1 semasinin tamamlanmasi tavsiye edilir. Bu kombinasyon ile perinatal
HBV bulasindan > % 90 korunma saglanir. Yine de immunoprofilaksiye karsin

infantlarin % 3,7-9,9’u HBV infeksiyonunu perinatal donemde alirlar (96).
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Cizelge 2.5. Hepatit B as1 semas1 (96).

YAS ASI SEMASI
Cocuk (1-10 yas) 0, 1 ve 6. aylar
0, 2 ve 4. aylar

0, 1,2 ve 12. aylar

Geng Eriskin (11-19 yas) 0, 1 ve 6. aylar
0, 1 ve 4. aylar
0, 2 ve 4. aylar
0, 12 ve 24. aylar
0 ve 4-6. aylar
0, 1,2 ve 12. aylar

Eriskin ( >19) 0, 1 ve 6.aylar
0, 1 ve 4. aylar
0, 2 ve 4. aylar
0, 1,2 ve 12. aylar

51



2.1.10. Tam

HBYV infeksiyonu tanis1 ve dogal seyrinin belirlenmesi primer olarak serolojik,
biyokimyasal parametreler ve viral niikleik asitin gosterildigi molekiiler yontemlerle
yapilmaktadir. Serolojik parametreler virusun genetik materyalinin kodlamis oldugu
viral antijenler; HBsAg, HBeAg, HBcAg ve konagin immun yanit olarak gelistirdigi
spesifik antikorlar; anti-HBs, anti-HBe, anti-HBc IgG ve IgM’dir (Cizelge 2.6) (78,
100).

Cizelge 2.6. HBV infeksiyonunun serolojik gostergeleri ve 6nemleri (101).

Gosterge Pozitif testin anlanm

HBYV infeksiyonu (akut veya kronik hastalik olup olmadigini

HBsAg saptamak icin ilave testlere ihtiyac¢ vardir)

Anti-HBs HBV’ye kars1 bagisiklik (dogal infeksiyona veya HBV asilanmasina
bagl olarak)

Dogal infeksiyon (akut, diizelmis veya kronik); asilamadan sonra

Anti-HBc o
goriilmez

Mevcut veya yenilerdeki infeksiyon (6 ay icinde); HBsAg olmaksizin
anti-HBc IgM varligi, HBsAg’nin saptanabilir seviyelerin altina
diistiigii baz1 akut HBV infeksiyonlarinda pencere dénemini gosterir;
baz1 kronik HBV infeksiyonlarinda siirebilir

Anti-HBc IgM

HBV’nin kesin tamis1 serumda HBsAg'nin saptanmasiyla konmaktadir.
Biyokimyasal tam kriterleri olarak oOzellikle serum transaminazlart olmak iizere
karaciger enzim degerleri incelenir. HBV DNA’sinin tespiti ve kantifikasyonunun
yapildig1 molekiiler yontemler ise tedavi ve hastalik seyrinin degerlendirilmesinde kilit
rol oynamaktadir. Ayrica diger belirleyici bulgularin yetersiz kaldigi (gizli HBV
infeksiyonu) 6zel durumlarda asil tan1 koyucu gorevi tistlenmektedir (Cizelge 2.7) (78,

100).
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Cizelge 2.7. Infeksiyon tanisinda ve izlenmesinde infeksiyon periyotlari ve serolojik gostergeler
(101).

Gosterge Iri,kel;:’ya:gzn infél?s lil;fon inffksslg'on Kronik infeksiyon Asilama
HBsAg +/- + - + -
Anti-HBs - - + - +
Anti-HBc total - +/- + + -
Anti-HBc IgM - + - +/- -
HBeAg + + - +/- -
Anti-Hbe - - +/- +/- -
HBV DNA +/- + +/- + -

2.1.10.1. Serolojik Tam Yontemleri

HBV ile infeksiyon olusumu sirasinda konakta virusa ait cesitli antijenlere
(HBsAg, HBcAg ve HBeAg) karst1 antikorlar meydana gelmektedir. HBV
infeksiyonlarinin 6zgiil tanisin1 yapmak amaciyla hasta serumunda bu antijenlerin ve
antikorlarin varlig1 arastirilmaktadir. Bunlarin saptanmasi i¢in giiniimiizde duyarliligi,
ozgiilligii ve verimliligi yiiksek serolojik yontemlerden faydalanilmaktadir. Bu amacla
RIA yontemleri kullanilirken, bu yontemler yerini ELISA testlerine birakmiglardir. Bu
testlerden; akut ve kronik infeksiyon ayriminda, infektivitenin degerlendirilmesinde,
bagisiklik durumunun tayininde, kan ve organ vericilerinin taranmasinda
yararlanilmaktadir (36).

