ANKARA UNIVERSITESI
BiYOTEKNOLOJIi ENSTITUSU

DIRENC MUTASYONLARI GOSTEREN HBV MUTANTLARININ
BELIRLENMESI VE BUMUTANTLARIN CESITLi ANTIVIRALLERE
KARSI DIRENC PROFILLERININ /N ViTRO FENOTiPLEME YONTEMIi
ILE KARAKTERIZASYONU

Esra CELIK

YUKSEK LiSANS TEZIi

Damisman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. A.Mithat BOZDAYI

ANKARA
2011



Prof. Dr. A. Mithat BOZDAYT danismanliginda Esra CELIK tarafindan hazirlanan bu calisma
25/01/2011 tarihinde agagidaki jiiri tarafindan Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Bagkan: Profesor Doktor A. Mithat BOZDAYI

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali Imza:

Wm@“ﬂ

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali Imza:

Uye: Profesor Doktor Cihan YURDAYDIN

Uye: Dogent Doktor Fikret SAHIN

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Imi\/\

Yukaridaki sonucu onaylarim

Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

Enstitii MUDURU



OZET

Diren¢ mutasyonlari gosteren HBV mutantlarinin belirlenmesi ve bu
mutantlarin ¢esitli antivirallere kars1 diren¢ profillerinin in vitro fenotipleme

yontemi ile karakterizasyonu

Diinya populasyonunun tigte biri hepatit B virlisine maruz kalmistir. HBV
infeksiyonu tiim diinyada ve Tiirkiye’de epidemiyolojik bir problemdir. Ilag
direncinin  gelisimi antivirallerin uzun vadeli etkinligini 6nemli Olgiide
sinirlamaktadir. Siklikla olusan ilaca direncli hepatit B viriisii mutantlari, tedavi

basarisizligina ve karaciger hastaliginda ilerlemeye sebep olur.

Calismamizda klinige basvurmus serumlarinda HBV viriisii tespit edilmis hastalarin,
hepatit B viriisii polimeraz gen bdlgesinin dizi analizi yapildi ve mutasyon ¢esitlerine
gore listelendi. Hasta serumlarindan elde edilen HBV DNA, HBV tiim genom olacak
sekilde c¢ogaltildi ve bir TA vektoriine klonlandi. Elde edilen klonlarin viral
polimeraz bolgesindeki mutasyonlar DNA dizi analizi yontemiyle tanimlandi.
Bulunan mutasyonlarin ilag direng profilleri hiicre kiiltiirlinde in vitro fenotipleme
deneyleriyle belirlendi. /n vitro fenotipleme deneyi ile elde edilen klonlardaki test
edilecek mutasyonlar1 tasiyan HBV genomlarmin Huh7 hiicre kiiltiirlerinde
ekspresyonlar1 yapildi. Bu HBV varyantlarina kars1 degisik antivirallerin
ekspresyonu baskilama aktiviteleri test edildi ve tespit edilen mutasyon paternlerinin

antiviral direng profilleri ortaya ¢ikarildi.

Anahtar kelime: Hepatit B viriisti, in vitro fenotipleme
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ABSTRACT

Determination of novel HBV mutants and characterization of their resistance

profiles against different antivirals using in vitro phenotyping method

One third of the world’s population has been exposed to hepatitis B virus (HBV).
HBV infection is an epidemiological problem throughout the world, including
Turkey. Development of drug resistance is a major limitation to the effectiveness of
antivirals Drug resistant hepatitis B virus mutants frequently arise, leading to

treatment failure and progression to liver disease.

In this study, sequencing analysis of the polymerase gene region of HBV extracted
from serum samples of the patients who had been admitted to our clinics has been
done. HBV DNA extracted from serum samples of the patients has been amplified as
HBV full genome and cloned into a TA vector. Mutations in the HBV polymerase
region of the clones have been identified by DNA sequencing method. Resistance
profiles of the identified mutations have been clarified in cell culture using in vitro
phenotyping assay. Expression of HBV genomes bearing mutations to be tested in in
vitro phenotyping assays have been done in Huh7 cell cultures. The suppression
activity of different antivirals on these HBV variants has been tested and antiviral

resistance profile of these mutation patterns has been clarified.

Key Words: Hepatitis B virus, in vitro phenotyping
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklama

ul Mikrolitre

b.¢c. Baz cift

cccDNA Kovalent kapali dairesel

(covalently closed circular)
ddH,O Cift distile su

(double distilled water)

dk dakika

DMEM Dulbecco Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimetil siilfoksit

DNA Deoksiribontikleik asit

DR Direkt tekrar bolgesi (direct repeat)
EDTA Etilen Diamin Tetra-Asetik asit
Enh Enhancer

ER Endoplazmik retikulum

g Gram

GFP Yesil floresan proteini

HBcAg Hepatit B kor antijeni

HBeAg Hepatit B e antijeni



HBsAg
HBV
HBV-DNA
HCV

HCC
HepG2
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HepaRG:
kb

L

LMV
L-HBsAg

mg

MgCl,
M-HBsAg
ml

mM

mRNA

nm
ORF
PBS
pg:
pmol

PZR

X1

Hepatit B yiizey antijeni
Hepatit B viriisii

Hepatit B virusu DNA’s1
Hepatit C virusu
Hepatoseliiler karsinoma
Hepatoblastoma hiicre dizisi
Insan hepatoma 7 hiicre hatt1

Insan hepatoma hiicre hatt
Kilo baz

Losin (Leu)

Lamivudin

Genis Hepatit B ylizey antijeni

Metiyonin (Met)

Miligram

Magnezyum kloriir

Orta Hepatit B ylizey antijeni

Mililitre

Milimolar

Mesajc1 RNA

Asparajin (Asn)
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Acik okuma ¢ergevesi (Open Reading Frame)
Fosfat tuz tamponu (Phosphate Buffer Saline)
Pregenomik
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu



rcDNA
RNA
rpm
RT-PCR

RNaz H

SDS

S-HBsAg

TAE

uv

YMDD

X1l

Pozitif iplikli cembersel DNA
Riboniikleik asit

Dakikadaki dongii sayis1 (revolutions per minute)
Real Time PCR

Riboniikleaz H

Serin (Ser)

Sodyum Dodesil Siilfat

Kiiciik Hepatit B ylizey antijeni
Treonin (Thr)

Tris asetik asit EDTA
Ultraviyole

Valin (Val)

Tirozin-Metiyonin-Aspartat-Aspartat motifi



1. GIRiS

1.1.  Hepatit B viriisii

Diinya capinda genel olarak 2 milyar kisinin HBV ile enfekte oldugu ve bunlardan
yaklasik olarak 400 milyon kisinin kronik HBV enfeksiyonlu oldugu tahmin edilmektedir
(Dienstag 2008). Her y1l 500 bin ile 1.2 milyon kisi HBV’ye bagli kronik hepatit, siroz ve
hepatoseliiler karsinoma (HCC) nedeniyle 6lmektedir (Rantala ve ark. 2008). Hepatit B
virlis (HBV) enfeksiyonuna karsi, giivenilir agilarin 1980’lerden beri kullanimda olmasina
ragmen, halen diinyadaki 6liim nedenleri arasinda 10. Sirada yer almaktadir (Lavancy

2004, Hoofnagle 1990).

Hepatit B viriisii, elektron mikroskobunda incelendiginde 3 farkli tip partikiile rastlanir.

Bunlar birbirlerinden biiytikliik, yap1 ve miktar farkliliklariyla ayrilir (Testut 1996).

Sekil 1.1. HBV virtisi, elektron mikroskobu goriintiisii

1. Serumda, kiiresel formdaki dane partikiilleri saptanmistir. Bunlar ortalama 42 nm

capindadir. Tam bir virion yapisinda olan dane partikiilleri, enfeksiyozdiir.

Dane partikiiliinde:
a. Bir tane sirkiiler, kismi ¢ift sarmalli DNA, DNA polimeraz ve Rnase H aktiviteli

enzim,



b. ikozahedral yapida, tek bir fosfoproteinin (HBcAg) kopyalarindan olusan kapsid,

c. Virisiin kodladig ii¢ adet protein (HBsAg) ve hiicreden kazanilan lipidlerden olusan

zarf bulunur (Lai ve Mason 2001).

2. Serumda yaklagik 200 nm uzunlugunda, niikleik asit icermeyen, tiibiiler (filament6z)

partikiiller saptanmistir. Tiibiiler partikiillerin bulasic1 olmadiklar1 bildirilmistir

3. Serumda yaklasitk 22 nm c¢apinda, icinde niikleik asit olmayan, kiiresel (sferik)
partikiiller saptanmistir. Bu partikiiller enfeksiyoz degildir ve kanda en fazla bulunan

viriis partikiiliidiir (Robinson 2000).

Membrane

Sferik partikiil

Virus dane partikili Flamentdz partikiil

40nm c¢apinda 200nm uzuniugunda 20 nm gaipnda

Sekil 1.2. HBV parikiilleri (sematik)

Hepatit B de hepatit C gibi benzer yollarla kisilere bulasmaktadir. Hepatit B viriisinde
farkli olan en 6nemli ozellik, ileri yaslarda edinilen infeksiyonun kroniklesme riskinin az
olmasidir. Soyle ki; yenidogan ve ilk 1 yasta gecirilen infeksiyon % 90 kroniklesmekte
iken bu oran 1-5 yas arasinda % 30’a inmekte, daha erigkin yaslar i¢in % 2 civarinda

bulunmaktadir (Lai 2003).



1.2. HBYV Virion Yapisi

Hepatit B viriisii, yaklasik 42 nm capindadir ve insanlarda enfeksiyon yapabilen en kiigiik
DNA viriisiidiir. HBV genomu yaklasik 3,2 kb uzunlugunda olup ikozahedral bir kapsid
icerisinde bulunur ve bu kapsid disinda 3 farkli ylizey antijenini tastyan lipid yapili zarf yer
alir. HBV zarf proteinleri, her biri birer tane protein ve glikoprotein yapisinda yapi tasi
igeren kiiciik, orta ve bliyiik ylizey antijenleri olarak adlandirilan proteinlerdir. Her 3 zarf
proteininin de karboksi terminalindeki 225 aminoasiti ortaktir ve ii¢ii de S domaininde yer
alan sistein gruplar1 arasinda olusan disiilfit baglariyla stabilize edilen glikozile tip 2

transmembran proteini 6zelligi gosterirler (sekil 1.3).

ihozahedral
hapsid Bh—

_— Mgk ylzey protemics)
,

; {rta yuzey protsm
|5+ Pra32)

B Byl yizey profeni

I8 = PreS2 + PraS1)

§ Polymarase (P)

Hepatit B
virus

Sekil 1.3. HBV virion yapisi

Hepatit B viriisii; ylizey (S), kor (C), X ve polimeraz (P) olmak {izere 4 farkli proteini
kodlayan agik okuma cercevelerine (ORF) sahiptir. Bu ORF’lerin transkripsiyonu en az
dort promotor (preS1, S, pre C ve X ) ve iki enhancer (Enhl, Enh2) bolgeler tarafindan
kontrol edilir (Yokosuka 2006, Will 1987). Hepatit B virlis genomunun en Onemli
Ozelliklerinden biri de, list iiste ¢akisan ORF’ler sayesinde, 4 ORF iizerinden 7 tane protein

iiretebilmektedir (Lee 1997).



HBYV virionlar1 genellikle 2 tip DNA tasir. Bunlardan biri uzun olan negatif zincir, digeri
ise kismen tamamlanmis olan pozitif zincirli gembersel DNA (rcDNA) genomudur. (Sekil
1.4.) Her iki iplik¢igin 5’ ucundaki H baglar1 onlar1 bir arada tutar. Uzun zincir (zincir
L/negatif zincir) virlisiin tiim genetik bilgisini igerir. Kisa zincir (zincir S/pozitif zincir)
uzun zincirin 3’ ve 5" uglarin1 bir araya getiren dizi icerir ve bdylece iki zincir bir araya

gelerek dairesel DNA olarak bilinen gevsek yap1 olugsmaktadir (Zoulim 2006).

Sekil 1.4. HBV genom organizasyonu

Zarflh bir virus olmasina ragmen oldukca direngli olan HBV, eter, diisiik pH, 1s1, dondurma
ve ¢ozmeye karst dayanikli bir yap1 sergilemektedir. Bu 6zellikleri kisiden kisiye geciste
etkinlik ve dezenfektan direnci saglar ( Chieochansin 2006).

Genom igerisinde protein kodlayan genler sunlardir:

S Geni: preS1, preS2 ve S bolgelerini igerir. Biiylik (39 kD) , orta (31 kD) ve kiigiik (24
kD) yiizey proteinlerini kodlar.

e Biiyiik ylizey proteini (L-HBs), okumanin pre-S1bdlgesinden baslamasi halinde olusur

ve virionun hedef hiicreye ulasmasinda rol oynamaktadir.



e Orta yiizey proteini (M-HBs), okumanin pre-S2 bolgesinden baslamasi ile olusur.
Hepatositlere baglanmada oOnemlidir (Urashima 2001). HBV’nin hiicre igerisine

absorbsiyonunda gorevlidir.

e Kiigiik yiizey proteininin (S-HBs) ise kor partikiillerinin kiliflagmasinda gdrev aldiklart
diistintilmektedir (Sekil1.3.).