AHB infeksiyonu sirasinda HBsAg virusa ait ilk saptanan antijendir. HBsAg
hastalik semptomlar1 ortaya ¢ikmadan 3-5 hafta Once serumda saptanabilir diizeye
ulasmakta, seviyesi giderek yiikselerek akut infeksiyon sirasinda en yiiksek seviyeye
ulasmaktadir. HBsAg seviyesi, iyilesme ile sonlanan olgularda 2-6 ay i¢inde azalarak
ortadan kaybolmaktadir (Sekil 2.15). HBsAg'nin kaybolmasindan bir siire sonra
serumda buna kars1 olusan anti-HBs antikorlar1 ortaya ¢cikmakta ve genellikle hayat
boyu saptanabilir bir diizeyde kalmaktadir. HBsAg’nin ortadan kayboldugu ve heniiz
anti-HBs antikorlarinin ortaya ¢ikmadigi déneme pencere donemi ismi verilmektedir.
Bu donemde hem HBsAg hem de anti-HBs antikoru negatif olarak bulunmaktadir. Akut
HBYV infeksiyonundan sonra anti-HBV antikorlarinin olusmasi hastaligin iyilesme ile

sonlandigim1 ve bagisiligi gostermektedir. Kronik HBV infeksiyonunda ise genellikle
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anti-HBs antikorlar1 saptanmamaktadir. Serumda anti-HBs seviyesinin 10 mlU/ml’nin
tizerinde olmasi koruyucu bir bagisiklik seviyesini gostermektedir (36, 101).

AHB infeksiyonundan sonra HBsAg serumda 6 aydan daha uzun siire pozitif
olarak kaliyorsa, bu durum hastaligin kroniklestigini diisiindiirmektedir. Bu antijenle
ilgili diger bir 6onemli nokta da sudur; hasta serumunda HBsAg’nin saptanmast HBV
infeksiyonu oldugunu gostermekte ancak infeksiyonun akut mu yoksa kronik mi
oldugunu ayirt etmemektedir. Bunun yanisira HBV asilamasi sonrasinda kisa bir siire
icin serumda HBsAg pozitifligi saptanabilmektedir, ancak olgunun izlenmesi
durumunda HBV ile ilgili diger gostergelerin ortaya ¢ikmamasi ve kisa siirede HBsAg
pozitifliginin ortadan kaybolmasi ile akut infeksiyondan ayirt edilebilmektedir (101).

Akut infeksiyon sirasinda genellikle HBsAg’nin ortaya ¢ikmasindan kisa bir
siire sonra HBeAg ortaya ¢ikmakta ve HBsAg’den once de ortadan kaybolmaktadir.
Serumda HBeAg’nin varlign bulasicilik, infektivite ve aktif viral replikasyon ile
iligkilidir. HBeAg'nin ortadan kalkmasindan (genellikle 12-14 haftada ortadan
kaybolur) kisa bir siire sonra anti-HBe antikorlarn ortaya ¢cikmaktadir (Sekil 2.15). Baz1
olgularda c¢ok kisa bir sire HBeAg ve anti-HBe serumda birlikte pozitif
bulunabilmektedir. Anti-HBe antikorlarinin ortaya c¢ikmasi viral replikasyonun
azaldigmi ve hastaligin iyilesmeye dogru gittigini gostermektedir. Ancak bazen
beklenen bu durumlarin disinda tablolara rastlanabilmektedir. Bunlardan birisi, HBV
DNA’smin prekor bolgesinde meydana gelen mutasyon sonucu olugsan mutant suslarin
meydana getirdigi infeksiyon sirasinda hastada anti-HBe pozitifligine ragmen aktif viral
replikasyonun mevcut oldugu bir infeksiyon tablosunun goriilebilmesidir. Bir diger
slirpriz tablo da, hastada HBeAg’'nin sentezlenmesine ragmen serumda aktif viral
replikasyonun gostergesi olan HBV DNA’nin saptanmamasidir. Yani, hastalarda bazen
serumda anti-HBe’nin varligi aktif viral replikasyonun bittigini gostermemekte veya
bunun aksine HBeAg varligina ragmen aktif viral replikasyon olmayabilmektedir (24,

36, 102).
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Sekil 2.15. Hepatit B serolojik belirteclerinin zaman siralamasi (102).

HBeAg’nin serumdaki varliginin 3-4 aydan uzun siirmesi kronik HBV
infeksiyonuna gidisi ifade etmektedir. KHB infeksiyonunda HBeAg’ nin pozitifligini
stirdiirmesi agir karaciger hastaligi gelismesi riskini arttirmaktadir (102).

Serolojik tamida kor bolgesi ile ilgili kullanilabilecek gosterge anti-HBc
antikorlaridir. Anti-HBc, HBsAg saptandiktan kisa siire sonra ve anti-HBs ortaya
ctkmadan once goriilmektedir. Ik basta anti-HBc’nin hakim immiinoglobiilin sinifi
IgM’dir. Anti-HBc IgM infeksiyon basladiktan birka¢ hafta sonra en yiiksek seviyelere
ulagir, bundan sonra titresi azalmaya baslar ve ortaya c¢iktiktan 4-8 ay (bazen 12 ay)
sonra ortadan kaybolur (HBsAg’den olduk¢a uzun bir siire kanda kalmaktadir). Bu
bilgiler 1s1831inda akut HBV infeksiyonunun tanisi ile ilgili olarak su soylenebilir ki
HBsAg pozitif olan bir olguda anti-HBc IgM antikoru negatif bulunuyorsa o hastada
akut infeksiyon olasiligi s6z konusu degildir. Anti-HBc IgM simift antikorlarinin
goriilmesinden bir siire sonra IgG sinifi antikorlar da ortaya c¢ikmakta ve bunlar
genellikle hayat boyu saptanabilir diizeylerde kalmaktadirlar (23, 101).

Anti-HBc IgM ile ilgili ©nemli ozelliklerden bir tanesi, akut HBV
infeksiyonunun pencere donemi esnasinda (HBsAg ve anti-HBs antikorunun

saptanamadigi donem) infeksiyonun tek gostergesi oldugudur (pencere doneminin
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uzadig1 olgularda anti-HBc IgM ortadan kaybolur ve sadece anti-HBc IgG antikorlar
pozitif olarak saptanabilir) ve bu dénemde serum infeksiyoz olarak kabul edilmektedir.
Diger o6nemli oOzellik, anti-HBc IgM’nin sadece akut donemde degil KHB
infeksiyonunun akut alevlenmeleri sirasinda da pozitiflesmesidir. Ancak akut
donemdeki IgM titresi oldukga yiiksek diizeyde iken, kronik infeksiyon sirasinda diisiik
seviyelerde olmaktadir (101).

Anti-HBc IgM ile ilgili ©Onemli ozelliklerden bir tanesi, akut HBV
infeksiyonunun pencere donemi esnasinda (HBsAg ve anti-HBs antikorunun
saptanamadigi donem) infeksiyonun tek gostergesi oldugudur (pencere doneminin
uzadig1 olgularda anti-HBc IgM ortadan kaybolur ve sadece anti-HBc IgG antikorlar
pozitif olarak saptanabilir) ve bu déonemde serum infeksiyoz olarak kabul edilmektedir.
Diger 6nemli 6zellik, anti-HBc IgM’nin sadece akut donemde degil kronik HBV
infeksiyonunun akut alevlenmeleri sirasinda da pozitiflesmesidir. Ancak akut
donemdeki IgM titresi oldukga yiiksek diizeyde iken, kronik infeksiyon sirasinda diisiik
seviyelerde olmaktadir (101).

Anti-HBc IgG’nin pozitifligi kisinin HBV ile karsilastigin1 géstermektedir ama
akut, kronik veya eski infeksiyonu birbirinden ayirt etmemektedir. Biitiin serolojik
gostergelerin  negatif olmasina karsiik tek basma anti-HBc IgG pozitifligi su
durumlarda saptanabilir:

a)Hepatit B infeksiyonundan iyilesmis ve anti-HBs diizeyi saptanamayacak
seviyeye inmis kisiler. Boyle bir kisiye tek doz HBV asis1 yapilirsa 2 hafta sonra
anamnestik bir reaksiyon sonucu anti-HBs yanit1 alinir.

b)HBsAg nin saptanamayacak kadar diisiik seviyede oldugu kronik infeksiyonlu
kisiler.

c)Uzamis pencere donemi. Pencere donemi uzarsa anti-HBc IgM antikorlari,
anti-HBc IgG antikorlan ile yer degistirir.

d)Yalanci pozitiflik.

e)Kan transfiizyonunu takiben veya anneden bebege antikorlarin pasif olarak
aktarimi. Bunlar 3-6 ay i¢inde agamali olarak ortadan kaybolurlar (4, 23, 24, 36).