Ayrica S geni i¢inde yer alan ve Enh 1 ile baglantili olarak glukokortikoid varliginda gen
ekspresyonunu yaklagik 5 kat artiran bir elemanin (GRE, “glucocorticoid responsive
element”) varligr tanimlanmistir (Suzuki 1998). S geninde meydana gelen mutasyonlar

sonucunda as1 elde edilmistir ( Cherry 1998).

C Geni: Pre-kor (preC) ve kor (C) bélgelerini bulundurur. iki farkli protein sentezletir.
Bunlar; cekirdek proteini (HBcAg) ve infektivite protein (HBeAg)’dir. Translasyon C
baslangi¢ kodonundan baglarsa, tam uzunluktaki C polipeptidi (HBcAg) sentezlenir; pre-C
baslangi¢c kodonundan baglar ise, HBeAg sentezlenir. HBcAg 29 aminoasitlik ek sekanstan
mahrum kaldig1 i¢in, endoplazmik retikuluma giremez, konak hiicre sitoplazmasinda kalir
ve viral DNA’ya sikica baglanir (Nassal M 1992). Bu olay pre-C dizisinin sinyal dizi gibi
davrandigin1 diislindiiriir. Pre-C dizisinde, stop kodon mutasyonu tasiyan HBV
mutantlarinda HBeAg sentezlenememekte ancak HBcAg sentezlenmektedir. Bu mutant

suslar fulminan hepatit patogenezinde 6nem tagimaktadir (Conway 1998).

P Geni: Viral genomun %2 linii olusturur. Polimeraz geninin {iriinii olan polipeptitin bilinen
4 farkli bolgesi vardir. N terminali “priming” fonksiyonundan sorumludur. Pregenomik
RNA’dan DNA sentezlenebilmesi i¢in gereken “priming” fonksiyonunu saglamak {izere
epsilon sekansina baglanabilir. Diger bolgeler ise ‘“‘spacer”, reverse transkriptaz ve
karboksi ucta yer alan RNAse H bolgesidir. RNAse H, RNA’dan DNA sentez edilirken isi
biten RNA’lar parcalar. DNA polimeraz, revers transkriptaz (rt) ve ribontikleaz (RNaz H)
aktivitesine sahip olan viral polimeraz enzimlerini kodlar. P geni, C geninin karboksi u¢
kismini, tiim S genini ve X geninin aminoterminal bdliimiinii kapsar. Bu gende olusan
mutasyonlar sonucunda genel olarak antiviral ilaglara kars1 direng gelismektedir (Stuyver

2001).



X Geni: X proteinini kodlar. HBxAg ile iligkilidir viral transkripsiyonu transaktive eden
faktor olup hepatoselliiler karsinoma’dan (HCC) sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu
gende meydana gelen mutasyonlar sonucunda HBV protein sekresyonlarinin baskilanmasi
etkilenir. X proteini dolayli yollardan viral ve bazi hiicresel genlerin transkripsiyonunu

artirabilme 6zelligi tasir (Yokosuka 2001).

nukleositlide analoglann

etki balgeleri
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Sekil 1.5. HBV genom yapisi

HBV genomu i¢indeki protein kodlayan bdlgeler disinda iki direkt tekrar bolgesi vardir
(Sekil.1.5.). Bunlar DR1 ve DR2 olarak isimlendirilmistir ve replikasyonda énemlidir. ki
direkt tekrar dizilerinin (Direct Repeats) birbirine tutunmasi ile viral DNA’nin yapisal

biitlinliigii saglanir (Seeger 2000).



1.3. HBYV Yasam Dongiisii

HBV’nun en 6nemli replikasyon merkezi hepatositlerdir. Safra kanali epitel hiicreleri,
pankreasin bazi endokrin ve ekzokrin hiicreleri, bobrek ve lenfoid dokularda da
replikasyon gergeklesebilmektedir. Ancak hepatosit dis1 replikasyon yerlerinin viral
patogenezde rolii olmadigi disiiniilmektedir. Lenfositlerdeki replikasyon ise virus
perzistansi i¢in ikinci bir rezervuar olabilmektedir (Seeger 2000). HBV ile enfekte
hiicreden giinde 10''-10" viriis salinir (Schaefer 2007). Viral kinetiklerle yapilan in vivo
caligmalarda viriislin plazma yar1 dmriiniin 4,4 saat oldugu ve hepatosite girdikten sonra
replikasyonun 17 saat — 1.5 giin kadar siirdiigii saptanmistir (Murray 2006). Viicuttaki
viriis yiikiinlin yaklasik %50’si her giin yenilenmektedir. HBV replikasyonu sitopatik
olmadigindan hiicrede belirgin morfolojik degisiklik olusturmamaktadir (Glebe 2007).
HBYV ile enfekte hiicrelerin yasam siireleri 10 — 100 giin oldugu belirtilmistir (Nowak MA
1996).

1.4. HBYV Replikasyonu

HBV DNA replikasyonu bir RNA kalib1 araciligi ile revers transkripsiyonla olur. Viral
replikasyon sitoplazmada gergeklesir ve negatif zincir pregenomik RNA’dan, pozitif

zincir negatif zincirden sentezlenir.

1.4.1. Viriisiin Hiicre I¢ine Girmesi

HBV’nin hepatositlere tutunmast HBsAg glikoproteinleri aracilifiyla gerceklesir. L-HBs
Ag ve diger HBV zarf proteinlerini baglayan cesitli hiicresel ligantlar tanimlanmistir.
Hiicreye tutunmada en etkin islev olan viral tutunma ve hiicre icine giriste rol alan
hepatosit reseptorii heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak L-HBs Ag’nin amino
terminalinde olan pre-S1 proteininin hedef hiicreye tutunmada en 6nemli etken olan
epitoplart igerdigi anlasilmig ve Ozellikle de pre-S1 bolgesinin 21-47. aminoasitlerinin
hiicreye baglanmada kilit bolge oldugu tespit edilmistir (Dash 1992, Petit 1991). Ayrica
HBYV zarf proteinlerini baglayan cesitli hiicresel ligandlar {lizerine yapilan arastirmalarda,

7



Pre-S1 proteini epitoplari igerisinde QLDPAF dizisi tanimlanmistir. Bu dizi de hiicreye
tutunmada kritik rol oynar (Paran 2003). HBV’nin doku, organ 06zgiilliigiiniin
belirlenmesinde ise geriye kalan pre-S1 kisimlarimin etkili oldugu bilinmektedir L-HBs Ag
ve M-HBs Ag’de bulunan Pre-S2 proteini ancak serum albumine baglanarak hepatositlere
baglanabilir. Her {i¢ yiizey antijenlerinde (L-M-S HBsAg) de bulunan S proteini, hiicreye
tutunmada hepatositlere 6zgii olmayan epitoplar igermektedir (Cooper 2003, Glebe 2007,
Seyec 1999).

X proteininde de benzer sekilde QLDPAR dizisi igermesi, X proteininin de hiicreye
tutunmada rolii olma ihtimalini akla getirmektedir (Cooper 2003). Ancak in vitro
caligmalarda virusun karaciger hiicresine tutunmasinda tiim yiizey proteinlerinin ayni

derecede aktivite gosterdigi de goriilmiistiir (Torresi 2000).

Hiicre yiizeyine tutunmanin ardindan virus zarfi ve hiicre membrani arasinda flizyon

meydana gelir ve niikleokapsid sitoplazmaya aktarilir.

1.4.2. Nukleusda cift zincirli DNA olusumu

Niikleokapsidin  pasif difiizyon veya tiibiiler tasinim ile c¢ekirdege tasindigi
diistiniilmektedir (Nassal 2008). Sitoplazma icerisinde kapsid pargalanir ve viral genomik
DNA ve polimeraz ¢ekirdege tasinir (Torresi 2000). Replikasyonun normal seyri sirasinda
HBV-DNA'nin konak genomuna integrasyonu goriilmez. Niikleer pora ulasan
niikleokapsidin i¢indeki gevsek sirkiiler DNA (relaxed circular DNA = rcDNA) niiklusa
gecer. Niikleusta, pozitif iplik¢ik, 5’ ucuna tutunmus olan kisa RNA dizisinden baslanarak
viral polimeraz enzimi tarafindan tamamlanir ardindan polimeraz, oligoniikleotid RNA ve
negatif iplikcikteki 8 niikleotidlik fazla diziler molekiilden ayrilir. Bu ayrilmalarin
mekanizmalar1 tam aydinlanmamistir (Beck 2007). Her iki iplik¢ik 3’ ve 5" u¢larindan
birbirine baglanir ve kovalan bagl sirkiiler DNA (covalently closed circular DNA =
cccDNA) yapist olusur (sekill.6.). Genom replikasyonunun ilk ve en Onemli asamasi
burasidir. cccDNA’dan hiicresel RNA polimeraz II enzimi sayesinde viral pregenomik
RNA (pgRNA) ve mRNA’lar olusturulur. Bu mRNA’lar virus proteinlerinin sentezinde

kullanilir.
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Sekil 1.6. ccc DNA olusum mekanizmasi (Nassal 2007)

cccDNA oldukega stabil yapidadir. Hepatosit icinde DNA giraz ve topoizomerazlarin
yardimiyla siipersarmal olusturur ve bir mini kromozom seklinde kalir. cccDNA’nin yari
omrii 14-50 giin kadardir ve enfekte hiicrelerde yaklasik 10 - 100 kopya bulunur. Hepatosit
cekirdeginde olusturulan cccDNA rezervuari, HBV enfeksiyonunun persistansinda en

onemli faktordiir (Levrero 2009).

1.4.3. Pregenomik ve subgenomik RNA’larin sentezi

Cekirdekte hiicresel RNA polimeraz II enzimi kullanilarak, cccDNA’dan 4 tip RNA

sentezlenir (Nassal 2008) Bunlar:

3.5 kb’lik mRNA: PgRNA olarak da bilinen bu mRNA’y1 6z (“core”) promotor bdlgesi
sentezletir. PeRNA tiizerinde DR-1 ve DR-2 bdlgeleri ve enkapsidasyon bdlgeleri ile poly

A kuyrugu icermesi viral genomdan ~150 nukleotitlik fazlas1 olmasina sebep olmustur.



PgRNA iizerinden; - viral genom (revers transkripsiyonla)
- ¢ekirdek proteini (HBcAg), HBeAg ve polimeraz proteinleri (P

proteini) (translasyonla) sentezlenir.

Sentezlenen polimeraz proteini de PgRNA’nin enkapsidasyon dizisine (5'e-dizisine)

baglanir ve boylece enkapsidasyon sinyali olusturulmus olur (Jeong 2000).

2.4 kb’lik mRNA: Ug ayn baslangi¢c kodonu araciligi ile kiigiik, orta ve biiyiik (S-M-L
HBsAg) yiizey proteinlerini sentezletir.

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

0.7 kb’hik mRNA: HBx proteinini sentezletir

Transkripstyon Translasyon
| preCars HBeAg
* 3.54b preCore mANA AR e —= [17kD|

':0[8

'ﬁ pelymerase
~#+ 1.5kb pregenomic RNA MM S4kD |

raverse transeribed —= viral progeny DNA

_ABcHo
—e T 4kb L mRNA —_— A — |pms1 !pﬂ'esi'l ] I L (p2%,gpé2 )
AcHo }CHU
> [pre5y ] wipan.gp3s.gpas)
e 2,1kb M3 mRNA fial f
— § |p2d,gp2i)
Le 0.7kl X mRNA —AAA ¥

Sekill.7. cccDNA’dan trankript ve translasyon iiriinleri (Timothy, Block 2007)

Bu mRNA’lar viral proteinlerini olusturmak iizere sitoplazmaya tasinirlar (Locarnini S
2004).
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1.4.4. Viral kapsidin sentezi ve HBV genom replikasyonu:

PgRNA &nce 200-300 molekiil HBcAg sentezletir, sonra polimeraz sentezine izin verir. Oz
proteini olan HBcAg’ler ikiserli olarak bir araya gelerek, disiilfid baglari ile baglanirlar. Bu
birimlerden 180-240 tanesi bir araya gelerek ikozahedral kapsidi olusturur. Oz proteinin C
terminali ile e-dizisi etkilesmesi ile pgRNA kapsid igine yerlesir. Burada pgRNA‘dan
negatif DNA zinciri sentezi sitoplazmada gergeklesir. Sentez sirasinda enzimin C-
terminalinde bulunan RNazH bolgesi, pgRNA yikiminmi1 da gergeklestirir. Ancak enzimin
revers transkriptaz ve RNazH aktiviteleri gosteren katalitik bolgeleri arasindaki 18
niikleotidlik mesafe yikilmaz ve negatif zincir lizerinde kalir. pgRNA’nin 5’ ucundaki DR1
bolgesinde yer alan 18 nukleotitlik RNA oligomeri ve polimeraz enziminin katlanmasi ile
3" ucundaki DR2 bolgesine geger ve boylece pozitif zincir sentezi buradan baslamis olur.
Ancak bu zincirin sentezi tamamen tamamlanmaz ve eksik kalir. Kapsid icine dNTP
giremedigi icin kapsid icindeki dNTP miktari ile orantili olarak pozitif zincirin boyu
degiskenlik gosterir. Her iki zincir 5" uc¢larindan kovalent baglarla baglanarak rcDNA

sentezi tamamlanmis olur (Beck 2007).