KHB infeksiyonlu hastalar, HBV replikasyonlarinin  seviyesini ve
infektivitelerinin potansiyelini saptamak icin HBeAg ve anti-HBe bakimindan

incelenebilirler. HBeAg pozitif olan serumlar, anti-HBe pozitif serumlara gore belirgin
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olarak daha yiiksek konsantrasyonlarda HBV icermektedirler. Bu nedenle, HBeAg
pozitif hastalarin cinsel iliski yoluyla, perkutan yol ile veya perinatal olarak HBV
bulastirma ihtimalleri ¢cok daha fazladir. Interferon gibi antiviral bir ajanla tedavinin
etkinliginin saptanmasinda HBeAg’'nin kaybolmasi ve anti-HBe antikorlarinin olugmasi

arzu edilen bir degisimdir (36).

2.1.10.2. Molekiiler Tam Yontemleri

HBV tanisinda 1980°1i yillardan itibaren serolojik tani1 yontemlerinin yani sira
molekiiler tam1 yontemlerinin de kullanimi giindeme gelmis ve HBV konusunda cesitli
yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Onceleri insan serum ve dokularinda dot blot
hibridizasyon veya sivi ortamda gerceklestirilen klasik hibridizasyon teknikleri
kullanilarak HBV DNA’s1 saptanmistir. Ancak bu yontemler ile 10° virus partikiilii/ml
belirlenebilmekte, 6rnekte daha az sayida DNA varliginda yontem yetersiz kalmaktadir.
Bu sikintilar1 agmak i¢in, Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi ortamdaki niikleik asit
miktarin1 saptanabilir diizeye kadar c¢ogaltacak yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemlerle onceleri 6rnekte viral genomun varlig: kalitatif yonden arastirilmakta iken,
gelistirilen tekniklerle bunun yani sira kantitatif olarak genomun &rnekteki miktar1 da
saptanmaya baslanmustir (78).

HBV DNA’smm saptamak icin uygulanan testleri iki grupta toplamak
miimkiindiir. Bunlar; hibridizasyon temelli testler ve PZR temelli hedef niikleik asit
amplifikasyon testleridir (78, 103).

Hibridizasyon temelli testlerde, hedef niikleik aside spesifik problarin bir dizi
hibridizasyon sonucu; viral DNA’ya bagli, olabildigince yiiksek sinyalin eldesi esasina
dayanir. Bunun icin ya proba bagli sinyal molekiillerinin sayis1 ya da giicii arttirilir.
Niikleik asit amplifikasyon yontemlerinde duyarlilik sinirlar 10°-10° (1pg DNA)’den
10 viriis patikiilii/ml’e kadar duyarliligi olabilmektedir (78, 103).

Niikleik asit amplifikasyon temelli testler ise viral DNA veya RNA iizerindeki
spesifik hedef gen bolgelerinin cogaltilmasi prensibine dayanir. En c¢ok uygulanan

teknik PZR olup duyarliligi 10*-10° arasindadir (103).
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2.1.10.3. HBYV ila¢ direncinin saptanmasi

HBYV ila¢ direncinin goriintiillenmesi icin bircok teknik vardir. Bu yontemler
genotipik ve fenotipik yontemler seklinde gruplandirilabilir. Bu yontemler duyarlilik,
uygulanabilirligi, maliyetleri, sonuc¢larin yorumlanabilirligi acisindan farklilik

gostermektedir (Cizelge 2.8) (103).

Cizelge 2.8. HBV filac¢ direncinin saptanmasinda kullamlan test yontemlerinin karsilastirilmasi
(103 nolu kaynaktan degistirilmistir).

Duyarhlik! Maliyet Deferlendirme  Otomatize —lsgiici
zorlugu uygulanabilirligi yogunlugu

Genotipik metotlar
Direk sekans 9% 15-50 Yiiksek Yiiksek Evet Yiiksek
RFLP % 5-10 Diisiik Orta Hayir Yiiksek
RT-PCR % 5-10 Yiiksek Orta Hayir Diisiik
LIPA 5% Orta Diisiik Evet Diisiik
Floresans UD Orta Orta Evet Orta
MALDI-TOF <%5 Orta Orta Evet Orta
Mikrodizilimler UD Yiiksek Yiiksek Evet Diisiik
Indirekt metotlar
Viral yiik UD Diisiik Diisiik Evet Diisiik
Fenotipik deneyler UD Yiiksek Yiiksek Hayir Yiiksek

' Duyarlilik, yontemin mutant ve wild tip virus karisiminda saptanabildigi en diisiik diizey (%).
UD-Uygulanabilir degil