Hepatit B viral polimeraz, retroviral reverse transkriptaz enzimine aminoasit dizilimi ve
viral nukleus icinde aktivite goOstermesi agisindan benzemektedir. DNA sentezi igin,
hepadnavirus revers transkriptazi, kendisini bir protein primeri olarak kullanir. Bu 6zellik

hepadnaviriislere 6zgii bir durumdur (Beck 2007).

1.4.5. Zarfla cevrilme ve hiicreden ¢ikig:

Icinde DNA sentezi devam eden viral kapsit endoplazmik retikulumdan gegerken yiizey
proteinlerini tasiyan zarfla kaplanir. Zarfin eldesi i¢in, L-HBsAg elzemdir. Endoplazmik
retikulum zarinin i¢ kisimlarima kor proteini ile baglanmis olan L-HBsAg viriisiin
tomurcuklanmasini saglamaktadir (Chen 2004). Ug yiizey proteinlerini de igeren zarfli
viriisler golgi aygitina tasinirlar, orada sadece olgunlagan virionlar vezikiiler transport ile

hiicre yiizeyine tasinir ve salinir (Seeger 2000).
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Sekil 1.8. HBV replikasyon dongiisii (Ghany 2007)
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1.5. HBYV Mutantlan

Hepatit B viriisii de HIV ve HCV’de gorildiigl gibi yiliksek virion iiretimi ve yikimi ile
karakterizedir. ilaglar ya da bagisiklik sistemi tarafindan replikasyon baskilanmadig
takdirde giinde yaklasik 10" virion meydana geldigi tahmin edilmektedir. Fazla ve hizl
virion TUretimi ve revers transkriptaz enziminin diizeltici fonksiyonu olmamasi,
replikasyonda yiiksek diizeyde hata olusmasina neden olmaktadir. HBV’nin yillik hata
oraninin niikleotid basina 1.4-5/10.000 oldugu hesaplanmistir. Bu oran retroviruslarla esit,
ancak diger DNA viruslarindan 100-1000 kat yiiksek gibi goriilmektedir. Mutasyon oldugu
durumlarda infekte kisilerde genetik olarak birbirine yakin ancak birbirinden farkli olan ve
farkli 6zellikler tagiyan varyantlarin bir kombinasyonu var olmaktadir. Konaktaki virustan

daha avantajl1 bir 6zellik olusur ise mutant virus baskin hale gelmektedir.

Tedavi ve korunma bakimindan 6nemli sorunlar olusturan HBV mutasyonlari (Chen
1999).

a) Virusun hiicreye girigini ve integrasyonunu kolaylastirabilir.

b) Virusun antijenik yapisin1 degistirerek bagisik yanittan kagmasina neden

olabilir.

¢) Virusun replikasyonunu artirabilir.

d) Antiviral ilaglara direng gelisimine neden olabilir.

Genom iizerindeki herhangi bir yerde (S, pre C/C, X, P, promotor ve enhancer) ortaya

¢ikabilen bu mutasyonlar;

a) Tek bir taban bazininin degisimi (nokta mutasyonu)

b) Bir veya daha fazla sayida niikleotidin silinmesi

c) Ayni sekansin diiz veya ters bigimde tekrar edilmesi

d)Niikleotid sekanslarinin yeniden diizenlenmesi gibi farkli genetik mekanizmalarla

olusabilir (Thomas 1994)
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1.5.1. P Geni Mutasyonlart

P geni, diger li¢ gen (S, C, X) ile ortak bolgeleri olmasinin yam sira genomun %80’ini
kapsamaktadir. Bu genin sentezledigi polimeraz proteini pgRNA’dan sentezletilir.
Polimeraz proteininde, terminal protein, spacer bdlge, rt-DNA polimeraz, RNazH
boliimleri mevcuttur (Sheldon 2006). C bolgesinde YMDD motifi bulunur ki bu motif,
nukleotit baglayan katalitik bolgedir. Nukleosid/nukleotit analoglarinin hedef bdlgesi rt-

DNA polimerazdir ve bu ilaglarin kullanim1 sonrasinda P geni mutasyonlar1 olusmustur.

Lamivudin (LMV) direncinde en sik saptanan mutasyonlar, rtL180M + rtM204V; ikinci
siklikta ise rtL180M + rtM204V + rtV173L mutasyonlar1 birlikteligidir. Lamivudin
HBV’ye kars1 ters transkriptaz ve DNA polimeraz iizerinden etki eder.Q215S/P i¢in in

vitro ¢alismalar devam etmektedir.

Adefovir (ADV), lamuvidine direngli HBV kokenlerine de etkili olabilmektedir. Adefovir
kullaniminda direng, lamuvidin’e oranla daha zor gelismektedir. Doksan alt1 hafta
kullanimdan sonra %2 diren¢ orani bildirilmistir. Direnci saglayan; D katlantisinda
rtN236T, rtI233V, rtR217R; B katlantisinda rtA181T/V; A katlantisinda rtV84M, rtS85A

mutasyonlar1 tanimlanmistir (Sheldon 2006).

Entecavir (ETV), viral polimerazin 3’ aktivitesini inhibe eder. Bunlar; priming,
pgRNA’dan (-) zincirli DNA’nin reverse transkripsiyonu, (+) zincirli DNA sentezi. LAM
direncinden sorumlu mutasyonlarin var olmasi ETV i¢in en 6nemli risk faktoriidiir. LAM
direnci yokken rtM250V mutasyonu in vitro kosullarda ETV nin IC50 degerinde 9 kat artis
saglarken, 1tS184G+ rtS2021 mutasyonlar1 ETV’nin IC50 degerine bir etkisi yoktur. In
vitro caligmalarda lamivudine oranla 300 kat daha fazla potent oldugu anlagilmistir.
Polimeraz B bolgesindeki rtI169T veya rtS184G, C bolgesindeki rtS2021 ve E bolgesindeki
rtM250V mutasyonlarit ETV direncine neden olurlar (Tenney 2004, Shaw 2006).

Tenofovir (TNF), molekiil yapisi itibariyle adefovire ¢cok benzer, sadece bir metil grubu
fazladir. TNF tedavisi altinda secilen bir diren¢ mutasyonu heniiz tanimlanmamistir.

HIV’li kisilerde rtA194T mutasyonu TNF direncine neden oldugu iddias1 in vitro
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calismalarla heniiz kesin olarak dogrulanmamistir. Ancak adefovir direncine neden olan
rtN236T mutasyonunun TNF’ye hassasiyeti azalttig1 gosterilmistir (Sheldon 2005).

Emtricitabine (FTC) direnci, etki mekanizmasi ve direng profili LAM (rtM204V/I)
gibidir. FTC heniiz monoterapi ve TDF ile kombine tedavi i¢in ruhsatlandirilmamistir (Lim

2006).

YMDD boélgesindeki mutasyonlar, tamamen ¢akisik oldugu S genini de etkiler. Lamuvidin
direncine neden olan rtA181T mutasyonunda, HBsAg’de sW172stop degisikligi goriiliir ve
bu mutasyon sebebiyle HBsAg sekresyonunun ve virusun replikasyon kapasitesinin
azaldigr bildirilmistir. Fakat lamuvidin varliginda viriisiin replikasyon kapasitesi
onarilmaktadir (Yeh 2000). Antiviral tedavi altinda rtM2041 mutasyonuyla sW194stop, ve
tV2071 mutasyonuyla sW199stop degisiklikleri oldugu bildirilmistir (Sheldon 2006).

Terminal -
Protein Pm

.

183 349(rt1) _—  ~—__  692(rt344) a.a.

F_V__LLAQ_YMDD

I(e) = II{F}

ETV Direnci rti169T rtS184G rtS202

FOULN treview 2005 dan wysriammugtr

Sekill.9. HBV Polimeraz Direng Mutasyonlari
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1.5.2 Yiizey Mutantlar:

HBsAg’yi kodlayan S genine ait mutasyonlar HBsAg’nin immiinojenitesini degistirebilir.

Bu durum iki 6nemli probleme sebep olabilir.

1. HBsAg negatif HBV enfeksiyonu

2. Asmin ve HBIG‘in (Hepatitis B immune globulin) korunmasindan kagan HBV
enfeksiyonlar1 (HBsAg’nin major hidrofilik bolgesindeki 123, 124, 126, 129, 133,
142, 144, 145 kodon mutasyonlar1)

Mevcut HBV enfeksiyonun gostergesi olan HBsAg’nin tespitinde kullanilan ticari kitler,
anti HBs-HBsAg baglanmasi esasina dayanir. Mutasyonlar sonucu HBsAg’nin antijenik
yapisindaki degisimler ile ticari kitler tarafindan tespit edilemeyen HBsAg molekiilleri
meydana gelebilir. Boyle durumlarda HBV ile enfekte kisilerde HBsAg negatif
saptanabilir( Carman 1997 ).

1.5.3. Pre-kor/kor bolgesi mutasyonlart

HBeAg, virlisiin replikasyonunun bir gostergesi olmasina ragmen, bazi replikatif

enfeksiyonlarda HBeAg negatif saptanmaktadir. Bunun 2 sebebi olabilir:

1. Pre-kor stop kodonu mutasyonu (28. Kodonda TGG—TAG)
2. Kor promoter bolgesi mutasyonu (T1774A ve T1776G)

Kor geninin bir stop kodonu ve iki adet baslatma kodonu vardir. Translasyon ilk baglatma
kodonundan baglarsa, olusan polipeptit hiicre i¢inde bazi degisimlerden gecerek HBeAg’
yi olusturur. Ikinci kodondan baslar ise kor proteinini (HBcAg) yani nukleokapsiti
olusturan protein meydana gelir. Antivirallerle tedavi bakimindan Pre-kor mutantlar bir

farklilik yaratmamaktadir.
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1.5.4 X Mutantlar

X gen bolgesi viriislin replikasyon ve ekspresyonu icin dnemlidir. HBxAg regiilator bir
protein olup, HBV genleri yan1 sira farkli hiicresel gen promoterlerini aktive edebilir. X
geni mutasyonlarinin fonksiyonel 6nemi tam olarak aciga kavugmamakla beraber bu tip

varyantlarin infektiviteleri zayif, replikasyon seviyeleri diisiiktiir (Ulcida 1997).

1.6. Bulasma Yollar: ve Belirtileri:

Hepatit B viriisiiniin 4 ana bulagma sekli vardir:

1- Infekte kan ya da viicut salgilari ile parenteral temas (perkiitan)
2- cinsel temas
3- infekte anneden yeni dogana bulasma (perinatal vertikal)

4- infekte kisilerle cinsellik igermeyen yakin temas (horizontal).

Hepatit B viriis enfeksiyonunun tehlikeli olan yani, ¢ogunlukla herhangi bir 6zel belirti
vermeksizin seyretmesidir. Hepatit B virlisii HIV'den yiiz kat daha bulasicidir. (Werner
1982) HBV' nin bulagsmasinda mevsim ve yas faktorlerinin rolii yoktur. HBV fekal oral
yolla bulasmadigindan infeksiyonun yayilmasinda su ve gidalar aract degildir. Oral yolla
bulagsma ancak infekte kanin hasarlanmis oral mukozaya temasiyla gerceklesebilir. Bu
bulas yollarinin disinda ayni ev iginde, yakin yasama kosullarinda HBV bulagmasi
olmaktadir. Ozellikle HBV tastyicilarmin aile bireylerinde saptanan ve diger bulasma
yollarinin s6z konusu olmadigi ortak yasam kosullarinin bulagmaya neden oldugu
diisiiniilmektedir (Chen 2000). Viriis insan viicudu disinda yedi giinden uzun siire canli

kalabildigi i¢in enfekte dis fir¢as1 ve jiletler de bulas kaynagi olabilir.
- Akut enfeksiyonun belirtileri sunlardir: Yorgunluk, eklem ve kas agrilar1 ve ayrica

halsizlik. Hastalanan kisiler bunun bir grip oldugunu disiiniirler. Daha nadiren ciltte

sararma, idrar renginde koyulagsma ve/veya karnin sag iist tarafinda sikayetler mevcuttur.
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- Kronik enfeksiyonun belirtileri sunlardir: Cogunlukla yillarca herhangi bir sikayete
neden olmadan seyreder. Bazi hastalar asir1 yorgunluk ya da karnin sag iist tarafinda

rahatsizlik hissederler (www.who.int).

1.7. HBYV Enfeksiyonu Tedavisi:

Epidemiyolojik agidan HBV sikligina gore diinya, diisiik, orta ve yiiksek endemisite olarak
lic cografik boliimde incelenmektedir. Tirkiye, %3-5 prevelans orami ile Ortadogu ve
Giliney Avrupa iilkeleri ile beraber orta endemik bodlgede yer almaktadir. HBV
enfeksiyonun prevelansi genellikle viriisiin ge¢is bigimi ile iliskilidir. Tiirkiye’nin de
iginde bulundugu orta endemik kusakta perinatal, horizontal, enfekte tibbi malzeme, cinsel
temas ve diger bulas yollar1 beraber goriilebilmektedir. Diinya iizerinde yaygin olarak
bulunan viriis ile miicadelede en etkin ve akilc1 yol korunmadir. En etkin koruyuculuk ise
as1 ile miimkiindiir. Giliniimiizde kullanilan asilarin biiyiik bir kismi rekombinant olup,
HBsAg’nin S proteinini i¢cermekte, diger bir kimi ise buna ek olarak Pre-S1 / Pre-S2
proteinlerini de igermektedir (Pol 1994).

Hepatit B enfeksiyonlarinin tedavisinde viral replikasyonun kalic1 olarak baskilanmasi
hedeflenmektedir.  Viriisiin ~ viicuttan  tamamen  eradikasyonu ise  miimkiin
gorinmemektedir. HBsAg serokonversiyonu ile HBV enfeksiyonundan kurtulan hastalarda
bile, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi hassas yontemlerle, kanda ve karacigerde
disik seviyede HBV DNA tespit edilebilmektedir (Kuhns 1992). Bu yiizden
enfeksiyonlarin tedavisinde en son nokta HBsAg ve HbeAg antijenlerinin yok olmasi,
serumdaki DNA miktarinin dlgiilemeyecek kadar diisiik miktarlara baskilanmasi, alanin
amino transferaz (ALT) diizeylerinin normalizasyonu ve karaciger histolojisinde bir

diizelme gosterilen HBV replikasyonunun baskilanmasidir.
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1.8. Fenotipleme ve Direnc Profilleri

Herhangi bir antiviral ilacin veya molekiiliin yabanil tip ve/veya ¢esitli viral varyantlara
kars1 etkisini degerlendirmek amaciyla in vitro hiicre kiiltiir modelleri baz alinarak ‘in vitro
fenotiplendirme’ yapilir. Bu calismada mutasyonu tespit edilen virlis bir ekspresyon
vektoriine klonlanir ve karaciger hepatoma hiicrelerinden elde edilen HepG,, Huh7 hiicre

kiltlirlerine transfeksiyonlar1 gergeklestirilir.

Ilaca kars1 duyarlilik testlerinin yapilmasindaki yegine amag yeni olusan mutasyonlarin
antiviral ajanlara kars1 direng profillerini gézlemleyebilmektir. Bu tiir testlerde, Huh7 ve
HepG2 gibi hepatit enfeksiyonu tagimayan hiicre hatlarina, direng mutasyonu tagidigi
diisiiniilen Hepatit B genomu gecici transfekte edilir ve ardindan test edilecek antiviralin
cesitli konsantasyonlar1 kiiltiir ortamlarina eklenir. Inkiibasyon siiresi sonunda test edilen
antiviral ajanin mutasyon paterni iizerine etkisi RT-PZR (Real time PCR) gibi duyarlilig:
yiiksek metodlardan da yararlanilarak goézlemlenir, bdylece HBV replikasyonundaki
baskilanma sayisal verilerle kanitlanmis olur (Durantel 2004, Fu ve Cheng 2000, Yang
2004). Giiniimiize kadar yapilmis olan in vitro fenotipleme ile direng profilleri arastirilan

mutasyonlar ¢izelge 1.1°de derlenmistir.

Kronik HBV enfeksiyonlarina karsi antiviral terapi alaninda, yeni antiviral ilaglarin
gelistirilmesi, 6zellikle lamivudine (LMYV) de dahil olmak iizere adefovir dipivoxil (ADV),
telbivudine (LdT), tenofovir (TDF) ve entecavir (ETV) ile son 10 yil igerisinde hizli bir
artis s0z konusu olmustur. Diger yandan bir¢ok ilacin klinik degerlendirmeleri hala devam
etmektedir, (emtricitabine (FTC) ve clevudine (CLD) gibi), ¢oklu antiviral kullanim1 uzun
siireli terapilerde maalesef ila¢ direngli suslarin ve ¢apraz direng patternlerinin olusmasini

kolaylastirmaktadir (Zoulim 2006).
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Cizelge 1.1. HBV diren¢ mutasyonlarinda in vitro fenotipleme c¢alismalar1 (Locarnini

2006) @: Calisiimamis
—_ Adefovir | Clevudine | Entekavir | Lamivudine | Telbivudine | Tenofovir
Yabanil tip 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
L180M 0.5 > 120 1 1.7 12 %)
M2041 0.7 >120 30 >1000 >1000 %)
L180M+M20I 0.2 >120 30 >1000 133 2.1
L180M-+M204V

+ 2.0 %) >1000 >1000 >1000 %)
T184G/S2021
L180M-+M204V

+ 1.0 %) >1000 >1000 >1000 %)
[169T/M250V
M2041+A181S | 28.3 5.86 %) >1000 %) 5.57
Al181T/V 1-5 %) %) 2-6 %) %)
A181S+M2041 | 28.3 5.86 0] >1000 %) 5.57
M204+L80I >10 >120 %) >1000 >1000 %)
N236T 7-10 4.7 0.67 3-8 24 %)
V204A/Q215S | 7-10 %) %) 10-20 %) %)
A194T+L18M

+ 0] %) %) %) %) 2.4
M204V
A194T 0] %) %) %) %) 1.5

Yukaridaki ¢izelgede, HBV polimeraz geninde olugsmus olan ¢esitli diren¢ mutasyonlari

tizerinde alt1 farkl1 antiviralle yapilan in vitro fenotipleme ¢aligmalar1 sonucunda bulunmus

olan IC50 degerleri (viral replikasyonun %350’sini baskilayabilecek antiviral doz)

mevcuttur. 1.0’den biiyiik olan degerler bizlere ilgili mutasyonun antivirale karsi direng

profili hakkinda bilgi vermektedir.
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1.9. Amag

En 6nemli saglik sorunlarimizdan biri olan HBV tedavisinde onayli yedi ilag¢ vardir:
standart ve pegile interferon olmak iizere 2 interferon, lamivudin, adefovir, entekavir,
telbivudin ve tenofovir olmak iizere 5 tane niikleosid analogu. Ulkemizdeki kronik hepatit
B (KHB) olgularinin tiimiinde etkenin genotip D oldugu bilinmektedir (Bozday1 2004).
KHB’de interferon bazli tedavilerin kalic1 etkileri tatmin edici olmaktan ¢ok uzaktir. Buna
karsilik viral replikasyonu baskilamak icin tedavide kullanilan entekavir ve tenofovir kolay
tolere edilebilen etkili antivirallerdir ve bu yilizden kronik HBV enfeksiyonlarinin
tedavisinde sik¢a kullanilmaktadir. Tiim bunlarin yani sira ilag uyumsuzlugu ve uzun siiren
tedaviler sonras1 direng gelismis olmasi veya ilacin diisiik genetik bariyerinin olmasi gibi
etkenler s6z konusu oldugunda, viriisiin bu antivirallere kars1 diren¢ gelistirmesinin Oniine
gecilememektedir. Gliniimiize kadar entekavire karsi direng gelisimleri bildirilmis olsa da
tenofovire karst diren¢ olusumu heniiz  bildirilmemistir. Bu ilaglara  karst
gelisen/gelisebilecek ve antiviral dirence sebep olan mutasyonlar HBV polimeraz geninin 7

fonksiyonel (“A-G domains”) {initelerinde yer alir.

Bu calismada mutasyonu tespit edilen virlis bir ekspresyon vektoriine klonlanir ve
karaciger hepatoma hiicrelerinden elde edilen HepG2 veya Huh7 hiicre Kkiiltiirlerine
transfeksiyonlar1 gergeklestirilir. Amplifiye edilen HBV izolatlarinin tiim genomlari
PHY 106 vektdriiniin i¢ine klonlanabilir ya da dogrudan PZR {iriinlerinin Sapl restriksiyon
endonukleaz enzimleri ile kesilebilir, sonrasinda hiicre kiiltiir sistemlerinde in vitro
fenotipleme ile virlis mutasyon paternlerinin antivirallere karsi direnci tanimlanmaya

caligilmasi saglanabilir.

Calismada belirli HBV mutantlarinin hiicre kiiltlirlerinde replikasyon c¢alismalarinin
yapilmas1 ve bu HBV varyantlarina karsi degisik antivirallerin ekspresyonu baskilama
Ozelliklerinin test edilmesi ve mutasyonlarin direng¢ profillerinin ortaya c¢ikarilmasi

amagclanmustir.
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2. GERECLER ve YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Hasta

2006 yilindan beri Ankara Universitesi Gastroenteroloji klinigine basvurmus HBV ile
enfekte hasta serumlart kullanilmistir. 88’1 erkek 36’s1 kadin olmak iizere toplam 124
hastanin viral DNA’lar ekstrakte edilerek, serum HBV DNA diizeyleri RT-PCR ile tespit
edilebilir oranda olanlarin polimeraz gen bolgesinde bulunan mutasyonlar analiz edilmistir.

Tiim hastalarin en az bir kere de olsa antiviral tedavi; adefovir, lamivudin, entekavir almis

olduklar1 ve bilinmektedir.

2.1.2. Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerler asagidaki ¢izelge2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Primerler

Primerler DNA Dizisi
5"-CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCT
HBV P1
TTT TCA CCT CTG CCT AAT CA -3’
HBV P2 5'- CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCA
AAA AGT TGC ATG GTG CTG -3’
188 (F) 5'-TCC CCA ACCTCC AAT CAC -3’
887 (R) 5'- AAA CCC AAA AGA CCC ACA A -3
440 (F) 5'- GTA CCA AAC CTT CGG ACG GA -3
891 (R) 5" AGC AAA ACC CAA AAG ACC CA -3’
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2.1.3. Kimyasallar

Cizelge 2.2. Kimyasallar

Kimyasal Adi Uretici Firma
Agaroz Quantum Biotechnologies, ABD
Borik Asit Merck, Frankfurt, Almanya

Bromofenol Mavisi

Sigma, Almanya

EDTA

Sigma, Almanya

Etidyum Bromiir

Sigma, Almanya

Mutlak Etanol

Kimetsan, Tiirkiye

Proteinaz K

Sigma, Almanya

SDS Sigma, Almanya

Tris HCl Sigma, Almanya
dNTP’ler QBiogeen, Almanya
Fikol Biochrom, Almanya
DMEM Invitrogen, ABD
PBS Biochrom, Almanya
Tripsin-EDTA Invitrogen, ABD
Opti-MEM Invitrogen, ABD
DMSO Applichem, Almanya

Penisilin-strepromisin

Invitrogen, ABD

L-glutamin Invitrogen, ABD
FBS Invitrogen, ABD
Gliserol Sigma, ABD
Ampisilin Dateks, Tiirkiye
Kanamisin Dateks, Tiirkiye
MgCl, Sigma, Almanya
CaCl, Sigma, Almanya
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2.1.4. Enzimler

Cizelge 2.3. Enzimler

Enzim Adi Uretici Firma
Dream Taq DNA polimeraz Fermantas, Tiirkiye
Pfu Taq DNA polimeraz Fermantas, Tiirkiye

“Hidh Fidelity” Taqg DNA polimeraz Roche, Almanya

Taq DNA polimeraz Fermantas, Tiirkiye

2.1.5. Tampon ve Cozeltiler

Calismalarimizda kullanilan tampon ve c¢ozeltiler ile bunlarin igerikleri Cizelge

mevcuttur.

Cizelge 2.4. Cozelti ve tamponlarin igerikleri

Tampon ve Cozelti

icerik

Tris-Asetat -EDTA tamponu
(TAE) (5X) (1L)

24,2 g Tris-Baz

5,7 mL Asetik asit

10 mL 0,5M EDTA (pH:8)

ddH20 ile 1000 ml’ye tamamland.

Agaroz Jel Yiikleme Tamponu
(6X)

%15 fikol
200,05 bromofenol mavisi
%0,05 ksilen siyanol

Huh7 biiyiitme ortami

500 ml DMEM

50 mL FBS

10 mL penisilin-streptomisin (5000
tinite/ml) ve 5 ml L-glutamin (200mM)

Antibiyotikli s1v1 bakteri biiylitme
besiyeri

1000 mL ddH,0 igerisinde 25 g LB tozu
¢oziildii, antibiyotik (kanamisin veya
ampisilin 50pg/ml olacak sekilde eklendi.

Antibiyotikli kat1 bakteri biiyiitme
besiyeri

1000 mL ddH,0 igerisinde 25g LB tozu
cozildi, 15g/mL agar-noble eklenerek
otoklavlandi ve tabaklara 15’er mL dokiiliip
oda sicakligina kadar sogutuldu

24

2.4.°de



2.1.6. Kullanilan Cihazlar

Cizelge 2.5. Cihazlar

Thermal Cycler PZR Cihazi

Light cycler 1.2 Real Time PZR Cihaz

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

pH Metre

Hassas Terazi

Su Banyosu

Jel Gortuntuleme Sistemi

Kuru Blok

Karbondioksitli inkiibator

Laminar Flow

Sallamal1 inkibator

Elektroforez gii¢ kaynag1 ve tanki

Mikrodalga firin

Derin dondurucu

Otoklav

Distile su cihazi

Mikropipet seti

2.1.7. Kullanilan Kitler

Cizelge 2.6: Kitler

LightCycler Faststart DNA Master HybProbe Kit (Roche)

Plazmid DNA Purification (MACHEREY-NAGEL)

Nukleospin per clean-up jel eks-2. Kit (MACHEREY-NAGEL)

Topo-XL PCR Cloning kit (invitrogen)

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, USA)

High Pure viral nucleic asid (Roche)

Fugene 6 Transfection Reagent (Roche)
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2.2. YONTEMLER

2.2.1 Hasta Serumundan Viral DNA izolasyonu

Serumdan HBV DNA izolasyonu, iiretici firmanin “High Pure Viral Nucleic Acid”’(Roche)

kiti igerisinde bulunan kullanma kitapc¢igindaki yontem izlenerek yapildi:

200 pl serum ornegi, 200 pl poli A igeren baglama tamponu (“binding buffer”) ve 50 puL

proteinaz K bir ependorf tiipiine koyulur. Vorteks yardimiyla iyice karistirilir ve 10 dakika
72°C’de inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonras1 100 pl baglama tamponu daha eklenir.

Karisim karistirilarak filtreli toplama tiipiine aktarilir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij

edilir.

Filtreden gecen sivi atilir ve 500 pl inhibitoér uzaklastirici tampon (inhibitor removal

buffer) eklenir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

Filtreden gecen sivi1 atilir ve 450 ul yikama tamponu eklenir ve 8000 rpm’de 1 dakika

santrifiij edilir bu basamak 2 kez tekrarlanir.
10 saniye maksimum hizda santrifiij edilir.
Kolon 1,5 ml’lik steril bir ependorf tiipline aktarilir ve 50 pl eliisyon tamponu eklenir.

8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA elde edilir.
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2.2.2. Real Time PZR ile HBYV DNA’nin Kantitatif Tayini

Real Time PZR (HBV DNA igin);

Lightcycler DNA Master HybProbe Kit (Roche) kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon

karisimi ¢izelge 2.7.’de mevcuttur.

Cizelge 2.7. RT-PZR reaksiyon icerigi

Malzeme Miktar
Primer 1 (10 pmol) Tl
Primer 2 (10 pmol) Tl
Probl (5 pmol) 0.75 ul
Prob2 (5 pmol) 0.75 ul
MgCl, (25mM) 2.5 ul
Enzim (Master mix) 2 ul
ddH,O 7.5 ul
DNA Sul

Reaksiyon Sartlari:

95°C.......... 10 dakika
95°C.......... Ssn

58°C*......... 8 sn 45 dongi
72°C.......... 11 sn

* Her dongiide 1°C diiserek 50 dereceye kadar inilir.
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2.2.3. HBV DNA’nin Tiim Genomunun PZR ile Cogaltilmasi

Serumdan elde edilen HBV DNA’nin tiim genomunun PZR ile c¢ogaltilmasi, reaksiyon
karigimi 0,2 ml’lik tliplerde hazirlanmasiyla, “Applied Thermal Cycler” cihazinda yapildi.
Caligmamizda bir¢ok farkli Taqg DNA polimeraz enzimleri kullanildi. Deam taq polimeraz
enzimi biiyiikk viral DNA ve genomik DNA’lar i¢in olduk¢a uygun ve sonrasindaki TA
klonlama i¢in de oldukga elverisli bir enzim olmasina ragmen, en uygun devamlilik
saglayabilen yontem pfuttaq polimeraz enzimleri kullanilarak yapilan karigim olmustur.
PZR sonuglar yiiksek viral yiiklere sahip olan serum 6rneklerinde pozitif sonug almamizi

saglamigtir.

Cizelge 2.8. HBV tiim genom PZR igerigi

PZR malzemesi Miktar
P1 (10pmol) 1,5 ul
P2 (10pmol) 1,5 ul
MgCl, (25mM) 3l
dNTP (2mM) 5ul
Taq DNA polimeraz
(fermantas/dream) 0,5 pl
(5 U/u)
PZR tamponu (10x) 5ul
Jelatin Sul

Sul
DNA (kalip)
Hacim 50 pl’ye

ddf0 tamamlanir
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Cizelge 2.9. En uygun HBV tiim genom PZR igerigi

PZR malzemesi Miktar
P1 (10pmol) LS ul
P2 (10pmol) LS ul
MgSO0; (25mM) 3l
dNTP (2mM) > ul
Pfu Tampon (10x) Sul
Fermantas Tampon(10x) Sul
Taq (Pfu) (5 U/ul) 1 ul
Taq (ferm) (5 U/ul) 0.5 ul
DNA (kalip) 5ul
4dH,O Hacim 50 pl’ye

tamamlanir

Reaksiyon Sartlari:

94°C.......... 5 dk

94°C.......... 40 sn

60°C.......... 1.5 dk. > 40 dongi
68°C.......... 3dk. *
72°C......... 7 dk

4°C......... 00

* Uzama boliimiinde her 10 dongiiden sonra siire 2 dakika artirilarak yapildi.
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2.2.4. PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Elde edilen PZR iiriinleri % 0.8’lik agaroz jele, 1 kb’lik DNA belirteci ile yiiklenerek, jelin
yiriitilmesinden sonra jel ekstaksiyonu yapilir, buradaki ama¢ PZR reaksiyonunda

bulunan dNTP ve olusan primer dimerlerini uzaklastirmaktir.

2.2.4.1 Jelin Hazirlanmast ve DNA’nin Jele Yiiklenmesi

Jelin hazirlanmasi ve DNA’nin jele yiiklenmesi i¢in asagidaki basamaklar izlenir;

- 0,4 g agaroz 50 ml 1X TAE tamponuyla karistirilir ve mikrodalgada ¢ozdiiriiliir,

ardindan sogumaya birakilir.
- 30 pl kristal violet boyasi eklenir ve karigtirilir.
- Tarak jel tabagina yerlestirilir ve jel dokiiliir.
- Jel dondugunda tarak ¢ikarilir ve igerisinde 1X TAE tamponu bulunan tanka konulur.

- 40 pl PZR amplifikasyon {iriinlinii, bromofenol blue yiikleme tamponu ile yeterli

miktarda karigtirilir ve jeldeki kuyucuklara yiiklenir.
- 75 voltta 1-2 saat kadar 1 kb ladder ile yiiriitiiliir.

- Jel goriintiileme cihazinda jelde bulunan DNA bantlar1 goriintiilenir.

2.2.4.2. PZR Uriiniiniin Jelden Ekstraksiyonu

PZR iirliniiniin jelden ekstraksiyonu i¢in asagidaki basamaklar izlenir;
e Sadece istenilen bant bistiirii yardimiyla jelden kesilip ¢ikarilir.
e (ikarilan bant 1,5 mI’lik bir ependorf tiipiine konulur.

e Uzerine jelin hacminin (Img yaklagik 1 ul gelmektedir.) 2,5 kati kadar baglama
tamponu (binding buffer) eklenir.

e 50°C’de jel tamamen eriyene kadar su banyosunda inkiibasyona birakilir.
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2.2.5.

Jelin eridiginden tamamen emin olunca, karisim SNAP piirifikasyon kolonuna

yiiklenir.
2000-3000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilir.

Altta kalan s1v1 atilir ve SNAP piirifikasyon kolonuna 400 pl 1X yikama soliisyonu
eklenir ve yine 2000-3000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilir.

Altta kalan s1v1 atilir ve SNAP piirifikasyon kolonuna 800 pl 1X yikama soliisyonu

eklenir ve santrifiij edilir.

Altta kalan s1v1 atilir ve SNAP piirifikasyon kolonu bos olarak maksimum hizda 2

dakika santrifiij edilir.

25 ul ddH20 filtrenin tam ortasina gelecek sekilde pipetlenir ve 1 dakika oda

sicakliginda inkiibasyona birakilir.

Oda sicakliginda maksimum hizda santrifiij yapilarak DNA elde edilir.

HBYV Tiim Genom Amplifikasyonlarinin Topo-XL Vektorlerine Klonlanmasi

PZR sonucu elde edilen amplifikasyon {iriinleri Topo-XL vektoriine, iiretici firmanin

“Topo-XL PCR Cloning” (Invitrogen, California, USA) Kkiti igerisinde bulunan kullanma

kitapc¢iginda yazan yontem izlenerek klonlandi.

2.2.5.1. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

1- DHS5a, s1vi besiyerinde 5 ml kadar o/n biiytitiiliir

2- 100-150 ml s1v1 besiyerine, 50 pl kadar biiyiitiilen bakteriden ekilir ve log faza kadar

(orta derecede bulaniklik) iiretilir.

3- 5000 rpm’de 10-20 dakika santriftij edilir.

4- Siipernatant atilir, kalan pelete 10 ml 0.1 M soguk MgCl, ile iyice siispanse edilir ve

ardindan 50 ml’ye tamamlanir. 10 dakika buz tlizerinde inkiibasyona birakilir.

5- 5 dakika 5000 rpm de 4°C’de santrifiij edilir.
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2.2,

IIL.

II1.

IV.

2.2.

Ustte kalan sivi dokiiliir ve pelete 10 ml 0.1 M soguk CaCl, ilave dilerek siispanse
edilir. Sonrasinda 50ml’ye tamamlanilir ve 30 dk buz istiinde inkiibasyon
gergeklestirilir.

5 dk 5000 rpm de 4°C de santrifiijlenir

Pelete 1-2 ml (35 ml H,O, 5 ml 0.1 M CaCl,, 10 ml gliserol) karistmindan eklenerek
siispanse edilir

Ependorflara 50 ul seklinde dagitilarak -80°C*de muhafaza edilir.

5.2. Klonlama Reaksiyonunun Hazirlanmasi

Jelden piirifikasyonu yapilan PZR iirliniinden 4 pl ve kanamisin direng geni tagiyan

pCR XL-TOPO vektoriinden 1 pl, alinarak steril bir ependorf tiipiinde karigtirilir.
5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonras1 1 pl “6X TOPO Cloning Stop” soliisyonu eklenir ve oda

sicakliginda karistirilir.

Tiipilin ¢eperlerindeki sivinin agagi ¢cokmesi icin hafif¢e santrifiij edilir ve tiip buz

uzerine konulur.

5.3. Transformasyon

Klonlama reaksiyon {irliniinden 2 pl’yi “One Shot Competent” hiicrelere eklenir ve
dikkatlice karistirilir.

Buz iizerinde 30 dakika inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonras1 42°C’lik su banyosunda 30 saniye 1s1 soku yapilir.

30 saniye sonrasinda tiip hemen buz iizerine konulur ve 2 dakika inkiibasyona birakilir.
Hiicrelerin tizerine 250 pl S.0.C medyumu eklenir.

37°C’de 1 saat sallamal1 1siticida inkiibasyona birakilir.

Daha 6nceden hazirlanmis 50 pg/ml kanamisin igeren kati LB besiyerine 50-150 pl

hiicre yayilir.
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e 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilir.

2.2.5.4. Klonlamas: Sonras: Klonlarin Analizi

- Biiyliyen koloniler steril bir pipet veya kiirdan yardimiyla kanamisin igeren 2 ml sivi
LB besiyerine aktarilir.

- 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilir.

2.2.6. Biiyiiyen Kolonilerin PZR ile Kontrolii

Kanamisinli sivi LB’de biiyliyen koloniler 440 ve 881 nolu primerler kullanilarak 450
bp’lik boélge c¢ogaltilir, igerisinde HBV genomu olup olmadigina %1°lik agaroz jelde
goriintiilenerek bakilir. Bant veren kolonilerin plazmid ekstraksiyonlart yapilir. Bu yontem

ile zamandan ve malzemeden zarar minimuma indirgenmis olur.

2.2.7. Plazmid DNA ekstraksiyonu

Topo klonlamasi sonucu elde edilen kolonilerin plazmid DNA ekstraksiyonu, iiretici
firmanin “Plazmid DNA Purification” (Macherey-Nagel) kiti icerisinde bulunan kullanma

kitap¢igindaki yontem izlenerek yapildi.

1. 37°C’de bir gece biiyiitiilen kolonilerin 50 pl’si, pozitif klonlarin tekrar biiyiitiiliip
sonraki c¢aligmalarda kullanilabilmesi amaciyla dondurularak saklanmak iizere
ayr1 bir ependorfa ayrilir. Dondurma iglemine kadar bu hiicreler kisa bir siire i¢in

+4°C’de bekletilebilir.

2. Kalan hiicreler 30 dakika 11000 rpm’de santrifiij edilerek c¢oOktiiriiliir ve tistte

kalan besiyeri atilir.
3. Hiicreler 250 pl RNaz iceren Al tamponu ile homojenize edilir.

4. 250 pl A2 tamponu eklenir hafif¢e karistirtlir ve 5 dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakilir.
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5. 300 pl A3 tamponu eklenir, karistirilir ve 11000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.
6. Santriflij sonrasi pelet atilir ve siipernatan NucleoSpin kolonuna aktarilir.

7. 11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

8. Filtreden gegen siv1 atilir ve 600 pul A4 yikama tamponu eklenir.

9. 11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

10. Filtreden gecen s1v1 atilir ve 11000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir.

11. Kolon 1,5 ml’lik steril bir ependorf tiipiine konur ve iizerine 50 ul ddH,O

tamponu eklenir.

12. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakilir ve 11000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilerek plazmid DNA eldesi yapilir.

2.2.7.1. Plazmidlerin Jelde Goriintiilenmesi ve Analizi

- 50 ml 1X TAE tampon icinde, % 1 lik agaroz (0.50 g) hazirlanir ve mikrodalga firinda

agaroz eriyene kadar 1sitilir.
- Ardindan 3 dakika sogumasi i¢in beklenir.

- 1 damla etidyum bromiir boyasi eklenir ve karistirilir ve taragi yerlestirilmis tabaga

dokiiliir.
- Jel dondugunda tarak ¢ikarilir ve {izerini kaplayacak kadar 1X TAE tamponu eklenir.

- 5ul plazmid DNA, bromofenol mavi yiikkleme tamponu ile karistirilir ve jeldeki

kuyucuklara ytiklenir.
- 100 voltta 1 kb DNA belirteci esliginde 1 saat kadar yiirtitiiliir.
- UV 5181 altinda DNA bant1 goriintiilenir.

- Uygun boydaki (vector+HBVgenomu, yaklasik 7 kb) plazmid DNA’sina sahip pozitif

koloniler jelde tespit edilir.
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2.2.8. Pozitif Kolonilerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

1. Jelde uygun boyda plasmid DNA’s1 tespit edilen kolonilerden daha 6nce ayrilan 50 pl
hiicre stlispansiyonu 1,75 ml kanamisin i¢ceren LB medyumunda 37°C’de 1 gece

biiyitiiliir.

2. Hicrelerin iizerine %10 gliserol (200 pl) eklenir ve -80°C’de saklanr.

2.2.9. DNA Dizi Analizi

Hastanin serumundan ekstraksiyonu yapilan HBV DNA’sinin dizi analizi direkt olarak,
plazmid ekstraksiyonu iizerinden, lretici firmanin “Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing” (Applied Biosystems, Fostercity, USA) kiti igerisinde bulunan kullanma
kitap¢igindaki yontem izlenerek yapildi.

2.2.9.1. DNA Dizi Analizi PZR’si

DNA dizi analizinin PZR reaksiyonunun igerigi ve sartlarn cizelge 2.10.’da gdosterildigi
gibidir:

Kullanilan primerler:

PE 440: (F) 5’ GTA CCA AAC CTT CGG ACG GA 3’ } 450 bg
PE 891: (R) 5" AGC AAA ACC CAA AAG ACC CA 3’

CLC 188: (F)5' TCC CCA ACC TCC AAT CAC 3’ } 500 bg

CLC 887: (R)5" AAA CCC AAAAGACCCACAAZY bolgeyi ¢cogaltmaktadirlar.
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Cizelge 2.10. DNA dizi analizi reaksiyon igerigi

Malzeme Miktar
Big Dye Karigimi 0.5 ul
Primer (3.2 pmol) 1 ul

Plazmid 1-2 pul

Toplam Hacmi 20 pl’ye
ddH,O
tamamlayacak

Reaksiyon Sartlarr:

94°C.......... 10 sn
50°C.......... 5sn 30 dongii
60°C.......... 4 dk

DNA dizi analizi “ABI PRISM 310 Genetic Analyzer” cihazi ile yapilir.

2.2.9.2. Sekans1 yapilan plazmidler icerisindeki tiim HBV genomunun

cogaltilmasi

Plazmidlerin Sapl restriksiyon enzimi ile kesimi PZR iiriinii kesimine oranla daha diisiik
verimle calistigi i¢in hiicre kiiltlirii asamasina gecilmeden Once pozitif oldugu yani
icerisinde HBV genomu igerdigi diisiiniilen plazmid ekstraksiyonlarindan tekrar PZR

konularak i¢erdigi HBV tiim genomu amplifiye edilmistir.

36



Reaksiyon karisimi

Cizelge 2.11. Tiim genom amplifikasyon igerigi

Malzeme Miktar
P1 (10 pmol) 2 ul
P2 (10 pmol) 2 ul
dANTP(2mM) 5l
Tampon (fermantas) 10x Sul
MgSO4 (25 mM) 3ul
Taq polimeraz (ferm.) Su/ pl 1 ul
Plazmid 1 ul
ddH,O 50 pl’ye tamamlanir
2.2.93. Cogaltilan HBYV tiim genomunun Sapl restriksiyon enzimi ile kesilmesi

Sapl restriksiyon enzimi kesimi asagidaki reaksiyon hazirlanarak 37°C’de bir gece

inkiibasyona birakilarak yapildu.

Reaksiyon karisimi:

Cizelge 2.12. Sap I kesim reaksiyon igerigi

Malzeme Miktar
DNA 17 pl
Sap-1 enzimi (NEB) | 1 pl
10X NEB4

2 ul
Tamponu
Toplam Hacim 20 pl
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2.2.10. HBY Tiim Genomunun in vitro Sistemde Analizi

HBYV tiim genomunun in vitro analizlerini yapmak iizere insan hepatoblastoma hiicre dizisi

olan Huh7 hucre kiltir sistemi kullanildi.

2.2.10.1 Huh?7 Hiicre Dizilerinin Coziilmesi

Sk w

. S1v1 nitrojende muhafaza edilen Huh7 hiicreleri 37°C su banyosunda ¢oziiliir ve zaman

kaybedilmeden hiicreler 15 mI’lik falkon tiiplere aktarilir.

Uzerlerine 2 mI’lik Huh7 biiyiitme ortami damla damla eklenir.

1300 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiirtliir.

Pelet 2 ml Huh7 biiyiitme ortam ile nazikge ¢oziiliir.

25 ml’lik flasklara aktarilir ve {izerlerine 8 ml Huh7 biiylitme ortami eklenerek

inkiibatore (37°C , %5 CO,) kaldirilir.

2.2.10.2 Huh7 Hiicre Dizilerinin Pasajlanmast

. 25 ml’lik flasklarin tabanim1 kaplayan Huh7 hiicrelerinin biiyiitme ortami c¢ekilir ve

atilir.

3 ml PBS ile hiicreler yikanir.

1 ml Tripsin-EDTA hiicrelerin tizerinde 15-20 saniye gezdirilir.

Tripsin-EDTA hiicrelerin iizerinden uzaklastirilir ve flask inkiibatérde (37°C, %5 COs)
1 dakika kadar bekletilir.

. Hiicreler flaskin tabanindan, 3,8 ml Huh7 biiylitme ortami ile pipetle alver yaparak,

ayrilir.
Hiicrelerin i¢inde bulundugu ortamin 1,8 ml dondurmak ve saklamak tizere ayirilir 2

ml’si yeni flaska aktarilir ve tizerlerine 8 ml yeni Huh7 hiicre ortami eklenir.

. Pasajlanan hiicreler inkiibatorde (37°C, %5 CO) biiyiitiiliir.
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2.2.10.3 Huh?7 Hiicre Dizilerinin Dondurulmasi

1. 1,8 ml hiicre slispansiyonunun {izerine 200 ul DMSO (%10) eklenir.
2. Sirasiyla -20°C’de 2 saat ve -80°C’de bir gece dondurulur.

3. Sivi nitrojen igerisinde saklanir.

2.2.10.4 Kionlama Uriiniiniin Huh?7 Hiicrelerine Transfeksiyonu

Klonlanmig HBV tiim genomunun Huh7 hiicrelerine transfeksiyonu “Fugene 6
Transfection Reagent” (Roche Applied Sciences,) transfeksiyon soliisyonu iiretici firmanin

tavsiye ettigi protokole uyularak gergeklestirildi:

1. 94 ul serumdan bagimsiz ortam (“serum free medium’) olan OPTIMEM ile 6 ul Fugene
6 transfeksiyon soliisyonu 1,5 ml’lik bir ependorf tiipiinde iyice karistirilir.

Oda sicaklignda 5 dakika inkiibasyona birakilir.

1 ng DNA karisimin igerisine eklenir ve iyice karistirilir.

Karisim 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

nok WD

Inkiibasyon siiresi basladiginda 24 kuyucuklu tabaklardaki Huh7 hiicrelerinin biiyiime
ortami, 500 ul OPTIMEM ile degistirilir.

Hiicreler inkiibatorde (37°C, %5 CO,) bekletilir.

Inkiibasyon sonras1 karisim her kuyuya 20 ul olacak sekilde kuyucuklara dagitilir.
inkiibatorde (37°C, %5 CO,) 6-8 saat inkiibasyona birakilir.

8 saatin sonunda kuyucuklardaki OPTIMEM c¢ekilir.

10. Kuyucuklar 3 defa I ml PBS (“Phosphate Buffer Saline™”) ile iyice yikanir.

o x© =N

11. Kuyucuklara Huh7 hiicrelerinin biiyiime ortami eklenir ve inkiibatérde inkiibasyona
birakilir.

12. 5 glin boyunca hergiin bir kuyucuktaki biiylime ortami (siipernatan) toplanir.
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2.2.10.5

Hiicre kiiltiiriinde test edilen ornekler

Cizelge 2.13. Test edilen mutasyonlar ve antiviraller

ORNEKLER LAMIVUDINE ADEFOVIR TENOFOVIR ENTECAVIR EMTRICITABINE
(40 mM) (40 mM) (40 mM) (40 mM) (40 mM)
A (2-11)
100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
X2
B (18-5)
100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1
uM uM uM uM uM uM uM uM M uM uM uM uM M uM
X2
C (10-10)
100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
X2
D (3A-41)
100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
X2
E (3A-13)
100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1 100 10 1
uM M M uM uM uM uM M uM uM uM uM uM uM uM
X2
Yabanil w0 | 10 1 w0 | 10 1 w0 | 10 1 100 | 10 1 100 | 10 1
tip (WT) uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
flacsiz Ornek A Ornek B Ornek C Ornek D Ornek E
Negatif
kontrol 1. giin 2. giin 3. giin 4. glin 5. giin
(WT)

40mM’lik stok antiviral ilaglardan (Lamivudine, Adefovir, Tenofovir, Entecavir,

Emtricitabine) 1, 10, 100 puM’lik konsantrasyonlar Huh 7 biiylime medium ile
seyreltilerek hazirlandi ardindan platelere 50 uL seklinde dagitildi. A(2-11), B(18-5),
C(10-10), D(3A-41), E(3A-13) seklinde isimlendirilen 6rneklerin her birisi i¢in ¢aligma

iki defa tekrarlandi.
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2.2.10.6 Toplanan Kiiltiir Ortamlarindan Viral DNA Ekstraksiyonu

Roche niikleik asit ekstraksiyon kiti ile tiretici firmanin kullanma klavuzundaki yontem ile

yapildi.

2.2.11. Invitro Ortamdaki HBV DNA Replikasyonunun Analizi
Real-time PZR: “Fast Start DNA hibridizasyon” kiti (Roche Diagnostics) kullanilarak

toplam 20 pl igerisinde amplifikasyon yapildi

Reaksiyon igerigi

Cizelge 2.14. RT PZR igerigi

Malzeme Miktar
Primer 1 (10 pmol) Tl
Primer 2 (10 pmol) Tl
Probl (5 pmol) 0.75 ul
Prob2 (5 pmol) 0.75 ul
MgCl, (25mM) 2.5 ul
Enzim (Master mix) 2 ul
ddH,O 7.5 ul
Kalip Sul
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Reaksiyon Sartlari

95°C.......... 10 dakika
95°C.......... 5sn

58°C*......... 8 sn 45 doéngii
72°C.......... 11 sn

* Her dongiide 1°C diiserek 50 dereceye kadar inilir.
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3.BULGULAR

3.1. Hastalar

Kaninda HBV tespit edilmis olan hasta serumlarindan ekstrakte edilen HBV DNA, 188-
887 (reverse-forward) primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapilmistir
ardindan dizi analizleri ¢alisilmis ve polimeraz gen bolgesi finchTV programi ile okunarak
c¢ikan mutasyonlar kaydedilmistir. Burada farkli mutasyon tiplerini bir arada bulunduranlar
tizerinde calisilmaya baglanmis ve bunlardan ilgili mutasyonlara sahip olanlarin HBV tiim

genomu amplifiye edilmistir.

HBV tiim genomlarin PZR ile cogaltilmasinda bir¢cok farkli 6zellikte Taq polimeraz
enzimleri (Dream, Pfu, Fermantas, Roche vb.) ve PZR protokolleri (touchdown, hotstart
vb.) kullanilmistir. T{im bunlara ragmen viral yiikleri diisiik olan grublarin tiim genomlar1
amplifiye edilememistir. Cogaltilabilen full genomlarin viral yiikleri genel olarak 10> den

yiiksek oldugu sonrasinda yapilan Real time PZR ile saptanmastir.

PZR amplifikasyon denemelerinde en saglikli sonug¢ pfuttaq polimeraz karisimai ile yapilan

PZR’den alinabilmistir. (Sekil 3.1.).

Elde edilen HBV tiim genom PZR iiriinlerine dATP eklenerek TA vektoriine klonlamanin
daha verimli bir sekilde gerceklesmesi saglanmistir. %1°lik agoraz jelde yiiriitiilen PCR
tiriinleri jelden ekstraksiyon protokoliine uygun sekilde ekstrakte edilmistir. Ardindan
TOPO-XL cloning kit veya Qiagen PCR cloning kit kullanilarak jelden ekstrate edilen
temizlenmis PZR iirlinleri ile klonlama ¢alismalarina gec¢ilmistir, bunlardan en iyi sonug

TOPO-XL klonlama kitinden elde edilmistir.
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Sekil 3.1 PZR amplifikasyon ¢aligsmalari

3.2. Klonlanan HBV Tiim Genomlarin Jelde Gosterimi

HBV DNA’nin ekstraksiyonu sonrast yapilan PZR sonucunda elde edilmis olan 3200
bp’lik amplifikasyon iiriinii jelden kesilerek klonlama yapilmistir. TA vektoriine klonlanan
HBV tiim genomlar1 6nceden hazirlanan kompetent hiicreler igerisine “heat shock”
yontemi ile (42°C su banyosunda 30-45 sn, ardindan buzda 2 dk) aktarimistir ve
antibiyotikli kat1 bakteri biiyiitme besiyerine ekimi yapilmigtir.

Petriye diisen koloniler (sekil 3.2.) steril bir kiirdan yardimiyla toplanarak antibiyotikli s1vi
besiyerinde biiylitiilmiistiir. Koloni sayist olduk¢a fazla oldugu oOrneklerde plazmid
ekstaksiyonuna ge¢meden once 440-891 nolu primerler (bu primerler 450 bazgiftlik bir
bolgeyi ¢ogaltabilmektedir.) ile biiyiimiis kolonilerin PZR’si yapilmistir. Sekil 3.3.’de jel
gorlintiisii mevcuttur. Boylece hem zamandan ve hem de malzemeden tasarruf saglamanin
yant sira sadece HBV genomunu igerisine alan plazmidlerin izolasyonunun
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Pozitif bant veren PZR iirlinleri referans alinarak plazmid
ekstraksiyonlar1 yapilmistir. Elde dilen plazmidlerin %1°lik agaroz jel goriintiisii Sekil

3.4.’de verilmistir.
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Sekil 3.2. Kanamisine direngli suslar

Kanamisinli kati bakteri biiyiitme besiyerinde ancak kanamsine diren¢ genini tasiyan
vektore klonlanabilen HBV tiim genomunu barindiran bakteriler koloni olusturabilir. Sekil
3.2 ‘de c¢ember igerisine alinmig olan kolonilerin klonal analizleri yapilmasi ile viral
havuzda bulunan sadece baskin olan mutasyonlar degil varolan tiim varyantlar tespit

edilebilir. Her vektore tek bir HBV genomu girebilir.

Sekil 3.3. 440-891 ile hiicre PZR jel goriintiisii
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Sekil 3.4. Plazmid ekstraksiyonu jel goriintiisii

16 nolu izolasyon 6rneginde HBV genomu igerisine alan plazmidin agaroz jel goriintiisii

mevcuttur. Diger kuyularda goriilen kolonilerin plazmidleri negatif oldugu goriilmektedir.

3.3 Plazmidlerin Dizi Analizi

Pozitif oldugu diisiiniilen plazmidlerin, 188 ve 887 nolu primerler (polimeraz bdlgesini

cogaltabilen primer) ile dizi ananlizleri ABI 310 ile yapildi. Oncelikle iizerinde ¢alisilacak

mutasyonlar ¢izelge 3.1.’de gosterilmistir.

N76 |L80|H124)0125|N131|0134] 5136{R138|N130|L144|L 180|204 D205|0215) 5219|T222| Y245 | C256| 1266 |V278|N270 |V286 |C303
A-) 2-11 ¥ P A H I
B-) 18-5 0 I D] K E | | G H R
C-]10--10 0 1] A 5| R i
0-) Ja-41 I Y Y K|Q|P | 3
E-) 3a-13 I Y Yl K|Q | A

Cizelge 3.1. Mutasyonlar
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Sekil 3.5. Mutasyonlarin dizi analizi goriintiisii

" FinchTV - 2-11-188_HOB.ab1

File Edit Wiew Finch Help

22600 ua2ne

Go toBaze No. | | Find Sequence gatgat | | AL G T
“Wertical ¥ a N 3
et e A EH L s s H B e D s b e s B 3 S p B Bicar k- 1L 11
. "'TTTCCCCC.—U‘TGTTTGGCTITCAGTTATAIGGA TEATGTGGETAT T GGG EGGCCAAG TCTGTAC r"ATCTTTGAGTC’"CT
filt] 350 410 420 430\ ] 440

T e Mo I II‘ |‘A J Iy dﬂnu‘l | M

Bu mutasyon dizi analizi goriintiisii 6rnek 2-11’e aittir. Burada 215. kodondaki CAG —»

CCG degisimi ile glutamin aminasiti proline doniismiistiir (Rt Q215P).

"% FinchTV - 10-10-188 _C07.ab1
File Edit Wiew Finch Help

22000 W@ 2BE8 el cmw

Eiuh:uBaseNl:ui | Find 5 equetice gatgat | A E E L_
ertical — - -
Seale | LLARLAF B AL E LR e e DR B R R R 21 LA
GTTAT.B.TG GATGATGTGETATTGEEGGCCALGT CTETACAGCATETTG AGBECCTTTT
400 410 420 430 440 — 45

A

Rezet Scales Horizantal Scale ]

10-10 nolu 6rnekte, 219. kodondaki TCC — GCC doniisiimii ile serin amnoasiti alanine

dontismistiir (rtS219A).
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" FinchTV - 3A-41-188_B12.ab1

File Edit Wew Finch Help

228

(PAID| 06 S el

"~ YMDD
Yol GotoBaseho | | | FIRSSAGENCE GATGAT |
LR ]
340 4EIEI
M204l Q2155
|
T A T

3

Reset Scales Horlzantal Soale j

3A-41 nolu Ornegin mutasyon dizi analizi sonucunda, 80. 204. ve 215. kodonlarda
mutasyonlar saptanmistir. 80. kodonda TTA —»ATA ile 16sin aminoasiti izoldsine, 204.
kodonda ATG —> ATT ile metiyonin aminoasiti izolosine, 215. Kodondaki CAG —
TCG ile glutamine serine doniismiistiir (rtL80I, rtM2041, rtQ215S).

" FinchTV - 3A-13-1B8_G10.ab1

File Edit Miew Finch Help
2 B @ | wd 8 | ® ?MD?- B Forn ] qeospa
e to Base ho. |_| Find Sequerice |Eimsm| AEG T
ertic:s Ae—a . o | N S |
N TNTTNNTITIN] Eﬂ!“ﬂl!!I!'!EMHE u!H\D I! A NN NEHUENEANNN RN
| I TT Feeee C.ﬁ. TG T TGGCTTTCAGTTATATTGATGA TETEOETAT TOEEGECT ARG TCTET
70 380 390 4DD ' 410 420 430
Hesel Scales Horizontal Szale j

3A-13 orneginde ise 204. kodonda ATG — ATT ile metiyonin aminoasiti izoldsine

dontigmiistiir (rtL 801, rtM2041).
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3.4. HBYV Tiim Genom Klonlama Uriiniiniin in vitro HBV DNA Ekspresyonunun
Analizi

flgilenilen mutasyonlara sahip olan plazmid ekstraksiyon iiriinlerinin sapl ile kesimi PZR
iirlinline oranla daha zor gergeklesecegi i¢in, elde edilen klonlama {iriinlerinden P1 ve P2
primerleri kullanilarak PZR reaksiyonu yapilmis ve HBV tiim genomu elde edilmistir. PZR

tiriinii Sap-1 enzimi ile belirli bolgelerden kesilmistir.

Sap-1 ile kesilen PZR friinleri transfeksiyon verimliligini 6l¢ebilmek amaciyla yesil
floresan proteini (GFP) ile beraber transfekte edilmistir. Transfeksiyon kontrolii mikroskop
altinda hiicreler igerisinde yesil floresan proteini aranarak yapilmistir. Yapilan arastirmalar
neticesinde yesil floresan proteinleri gozlemlenebilmistir, mikroskop goriintiisii de sekil

3.6’da mevcuttur.

Sekil 3.6. GFP ile transfeksiyon

Huh7 hiicrelerindeki HBV DNA replikasyonunu 0l¢ebilmek amaciyla, transfeksiyon
sonrast hiicre slipernatanindan 5 giin boyunca her giin belli miktarlarda toplanan 6rneklerin
viral ekstraksiyonlar1 yapilarak HBV DNA’lan elde edilmistir. Real Time PZR ile yapilan
deneyler sonucunda HBV DNA miktarindaki degisimler analiz edilmistir. Yapilan
analizler klonlama drlinlerimizin in  vitro ortamda HBV  replikasyonunu
gerceklestirebildigini gostermektedir.
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3.5.  Orneklerin in vitro fenotipleme sonuclar

Her ilag 2 ser kere ayni ilag konsantrasyonu ile test edilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde HBV
genomlarininin  ekspresyon calismalar1 5 farkli antiviralin (Lamivudine, Adefovir,
Tenofovir, Entecavir, Emtricitabine) 1, 10, 100 uM’lik konsantrasyonlar1 ile yapilmistir.
Transfeksiyonu yapilmis Huh7 hiicrelerinin bes giin siireyle her giin toplanan
siipernatanlarindaki HBV DNA, Real Time RZR ile test edilmistir. Her 6rnek i¢in bulunan

kantitatif degerler asagidaki ¢izelge 3.2’den itibaren gosterilmistir.

Huh7 Hiicre Kiiltliriinde HBV ekspresyonu

6,00

5.00 ,,/:f‘/"
<=4,00 =
I |
S ——log HBV
&2,

(IUmI)

1.00
0.00 - : : :

1. gln 2. gun 3. gun 4. gln 5. gln
Transfeksiyon sonrasi giin sayisi

Sekil 3.7. Huh 7 hiicre kiiltiirinde HBV ekspresyonunun sematik gosterimi

Huh7 hiicre kiiltiir sisteminde HBV ekspresyonu transfeksiyon sonrasinda her giin test
edilmis ve sekil 3.7°de ifade edildigi gibi 5.glinlin sonuna kadar HBV ekspresyonda
logaritmik bir artis gozlenmistir. Bu sebepledir ki ekspresyonlarin gerceklestigi

siipernatantlar 5.giin sonunda toplanarak bir diger test asamasina gegilmistir.
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Cizelge 3.2. Ormek A(2-11) fenotipleme sonuglart
ila¢ LAMIVUDIN ADEFOVIR TENOFOVIR ENTECAVIR EMTRICITABIN
konsantrasyonu (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
lagsiz 1,66x 104 | 1,66x 10"4 | 1,66x 10"4 | 1,66x 10"4 1,66x 10°4
Tagsiz 1,52x10%4 | 1,52x10"4 | 1,52x 104 | 1,52x 104 | 1,52x 10”4
1 uM 6,08 x 10”3 1,10 x10M4 | 2,0x 10"3 1,56 x 10"3 1,15x 1073
1 uM 2,02x 1073 | 8,53 x10"2 | 1,56x10"3 3,4x 10"3 3,41 x 10”3
10 uM - - - - 2,95 x 10”2
10 uM - 5,19 x1072 - 9,25 x 10”2 -
100 uM 8,38 x 10”1 - - 2,75x10"2 -
100 pM 3,49 x 10" - - - -
Cizelge 3.3. Ornek B (18-5) fenotipleme sonuglari
ila¢ LAMIVUDIN ADEFOVIR TENOFOVIR ENTECAVIR EMTRICITABIN
konsantrasyonu (1U/ml) (1U/ml) (IU/ml) (1U/ml) (1U/ml)
lagsiz 6,20 x 104 | 6,20x10"4 | 6,20x 10"4 | 6,20x10"4 | 6,20 x 10™4
lagsiz 6,56 x 104 | 6,56 x10"4 | 6,56 x 10"4 | 6,56 x 10"4 | 6,56 x 10"4
1 uM 6,34 x 1074 | 3,65x 10”3 | 3,06 x 10"2 | 4,09 x 1072 3,35x 104
1 uM 6,51 x 1074 | 3,776 x 10”3 | 5,43 x 10”3 1,4 x 1073 2,9x 104
10 uM 3,33x 1074 | 3,23 x10"2 | 9,63 x 10”1 - 4,09 x 10"4
10 uM 6,66 x 1074 | 3,14 x10"2 - 7,98 x 1072 5,96 x 104
100 uM 2,04 x 10M4 - - - 1,32 x 1075
100 uM 7,03 x 10”4 - - - 3,33x 10M4

51




Cizelge 3.4. Ormnek C (10-10) fenotipleme sonuglari

ila¢ LAMIVUDIN ADEFOVIR TENOFOVIR ENTECAVIR EMTRICITABIN
konsantrasyonu (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
Magsiz 8,24x10"4 | 8,24x 10”4 | 8,24 x10"4 | 8,24x10"4 8,24 x 10™4
Tagsiz 5,28 x10”4 | 5,28 x 10”4 | 5,28 x10"4 | 5,28 x 104 5,28 x 10*4
1 uM 1,05x 1072 | 3,06 x10"3 | 4,74x10"3 | 3,39x 1073 5,41 x 10”3
1 uM 4,77x 10M3 | 2,65x10"3 | 5,77x 1073 | 7,14 x 10”3 4,4x 10"3
10 uM - - - - -
10 uM 5,43 X 107 | 8,72 x 1072 - - -
100 uM - - - - -
100 uM - - - - -
Cizelge 3.5. Ornek D (3A-41) fenotipleme sonuglari
fla¢ LAMIVUDIN ADEFOVIR TENOFOVIR ENTECAVIR EMTRICITABIN
konsantrasyonu (1U/ml) (1U/ml) (IU/ml) (1U/ml) (1U/ml)
Tlagsiz 1,35x10%4 | 1,35x10"4 | 1,35x10"4 | 1,35x10"4 1,35x 10"4
Magsiz 1,14x10"4 | 1,14x10"4 | 1,14x10"4 | 1,14x10"4 1,14 x 10"4
1 uM 1,29x 1074 | 8,06 x 103 | 6,44x 102 | 1,48 x 10”3 1,3x 104
1 uM 1,18 x 1074 | 2,11 x 1072 | 2,78 x 10"2 | 1,13 x 10”3 3,4x 104
10 uM 1,2x 104 | 7,86 x 10”2 - - 8,43 x 10”3
10 uM 1,14 x 1074 | 4,46x 1072 | 9,5x 10"2 - 1,19 x 10”4
100 uM 1,8 x 104 - - - 9,78 x 10"3
100 uM 5,87 x 10”3 - - - 6,57 x 10”3
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Cizelge 3.6. Ornek E (3A-13) fenotipleme sonuglart

flag LAMIVUDIN ADEFOVIR TENOFOVIR ENTECAVIR EMTRICITABIN
konsantrasyonu (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
lagsiz 3,53x10"4 | 3,53x10"4 | 3,53x10"4 | 3,53x10"4 | 3,53x10"4
Magsiz 5,62x10"4 | 5,62x10"4 | 5,62x10"4 | 5,62x10"4 | 5,62 x 10”4
1 uM 1,07x 1074 | 2,36 x 10"3 7,21 x 1072 | 5,87x 10”2 | 1,86 x 10™4
1 uM 1,2x10M4 | 3,81 x10"3 2,44 x 10”3 4,3x10"3 4,63 x 10™4
10 uM 1,09x 1074 | 2,10x 10"3 5,95 x 1072 - 3,57 x 10M4
10 uM 6,73 x 10”3 7,8 x 1072 3,0x 1072 - 1,87 x 10"4
100 uM 2,31 x10M4 - - - 3,50 x 10"4
100 uM 1,10 x 10”4 - - - 1,85 x 10”4
Cizelge 3.7. Yabanil tip HBV nin fenotipleme sonuglari
ila¢ LAMIVUDIN ADEFOVIR TENOFOVIR ENTECAVIR EMTRICITABIN
konsantrasyonu (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
1. glin 2. glin 3. giin 4. glin 5. giin
Magsiz 3,09 x 1072 2,23 x 10”3 5,22x 1072 | 7,53 x 1074 | 6,93 x 10"4
1. glin 2. giin 3. glin 4. giin 5. glin
- 7,32 x 102 3,48x 10" | 1,96x 1074 | 9,66 x 10"4
Magsiz
flag LAMIVUDIN ADEFOVIR TENOFOVIR ENTECAVIR EMTRICITABIN
konsantrasyonu (IU/ml) (IU/ml) (1U/ml) (IU/ml) (IU/ml)
5. gun 5. gin 5. gin 5. gin 5. gin
ilagsiz 9,66 x 104 9,66 x 10"4 9,66 x 1074 | 9,66 x 10M4 | 9,66 x 104
1 uM 2,43 x 103 8,56 x10"3 3,42 x 10”3 2,2x 10”3 1,30 x 10”3
1 uM 5,41 x 1073 7,77 x10"3 3,10x 10”3 | 1,09x 10”3 | 1,12x 10"3
10 uM - 5,40 x 1072 - -
10 uM - 3,30 x 10”2 1,10 x 10”2 -
100 uM - - -
100 uM - - -

Yabanil tip HBV nin fenotipleme sonuglar1 yukaridaki her iki ¢izelgede mevcuttur.
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Cizelge 3.8.

IC 50 ve FR degerleri

HBV LAM ADV TDF ENTE FTC

FR | IC50 | FR |1C50 | FR | IC50 | FR | IC50 | FR | IC50
Yaziml 1,00 | 0,09 | 1,00 | 0,19 | 1,00 | 0,15 | 1,00 | 0,09 | 1,00 | 0,07
AQ-1) | 044 | 0,04 | 447 | 0,85 |0.87 | 0,13 | 0,78 | 0,07 | 043 | 0,03
B(10-10) | >1000 | >1000 | 142 | 027 | 0,67 | 0,10 | 1,00 | 0,09 |>1000 | >1000
C(184) | 133 | 012 | 120 | 023 [ L,I3| 017 | 133 ] 012 | 1,00 | 0,07
DGA41) | >1000 | >1000 | 4,89 | 0,93 | 1,13 | 0,17 | 1,33 | 0,12 | >1000 | >1000
E(G3A-13) | >1000 | >1000 | 2,00 | 038 | 1,26 | 0,19 | 1,00 | 0,09 | >1000 | >1000

FR: “fold resistance”

IC50: “The half maximal inhibitory concentration”

Cizelge 3.8’de IC50 (viral replikasyonun %50’sini baskilayabilecek antiviral doz ) ve misli

direng (“fold resistance”) degerleri mevcuttur. Buradaki hesaplamalar Delaney ve

arkadaslarinin ¢alismasindaki hesaplama yontemleri esas alinarak yapilmistir.(Delaney ve

ark.2001)

Misli direng degeri, ilgili mutantin IC50 degerinin yabanil tip IC50 degerine bdliinmesi ile

elde edilir. Boylece bu deger, mutantlarin ilaglara yabanil tipe oranla kag¢ kat daha direncli

oldugu sonucunu verir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Diinyay tehdit eden saglik problemleri arasinda yer alan Hepatit B viriisiiniin yaklagik olarak
diinyada 400 milyon tastyicist bulunmaktadir. Inaktif HBV asisinin kullanimi, bu viriisle
miicadelede 6nemli bir adim olmustur ancak gelismemis ve gelismekte olan {ilkelerde halen
ciddi halk sagligi sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hepatit B viriisiiniin replikasyon
mekanizmasindaki bir¢ok kilit nokta halen aydinlatilamamistir. Bu sebeple kullanilmakta alan
antivirallere miicadelede HBV kolaylikla kacabilmektedir. Enfekte ettigi hiicreler giiniimiiz
ilaclartyla tedavi edilememektedir. HBV nin rezervuar olarak kullandigi cccDNA’ya yonelik
antiviraller ise mevcut dahi degildir. HBV’ye yonelik ilaglar sadece replikasyonu baskilamaya
yoneliktir, dolayisiyla uzun stireli tedaviler 6zellikle kronik HBV’li hastalarda ilag direncli

mutantlarin olusumuna sebep olmaktadir. (Zoulim 2004).

Her antiviralin farkli etki mekanizmalariin olusu aklilara, kombinasyon tedavilerin HBV
replikasyonunu baskilayabilecegini getirmistir. /n vitro hiicre hatlarinda yapilan deneylerde,
adefovir ve lamivudin, telbivudine, emtricitabine kombinasyon terapisinin viral replikasyonu
baskiladig1 gozlenmistir (Delaney 2004). Bu olumlu gelismenin yani sira bu kadar fazla
antiviralin kullanimina bagli olarak birden fazla antivirale direng gosteren viriis varyantlarinin
olusmasi, virlislere karst tedavideki direng problemini arttirarak problemi daha da

bliyiitmiistiir (Wai ve Fontana 2004).

Antiviral direncin, yani antiviral ilaglara duyarliligin azalmasinin in vitro testlerle dlciilmesi
mimkiindiir. Bu tiir testler molekiiler teknikler ve hiicre kiiltiirlerinin gelismesi ile artan bir
oneme sahiptir. In vitro sistemler sayesinde virus genomunda aminoasit ve kodon
degisiklikleri yabanil tip (“wild type”) ile karsilastirilarak ilag direnglerinin boyutu, ayni grup
ilaglarda ¢apraz direng olusup olusmayacagi ve in vitro-in vivo uyum olup olmadig1 hakkinda
bilgi edinilir.

In vitro fenotipleme tekniklerinde ise, hastadaki tiim viriis populasyonunda antiviral ilacin
inhibitdr etkisi dlgiiliir. Tlacin inhibitér konsantrasyonu ICso veya ICoo (viriis populasyonunun

%50 veya %90’ inhibe eden ila¢ konsantrasyonu) ile ifade edilir. Bu teknikler ile antiviral
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ilaglara ¢oklu direnglerin klinik sonuglarim1 gdstermek agisindan elverislidir (Zhu 2007,

Warner 2007).

Calismamizda in vitro sistemde HBV replikasyonunun gergeklesebilmesi i¢in hepatit B tiim
genomu dogrudan Huh 7 hiicre hattina transfekte edilmis ardindan ilaglar verilmistir (Giinther
ve ark., 1998, Liu ve ark., 2003). HBV genomunda olusan mutasyonlarin direng fenotiplerinin
tespitinde bu klonlama calismalar1 olduk¢a Onemlidir. Her bir virlis genomunun ayri ayri

analiz edilebilmesi i¢in klonlama c¢alismalar1 sarttir.

Klonlamanin en biiylik avantaji, in vitro replikasyon sistemleri ile karsilastirildiginda, ¢ok
biiyiik sayidaki 6rnegi kontrol edebilme yetenegi saglamasi ve istenen hedef dizi hakkinda
daha oncede herhangi bir bilgi gerektirmemesidir. Klonlamanin en 6nemli dezavantaji ise,
oldukca zamana bagli bir siireci otomatiklestirmede giigliik ¢ekilmesi ve baz1t DNA dizilerinin
klonlanabilir olamamasidir, ya belirli konakgilara karst toksik olduklari i¢in ya da bu
DNA’larin bu konakgilarda stabil olmamasi ve fragmentlerin yeniden diizenlenmesinden

dolayidir.

Hiicre kiiltiir sisteminde Huh7 hiicre hattina transfeksiyon sonrast 5 giin siire zarfi igerisinde
hergiin toplanan siipernatanttan HBV ekspresyonunun 5. giiniin sonunda optimum seviyeye
ulastig1 gozlemlendi (Sekil3.7). Besinci giiniin sonunda toplanan siipernatantlarin Real Time

PZR ile HBV DNA miktarlar tespit edildi. (Cizelge 3.2.- 3.6)

A (2-11) ve D (3A-41) orneklerinde bulunan Q215P/S mutasyonu herhangi bir birincil
adefovir mutasyonu olmaksizin adefovir direncine ¢ok yakin bir profil sergilemesi dikkat
cekicidir. Bazi kaynaklarda bu mutasyonun telafi edici/ikincil (“compensatory”) adefovir
mutasyonu olduguna dair bilgiler bulunmakla birlikte (Shaw 2006), ikincil mutasyon c¢esitleri
tek basma bir diren¢ olusturamazlar. Birincil (“primer”) mutasyonlar esliginde Onem
kazanirlar. Sekonder mutasyonlarin HBV replikasyon kapasitesi {izerinde telafi edici etkileri

oldugu bilinmektedir (Lok et al. 2007 ve Locarnini 2008).

Cizelge 3.8’de IC50 ve misli direng degerleri mevcuttur. Burada dikkat ¢ekici olan A ve D
orneklerindeki IC50 degerleridir. Bu degerler her ne kadar kesin olarak adefovir direnci var
oldugunu ifade edemese de oldukca dirence yatkin bir egilimin var oldugunu gdéstermektedir.
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Adefovir mutasyonlar1 (A181T, N236T, V214A, Q215S, 1233V) in vitro kosullarda

adefovirin IC50’sini 3-14 misli azaltmaktadir.

B (18-5), D(3A-41), E(3A-13) orneklerinde Cizelge 3.8’de de goriildiigii gibi lamivudine ve
emtricitabine yabanil tipe oranla >1000 kat daha direncli olarak bulunmustur. Her 3 6rnek
grubunda da ortak olan mutasyon M204I mutasyonudur. Bu mutasyon reverse transkriptazin
katalitik bolgesi olan C boélgesinde bulunan YMDD motifinde goriilen, primer lamivudin

diren¢ mutasyonudur. Dolayisiyla bu beklenen bir sonugtur.

B(18-5) orneginde bulunan N76D ve D205G mutasyonlarinin gozlenen lamivudin direnci
disinda herhangi bir dirence sebep olmamistir. Bu mutasyonlarin sekonder mutasyonlar
olabilecegi diistiniilmektedir. C(10-10) 6rneginde bulunan S219A mutasyonuna dair direng
kesin olarak kesin olarak literatiirde belirtilmemistir ve bu mutasyona dair ¢alismamizda

herhangi bir direng profili gézlenmemistir.

D(3A-41) ve E(3A-13) orneklerindeki tek fark olan D Orneginde bulunan Q215S’nin
(adefovir) ekstra ilag¢ direncine sebep olmadigi ancak adefovir direncine yatkinlik egilimi
oldugunu sayisal veriler gostermektedir. Ancak bu mutasyon disinda her ikisinin de
genomunda bulunan mutasyonlar tamamen aynidir. M2041 mutasyonunun varligi ile her iki
ornekte de Lamivudin ve emtricitabine kars1 agik¢a goriilebilen bir ilag direncinin oldugunu

goriilmektedir.

In vitro fenotipleme deney sonuclari neticesinde, tenofovir direncine sebep olabilecek

mutasyon bulunamamastir.
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