Genotipik metotlar

Genotipik yontemlerden direk DNA sekans yontemi yeni genotipik yontemler
gelistirmek i¢in altin standartdir. Viral genotip iizerindeki hedef HBV DNA bélgesinin
PZR ile ¢ogaltilmas1 sonrasinda sekans yapilmasi bu gen bolgeleri hakkinda 6nemli
bilgiler saglamaktadir. Bu teknigin temel avantaji yeni ila¢ tedavisine baslayan
hastalarda olusabilen yeni mutasyonlarin saptanabilmesidir. Dezavantaj1 ise zaman alict

olmasidir (104).
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Line probe deneyi (LIPA) ters hibridizasyona dayanir. Hedef bolgenin PZR ile
amplifikasyonu yapildiktan sonra, aranacak mutasyon igin spesifik prob tasarlanarak
degerlendirme yapilir. Bu temelde yontemin dezavantaji yalnizca bilinen mutasyonlarin
taranabilmesi ve yeni mutasyon profilleri i¢in giincelleme ihtiyacinin olmasidir (104).

DNA mikrodizilimleri (DNA ¢ip teknolojisi) yonteminde yine PZR
amplifiksyonu sonras1 mutasyonlarin saptanmasi i¢in yiiksek yogunluklu c¢ipler
kullanilir. Dezavantaji ¢ip iizerine hibridize edilmis oligoniikleotid problarin fazla cesit
mutasyonel analize izin vermesine ragmen bu mutasyonlarin bilinen mutasyon profilleri
olmasi ve yine yeni mutasyon profilleri i¢in giincelleme ihtiyacinin olmasidir (104).

Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi ise filogenetik
analizlerin yapilmasi1 amaciyla uygulanmakta olup bu yontemle sekans analiz bilgisine
genotipleme bilgisinin eklenmesi ve agirlikli olarak molekiiler epidemiyolojik
calismalarda tercih edilmektedir. RFLP, PZR ile amplifikasyonu yapilmis genomun
ozellikle genotip ve subgenotiplerde spesifik olarak bulunan korunmus kesim
bolgelerinin spesifik enzimler ile kesilmesi ve karsilastirmali olarak analizi esasina
dayanir (78).

MALDI-TOF kiitle spektrometresi temelli genotiplemede yonteminde ise, HBV
temelinde, YMDD motifini kodlayan varyant ve wild-tip HBV oligoniikleotidler
molekiiler agirliklarindaki farklilik analiz edilerek karsilastiriir. HBV genomunun
dogal olarak var olan 7 mer Fok I ve 13 mer BstF51 bolgelerinin kesimi ve spesifik
primerler ile PZR yontemi temelinde amplifikasyonu sonrasinda kiitle polimorfizm

analizi yapilmasi esasina dayanir (104).

indirekt metotlar

Indirekt metotlar kapsaminda, HBV DNA’mn &l¢iimii (viral yiik deneyi) ve bu
kantitatif analizin degerlendirilmesi temelinde tedaviye yanit ve direncin olup olmadigi
dolayli olarak degerlendirilebilir. Bu temelde, ila¢ diren¢ olusumu ve sonucunda
tedaviye yanitin durmasi viral yiikiin artmasi ile sonuglanmaktadir. HBV DNA

miktarindaki anormal degisiklikler fenotipik diren¢ olusumunun basladigina isaret
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edebilmektedir, ancak bunun spesifik genotipik yoOntemlerle dogrulanmasi

gerekmektedir (103).

Fenotipik metotlar

Bu metotlar hiicresel teknikler ya da hayvan deneylerine temelli yapilir. Bu gibi

yontemler HBV replikasyonu ve cccDNA’nin hiicresel dongiisiiniin izlenmesi amaciyla

uygulanmaktadir. Bu yontemlerin uygulanmasi acisindan yiiklil is giicline sahip olmasi

nedeniyle rutin uygulamalar1 yoktur (103).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Calismaya Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Gastroenteroloji Anabilim Dali’'ndan 2004 yilindan beri ¢alismalarimiza dahil etmis
oldugumuz KHB tanis1 konmus hastalardan 61’inin serum Ornegi dahil edilmistir.
Serumdan DNA ekstrakte edilip HBx PCR i¢in kullanilmis ve HBx geninin niikleotid
1400-1979 arasinda kalan bolge nested PCR ile amplifiye edilerek saflastirmis, daha
sonra DNA cycle-sequencing metodu ile dizi analizine tabi tutulmustur. Elde edilen
diziler, gen bankasindan temin edilen referans dizi kayitlar ile karsilastirilarak HSK ile

iligkilendirilmis cesitli nokta mutasyonlar aragtirilmistir.

3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler
3.2.1. Kullanilan Cihazlar

PZR cihaz1 (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycle