/5306

HEPATIT B VIRUSUNE AIT GENOTIP D SEROTIPININ S GEN

BOLGESI UZERINDE MEYDANA GELEN MUTASYONLAR VE

BUNLARIN TRANSKRIPTLER UZERINE ETKIiSININ CESITLi
HASTA GRUPLARI iCERISINDE ARASTIRILMASI

FEN BILIMLERIi ENSTITUSU

BiYOLOJI BOLUMU

YUKSEK LiSANS TEZi

ARZU BARSGAN

EYLUL 2004



Fen Bilimleri Enstitiisti Onay1 %

Prof.Dr. Osman ERKMEN

(Unvan ve Isim)
FBE Miidiir V.

Bu tezin Yiiksek Lisans/Doktora tezi olarak gerekli sartlar1 sagladifini onaylarim.
Dog.Dr. Mehmet OZASLAN

(Unvan ve Isim)
Bolim Bagkanm

Bu tez tarafimizca okunmus, kapsami ve nitelifi ac¢isindan bir Yiiksek

Lisans/Doktora tezi olarak kabul edilmisgtir. =N

N ~
Dog¢.Dr. Mehmet OZASLAN

(Unvan ve Isim)

Danmigman ____

Smav Juri Uyeleri
Dog.Dr. Mehmet OZASLAN b

Yard Dog.Dr Canan CAN ////

y
Yard.Dog.Dr. Berna BAS !% . % @
Yard.Dog.Dr. Ismail Varol L /c/ggp/ﬁ

Dog.Dr. Mehmet KORUK (L%@éw




0z

HEPATIT B VIRUSUNE AIiT GENOTIP D SEROTIPININ S GEN BOLGESI
UZERINDE MEYDANA GELEN MUTASYONLAR VE BUNLARIN
TRANSKRIPTLER UZERINE ETKIiSiNIN CESIiTLi HASTA GRUPLARI
ICERISINDE ARASTIRILMASI

BARSGAN, Arzu
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Béliimii
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Mehmet OZASLAN

Eylil 2004, 124 sayfa

Hepatit B viriisti diinyanin en biiylik saglik problemlerinden birisi olan hepatit B
enfeksiyonunun ajanidir. Enfekte ettigi kisilerde siroz ve karaciger kanserlerine
neden olmaktadir. Bu ¢alismada HBsAg’si pozitif olan 132 hasta iizerinde yaptigimiz
PCR calismasinda 40 HBV-DNA pozitif olgu tespit edilmistir. Semi-nested PCR
devaminda yapilan dizi analizi yonteminden elde edilen veriler ile tiim varyantlar
Genotip D ve subtip ayw3 olarak belirlenmigtir. Bu serotipteki kisiler farkli hasta
gruplarindan olugmaktadir. Buna bagli olarak mutasyon verileri hasta gruplan
icerisinde incelenerek bunlarin gruplardaki oranlart saptanmig ve mutasyonlarin
transkriptler {izerine etkisi arastirilmugtir. Bu aragtirmalar mutasyona ugrama
agisindan stabil bir bdlge olan ve ylizey antijenlerinden sorumlu olan S gen bolgesi
tizerinde yapilmigtir. En yiiksek mutasyon bulunduran grubun kronik HBV hastalar
ve aile iiyelerinden olustugu belirlenmigtir. En yliksek aminoasit mutasyonu yine
ayni gruplarda meydana gelmistir. En Onemli sonuglardan birisi ise tiim
Orneklerimizde rastladifimiz aminoasit mutasyonlarindan 125.(M—T) ve

127.(T—P) mutasyonlar a-determinantinin birinci lobu iizerinde bulunmasidir.

Anahtar Kelimeler: HBV, S gen bolgesi, Mutasyon, Semi-nested PCR.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE MUTATIONS ON S GENE REGION OF
HEPATITIS B VIRUS’ GENOTYPE D SEROTYPE AND RESEARCH OF
THIS MUTATIONS’ EFFECTS ON THE TRANSCRIPTS AMONG THE
DIFFERENT PATIENT GROUPS

BARSGAN, Arzu
M. Sc. In Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet OZASLAN

September 2004, 124 pages

Hepatitis B virus is an agent causing the Hepatitis B that important public health
problem. HBV causes liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. In this study 40
HBV-DNA positive patients were determined from among 132 HBsAg positive
patients by PCR. All varients were designated Genotype D and subtipe ayw; using
the semi-nested PCR and DNA sequencig thecniques datums. This patients
consisting of different groups. According to these, mutations datums were
investigated in the patient groups and the rates were determined. In addition effects
of these mutations on the transcripts were researched. For these studies S gene region
that a stable region against mutations and responsible expression of surface antigens,
was worked. In chronic patients and family members’ mutation rates were designated
as maximum among other groups. Aminoacid mutations’ maximum rates were
occured in same groups. The one of the most important consequences is 125.(M—T)
and 127.(T—P) aminoacid mutations that present all of the varients. And these

mutations were founded on the first loop of a-determinant.

Keywords: HBV, S Gene Region, Mutation, Semi-nested PCR
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1. GIRIS

HBV, Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsinde yer alan hepatotropik,

zarfli ve kismen ¢ift sarmalli bir DNA viriistidiir. Sadece 3200 niikleotidden olusan

genomik yapisiyla, bilinen tiim hayvan DNA virtsleri i¢inde en kiigiik -olamidir [1].

Uzun kulucka dénemli serum hepatitinin etkenidir [2].

Diinyada yaklagik olarak 2 milyar kisi HBV ile enfekte olmus ve bunlardan 350

milyonu bu viriisiin kronik tastyicistdir. Tiirkiye’de ise toplumun %4-10"u HBV ile

enfekteli olup bolgemiz halkimn HBV yiizey antijen (HBsAg) tasiyicilin %4-7.5

aras1 degismektedir. HBV agisindan iilkemizde yliksek endemisite alanina giren

Glineydogu Anadolu bélgesinde ozellikle aile igi tasiyiciligimin daha sik oldugu
dikkati cekmektedir [3,4].

1.1 HBV-DNA’nin genel 6zellikleri

Kismen ¢ift sarmalhidir,

3200 baz ¢iftinden olusan bir uzun zincir ile 1800-2700 baz ¢iftinden olusan

bir kisa zincirden olusur.

(-) zincirin 5° ucunda kovalent olarak bagli terminal protein bulunur. (+)
zincirin 5° ucunda 17-19 niikleotid uzunlugunda RNA oligomeri bulunur. Bu
acik uglar bu sekilde poliniikleotid kinazlar tarafindan fosforile edilemezler

ve ait olduklar1 zincirin sentezinde gorev alirlar.
Negatif sarmalin 3' ucu 9-10 niikleotidlik bir artik uca sahiptir.

Her iki sarmalin 5' uglan DRs (direct repeats) adi verilen kisa, 10-12
niikleotidlik sabit bolgelerde yer alirlar.

S, C, X ve P seklinde 4 adet ORF (agik okuma bolgesi) bulundurur. Bu
bolgeler farkl baglangig kodon bélgelerinin kullanimindan dolay1 yedi farkl:

tip proteinin sentezinden sorumludur.



e ORF’lerin transkripsiyonu en az dort promotor (preS1 prom, S prom, preC
prom ve X prom) ve iki enhancer (Enhl, Enh2) bolgeler tarafindan kontrol
edilir [1,5].

1.2, Hepatit B viriisiinii diger viriislerden ayiran bilinen bazi ézellikleri

1-Sadece 3200 niikleotidden olusan genomik yapisiyla, bilinen tiim hayvan DNA

virtisleri i¢inde en kiigiik olanidur.
2- Cembersel yapidaki DNA’s1 yari ¢ift zincirlidir.

3-Hepadnaviriisler replikasyonlar1 sirasinda “reverse transkriptaz’™ kullandig: bilinen

tek DNA viriisii grubudur.

- 4-Hepadnavirus revers transkriptazi, negatif DNA zinciri sentezi i¢in, kendisini bir

protein primeri olarak kullanir. Bu 6zellik Hepadnaviruslara zgtidiir.

5-Enfekte serumda enfektif partikiiller ile birlikte enfektif olmayan iki tip partikiille

beraber bulunur.

6-Karacigerde cogalirlar, kroniklesme ve hepatoselliiler karsinomaya sebep olurlar

[1,5,6].
1.3. HBYV genotip ve serotipleri

Genel olarak Hepatit B viriisii hepatit B ylizey antijeninin antijenik determinantlarina
dayal1 olarak dort subtip igerisinde siniflandirilir [7]. Bu subtipler de kendi igerisinde
9 serotipe (aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+ ve adrg-) ayrilmaktadir
[8].

Niikleotid dizileri arasindaki farklilik %8 veya daha fazla olan HBV genomlan farkl
genotip olarak tanimlanmis ve A’dan G’ye kadar 7 farkli genotip ortaya konmustur.
Bu HBV genotipleri S geni sekanslan karsilagtirilarak belirlenmektedir. Sekanslar
arasindaki %92 yada daha fazla benzerlik oramindan faydalanilarak HBV suslarn aym
genotip grubunda toplanarak 7 tip genotip belirlenmistir. HBV genotipleri farkli
cografi yayilim géstermektedir [5].



Hepatit B genotiplendirilmesi, viriisiin patogenezisini ve izledigi yolu agiklamak i¢in
O6nemlidir. Ciinkii varyantlar terapiye verdikleri yamt, virulensi, patogenezisi ve
serolojik aktiviteleri yoniinden farklilik gosterebilmektedir [9]. Ayrica mevcut
caligmalar, hepatit B e antijeni (HBeAg) liretimini azaltan ya da durduran precore ve
core promotor bolgelerindeki mutasyonlar ile HBV genotipleri arasinda gii¢lii bir
iliski oldugunu gostermektedir. Genotiplendirmenin bir diger ¢nemi ise HBV

genotiplerinin, interferon terapisine verilen yanit ile de iligkili olmasidir [10,11].
1.3.1 HBV Mutasyonlarmin Viral Genotip ile Iligkisi

Hindistan’da 130 hasta tizerine yapilan ¢aligmada, Genotip A’da bazal core promotor
mutasyon sikliginin Genotip D’ye gére daha yiiksek oldugunu (%45; %12) buna
karsin, Genotip D’de precore stop kodon mutasyonu sikliginin Genotip A’ya gore

daha fazla oldugunu (%43; %6.5) bulunmustur [3].

Japonya ve Cin’de yapilan ¢aligmalar sonucunda ise, genotip B’de genotip C’ye

kiyasla yiiksek oranda precore stop kodon mutasyonu goriildiigi, Genotip C’de ise

B’ye kiyasla yiiksek oranda core promotor mutasyonu goriildiigii ortaya konmustur
[10].

1.3.2. Hepatik Karaciger Kanseri ile HBV genotiplerinin Iliskisi

Japonya’da 26 sirozlu hasta {izerinde ¢alisilmigtir. Genotip B’li hastalarin 19’undan
4’inde (%21), genotip C’li hastalarin 7’sinden 5’inde (%71) HCC gelistigini
bulmuslardir. Genotip B’li hastalarin terapiye iyi sonu¢ vermeleri ve uzun bir
zamanda HCC’nin tekrarlamamasina kargin Genotip C’li hastalar terapiye zay1if yanit
vermeleri nedeni ile, HBV genotipi, HCC’nin gelisimi, terapiye yanit ve HCC’nin

tekrarlanmasi konulanyla iligkilendirilebilir [3].
1.3.3. HBV genotiplerinin terapi ile iliskisi

Almanya’da 64 hasta {izerine yapilan c¢aligmada interferonun HBeAg {izerine
etkisinin Genotip A’l1 hastalarda, Genotip D’li hastalara gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur [12].



Tayvan, Japonya ve Cin’de de genotip B ve C iizerinde ¢alismalar yapilmustir
Genotip B’ye interferon ve lamivudin Genotip C’ye gére daha iyi etki etmektedir
[13].

Bu sekilde cesitli iilkelerde hepatit B viriisiiniin genotipleri arasinda viriilenslik,
patogenezisi ve olusturdugu mutasyonlari, vs. arasindaki farkliliklar incelenmekte ve
boylece pek ¢ok degerli sonuglara ulagarak, genotiplendirmenin, bu viriisiin pek ¢ok
ozelliklerini ve farkhiliklarim ortaya koymada biiyiik olgiide gerekli oldugu ifade
edilmektedir.

1.4. S gen mutasyonlar:

Her ne kadar S gen bolgesinde meydana gelen mutasyonlarla ilgili literatiir bilgileri
ve yapilan ¢aligmalar kisith da olsa su ana kadar ylizey proteinlerinde meydana
gelebilecek mutasyonlarin dogurdugu sonuglar bir kisim arastirmacilarin ¢aligmalar:

ile bilinmektedir.

HBsAg’de meydana gelebilecek bir mutasyon oncelikle varyantin hayatta kalmasi
icin ona avantaj saglamaktadir. Dolayis1 ile HCC de dahil olmak iizere akut ve

kronik karaciger hastalig1 tegvik edilmis olacaktir [14].

HBsAg hepatositi tanimada da gorevli oldugundan dolayi bir takim mutasyonlarin
meydana gelmesi bu tammanin gergeklesmesini engellemekte ve konak i¢in avantaj

saglayan bir mutasyon s6z konusu olmaktadir.

Serolojik kitler ile HBsAg’nin tanimina gidildiginde ylizey antijeninde meydana
gelen mutasyon kaynakli yapisal degisiklik bu antijenin monoklonal antibody
tarafindan taminmasim engellemektedir. Boylece yalanci negatiflik olarak bilinen
HBsAg (-) olmasma ragmen HBV-DNA pozitifligi séz konusu olabilecegi
bildirlmistir [15,16].

Ayrica yapilan ¢aligmalarda HBsAg’de meydana gelen mutasyonlarin asiya Kargi
direng meydana getirdigi HBIg ve HBV agilamasi olmasina ragmen HBV-DNA’min

saptanmasi s6z konusu olmustur [17].



Calismamizin 6ncelikli amact HBV’nin mutasyonlar agisindan oldukga stabil bir
bolgesi olan ancak mutasyon gelistigi taktirde de 6nemli sonuglara neden olabilecek
S gen bolgesindeki mutasyonlart hasta gruplarina gére ortaya koymaktir. Ancak bu
calisma igin HBsAg pozitif sonuglu kisiler arasindan HBV-DNA varlig1 saptanan
kisilerde serotip tespiti yapilmas1 gerekmektedir. HBV genotip ve subtipleri cografi
bir dagiliy gostermesinden dolayr bolgemiz halkimin seropini belirledikten sonra
mutasyon analizlerine gegmeyi amagladik. Ancak bu sekilde elde ettigimiz dizinlerle
Genbankasindaki bu serotipe ait orijinal dizin ile kendi dizinlerimizi kiyaslamak

dogru verileri elde etmemizde énemli bir adim olacaktir.

Bolgeye ait HBV serotipinde, hasta gruplan arasinda meydana gelen mutasyonlarn
aragtirmanin yam sira Gaziantep’te daha 6nce Genotip bulgusu olmamasi nedeni ile
yaptigimiz bu ¢aligmada 6ncelikle bolge i¢in baskin genotip grubunu da dnemli bir
yan veri olarak saglamis olduk. Ayrica belirledigimiz serotipe ait meydana gelen
sabit mutasyonlar, diger bolgelerde farkli serotiplerde meydana gelebilecek
mutasyonlar ile ¢alisan gruplarin galigmalar ile birlikte serotipler ile mutasyonlar

arast iligkiyi ortaya koymada bilim diinyasina katkida bulunulacaktir.

Ozellikle bolgemizde asilanmanin ve ileri asamalara varmadikga ilag tedavisinin
dikkate alinmamasindan agilanmanmus ve ilag terapisi gérmemis hastalar secilmistir.
Boylece bolgedeki gergek varyant ortaya konulabilecek yani mutasyonlar tiimiiyle

kisinin kendi immiin sistemine kars1 gelistirilmis sonuglardan ibaret olacaktir.

Mutasyonlar1 belirlemek igin S gen bolgesinde 6zel bir bolge segilmistir. Bu bélge
250-715 nitikleotidleri arasinda olup ylizey proteinlerinin ii¢ tipinin de sentezinde
gorevli olan ortak dizinleri bulunduran bir bélgedir. Bu sekilde bu bélge iizerinde
meydana gelebilecek mutasyonla aym anda tiim yiizey proteinleri de etkilenmig
olacaktir.

S gen bolgesinde meydana gelebilecek mutasyonlar: oransal olarak degerlendirerek
belirledigimiz bes hasta grubu igerisinde kiyaslamalar yapilarak en yiiksek mutantlar:
igeren grubu belirlemek galismamizin esas amacidir. Bunun yani sira mutasyonlarin
meydana geldigi bolgelerin aminoasitler tizerinde ne oranda degisikliklere neden

oldugunu saptamak galismamizin devamini olusturmaktadir.



Hasta 6rnekleri toplamirken yas ve cinsiyet faktorlerinin de iizerinde durularak gergek
viriyonun géstergesi olan HBV-DNA’nin yas ve cinsiyet iizerine insidansi da
belirlenmistir. Yag gruplarina bagh olarak hangi yas grubunda en yiiksek oranda

mutasyon meydana gelme yiizdeleri de incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. HBV’nin Tarihgesi:

Ilk defa M.O. besinci yiizyilda tammlanmis olan viral hepatitlerin kan ve kan
{irtinleri yoluyla salgin olusturduklar1 1883 yilinda Almanya, Bremen’de c¢igek
asilamas: sirasinda dokiimante edilmigtir. Insan lenf sivisi kullanilarak hazirlanan
asinin yapildi1 denizcilerin %151 birkag hafta ile sekiz ay kadar sonra sarilik
hastalign gecirmisglerdir. Yirminci yiizyilin baglarinda kan verilen, serum yapilan veya
asilanan g¢esitli risk gruplarinda uzun inkiibasyonlu sarilik salginlar bildirilmistir.
Bundan sonra sarilik etkeni olarak epidemiyolojik 6zellikleri farkli olan en az iki
virtistin bulundugu fikri gelismis ve 1947°de MacCallum ve Bauer infeksiy6z
hepatit i¢in ‘Hepatit A’ ve serum hepatiti igin ¢ Hepatit B’ nomenklatiiriinii

gelistirmislerdir [18].

Hepatit B viriisii (HBV) kan yoluyla bulasan sarilik etkeni olarak ilk defa Blumberg
ve Alter’in 1965°de “Avustralya antijeni ”ni bulmasiyla tamimlanmigtir [18].
Aragtinicilar  Avustralya kokenli bir Amerikalinin kaminda, ¢ok sayida kan
transfiizyonu yapilmis hemofili bir hastadan elde edilen serum ile agar jel difiizyonda
presipitin bandi olugturan bir antijen saptamistir. “Avustralya antijeni” adi1 verdikleri
bu antijeninin Kuzey Amerika ve Avrupa kaynakhi serumlarda ender olarak
bulundugunu; buna karsilik Asya ve tropikal bolgelerden gelen kanlarda aym
antijenin sik olarak goriildiigiinii bildirmislerdir. Baglangicta konaga ait bir antijen
olarak diisiiniilen Au antijeninin yillar sonra akut hepatitle iligkisi saptanmis ve
“Hepatitis associated antigen- HAA” olarak isimlendirilmigtir. Daha sonraki
¢alismalar Au antijeninin B hepatiti ile iliskisini ortaya koymus ve “Hepatitis B
surface antigen — Hepatit B yiizey antijeni — HbsAg” olarak bugiinkii ismini almstir.
Bu antijenik yapimmin bulunmasindan sonra yapilan aragtirmalar HBV’nin tiim

diinyada 6nemli bir saglik sorunu olugturdugunu ortaya koymustur [2,19].

Hepatit B’nin viral etiolojisi; Dane ve arkadaslari (1970) tarafindan “Avustralya
antijeni” serumu ile reaksiyona giren ve “Dane partikiilii” olarak adlandirilan viral

partikiillerin elektron mikroskobunda gosterilmesi ile kamtlanmigtir. Dane



partikiiliiniin HBV oldugu, yiizeyinde “Avustralya antijeni” olarak daha 6nce
tamimlanmig yiizey antijeni bulundugu ve ayrica bir de g¢ekirdek antijeni igerdigi
gosterilmigtir. 1971 yilinda Krugman 1s1 ile inaktive edilen hepatit B yiizey antijeni
pozitif serumlarin immiinojenik oldugunu ve as1 olarak kullanilabilecegini
gostermistir. 1972°de Magnius ve Espmark viriisiin “e antijeni”ni tanimlamiglardir

[20].

1973 yilina gelindiginde Kaplan ve ark. viriisiin kor bdlgesinde DNA’ya bagimli
DNA polimeraz varligim saptamislardir [21]. Robinson ve ark. ise, HBV
genomunun ¢esitli dzelliklerini deneysel olarak gostermiglerdir. Ayni yillarda immun
elektron mikroskobu ile viriisin ¢esitli antijenlerinin hepatositlerdeki yerlesim
Ozellikleri belirlenmis; HBsAg’nin hepatosit sitoplazmasinda,:  HBcAg’nin ise
niikleusda depolandig1 saptanmigtir [22]. i

Hepatit B viriisiinin (HBV) doku kiiltiiriinde tiretilememesi, hayvan deneylerinin
belirli maymun tiirleri ile sinirli olmasi nedeniyle, bu viriislin yapisiu ve replikasyon
mekanizmasim saptamak oldukga uzun stirmiigtiir. 1980°1i yillarda bazi hayvanlarda
HBV benzeri viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarin gosterilmesi ve Molekiiler
Biyoloji’deki ilerlemeler sayesinde viriistin epidemiolojisi, dogasi, enfeksiyonun

seyri anlagilir hale gelmistir [23].
2.2. HBV’niin Hepadnaviriisler I¢indeki Yeri

HBYV, Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsinde yer -alan hepatotropik,
zarfli ve kismen ¢ift sarmalli bir DNA virtistidiir. Sadece 3200 niikleotidden olusan
genomik yapisiyla, bilinen tiim hayvan DNA virtisleri i¢inde en kiigiik olamidir [1].

Hepadnaviridae ailesinin ortak &zellikleri, DNA genomuna sahip olmalari,
karacigerde ¢ogalmalari, kroniklesme ve hepatoselliiler karsinomaya sebep
olmalaridir. Hepadnaviriisler replikasyonlar1 sirasinda “reverse transkriptaz”

kullandig bilinen tek DNA viriisti grubudur [6].

Hepadnaviridae ailesinin iiyeleri arasinda hepatit B viriistinden bagka; bir cins dag
sigan1 viriisii olan Woodchuck hepatit virtisi (WHV), vahsi yer sincabindan izole
edilen Ground squirrel hepatit viriisii (GSHV) ve pekin drdeklerinde bulunan Duck

hepatit virtisii (DHBV) yer almakta olup bunlarin arasinda insanlarda enfeksiyon



olusturan tek tiir hepatit B viriisiidiir. Ancak sempanze, gibbon ve orangutan gibi
hayvanlarm kaninda da HBsAg ve Anti HBs bulunmustur. Deneysel olarak bazi

sempanze ve primatlarda da HBV enfeksiyonu olugturulabilmistir [1,5].
2.3. Hepatit B Viriisiiniin Yapisi

HBV’niin yapisin arastirmak amaciyla, akut ve kronik hepatit hastalarinin serumlari,
ultrasantrifiigasyon islemini takiben elektron mikroskobunda incelendiginde
biiyiikliik, yapt ve miktar gibi degisik ¢zellikler bakimindan farkli 6zelliklere sahip
tig tip partikiil saptanmigtir (Sekil 2.1.) [24,25].

Sekil 2.1. HBV partikiillerinin elektron mikroskobik goriintiisii [26]

Bunlardan birisi, yaklagtk 42 nm (42-47 nm) ¢apinda, infektif ozellikte, tam bir
viriyon yapisinda ve kiiresel sekilli olan Dane partikiilleridir. Bu partikiiliin dig
yiizeyi 7-8 nm kalmliginda HBsAg protein ve glikoproteinleri ile hiicresel lipitleri
ieren bir kilif ile kaphdir [1,5]. Ug formda viral yiizey antijeni (HBsAg)
bulunmaktadir. Bunlar biiyiik (L), orta (M) ve kiigiik (S) yiizey antijenleri seklindedir
[26]. Viriyonun i¢ béliimiinii 27-28 nm ¢apinda kiiresel niikleokapsid (internal core)
olusturmaktadir. Niikleokapsid 180 Hepatit B kor proteinlerinden olusmustur ve bu

proteinler T=3 ve T=4 (T=Triangulation number = Uggenlesme sayis1) simetrisi ile



ikozahedral yapidadir. Kor partikiiliiniin igerisinde endojen viral DNA polimeraz ve

kismen ¢ift sarmall sirkiiler DNA bulunmaktadir [27].

Olgun viriyonun diginda viriyon ile ayni antijenik 6zelliklere sahip olan diger iki
partikiiller ise; ozellikle replikasyonun séz konusu oldugu kisilerin serumlarinda
bulunan, 22 nm gapinda, 50-500 nm uzunlugunda, niikleik asit igermeyen, non-
infektif tiibiiler partikiiller ile yaklasik 22 nm (16-25 nm) ¢apinda, iginde niikleik asit
bulunmayan, non-infektif, kiiresel partikiillerdir. Bu non-infektif partikiiller sadece
yiizey antijeninden (HBsAg) olusmustur [1,5,27]. Kiiresel partikiiller kiigiik (S) ve
orta (M) Hepatit B yiizey antijenlerinden olusurken Dane partikiiller ve tiibiiler
partikiiller ayrica biiyiik (L) yiizey antijenlerini de bulundurmaktadirlar [28].

Her t¢ form da infekte konak serumunda yiiksek miktarda (200-500 pg/ml)
saptanabilir. Dane partikiillerinin sayis1 serumda 10%-10° /ml iken non-infektif
formlar serumda daha fazla bulunmaktadir. Non-infektif kiiresel partikiillerin
serumdaki miktar1 10"*/ml veya daha fazladir. Serumdaki HBsAg nin biiyiik kismini
22nm’lik kiiresel partikiiller olugturmaktadir [1].

Sekil 2.2. HBV ve HBs partikiillerinin sematik yapis1 [29°dan modifiye edilmistir.]
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Bazen Dane partikiilii bir tarafindan tiibiiler kuyruk seklinde uzayabilmektedir. Bu
kuyruk seklindeki yap: tibiiler partikiillerle benzerdir ancak uzunluk ve gap

bakimindan farklilik gostermektedir.

Non-infektif  partikiiller, —enfeksiyonun akut fazinda yikksek oranlarda
bulunabilmektedirler. Bu partikiiller olgun viriyonla aymi antijenik 6zellige sahip
olduklarindan dolayi, enfekte olan kiside yilksek oranda bulunmasi 6nemli bir
derecede immiin yanita neden olmaktadir. Bununla birlikte non-infektif partikiillerin
bu sekilde yiiksek oranlarda bulunmalariyla antibodylerin kandaki infektif viral
partikiilleri bulma oraninin da bu dogrultuda diisiik olabilecegi de diigiiniilmektedir
[28,29].

Deterjanlar ile muamele edilen Dane partikiillerinden, dig kabuk ayrilarak kapsidi
olusturan kor bolgesi elde edilebilmektedir. Bu triiniin AntiHBs antikorlan: ile
reaksiyon vermedigi, buna kargilik akut viral hepatit olgularinda saptanan bir diger
antikor (AntiHBc) ile reaksiyon verdigi belirlenmigtir. Giiniimiizde HBcAg adi
verilen bu i¢ bolgenin, digindaki kilif tabakasindan farkli bir antijenik yapiya sahip
oldugu bilinmektedir. Niikleokapsid bolgesi HBcAg 6zelliginin yani sira bu antijenin
yapisal degisiklige ugramig sekli olan HBeAg ozelligini de tasimaktadir. Bu iki
antijenin diginda kor kisminda viriisiin DNA’s;, DNA polimeraz enzimi ve DNA’ya

kovalent baglarla baglanmg bir polipeptid bulunmaktadir [5].
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Sekil 2.3. Hepatit B Kor partikiilii [30’dan modifiye edilmistir.]
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HBc protein dimerleri birincil olarak, T3 simetrisindeki izometrik partikiillerde 0.8
uM konsantrasyonunda toplanmalari ile sekil kazanmislardir (bir kor partikiiliinde
180 HBc altiinitesi bulunur). Kor partikiillerinin, dis u¢ kisminda bulunan kor
proteininin T seklindeki dimerlerden olustugu goriilmektedir. Elektron mikroskobik
analizlere gore; dimerdeki iki kor proteininin N-terminali bu ug kismin tepesindedir.

Toplanmus kor partikiilleri bu gekilde disiilfit baglari ile sabitlesmektedir [30].
2.4. HBV’nin Stabilitesini Etkileyen Faktorler

HBV’nin stabilitesi her zaman HBsAg nin stabilitesi ile paralel olmamaktadir. Eter,
asid (pH 2.4)'de en az 6 saat ve 1s1 (98°C’de 1 dakika, 60°C’de 10 saat)’da
immiinojenite ve antijenik 6zellik kaybolmadigi halde enfektivite kaybolmaktadir.
Eger viriis yogunlugu ¢ok fazla ise bu islemler sonucu inaktivasyon tam
olmamaktadir. HBsAg, %2.5 Sodyum hipoklorit varhiginda 3 dakikada antijenik
ozelligini  ve enfektivitesini kaybetmektedir. Serumda enfektivite dogrudan
kaynatmakla 2 dakikada, 121°C’de 0.5 atm basing altinda 20 dakikada, 160°C’de
kuru sicak havada 1 saatte, albiimin iginde 60°C’de 10 saatte kaybolmaktadir. Son
¢alismalar HBV’niin sodyum hipoklorit (500mg serbest Cl/ml) ile 10 dakikada,
9%0.1-2 akoz glutaraldehid, %70 izopropil alkol, %80 etil alkolde 2 dakikada inaktive

oldugunu géstermistir.

HBV, 30-32°C’de saklandiginda en az 6 ay, -20°C’de 15 yil enfektivitesini
yitirmemektedir. Enfekte plazmadan elde edilen fibrinojen, protrombin, gama
globiilin ve plazma proteininde gesitli miktarlarda HBsAg bulunmaktadir. HBsAg
iceren kan ve kan firiinlerinin ultraviyole 1ginlara tabi tutulmast enfektiviteyi

etkilememektedir [1,2,5].
2.5. Hepatit B Viriisiiniin Genomik Yapis

Hepatit B viriisiinde kismen ift sarmalli, molekiil agirlig: 2.3x10° dalton, G+C oram
ise yaklagik %49 olan, sirkiiler bir DNA molekiilii bulunmaktadir. HBV-DNA 3200
baz ¢iftinden olusan uzun (L veya negatif) zincir ile 1800-2700 baz ¢iftinden olusan
kisa (S veya pozitif) zincir olmak iizere iki sarmaldan meydana gelmistir. L zinciri
tam bir halka olusturur ancak kapali bir gember halinde degildir. Ciinkii L sarmalt S
sarmalinin 5' ucuna yakin bir yerde (1230 numaral niikleotidde) kesilmistir. S zinciri
ise degisik uzunluklarda bulunur, 3' ve 5' uglari birlesmemekte, bununla birlikte bu
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sarmallar: ortak niikleotid baz ¢iftlerine sahip olduklarindan, zincirlerin 5' ucundaki
hidrojen baglarindan ve ¢akisan sekanslari oldugundan sirkiiler bir yapi halinde

bulunmaktadirlar [1,5,31].

HBV genomu iizeride baz ciftlerini numaralandirma, EcoR1 restriksiyon enziminin
kirma bolgesi iizerinden yapilmaktadir. Bununla beraber, RNA pregenomunun ilk
bazi {izerinden ya da kor proteininin baslama kodonu tizerinden de

numaralandirilmaya baslanmast kullanilan diger metotlardir [32].

Her iki sarmalin 5' uglari (koheziv bolgeleri) DRs (direct repeats) adi verilen kisa,
10-12 niikleotidlik sabit bolgelerde yer almaktadirlar. Uzun zineirin 5' ucu 1826.
niikleotidde DRI iginde, kisa zincirin §' ucu ise 1592. niikleotidde DR2 iginde
bulunmaktadir. Viral DNA’mn yapisal biitiinliigiinii, bu koheziv bolgelerin

birbirlerine tutunmalari saglamaktadir.

Negatif sarmalin 5' ucuna kovalan olarak baglanmis terminal protein (TP) ve pozitif
sarmalin 5' ucunda bulunan 17-19 niikleotid uzunluktaki RNA oligomeri, ait
olduklari sarmallarin sentezinde primer gorevi gormektedirler. Negatif sarmalin 3'
ucu 9-10 niikleotidlik bir artik uca (terminal redundancy “r”) sahiptir. Bu alan;
pozitif DNA sarmalinin = sentezinde “template switching” isleminde DNA
polimerazin da etkisi ile kisa zincirin tamamlanmasinda ve sonugta stiper kivrimli,
tamamen ¢ift sarmalli, ¢ember seklindeki DNA molekiiliintin olugmasinda rol

oynamaktadir [33].

()DNA{[(H)DNA

oligoniikleotid

1 N Vi

T
protein

Sekil 2.4 HBV-DNA sarmalinda terminal yapilar. (-) zincirin 5° ucunda kovalent olarak
bagli terminal protein bulunur. (+) zincirin 5* ucunda 17-19 niikleotid uzunlugunda RNA oligomeri
bulunur. Bu agik uglar bu sekilde poliniikleotid kinazlar tarafindan fosforile edilemez ve ait olduklar

zincirin sentezinde gorev alirlar. Negatif sarmalin 3' ucu 9-10 niikleotidlik bir artik uca sahiptir [26].



Hepatit B viriisiinde genetik bilginin tamami uzun sarmal iizerinde kodlanmistir.
HBV, proteinlerini sentezlerken ayni genomik dizileri, kayan cergeveler esasina gore
farklt agik okuma gergeveleri (Open Reading Frame=ORFs=protein kodlayabilicek
bolgeler) olarak kullanmaktadir. ORF dort adet uzun S, C, X ve P bolgelerinden
olusmaktadir. Bu bolgeler farkli baslangi¢ kodon bélgelerinin kullanimindan dolay:
yedi farkli tip Hepatit B proteininin transkripsiyonu ve translasyonundan
sorumludurlar. Ornegin, kiigiik Hepatit B yiizey proteini (sHBsAg), ribozomun adw
genomunun  155.  pozisyonundaki ~ ATG’den  translasyona  baglamasiyla
diizenlenmektedir. Orta Hepatit B yiizey proteini (mHBsAg) ise, ribozomun
genomun 3211. pozisyonundaki ATG bolgesinden itibaren translasyonuyla

diizenlenmektedir [34,35].
Genom igerisinde bu proteinleri kodlayan genler sunlardir [31];

1. S geni: Biiyiik (39 kD), orta (31 kD) ve kiigiik (24 kD) ylizey proteinlerini
kodlamaktadir.

2. C geni: Iki ayn protein sentezletir. Bunlar; 21kD’luk gekirdek proteini (HBcAg)
ve 30 aminoasitlik preC iriinii tasiyan 16 kD’luk enfektivite proteini

(HBeAg)'dir.

3. P geni: DNA polimeraz, revers transkriptaz ve Riboniikleaz H aktvitesine sahip

olan viral polimeraz enzimini kodlamaktadir.

4. X geni: X proteinini kodlamaktadir.

14



Sekil 2.5 HBV-DNA okuma bolgeleri. S, C, X ve P seklinde 4 adet ORF (agik okuma
bolgesi) bulundurmaktadir. Bu bélgeler farkl baglangig kodon bélgelerinin kullanimindan dolay: yedi
farkli tip proteinin sentezinden sorumludur. ORF’lerin transkripsiyonu en az dért promotor (preS1
prom, S prom, preC prom ve X prom) ve iki enhancer (Enhl, Enh2) bélgeleri tarafindan kontrol
edilmektedir [26].
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Sekil 2.6 HBV-DNA genomik organizasyonu [26,29.30 nolu kaynaklardan modifiye

edilmistir]



Aym zamanda genom, transkripsiyon dengesini diizenleyen, poliadenilasyon
bolgesini belirleyen ve niikleokapsidde kapsidasyon igin spesifik bir transkript

belirleyen genetik elementleri de igermektedir [35].
2.5.1. Promotorlar, Sinyal Bolgeleri ve Transkripsiyon Faktorleri

HBV genomu, viral replikasyonun olabilmesi igin gerekli olan bircok promotor ve

sinyal bolgeleri bulundurmaktadir.

ORF’lerin  transkripsiyonu,  “promotor”  (prom=baglatict) ve  “enhancer”
(enh=giiglendirici) olarak adlandirilan diizenleyici dizinler tarafindan kontrol
edilmektedir. HBV’nin genomunda fonksiyonel olarak tanimlanmis en az dort
promotor (preS1 prom, S prom, preC prom ve X prom) ve iki enhancer (Enhl,
Enh2) bolgeleri bulunmaktadir. Ttiim HBV transkriptleri, genomda 1916-1921
tizerindeki bolgeye lokalize olan ortak bir adenilasyon sinyalini paylasmaktadirlar.
Sonug olarak transkriptler uzunluk olarak 3.5 niikleotid ile 0.9 niikleotid arasinda
degismektedirler. Kor/ pregenomik promotorun lokalizasyonundan dolay1
poliadenilasyon bélgesinin farkli kisimlarindan (farkli kombinasyonlardaki kodonlar
seklinde) yararlamlmaktadir [36]. Poliadenilasyon bolgesi hekzaniikleotid bir dizidir
(TATAAA) [37].

Kor promotor

Kor/ pregenomik promotor, 5’ heterogenetige sahip olan gesitli RNA’larin
transkripsiyonunu kontrol etmektedir. Bu transkriptler; kor antijeni, e antijeni,
polimeraz ve pgRNA’dir. Bu transkriptler ayrica hem viral enhancer elementleri hem
de bir negatif regiilator elementi (NRE) tarafindan da diizenlenmektedir [38,39]. Kor/
pregenomik bdlgenin pozitif kontrolii birkag hiicresel faktor tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu faktdrler, CCAAT/enhancer baglama proteini (C/EBP), HNF-3,
HNF-4, Sp1 gibi faktorler olup bunlarin aktivasyonu destekledigi goriilmustiir [39].

Pre-kor /kor mRNA ve pregenomik RNA’min transkripsiyon baslangic bolgeleri
farklidir [40,41]. Pre-kor mRNA baslangig alan1 1783-1784 ve 1789-1791
niikleotidler arasidir. Bu alan RNA polimerazin baglanmasi ve pre-kor
transkripsiyonunu baglatmak i¢in esansiyeldir. Pregenomik mRNA baslangi¢ alan

ise 1816-1818 niikleotidler arasidur.
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TATA igermeyen bir promotordur. Bu tiir promotorlarda T ve A’ca zengin bélgelerin
TATA kutusu fonksiyonu gosterebilecegi kamitlanmustir [40,42]. Kor promotor
bolgesinde 4 TA zengin bélge bulunmaktadir. Bu bolgeler: 1.TA zengin bolge: 1752-
1755, 2. TA zengin bolge: 1758-1763, 3.TA zengin bélge: 1771-1775, 4. TA zengin
bolge: 1789-1795 niikleotidler arasindadir [42].

2.TA zengin bélgenin pre-kor mRNA transkripsiyon baglangici i¢in kritik bir bolge
oldugu ancak pregenom mRNA transkripsiyonundan sorumlu olmayabilecegi
spekiile edilmigtir, bunun yani sira 3. TA zengin bolgenin pregenom mRNA
transkripsiyonundan sorumlu olabilecegi dusiintilmistiir [43]. Nitekim bu teorik
yaklagima dayanilarak yapilan ¢aligmalarda, 2. TA zengin bolgede ortaya ¢ikan
mutasyonlarin pre-kor mRNA transkripsiyonunu bloke edip HBeAg sentezini
baskilayabilecegi ve bu mutasyonlarin HBeAg negatif olan hastalarin énemli bir
kisminda bulundugu bildirilmistir  [43-45]. Bu ¢alismalarda, kor promotor
bolgesindeki mutasyonlarin 6zellikle niikleotid 1762 (A’dan T’ye) ve 1764 (G’den
A’ya)’de konsantre oldugu bulunmusgtur. Pregenom mRNA transkripsiyonu ile ilgili
oldugu invitro g¢alismalarla ileri siirtilmiis 3. TA zengin bolgede herhangi bir
mutasyonun yoklugu ve 2. TA zengin bélgedeki stz konusu mutasyonlarin varlig: ile
viral replikasyonun inhibe olmadigi ancak HBeAg sentezinin bloke edilebilecegi
diistiniilmiistiir. Ancak yeni gozlemler, 4. TA zengin bolgenin her iki transkriptin

olusumundan sorumlu en énemli bolge olabilecegini diistindtirmektedir [42].
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S ve PreS promotor

ORF S, ti¢ farkli hepatit B ylizey proteinlerinin sentezini ydneten ii¢ baslangig
bolgesi icermektedir [46-48]. Burada bu proteinlerin anlatimimi kontrol eden, preS1
promotor ve pres2 promotor olarak adlandirilan, iki promotor bélge bulunmaktadir.
preS1 promotoru tiim ORF S bélgesini igine alan, 2.4 kb uzunlugundaki tek bir RNA
molekiiliiniin transkripsiyonunu kontrol etmekte fakat preS2 promotoru 2.1 kb
uzunlugundaki transkriptlerin transkripsiyonlarimi  kontrol —etmektedir. PreS2
promotorlarin preS1 promotordan daha aktif oldugu gosterilmistir [49,50]. Bu
durum, orta ve kiigiik ylizey proteinlerinin biiyiik yiizey proteinine kiyasla daha fazla
olustugu seklinde sonuglanmaktadir. Yiizey proteinleri endoplazmik retikulumda
tutunmaktadir [51-53]. Oct-1, HNF-1, ve HNF-3 gibi transkripsiyon faktorlerinin
PreS1 promotorunun aktivasyonundan sorumlu oldugu goriilmiigtiir [54-57]. HBV
enhancer elementlerinin de preS1 promotorunun yiiksek oranli regiilasyonunda
gorevli oldugu goriilmektedir [58,59]. PreS1 promotorunun diisiik oranda
regiilasyonu preS2 promotoru igindeki bir bolge tarafindan kontrol edilmektedir.
Ancak mekanizma tam olarak anlasilamamistir. PreS2 promotorunun, ayni zamanda
preS1 promotorunun diisiik oranda regiilasyonunu kontrol eden bir CCAAT elementi
tarafindan yiiksek oranda regiile edildigi goriilmektedir. NF-Y ve CCAAT baglanma
faktort, her iki HBV enhancer’lar gibi preS2 aktivasyonunu saglamaktadir. Ayrica,
biiyiik Hepatit B ylizey proteinlerinin de varhgindan dolay: endoplazmik retikulum
tizerinde olusan stres de bu aktivasyonu artirmaktadir [60,61]. Biiyikk HBs
promotoru, transkripsiyonun baslangi¢ bolgesinin 30 niikleotid yukarisinda lokalize

olan tipik TATA kutusu ile digerlerinden farklihk gostermektedir [40,42].

X promotor

Hepatit B X proteini (HBx) olarak bilinen 17kd’luk bir proteini kodlayan ORF X,
0.9kb’lik RNA’nin transkripsiyonunun kontrolii i¢in kendine ait promotora sahiptir.
Ancak, X promotorunun enhancer I bélgesine yakinligindan dolayr tam olarak
sinirlart kesinlestirilememistir. Promotorun 1230 ile 1376 niikleotidleri arasinda
kalan bolgede bulundugu diistiniilmektedir [62,63]. Enhancer 1 ise 970 ile 1240
niikleotidleri arasindaki bir bélgede lokalize olmustur. Birgok transkripsiyon
faktortinin - HBV ~ genomunun bu bolgesi ile etkilesim halinde oldugu

diistintilmektedir. Bu molekiiller HNF-3, HNF-4, EF-C ve NF-1 seklinde ¢ok az
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isimlendirilmis faktorlerden olusmaktadir. Hem enhancer I hemde enhancer II
pozisyonlarina ragmen promotorlari aktive edebilmektedirler. Her iki enhancer
bolgesinin olmamasi viral transkriptlerin biiyiik oranda azalmasi anlamina

gelmektedir [64-66].

Epsilon-stem ilmeg‘i

Son bolge epsilon-stem ilmegi olarak bilinmektedir. Bu bélge HBV genomunda
1847-1907 niikleotidleri arasinda bulunmaktadir ve HBV DNA enkapsidasyonunda
anahtar rolii oynamaktadir [67-69]. pgRNA’daki artik ugtan (terminal redundancy)
dolay1 sadece 5°-stem ilmigi fonksiyoneldir [70]. Bundan dolayi, biitin HBV
transkriptlerinin 3 uglarinda stem ilmek bolgeleri olmasina ragmen sadece
pgRNA’lar enkapside edilmektedirler. Stem ilmeginin dizi analizi, {i¢ boyutlu stem
ilmigi yapisin, katlanmis olarak bulunan bir seri ters tekrarlardan olustugunu
gostermektedir [71]. Polimeraz proteininin stem ilmegi yapisini tamdigi ve bu yapi
ile direk etkilestigi duistiniilmektedir. Hepatit B polimeraz ve stem ilmeginin
etkilesime girmeleriyle hem enkapsidasyon hem de HBV pgRNA’nin revers

transkripsiyonu baglamaktadir [72].
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Transkripsiyon faktorleri, bir taraftan RNA polimerazi baglarken diger taraftan
promotor ve enhancer bolgelerine baglanarak RNA polimerazin DNA ile iliskisini

saglamaktadir.

Hepatit B virlis ailesinin genomik diizenlenisi kendini diger viriisler arasinda esiz

kilmaktadir [73].
2.6. Viral Yasam Siklusu

HBV’nin plazma yar1 émrii 24 saat olup her giin viicutta bulunan viriislerin %50’si
yeniden olugmaktadir. Giinliik virtis tretimi 1011 virion kadar olan HBV’niin
replikasyonu baslica hepatositlerde ger¢eklesmektedir. Safra kanal epitel hiicreleri,
pankreasin bazi endokrin ve ekzokrin hiicreleri, bobrek ve lenfoid doku da
replikasyon bolgesi olabilmektedir. Fakat hepatosit digi replikasyon balgelerinin viral
patogenezde rolii olmadigy disiintilmektedir. Lenfositlerdeki replikasyon viriis

perzistanst i¢in ikincil bir rezervuar olabilmektedir [74].
2.6.1. Hiicreye baglanma ve penetrasyon

Replikasyonun ilk adimi HBV niin hepatosite baglanmasi ve hiicre igine girmesidir.
Viriisiin hepatosit i¢erisine alimigi tam aydinlatilamamakla beraber bunun reseptére
bagli endositozla oldugu diistinilmektedir. Baglanmada; fibronektin, transferrin
reseptort, apolipoprotein H, polimerize insan serum alblimini, preS2 glikan, HBV

baglayan faktor gibi bir ¢ok reseptér rol oynamaktadir [75,76].

In vitro olarak, HBV genomunun pre-S1 ve pre-S2 bilgelerinde hepatosite tutunma
bolgelerinin bulundugu saptanmustir. Pre-S1 iirtinii olan L proteini ile beraber M
proteini de hepatosite baglanmada 6nemli islevlere sahiptir. L proteini ayrica
monositlere de baglanabilmektedir. Monontikleer hiicrelerde saptanabilmekle beraber
HBV’niin bu hiicrelerde aktif olarak replike olduguna dair kanit bulunamamistir

[77.78].

PreS1 proteininin 3-77. aminoasitleri viral enfektivite ile iligkilidir. PreS2 ayrica
serum albiiminine baglanmakta ve hepatosite baglanmada albiimini araci olarak

kullanmaktadir.
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Viral tutunmay: takiben membran fiizyonu ile niikleokapsid sitoplazmaya girmekte,

pasif difiizyon veya tiibiiler tagimim ile ¢ekirdege taginmaktadir [79].
2.6.2. Cekirdekte ¢ift iplikli DNA’nin tamamlanmasi

Viral replikasyonun baginda polimeraz enzimi r¢cDNA’min tamamlanmasinda rol
oynamaktadir. Negatif zincirin 5’ ucuna tutunmug olan viral polimeraz, pozitif
zincirin 5’ ucuna tutunmug olan kisa RNA dizisinden baglayarak pozitif zinciri

tamamlamaktadir.
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Sekil 2.9. Hepatit B viriisiiniin hayat dongiisii [74. kaynaktan modifiye edilmistir.]

Olusan, kovalent baglarla kapanmig sirkiiler DNA (covalently closed circular DNA =
cccDNA), viral pgRNA igin kalip gorevi gordiginden enfeksiyonun bagladigint
gostermektedir. Viriis enfeksiyonundan 24 saat sonra karacigerde cccDNA olusumu

gosterilmigtir [80].
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2.6.3. Pregenomik ve subgenomik RNA’larin sentezi

Cekirdekte hiicresel RNA polimeraz II enzimi kullanilarak cccDNA’dan mRNA’lar
sentezlenmektedir. Kor promotor bélgesi viral replikasyonun merkezidir ve negatif
zincirden pregenomik RNA (pgRNA) olarak adlandimlan 3.5 kb’lik en biiyiik
RNA’y1  sentezletmektedir. ~ Sentezlenen mRNA’lar sitoplazmaya tasinarak

translasyona ugramakta ve viral proteinler sentezlenmektedir [80].
2.6.4. Viral kapsidin sentezi ve genomun replikasyonu

pgRNA o6nce 200-300 molekiil gekirdek proteini sentezletmekte, sonra polimeraz
sentezine izin vermektedir. Polimeraz sentezi pgRNA’nin kor bélgesi iginde kalan
bir baslangi¢ kodonundan baslamaktadir. Sentezlenen polimeraz kendi mRNAsinin
5’ ucuna baglanarak revers transkripsiyonu baslatmakta ve aym anda gekirdek icine
yerlesmektedir. Polimerazin sentezlenmesi pgRNA sentezini durdurmaktadir.
pgRNA’nin 5° ucunda bulunan enkapsidasyon dizisi (e-dizisi) ad1 verilen niikleotid
dizileri, viral polimeraz enzimini baglamakta ve viral korun yapimi baslamaktadir.
Cekirdek proteinleri ikiser ikiser bir araya gelmekte, disiilfit baglar ile stabilize
olmaktadir. Bu birimlerden 120 tanesi bir araya gelerek ikozahedral kapsidi
olusturmaktadir. Enkapsidasyon dizisi tasiyan pgRNA’lar kapsid i¢ine yerlesmekte
ve pgRNA’dan revers transkripsiyon ile negatif DNA zincirinin sentezi; viral
gekirdek iginde, sitoplazmada ger¢eklesmektedir. Bu olayda enkapsidasyon dizisi
cekirdek igine bir kopya niikleik asit yerlesmesini sagladigi gibi viral DNA sentezini
baslatmada da rol oynamaktadir [81]. Negatif DNA sentezlendikten sonra viral
polimerazin RNaz H aktivitesi ile pgRNA yikilmakta ve DNA polimeraz aktivitesi
ile 5> RNA primeri kullanilarak pozitif zincir sentezlenmektedir. Pozitif zincir
sentezi igin negatif zincirin 5° ucundaki DR1 bélgesindeki primer DR2 bolgesine
taginmakta ve pozitif zincir sentezi buradan baglamaktadir. Her iki zincirin 5° uglar
bu nedenle farklilik gostermektedir [18,33,74]. Yani pozitif zincirin sentezinde kalip
olarak negatif zincir kullamlmaktadir. Negatif zincirin 3> ucundaki 9-10 niikleotidlik
terminal artik, pozitif zincirin sentezi sirasinda genomun sirkiilize olmasini
saglamaktadir. Bu arada kismen ¢ift sarmalli sirkiiler yapidaki kor kisminin kilif
proteinleri tarafindan ¢evrelenmesi, prekiirsér niikleozid trifosfatlarin polimerazini

titketmekte ve bu yiizden pozitif zincirin sentezi tamamlanamamakta ve eksik olarak



kalmaktadir. Her iki zincir 5° uglarindan baglanarak reDNA sentezi tamamlanmis

olmaktadir.

HBV’nin viral polimerazi, aminoasit dizilimi ve fonksiyonu agisindan retroviral
revers transkriptaz enzimine benzemektedir. Her iki enzim de viral kor iginde
aktivite gostermektedir. Hepadnavirus revers transkriptazi negatif DNA zinciri
sentezi ig¢in, kendisini bir protein primeri olarak kullanmaktadir. Bu o6zellik
Hepadnaviruslara 6zgiidiir [18,31]. Hepadnaviral revers transkriptaz, retroviral
enzimden farkh olarak replikasyon aracisi olarak kullanilan viral pgRNA’y1 kalip
olarak kullanmakta ve son Uriin olan viral DNA’y1 sentezletmektedir. Retroviral
revers transkriptaz enzimi ise viral genomu kalip olarak kullanmakta ve son {iriinii

replikasyon aracisi olarak kullanilan cDNA olmaktadir [81].

HBV’niin replikasyonunun normal seyri sirasinda HBV DNA’nin konak genomuna
integrasyonu goriilmemektedir. Bununla birlikte, HBV ile enfekte bazi kisilerin
serumlarinda nadir olarak HBcAg'nin varligi gosterilmis olsa da, bu antijen viral
replikasyon sirasinda konak hiicre ¢ekirdeginde siklikla tespit edilmektedir. Bu
nedenle HBcAg’nin niikleusa girmesinin cccDNA’nin ortaya g¢ikmasindan 6nce

oldugu tahmin edilmektedir [5,40,82].

Kronik HBV enfeksiyonunda viral DNA, konak genomuna integre olmaktadir. Bu
integrasyon karsinogenesis i¢in énemli olmakla beraber sirkiiler bi¢imini kaybeden

genomun replikasyon potansiyelini azaltmaktadir [83].
HBV’iinde fonksiyonu bilinen dort mRNA transkripti tanimlanmustir [18,33,74];

1. 3.5 kb’lik mRNA: Negatif polariteli ipgikten sentezlenen bu mRNA, hem genom
replikasyonu igin kalip gorevi gormekte, hem de “prekor/kor” ve polimeraz

proteinlerini sentezletmektedir.

2. 2.4 kb’lik mRNA: Ug ayri baslangig kodonu aracilig ile kiigiik, orta ve biiyiik
ylizey proteinlerini sentezletmektedir. mRNA’nin amino terminalindeki baslangi¢
kodonundan baslayan sentez ile preS1, preS2 ve S proteinlerini igeren L yiizey
proteini olusturulmaktadir. M ylizey proteini ise ikinci okuma kodonundan
baslayarak sentezlenmekte; preS2 ve S proteinlerini igermektedir. S proteini en

kiigiik protein olup, tigtincti baglangi¢ kodonundan baglayarak sentezlenmektedir.
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3.2.1 kb’lik mRNA: Sadece preS2 ve S proteinlerini sentezletmektedir.

4.0.7 kb’lik mRNA: X proteinini sentezletmektedir.
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Sekil 2.10. HBV-DNA’nin replikasyonu [84. kaynaktan modifiye edilmistir]
2.6.5. Zarfin kazanilmasi ve hiicreden sahnma

Viral gekirdek endoplazmik retikulumdan gegerken zarf ve yiizey proteinlerini
kazanmaktadir. Zarfin kazamlmas: igin biiyiik yiizey proteini gerekmektedir. L
proteini endoplazmik retikulum zarina yerlesmekte, zarmn i¢ kismuinda kalan
boliimleri gekirdek proteinleri ile baglanarak tomurcuklanmaktadir. Her ii¢ yiizey
proteinini de igeren zarfl1 viriisler Golgi cihazina taginmaktadir. Burada S proteininin
asparagin rezidiisii glikozillenmekte ve olgun viriyonlar vezikiiler transport ile hiicre

ylizeyine taginarak salinmaktadirlar [85].

Hepadnavirus replikasyonunda en onemli rolii cccDNA sentezinin regiilasyonu

oynamaktadir. Enfeksiyonun erken déneminde niikleokapsidler tercihen hiicre
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cekirdegine geri tasinmaktadirlar. Burada pozitif zincirin sentezi tamamlanmakta ve
cccDNA olusturulmaktadir. Bu yolla gekirdekte olusturulan cccDNA rezervuari,
hepatosit boliinmesiyle yavru hiicrelere enfeksiyonun aktariimasini saglamaktadir.
Enfeksiyon yerlestikten sonra ise salinan virionlar horizontal yayilimi saglamaktadir

[83].
2.7 HBV’niin Yapisal Proteinleri

2.7.1 Yiizey proteinleri: Bu proteinler HBV-S geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu
proteinler hem Dane partikiiliiniin yiizeyinde hem de infekte hastalarin karaciger ve
serumlarinda saptanan 22nm capindaki kiiresel ve tiibiiler (eksik viral) partikiillerin
yapisinda bulunmaktadirlar. Yiizey proteinleri degisik molekiil agirhgindaki (24000-
42000 Dalton) glikolize ve nonglikolize alti farkli polipeptidin degisik oranlarda bir
araya gelmesi ile olusmaktadirlar. Bu proteinlerdeki farklilik, sentezin ayni gen

tizerindeki farkli baslangi¢ kodonlarindan baslamasi nedeniyle olmaktadir.

2850-3174. niikleotidler arasmdaki preS1 bolgesi 108 aminoasitten olusan polipeptid
sentezlemekte, 3174-157. niikleotidler arasindaki preS2 bélgesi 55 aminoasitten
olusan bir protein sentezlemekte, 157-833. niikleotidler arasindaki S bolgesi 226
aminoasitlik bir polipeptid sentezlemektedir. Baslangi¢ kodonlari farkli olmakla
beraber, protein sentezi 3’ ucunda sonlanmakta ve ¢ farkli protein

sentezlenmektedir [33,86].

Biiyiik Yiizey (LHBs) Proteinleri: Okuma iglemi gen tizerindeki ilk kodondan

baglarsa preS1+preS2+S bolgesinin tiimii okunmakta ve kilifin biiyik proteini
(LHBs) sentezlenmektedir. Bu protein 39kd molekiil agirliginda, 389 veya bazen 400
aminoasitten olusmus bir polipeptit olup glikolize olmus formu 42kd’dur. Bu protein
en fazla Dane partikiiliiniin yilizeyinde bulunmaktadir. Tibiiler partikiillerin

yiizeyinde orta miktarda, kiigiik kiiresel partikiillerde ok az miktarda bulunmaktadir.

Viriyonun konak hiicreye baglanmasinda LHBs proteinin rolii olduguna
inamlmaktadir. LHBs nin preS1 bolgesinde yer alan 21-47. aminoasitler arasindaki
bolge, hepatosit membranina baglanma alanmni olusturmaktadir. Bu bolgeye karsi
gelisen antikorlar bu bélgenin hepatosit membranina baglanmasint engellemektedir
[87]. Ayrica preS1 proteini viriyonun olgunlagmasinda ve sekresyonunda da dnemli

rol tistlenmektedir.
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Dane partikiiliniin olusumu, bir araya gelmesi ve konak hiicreden salinmasinda
kiigik ve biiyiik yiizey proteinler gerekliyken orta ylizey proteinleri gerekli
olmamaktadir. Kiigiik ve orta yiizey proteinleri diger viral proteinlerin katkisi
olmaksizin 20nm’lik kiiresel partikiiller olugturma yetenegindedir. Oysa LHBs
proteini hiicreden tek bagina salinmamaktadir. Bununla birlikte hiicrede LHBs oran
¢ok yiikseldiginde, SHBs ve MHBs’nin hiicreden sekresyonu inhibe olmaktadir.
Ayrica LHBs’nin SHBs’ye orani sekrete edilecek HBs partikiiliiniin morfolojisini
belirlemektedir. %5°den daha az LHBs oldugunda 22nm’lik kiiresel partikiiller
meydana gelirken, daha yiiksek konsantrasyonda LHBs oldugunda tiibiiler partikiiller
sekrete edilmektedir. Konsantrasyon daha da arttiginda yukarida belirtildigi gibi

filament sekresyonu énlenmektedir [5,40].

Asemptomatik HBsAg tagtyicilarinda devaml, fakat disik diizeyde, sekrete
edilmeyen LHBs’nin {iretilmesinin  hepatositlerde ~lezyon olusumuna ve
hepatoselliiler karsinomaya (HCC) neden olabilecegi distinilmektedir. HBs
proteinleri endoplazmik retikulumdan salinmaktadir ve preS1 driinlerinin
endoplazmik retikulum (ER) i¢inde birikimi ER’da sismeye ve karacigerde buzlu

cam goriiniimiine neden olmaktadir.

Orta Yiizey (MHBs) Proteinleri: Okuma iglemi S geni itizerindeki ikinci kodondan

baslarsa preS2+S bolgesi iiriinii olan orta yiizey (MHBs) proteinler olusmaktadir. Bu
proteinler 33kd agirliginda olup 281 aminoasitten olugmaktadir. Bunlar hemen bir
veya iki bolgesinden glikolize edilmistir. Bu partikiiller @i¢ yiizey proteini iginde, en
az bulunan proteinlerdir. Replikasyon olmadiginda HBsAg i¢inde bulunmazlar ve bu
nedenle preS2 antijeninin varligt viral replikasyonun bir gostergesi olarak kabul

edilmektedir [82].

Hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda M Yiizey proteinine Kargi gelisen

antikorlarin HBV ne kars1 koruyucu 6zellikte oldugu gosterilmistir [88,89].

MHBs’nin HBV’niin hepatositlere adsorbsiyonunda rol oynadig: diistiniilmektedir.
HBV’niin karaciger hiicrelerine tutunmasinda roliiniin olabilecegi diistiniilen diger
bir reseptor de preS2 glikondur. M proteini iizerinde pozisyon 4’te bir asparagin
rezidiisii bulunmaktadir. Bu rezidii mannoz ile sonlanan bir oligosakkarid ile

glikolize haldedir. HBV niin bu bdlgeden mannoz baglayan protein (MBP) aracihg



ile hepatositlere baglandig diisiiniilmektedir. MBP, dogal immiinitede dnemli roli

olan kalsiyuma bagimli bir lektindir. Fagositozu aktive etmektedir [90].

Kiigiik Yiizey (SHBs) Proteinleri: Okuma iglemi sadece S bolgesini igerirse kilifin

kiigiik proteini iiretilmektedir. Bu protein 24kd agirhginda olup 226 aminoasitten
olugmaktadir. Glikolize edilmis formu da olan bu protein, HBsAg™nin biyiik kismin
olusturan major proteindir ve B lenfositleri i¢in de epitopik bolgelere sahiptir.
HBsAg'nde S proteininden basgka degisik oranlarda M ve L yiizey proteinleri de
vardir. Kanda dolagan yiizey proteinleri iginde ve toplam olarak ii¢ protein i¢inde de

en baskin olan protein S proteinidir [91].

SHBs’yi olusturan aminoasitlerin belli bolgelerdeki dizilig farkliliklarina gore
[BsAg iizerinde en az 5 antijenik determinant (a, d/y ve w/r) bulundugu
saptanmugtir. Biitiin subtiplerde ortak olan gruba 6zgiil “a” determinant; 124-147.
aminoasitler arasindaki hidrofilik bolgedir. Konvelesan (iyilesme donemi) serumdaki
antikor baglayan aktivitenin %80’i bu bolgeye aittir ve bu bolgeye karst gelisen
antikorlar HBV’niin hepatositlere baglanmasina engel olmakta ve tiim subtiplere
karst etkin bir bagisikhk olugmaktadir. “3” determinanti gerek agt gerekse dogal
bagisiklik sonrasi gelisen anti HBs antikorlarinin biiyiik kismum baglamaktadir. Yine
“3” determinant: disiilfid képriileri ile oldukga iyi korunan bir determinanttir [92,93].

Ancak yapilan ¢alismalarda bir takim mutasyonlar da saptanmustir.

a-determanantma konformasyonel olarak bakilacak olursa iki lobdan olustugu

goriilmektedir [94].
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Sekil 2.11 a-determinantinin lob yapis: ve olusmas1 miimkiin mutasyon bdlgeleri.
Cizgi seklindeki hatlar muhtemel mutasyon alanlarini géstermekte olup yeni olugan aminoasitler de

parantez igerisinde verilmistir [94].

Pepsin ile preS1 ve preS2 gen firlinleri uzaklastirildiktan sonra sadece S proteinleri
bulunan HBsAg’ninden liretilen agilarla da HBV enfeksiyonuna karsi etkin bagisiklik

olusturulmustur [95].

Son yapilan ¢aligmalarda 9 adet HBsAg subtipi bulunmustur, bunlar: ayw;, ayws,
ayws, ayws, ayr, adw,, adws, adrq’ ve adrq” olup, ayrica x ve q gibi ek

determinantlarin varhig1 da gosterilmistir.

Uzak dogu’da az sayida olguda nadir kombinasyonlar bulunmustur ve bunlarin
spontan mutasyonlara bagl olabilecegi diistintilmiigtiir. Ancak aym partikiil {izerinde
birden fazla subtip bulunmasi iizerine, bunlardan mikst enfeksiyonlarin sorumlu

olabilecegi iizerinde durulmugstur.

HBsAg subtipleri cografi dagilim farkliligi gostermektedirler. Bu nedenle subtip
determinantlari bireyler arasinda viriisin yayilimim izlemede viral géstergeler olarak
kullanilabilinmektedir. Ayrica HBsAg subtipleri HBV’niin hem horizontal hem de

vertikal gecis yolunu izlemede yardimei olmaktadir [5].
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2.7.2 Kor Proteinleri: C geni ve pre-C ve C olmak tizere iki bolgeye sahiptir. Bu
bolgelerden antijenik Ozellikleri farkli 2 degisik protein (HBeAg ve HBcAg)
sentezlenmektedir. Pre-kor proteininin baglangic kodonundan baglanarak 212
aminoasitten olugmakta ve 25kd agirliginda bir polipeptid sentezlenmektedir. Bu
polipeptid N terminal ucundaki 29 aminoasitlik ek par¢a diginda HBcAg sekansi ile
tamamen benzemektedir. Bu ek parga pre-C polipeptidini endoplazmik retikuluma
yonlendirmektedir. Burada C terminalindeki 34 aminoasit yikilmakta, geri kalan
protein ya golgi cisimcifi ilizerinden HBeAg olarak salinmakta ya da nikleusa
yonlendirilmektedir [86]. HBeAg ile HBcAg ortak determinantlar i¢ermektedir.
Kanda dolagsan HBeAg spesifik olarak serum albumini, immiinglobiilin ve alfa
antitiripsine baglanma Ozelligine sahip oldugundan yapisindaki HBcAg ile ilgili
determinantlar maskelenmekte ve anti HBc ile reaksiyona girmemektedir. P23° (C
bolgesinin sentezledigi 183 aminoasitlik protein) kor partikiilinde toplandig1 zaman
HBeAg determinantlar1 maskelenmektedir. HBcAg viral DNA’ya sikica bagh bir
molekiil oldugundan, bu. molekiiliin anti HBc ile reaksiyona girebilmesi, kor
partikiillerinin pargalanmasi ve serbest polipeptid zincirlerinin agifa ¢ikmasi ile

miimkiin olmaktadir.

HBe proteini HBV igin yapisal bir protein degildir. Gerek insanlarda gerekse
hayvanlarda viral replikasyon igin HBe proteininin gerekli olmadig1 g6sterilmistir.
Ayrica HBe proteininin viriisiin hayat siklusundaki biyolojik rolii heniiz
bilinmemektedir [96,97].

Yiiksek diizeyde viremik HBsAg tasiyicilarinin serumlan iizerinde yiiriitiilen
calismalarda, bunlarin bol miktarda HBeAg igerdigi saptanmus, replikasyonda rol
oynayan preC/C geni tarafindan sentez edilmesi nedeniyle HBeAg’nin aktif HBV
replikasyonunu belirleyen uygun bir gosterge olabilecegi diistiniilmiistiir. Ancak
HBV-DNA testlerinin yaygin olarak kullanilmaya baglanmasi ve anti HBe ile birlikte
HBV-DNA pozitifligini de gosteren kronik hepatitli hastalarda bir HBV mutantinin
tanimlanmasindan sonra gerek HBeAg, gerekse AntiHBe’nin vireminin

saptanmasinda ¢ok giivenilir parametreler olmadig1 anlasilmigtir [98].

C geninin 2. bolgesi tarafindan sentezlenen polipeptidin ( P23%) 6n kismi 29
aminoasitlik ek sekanstan yoksun olup endoplazmik retikuluma giderek

islenmemektedir. Konak hiicre sitoplazmasinda kalmakta ve degisime ugrayarak
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HBcAg haline gelmektedir. HBcAg karboksiterminal ucundaki 34 aminoasitlik kisim
sayesinde viral DNA’ya sikica baglanmaktadir. Yiiksek derecede saflastiriimis
viriyon korlarinda ve HBV ile enfekte hasta hepatositlerinde gosterilebilen HBcAg
siklikla intrantikleer yerlesimlidir. Ancak aktif hastalik doneminde ve asir1 viral
replikasyon gosteren olgularda sitoplazmada da saptanabilmektedir. Hasta serumlar:
defalarca dondurulup, ¢6ziliir veya lipit eriticilerle isleme tutulursa viriyonlar
pargalanmakta ve HBcAg serbestlesmektedir. Dogal enfeksiyon sirasinda, timustan
bagimsiz antijen olan HBcAg’ne kars1 antikor gelismesi, bu antijenin kisa bir siirede
olsa serumda bulundugunu diistindiirmektedir [99]. Ancak kisa siirede anti HBc
olusmakta, antijenik kompleks olugsmakta ve antijen serumda tespit edilememektedir

[77,91].

HBeAg ve HBcAg oldukga immﬁnojendir. Hatta HBcAg’nin immiinojenitesi
HBsAg’nkinden daha fazladir. HBV ile enfekte hastalarin hemen hemen tamaminda
gerek HBeAg’'ne gerekse HBcAg'ne karsit hem hiicresel hem de humoral immiin
cevap gelismektedir. Her iki antijenin de T ve B lenfositleri taniyan epitoplari vardir
[40,76,86]. Bununla birlikte tizerinde pek ¢ok epitop bulunan HBV niikleokapsid

proteini, kronik hepatit B enfeksiyonunda konak immiin cevabinda major hedeftir.

HBcAg’ne 6zgiil T hiicreleri; H]ésAg’ne kars1 humoral cevab: baglatabilmekte veya
bu cevaba yardimci olabilmektedir. Boylece genetik kaynakli S epitop
cevapsizliinin iistesinden gelmeye yardim etmektedir. Bu nedenle S antijen agilarina
HBcAg eklemesinin insanlarda bu agilarin etkinligini artirabilecegi ve S antijenine
yamtsizligin s6z konusu oldugu durumda antikor yanit1 gelistirebilecegi tlizerinde

durulmaktadir. Ancak antiHBc antikorlar: enfeksiyona kars: koruyucu degildir [100].

2.7.3 P Proteini: Polimeraz proteini HBV’niin en biiylik proteinidir ve 834-845
proteinden olugmaktadir. Tiim genomun dortte {iglinii kodlayan gen tarafindan
kodlanilmaktadir. P proteininin immiinojen 6zelligi vardir. Bu proteinin agirligi 92

kd olup dort bolge igeren bir proteindir [77];

a) Aminoterminal bolge, negatif DNA zinciri sentezinde primer olarak goérev

almaktadir.

b) Spacer bolge, enzim aktivitesi ilizerine etkisi olmayan bélgedir.
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c) DNA polimeraz ve Revers transkriptaz aktivitesi olan bolgedir.
d) RNaz H bolgesi, RNA’nin pargalanmasinda gorev alan bolgedir.

2.7.4 X Proteini: HBV’niin en kii¢iik proteini olan HBx, 154 aminoasit tagimaktadir
ve 16kd agirhigindadir. Bu protein sadece Orthohepadnaviridae HB virlislerinde
bulunmaktadir. Diger tlirlerin HBV’lerinde bulunmamasi, bu proteininin genom
replikasyon ve viriyon olgunlagmasinda rol almadigim diigiindiirmektedir. Yani
mutlak gerekli bir protein degildir. Bununla birlikte transkripsiyonu aktive etme
ozelligi de vardir. HBx proteininin tiimor supressér gen iiriinii (p53)’niin islevini
bozarak hepotoselliller kansere neden oldugu disiiniilmektedir. Ayrica HBx
proteininin hepatoselliiller kanserin erken tanisinda marker olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir [33,77,101].
2.8 HEPATIT B VIRUSU MUTASYONLARI

Hepatiti B viriisii (HBV), diinyada 350 milyonu askin kisiyi enfekte etmesi, karaciger
sitozu ve karaciger kanserine yol agabilmesi nedeniyle ¢ok ciddi bir saglik
sorunudur. HBV’niin  hangi mekanizmayla karacigerde hasar yaptif
bilinmemektedir. Viriistin sitopatik olmadigi, enfekte hepatositlere karsi gelisen
immiin yanmtin karaciger hasarindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu durumda
konak¢inin immiin cevabimn etkinlifinin yamisira viriisiin antijenik yapisindaki,
antijen ekspresyonu ve replikasyon kapasitesindeki degisiklikler de karaciger
hasarinin farkli gériintimlerine neden olabilmektedir. Virtise ait bu faktérler dogal
olarak virlistin genomik yapisindaki degisikliklerle yakindan iligskilidir. Bu nedenle
HBV infeksiyonlarimn akut kendi kendini sinirlayan hepatitten, asemptomatik
tagiyiciliga, fulminan hepatite, kronik hepatit ve karaciger kanserine kadar degisen
farkli klinik goriiniimlerinden Viriisiih genomik degisikliklerinin sorumlu olup
olmadig: hep merak edilmistir. Molekiiler biyolojik yontemlerin gelismesi viriistin

genomundaki degisikliklerin daha kolay ve daha genis incelenmesini saglamstir.

HBV genomik yapisi ¢ok &zel olup genetik elemanlar arasinda biiyiik oranda overlap
(tist tiste binmeler) vardir. Ancak okuma alanlari birbirinden farkli oldugu i¢in farkl
aminoasit dizilerinin sentezini saglarlar. Viriise ait genetik diizenleyiciler de
bahsedilen genetik elemanlarn {izerinde bulunmaktadir. Bu nedenlerle bir genetik

clemanda meydana gelen mutasyon birden fazla bolgede degisiklige neden
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olmaktadirlar. Bir okuma alam i¢in avantaj teskil edebilen bir mutasyon digeri icin
fatal olabilmektedir. Bu 6zellik nedeniyle aslinda diger RNA viriisleri gibi yiiksek
oranda mutasyon siklifina sahip olan HBV, dogal olarak ¢ok az mutasyon
gelistirmektedir.

Mutasyonlarin dogal olarak bulunmalar1 meydana gelme hizlarina ve viriise sagladip
avantaja baghdir. HBV reverz transkriptaz1i da diger viriislerde oldugu gibi proof
reading (yanlislar: diizeltme) fonksiyonuna sahip degildir. Yani replikasyon sirasinda
yanlis giren niikleotidlerin diizeltilmesi miimkiin olmamaktadir. Bunun i¢in yiiksek
oranda mutasyon gelisme ihtimali vardir. Ancak yukarida s6z edilen nedenden dolay:
ancak yilda baz bagma 2 x 10 degisiklik s6z konusu olmaktadir. Bu oran
retroviruslardan 10-100 misli daha azdir [102].

2.8.1. Precore-core blgesi mutasyonlari:

HBV'niin ilk tespit edilen ve tizerinde en ¢ok durulan mutasyonlart bu bélgede

yerlesen mutasyonlardir.

Kronik B hepatitinin aktif donemlerinde viriis replikasyonunun devam ettigi
bilinmektedir. Serumda HBV-DNA'sinin tesbiti ve HBeAg varligit HBV'niin replike
oldugunu gosteren parametrelerdir. Bu nedenle kronik aktif karaciger hastaliga olan
HBV enfeksiyonlarinda HBV-DNA ve HBeAg pozitif olarak saptanmaktadir. Bazi
karaciger hastalarinda, karacigerde aktif nekroinflamatuar siireg ve serumda HBV-
DNA pozitifligine ragmen HBeAg'nin negatif oldugu saptanmistir. Bu hastalarin
serumlarindan izole edilen HBV-DNA'sinin incelenmesinde HBeAg'inin kodlandig:
precore bolgesinde 28inci kodonda TGG kodonunun TAG doniigiimii gosterdigi yani

triptofan kodonu yerine stop kodon meydana geldigi tespit edilmistir.

Core geninin bir stop kodonu oldugu halde iki baglatma kodonu vardir. Translasyon
ikinci baglatma kodonundan basladiginda ortaya ¢ikan polipeptid, core proteini
denilen ve niikleokapsidi olusturan proteindir. Eger translasyon birinci baslama
kodonundan baglarsa meydana gelen polipeptid hiicre iginde baz: siireglerden gegip
karboksil ve amino bolgelerinden kirilmalar gostererek sonugta HBeAg'ni
olusturmaktadir. Yukarida bahsedilen precore bolgesindeki 28inci kodon ikinci

baglama kodonundan iki onceki kodon oldugu i¢in HBeAg translasyonu
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durduruldugu halde virlistin en &nemli yapisal proteinlerinden olan core proteini

(HBcAg) sentezi eksiksiz gergeklesmektedir.

HBeAg sentezi olmadig1 halde virlis canlilifini, patojenitesini ve biiyiik ihtimalle
enfektivitesini kaybetmemektedir. Bu durumda HBeAg'nin viriis igin fonksiyonunun
ne oldugu sorgulanmakta, ancak kesin bir cevap verilememektedir. Biiyiik ihtimalle
virlise karst olusan immiin toleransta, dolayisiyla enfeksiyonun devamliliginda
HBeAg'nin rolii oldugu diisiiniilmektedir. HBeAghnin bebeklikte transplasental
gegisten dolayr immiin tolerans yapacag: diisiiniilmiis, eriskinlerde Th hiicrelerinde
apoptozisi indiikledigi gosterilmigtir. Enfeksiyonun erken evrelerinde gerekli oldugu

halde ileri evrelerde 6nemini kaybettigi diistiniilmektedir [102].

Precore stop kodon mutasyonu ilk 6nce agir karaciger hastaligi olanlarda ve fulminan
hepatitli hastalarda tespit edildigi igin aragtiricilar fulminan B hepatitinin etken ve
etiolojisini bulduklarim1 diigtinmiiglerdir [103]. HBeAg immiin tolerojen olarak
diistiniildtgi i¢in, bu proteinin kaybinin agresif bir immiin saldirtya ve dolayisiyla
fulminan veya agir seyirli bir karaciger hastaligina neden oldugu iddia edilmistir.
Ancak hemen arkasindan yapilan genis arastirmalar stop kodon mutantinin
asemptomatik tasiyicilarda da tespit edildigini gostermistir [104]. Amerika Birlesik
Devletleri'nden yapilan yaymnlarda fulminan B hepatitli hastalarda precore stop
kodon mutantlarinin seyrek olarak bulundugu bildirilmistir [105,106]. Bu durumda
hastalifin klinik goriiniimii ile precore mutantinin iliskili oldugu goriisii tehlikeye
girmigtir. Cesitli aragtirmalar bu mutasyonun hastalifin immiin temizlenme
doénemlerinde se¢ildigini ve muhtemelen bu nedenle aktif hastalif1 olanlarda daha
fazla tesbit edildigini gostermistir [107]. "Precore stop kodon mutasyonu agir klinik
tablonun sebebi degil sonucudur." goriisii agirlik kazanmugtir. Hatta mutantlarla
enfekte hastalarda akut alevlenmeler gelistiginde, yiikselen HBV-DNA titresinden
¢ogunlukla wild tip sorumlu tutulmustur [108]. HBeAg hepatositlerin yiizeyinde
sitotoksik T hiicrelerinin cevap gelistirdigi en nemli antijenik yapilardandir. Bu
antijenin olmamas: virlisin immiin sistemden kagmasina ve enfeksiyonun
devamlilifina neden olmaktadir. Wild tip viriise kars1 gelisen immiin saldiri, wild
tipin temizlenip HBeAg (-) susun (precore stop kodon mutantinin) segilmesini
saglamaktadir. Bunun i¢in aktif inflamasyon ve nekrozun oldugu dénemlerde mutant

virlisler artmaktadir. Fulminan hepatitlerde de biiyiik oranda mutantlarin saptanmasi
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da ¢ok siiratle wild tipin temizlenmesi ile izah edilmistir [109]. Bunlara ragmen,
bugiin i¢in heniliz hastaligin klinigi ile HBeAg (-) mutantlarin iligkisi tam olarak
anlagilamamigtir. Muhtemelen HBeAg'inin immiin hedef antijen olma 6zelligi ile
immiin tolerojen olma oOzelligi arasindaki denge hastalifin aktivitesini
belirlemektedir. Hastalifin erken evrelerinde tamamen HBeAg (+) suslarn
varliginda immiin toleranstan dolay:1 genellikle hastalik aktivitesi az ve transaminaz
diizeyleri duiglik olmaktadir. Halbuki wild tipin temizlendigi ve HBeAg (-)
mutantlarin hakim oldugu dénemde HBeAg (+) viriislerdeki replikasyon artislari
dénemlerinde, zeminde immiin tolerojen bu maddenin bulunmamasi, fakat
HBeAg'inin hepatositlerin yiizeyinde eksprese olmasi yeni bir immiin saldiriya,
dolayist ile alevlenmelere neden olmaktadir. Bu saldirinin arkasindan HBeAg (-)
viriisler var olmaya devam etmektedirler. Tamamiyla HBeAg (-) viriislerin tiim
populasyona hakim oldugunda gene hastalik genellikle inaktif veya hafif transaminaz
yiiksekligi ile seyretmeye devam etmektedir [110].

Mutantlarin hastaligin tedavi cevabiyla iligkisi de gesitli arastirmalara konu olmustur.
[k arastirmalar mutantlarin interferona cevabinin daha kétii oldugunu telkin etmistir
[111]. Ancak sonraki arastirmalarin vardig: ortak sonug, tedavi sonu cevap agisindan
mutantlarla wild tip enfeksiyonlar: arasinda fark olmadif1 yontindedir. Fakat mutant
virlis enfekstyonlarinda niiks orani1 ¢ok daha yiiksek bulunmaktadir. Bunlara kargin
hem tilkemizde, hem Uzak Dogu'da mutant virlis enfeksiyonlarinda kalici cevap
oraninin yiiksek olduguna dair yayinlar vardir. Bu yayinlarda mutant viriisle olan
enfeksiyonlarda tedavi sonu cevabin wild tiple olan enfeksiyonlardan ¢ok daha iyi
oldugu vurgulanmaktadir [112]. Niiks oram yiiksek bile olsa kalici cevap daha iyi
olmaktadir. Biitlin bu veriler bir araya toplandiginda muhtemelen viriisiin stop kodon
mutasyonuna sahip olup olmamasindan ¢ok araya giren diger faktorler (confounding
factors) hastalifin klinigi ve tedavi cevabi iizerinde etkili gibi goériinmektedir.
Ornegin stop kodon mutantlar hastaligin seyri esnasinda secilmeleri nedeniyle daha
ileri yaglarda ve daha uzun slirmiis enfeksiyonlarda tespit edilmektedir. Bunlar
hastaligin prognozu ve tedavi cevabi agisindan olumsuz faktorlerdir. Bunun yaninda
HBeAg (-) hastalarin HBV-DNA titresinin diigiik olmas: ise tedavi cevabi agisindan
olumlu prediktif bir faktordiir. Biitlin bu faktorler muhtemelen mutant viriis
enfeksiyonlari ile klinik ve tedavi cevabi arasindaki iligkilerde rol oynayan, belki de

belirleyici olan degiskenlerdir.
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Precore stop kodon mutantlanyla enfekte sirozlu hastalarda karaciger
transplantasyonu sonras1 B hepatiti rekiirrensi ve buna bagh graft kayb1 wild tiple
enfekte olanlara gore daha fazla goriilmektedir [112,113]. Transplante karacigerde
gortilen komplikasyonlardan biri olan fibrosing cholestatic hepatitis gelisimi, hatta
bu histolojik bulgunun renal transplant alicilarinda goriilmesi ile precore mutantlar

arasinda iligkiler rapor edilmistir [114].

Kronik B hepatiti seyri esnasinda goriillen ekstrahepatik belirtiler, 6rnegin
cryoglobulinemia gibi, ile precore mutantlar1 arasinda iligki oldugu da bildirilmistir

[115].

[lk tespit edildikleri zamandan itibaren, precore stop kodon mutasyonlarmin Akdeniz
cevresi tilkelerde ve Uzak Dogu'da daha fazla rastlandiklar dikkati ¢gekmistir. Bunun
nedeni HBV'nun genotiplerinin farkli cografi dagilimidir. Precore stop kodon
mutasyonu ancak viris genomunun 1858inci niikleotidinde thymine bulunan
genotiplerde (genotip C ve D) meydana gelebilmektedir. Halbuki ayni numarali
niikleotidde cytosine bulunduran genotip A'da C1858T mutasyonu olmadikga hicbir
zaman stop kodon mutasyonu meydana gelmemektedir [11,116]. Bunun nedeni
precore bdlgesinde yerlesen ve regiilator bir bolge olan epsilon encapsidation sinyal
dizisinin ikincil yapisidir. Epsilon encapsidation sinyal dizisinin ikincil yapist gesitli
baz eslesmeleri ile stabil hale gelmektedir. Bu ikincil yapida 1858 ve 1896 numaral:
niikleotidler karsilikli gelmektedirler. Genotip A'da eger stop kodon mutasyonu
meydana gelirse C1858 ile G1896 arasindaki mevcut baz eslesmesinin kirilmas:
gere'kmektedir.. Bu da ikincil yapinin stabilitesini bozar ve viriis i¢in avantaj kaybina
neden olur. Halbuki 1858'de T bulunduran genotip C ve D’de G1896A mutasyonu
iki niikleotid arasindaki baz eslesmesini saglayip yapiyn daha stabil hale
getirmektedir [114]. Belki de viriisiin replikasyon kabiliyeti artmaktadir. Bu
molekliler yapisal 6zellik diinyanin bazi bélgelerinde stop kodon mutantlarinin daha
stk goriilmesini agiklamaktadir. Ulkemizde kronik B hepatitli replikatif hastalarn
%60-70'inde HBeAg negatiftir, yani biiylik oranda mutant viriis enfeksiyonu vardur.
Isveg'ten yapilan bir yayinda HBeAg (-) oldugu halde stop kodon mutasyonu
bulundurmayan viriislerle olan enfeksiyonlarmn, stop kodon mutasyonu

bulunduranlardan daba agir seyrettigi iddia edilmistir [115]. Belki de antiHBe (+)
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enfeksiyonlarin daha agir seyrettigine dair Bat1 iilkelerinden yapilan ilk yayinlarda
bu gergegin de katkis1 olmus olabilir.

Son yillarda kronik B hepatiti tedavisine niikleozid analoglarmn, o&zellikle
lamivudin'in girmesiyle mutant viriislerin lamivudin tedavisine cevaplarinin farkli
olup olmadig1 incelenmistir [116]. Tassopoulos'un ¢alismasmda lamivudin ile tedavi
edilen 60 HBeAg (-) hastanin %63'iinde 24 haftada tam cevap elde edilmistir. Bir
yilda hastalarin %60'!nda Knodell skoruna gére en az 2 puan histolojik iyilesme
saglanmistir. Bu ¢aligmada, mukayese edilen HBeAg (+) grup olmamasina ragmen,
elde edilen sonuglar diger caligmalardaki sonuglara benzer goriinmektedir. Yani,

HBeAg (-) hastalarin lamivudine cevabi HBeAg (+)'lerle aymidir.

Sonug¢ olarak HBeAg (-) precore mutantlarimin klinik agidan asemptomatik
tagtyiciliktan fulminan hepatite kadar farkl: klinik tablolarda enfeksiyonlarla birlikte
oldugu goriilmektedir. Siroza ilerleme ve kanser gelisimi agisindan da HBeAg (-) ve
HBeAg (+) enfeksiyonlar arasinda fark goériinmemektedir. HBeAg (-) hastalarm
interferon tedavisi sonras1 daha yiiksek oranda niiks olduklar anlasilmaktadir. Kisa
siireli takiplere gore lamivudin tedavisine cevap agisindan da HBeAg (-) ve HBeAg

(+) hastalar arasinda fark yoktur.
2.8.2 Precore bolgesindeki diger mutasyonlar:

Precore bolgesinde 1896nc1 niikleotiddeki G®A degisimi disinda da bazi
mutasyonlar rapor edilmistir. Bunlardan en sik rastlanani 1899uncu niikleotiddeki
G®A degisimidir. Bu mutasyon siklikla 1896 mutasyonu ile birlikte goriinmektedir.
Iki mutasyonun bir arada bulunmasmn hastaligin klinigini agirlagtirdigs iddia
edilmigse de bu veri bagka arastirmalarla desteklenmemistir [117]. Precore
bolgesinde baglama kodonunda veya diger kodonlarda gesitli ender mutasyonlar

gOriilmiis olmasina kargin bunlarin bilinen bir klinik 6nemi yoktur [118].

2.8.3 Core bolgesi mutasyonlar::

Core geni, 183 kodondan miitesekkil olup HBcAg'nin sentezinden sorumlu bslgedir.
Immiin sistem igin en onemli hedef antijenlerden biridir. Bu nedenle hastaligin
aktivitesi ve tedavi cevabinda bu antijene ait degisikliklerin 6nemli olabilecegi

belirtilmistir. Nitekim yapilan bazi ¢aligmalarda core geninde mutasyon sayisi fazla
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olanlarda tedavi cevabi daha kotii bulunmugtur [119]. Sonraki daha genis kapsaml:
¢alismalar bu mutasyonlarin hastalifin prognozu veya tedavi cevabiyla iliskisinin
olmadigim ortaya koymustur [120]. Core geni mutasyonlar1 HBeAg
serokonversiyonu déneminde ve sonrasinda daha fazla tesbit edilmektedir [121, 122].
Muhtemelen immiin klerens esnasinda segilmektedirler. Core geni mutasyonlarinin
agir veya fulminan seyirli karaciger hastaliklari ile korale olmasi da muhtemelen
immiin secilme ile iliskilidir. Nitekim immiin tolerans fazinda kalan hastalarda
enfeksiyon siiresi uzun olsa da core geni mutantlarinin hemen hemen saptanmadigi
goriilmektedir. Bu mutasyonlarin CD4 (+) ve sitotoksik T hiicrelerinin tanidig:
epitoplarda yerlesmeleri de bu hipotezi desteklemektedir. Dogrudan dizi analizi
yerine, klonlama yo6ntemi ile yapilan ¢aligmalar hastalifin seyrinin erken
donemlerinde az oranda bulunan mutantlarin ileri dénemlerde, o6zellikle akut

alevlenmeleri takiben oransal olarak arttigini1 gostermektedir [123].

Core geninde delesyona sahip olan viriisler defektif viriisler olup mutlaka wild tipin
varh@mna ve yardimma ihtiyag goOstermektedirler. Genellikle HBeAg/AntiHBe
serokonversiyonundan sonra ortamdan uzaklastirildiklar1 goriilmiistiir. Delesyona..

sahip mutantlarin tedavi cevabiyla da iligkisi bulunmamustir [124].

Nadir goriilen atipik serolojilerden olan anti-HBc negatif kronik B hepatitlerinden
core genindekj mutasyonlarin sorumlu olup olamayacagi arastirilmig ancak bu tiir
hastalarda core proteininin immiin epitoplarinda 6nemli degisikliklere neden olacak

mutasyonlara rastlanmamigtir [125].

Sonug olarak core geninde belirgin ve hep ayni dzellikte tanimlanmig bir mutasyon
yoktur. Daha ¢ok hastaligin seyri ilerledik¢e ve alevlenmeler gelistikge sayica artan
mutasyonlardan bahsedilmektedir. Mutasyonlarin B hiicresi, CD4 (+) T hiicreleri ve
sitotoksik T hiicrelerinin tamdig1 epitoplarda yogunlagmalart bu mutasyonlarin
immiin sistemin tammmasindan kagmay: sagladifi (escape mutants) ve bu nedenle
immiin ataklar sonrasinda segildiklerini diistindlirmektedir. Mutasyonlarin hastaligin
klinigi veya tedavi cevabi ile dogrudan bir iligkisi yoktur. Belli bir mutasyonun
olmamasi ve hastalifin seyriyle iligkileri olmamasi nedeniyle core geni

mutasyonlarinin saptanmasinin pratik bir nemi yoktur [102].
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2.8.4 Yiizey geni mutasyonlar::

Zarf proteinleri humoral ve hiicresel immiin cevap igin hedef tegkil eden antijenler
icerirler. Anti-HBs cevabi notralizan bir aktiviteye sahiptir. Bu nedenle zarf
proteinleri HBV profilaksisinde kullanilmaktadirlar.

Bazi zarf mutantlar1 yiizyillar boyunca HLA baskisiyla segilerek HBV'niin farkli
fenotiplerini meydana getirmektedirler. 122 ve 160. aminoasitlerde lizin veya arjinin

bulunmasina gére d/y veya w/r subtipleri ayirt edilmektedir.

Son yillarda bunlarin diginda da ylizey (zarf) proteinlerinde mutasyonlar
tammlanmaktadir. Ozellikle asilanmis ¢ocuklarda HBsAg pozitifliginin saptanmasi
iizerine yapilan arastirmalarda HBsAg a determinantinda 6ncelikle 145. aminoasitte
glisin®arjinin yer degistirmesi saptanmistir. Yani asinmn gelistirdigi anti-HBs
antikorunun tamimasindan kagan bir mutasyon s6z konusudur [102]. Yiizey geni

mutasyonlarmin klinik agidan 6nemleri sunlar olabilir.

1. Asilanmis kisilerde HBV enfcksiyonu meydana gelebilmesi: Ik olarak
Italya'da HBV profilaksisi yapilmis 44 bebekte HBV enfeksiyonu goriilmesi

ve bunlardan birinin kliniginin agir seyretmesi lizerine yapilan arastirmada bu
bebekte HBsAg a determinantinda 145. aminoasitte glisin®arjinin degisimi
goriilmiigtir. Bu mutantin anti-HBs ile de baglanmadig: anlasilmistir [126].
Bu ve benzeri veriler toplandikga ve 6zellikle mutant viriislerin enfeksiy6z ve
patojenik oldugu anlagildikga yakin gelecekte yaygin HBV asilamasindan
sonra mutant viriislerin sorun tegkil etmesinden korkulmustur. Bu nedenle
agilara preS1, preS2 antijenlerinin de ilave edilmesi gerektigini savunanlar
olmustur. Yada mutant antijenlerin gelecekteki asilara eklenmesi
tartisilmigtir. Ancak glinlimiizde ¢ok genis asilamalara ragmen toplumsal
sorun teskil edecek mutant viriis enfeksiyonlariyla kargilagiimamistir. Yalmz
HBsAg bulunduran agsilarla, preS1 ve/veya preS2 bulunduran agilarin

koruyuculuklari arasinda da fark saptanmamaktadir [102,127].

2. HB immiin globiilini ile korunan karacifer transplant alicilarinda HBV

enfeksiyonu reaktivasyonu: Karaciger transplantasyonu sonrasi1 HBIG

almasina ragmen HBV rekiirrensi goriilenlerde, ayni immiinosupresif rejimi

alan fakat HBIG almayan HBV ile enfekte renal transplant alicilarina gére

40



¢ok daha fazla HBsAg a determinanti mutasyonu goriilmektedir. Muhtemelen
koruyucu antikorlarin tamaminin baglanabildigi bolge olan a determinanti
iizerinde immiin bir baski ve bu baskidan kacis s6z konusudur. HBIG
profilaksisinde B hepatiti rekiirrensi gériilenlerde meydana gelen mutantlarin
HBIG ile zayif bir baglanma gosterdigi de saptanmigtir. Mutant suslarla olan

enfeksiyonlarda graft yasam siiresinin azaldig da goriilmustiir [128].

. HBsAg tavini icin kullanilan ELISA Xkitlerinin taniyamayacagl antijenik

vapilarin tesekkiilii ve atipik serolojik profiller: Higbir serolojik géstergesi
pozitif olmayan kronik HBV enfeksiyonlu bir hastada yapilan HBV dizi

analizi ¢alismasinda 22 farkli niikleotid degisikligi gortilmiistiir. Bunlarin bir
kismi S geninde toplanmugtir. Okaryotik hiicrelerde bu viriise ait preS ve S
genlerinin ekspresyonunda normal antijeniteye sahip ve anti-preS ve anti-
HBs ile taninabilen proteinlerin sentezlendigi tespit edilmistir. Yani, atipik
serolojiden S geni mutasyonlar1 sorumlu bulunmamigtir. Buna karsin HBsAg
(-) HBV enfeksiyonlu bir hastada 5 g¢esit ELISA kitinden yalmzca birinde
HBsAg saptanabilmistir. Bu hastada kodon 129’da Q (Gln) ® R (Arg) ve
kodon 133°te M (Met) ® T (Thr) degisiklikleri saptanmistir. Yiizey geni
mutantlarinin  atipik serolojiden sorumlu olabilecegini, ancak her atipik
serolojiden mutantlarin  sorumlu  olmadifini  sdylemek miimkiindiir.
Muhtemelen viriis replikasyonundaki, konak¢inin spesifik immiin yanitindaki
degisiklikler de atipik serolojiye neden olabilmektedir. Bugiin igin yiizey
genindeki mutasyonlarin ELISA Kkitleriyle taminma sorununun ne O&lgiide
pratik bir sorun yaratacag: bilinmemektedir. Tek tek vaka raporlarina bakarak
HBsAg disindaki serolojik gostergelerin de kan dondrlerinde bakilmasini
gerektirecek bir durum yoktur [129].

. Hastaligi kliniginde farkliliklar, 6megin fulminan seyir gibi: Pollicino ve
arkadaglari her ikisi de fulminan B hepatiti gelisen anne ve ogul iki hastada

izole ettikleri HBV-DNA’nin tam genomik olarak dizi analizini yapmuislardir.
Genomik yap1 itibariyle ayni yapida olan bu izolatlarda precore sekansinin
wild tip olmasina karsilik, preS2 baglama kodonundaki iki niikleotid
insertiyon'u goriilmiistiir. PreS2 sentezinin olmadifi bu viral suslarin

fulminan seyirden sorumlu olabilecegi diisiintilmiistiir. Aymi arastiricilar daha
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sonra farkli klinik goriiniimlerdeki hastalarda HBV genomunun analizini
yapmiglar ve 5 fulminan hepatitli hastanin {igiinde aym mutasyonlar
saptamuglardir. Her hastada hastaligin baslangicinda wild tip precore dizi
hakimiyeti varken daha sonra precore mutantlarda artis gériilmiistiir. Bu
durumda precore mutantlarin fulminan seyrin sebebi degil sonucu oldugu
goriisi  desteklenirken, preS2 ekspresyonunun olmamasina neden olan
mutasyonlarin fulminan seyirden sorumlu olabilecegi kanaatine variimugtir.
Bagka aragtiricilar neonatal fulminan hepatitli bir bebek ve annesinde benzeri

preS2 baslama kodonu mutant: (precore’a ilaveten) saptamiglardir [130,131].

Sonug olarak yiizey geni mutantlarinin aginin ve HBIG'in korumasindan kagabilen,
HBsAg negatif HBV enfeksiyonlarina yol agabilen, fulminan seyirle iligkisi olabilen
virlisler meydana getirebildigi gosterilmis olmasina ragmen halen giinliik pratikte
6nemleri oldugu kuskuludur [102].

2.8.5 Polimeraz geni mutasyonlar::

Polimeraz geni HBV'niin en biiylikk geni olup diger 3 genle de overlap'lar
yapmaktadir. Bu nedenle gen tizerindeki degisiklik hemen hemen daima diger
genlerde de degisiklige neden olmaktadir. Bunun i¢in dogal olarak polimeraz
mutasyonlarina ¢ok az rastlanir. Gegmis yillarda polimeraz geninde baz1 delesyonlar
tanimlanmigsa da dnemleri anlagilmamistir. Bugiin igin polimeraz geni mutasyonlar
dendiginde akla niikleozid analoglarina karsi direng saglayan mutasyonlar

gelmektedir.

Polimeraz geni iginde A'dan E'ye 5 bolge ayirt edilmektedir. Bunlar diger RNA'ya
bagimli polimerazlarda da mevcuttur. Her bir bélge niikleotidlerin veya sablon
RNA'nin baglandig: alanlar veya katalitik alanlar olabilir. Nikleozid analoglarinin
viral enfeksiyonlarda yaygin kullanilmasiyla bu alanlardaki mutasyonlar daha fazla
dikkati ¢ekmektedir [132]. Bu mutasyonlarin fonksiyonel 6nemi g¢ogunlukla
bilinmemektedir ve in vitro ¢aligmalarla ilag direncinin g¢aligilmas1 gerekmektedir.
Enzimin katalitik bolgesinde yer alan C bélgesinde yer alan YMDD motifindeki
mutasyonlarin lamivudine direnciyle iligkili oldugu anlagilmistir. Tirozin, metionin,
aspartat, aspartat dizisinden meydana gelen bu motifte ikinci aminoasit olan

metioninin izoldsin veya valine donlismesi lamivudine'e karsi direng olusumuna
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neden olur. Bu mutasyonlar grupl (M550V + L526M), grup 2 (M5501) ve grup 3
(M550I + L526M) olarak incelenmektedir [133]. Bunlardan en sik rastlanani (%80)
grup 1 mutasyonlar olup L526M mutasyonunun famciclovir'e direng tesekkiilinden
sorumlu olmast dolayisiyla famciclovire ¢apraz dirence neden olur. YMDD
mutasyonlarinin tedavinin birinci yilinda %14-32, ikinci yilinda %40 oraminda
goriildigi bilinmektedir. Tedavi stiresi ilerledik¢e direngli mutantlarin gériilme oram
da artmaktadir. Bu mutantlarin lamivudine 200-10000 kat daha direngli oldugu in
vitro ¢aligmalarda gosterilmistir. Ayrica lamivudine direngli mutantlarin replikasyon
kapasitesi de wild tipe nazaran yaklagik 200 misli daha azdir. Mutant viriislerin
patojenitesinin wild tipten az olup olmadig1 veya bu viriislerin interferon tedavisine

cevaplart konusunda heniiz bilgi yoktur [134].
2.8.6 X geni mutantlar::

HBYV X proteininin fonksiyonunun ne oldugu tam olarak bilinmemektedir. Diger bir
hepadnaviriis olan &rdek hepatit virtis’te X geni bulunmamaktadir. Bugiin i¢in en
yaygmn inams X proteininin virlise ve konakeiya ait diger genlerin transkripsiyonunu
etkileyebildigi yoniindedir. DNA'ya baglanma &zelligi olmadig: i¢in de bu etkisini
muhtemelen diger proteinlerle etkileserek veya bazi sinyal iletim sistemleri ile
etkileserek yapmaktadir. HBV serolojik gostergeleri negatif olan bazi diyaliz
hastalarin serumlarinda HBV DNA polimerazin bulunmasi sonucunda yapilan
aragtirmalarda X geninde delesyonlarla giden bazi mutasyonlara rastlanmgtir. X
proteinin viral replikasyonda rolii olabilecegini gosteren deliller vardir. Bu nedenle
bu gendeki mutasyonlarin virlistin replikasyonunda ve diger bazi genlerin
ekspresyonunda degisiklikler yapmasi ve atipik serolojilere neden olmasi
beklenebilir. Mesela HBsAg (-) bazi1 HBV enfeksiyonlarinda X geni delesyonlarinin
bulunmasi atipik serolojilerle X geni mutasyonlar arasinda iligki kurulmasina neden
olmugtur [135]. Ayrica X geninin polimeraz ve precore genleri ile overlap yapmasi,
HBV enhancer II'nin ve precore ve core promotorlarimin X geni igerisinde yer
almalart X geni bolgesindeki mutasyonlarin ¢ok yonlii etkileri olabilecegini
distindtirmektedir. Omegin core promoter bolgesi mutasyonlart genis olarak ele
alinmis mutasyonlardandir. HBeAg (-) biitlin hastalarda precore stop kodon
mutasyonunun olmamasi lizerine yapilan agiklamalardan biri de bu hastalarda

HBeAg ekspresyonunun azalmasina yol agan core promoter mutasyonlaridir. Core
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promoter bolgesindeki AT tekrarlamalarinca zengin bolgede yer alan iki mutasyon
tizerinde durulmustur (A1762T ve G1764A). Bu mutasyona sahip viriislerde HBeAg
ekspresyonu azalirken HBcAg ekspresyonunda artma oldugu bildirilmistir. Bu iki
mutasyonun fulminan hepatitle iligkili oldugu iddia edilmigse de sonraki ¢alismalar
bu iddiay1 dogrulamamistir. Bu iki mutasyonun interferon tedavisine cevapla da bir

iligkisi bulunmamaigtir [136,137].

X geni lriiniinin hepatokarsinogeneziste rolii oldugu kabul edilmektedir. Baza
karaciger kanseri hiicrelerinde X geni delesyonlu HBV mutantlar: tespit edilmigtir.
Bunlar genellikle 128-132 kodonlar civarinda g¢ergeve kaymasina neden olan ve 20
aminoasit kisa X proteinlerinin meydana gelmesine sebep olan mutasyonlardir. HBx
proteinin apoptozisi p53’ten bagimsiz bir yolla indiikledigi ve hiicrelerin klonal agir
cogalmasimi azalttif1 gosterilmistir [138,139]. Ayrica HBe ekspresyonunun hiicre
siklusunun ge¢ G1 fazim bloke edip apoptozise gidis 6ncesinde de hiicre boliinmesini
durdurdugu gosterilmistir. HBV X geni mutantlarinin HBx'in apoptozisi indiikleyici
ve G1 durdurumunun yapic: tesirini ortadan kaldirdigi, bu sekilde hepatoselliiler

kanser gelismesinin kolaylastig1 iddia edilmektedir.

HBX mutasyonlarinin hepatoselliiler kanserle iliskisine dair bircok hipotezler ortaya
atilmigtir. Bunlardan biri de HBx proteininin hiicrenin hasarli DNA'sina baglanma
Ozelliginde oldugu, boylece DNA tamirini engelledigi seklindedir. Aymi ¢alismada
hasarli DNA’ya baglanan HBx’in bu DNA’y1 ultraviyole 1s13min kirilma yapici
tesirine hassas hale getirdigi de iddia edilmistir [140].

2.9 HBYV Genotipleri ve Subtipleri

Genel olarak Hepatit B viriisii hepatit B yiizey antijeninin antijenik determinantlarina
dayal1 olarak dort subtip igerisinde sinmiflandiriimaktadir [7]. Bu subtipler de kendi
icerisinde 9 serotipe (aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+ ve adrq-)
ayrilmaktadir [8]. Ortak determinant “a” ya karsi olusturulan antibady biitiin
serotiplere karsi koruma saglamaktadir. Su ana kadar HBV serotiplerinin klinik

Onemi ile ilgili ¢ok az litaretlir bilgisi bulunmaktadir [141].

Molekiiler biyolojik diizeyde yapilan ¢aligmalar sonucunda HBV genomlari arasinda
farkliliklar oldugu saplanmis ve birbirlerine benzerlik oram %92 ve daha fazla olan

HBYV suslar1 aym grupta toplanarak 7 farkli genotip (A,B,C,D,E,F,G) belirlenmistir.
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Bu genotipler ile HBsAg subtipleri arasindaki iligkilerin saptanmasi amagi ile genom
dizinleri ile S geni karsilagtirilmig ve genotip / subtip dagilim yapilmistir [5].

Genotip dagilimlart HBV genomunun tamaminda bulunmasma karsin en yiiksek
varyant gosteren kismmn S gen bolgesinde oldugundan dolayr genotip c¢aligmalar
genellikle genomun bu bolgesi lizerinde gergeklestirilmekte ve kesin sonug

almmaktadir [35].

1988°de Okamoto ve arkadasglar1 HBV izolatlarini, niikleotid zincirlerinin %8’den
fazla farklilik gostermesi esasina gore 4 farkli genotipe aywrmiglardir (A-D). Daha

sonra Norder ve arkadaslar1 genotip E ve F’yi tanimlamiglardir [142,143].

Fransa’da yapilan bir ¢alismada, Fransa ve ABD’den toplanan 121 HBV ile enfekte
hasta serumu incelenmis ve bu hastalarda gesitli HBV genotipleri tespit edilmistir.
Ancak 13 (%11) hastanin genotipi tayin edilememistir (2’si Fransa’da 11°i
ABD’den). Daha sonra bu hastalarin genotipleri genotip G olarak isimlendirilmis ve
genotip G’nin serolojik grubu adw2 olarak bulunmustur [144].

HBV genotipleri karakteristik bir cografi yayilama sahiptir. HBV genotiplerinin
dagiliminin cografi bolgelere gére farkhlik gostermesi esasina dayanarak HBV ile
enfekte hastalarin atalarimin gogleri konusunda bilgi edinilebilmektedir. Soyle ki:
Genotip A’nin Amerika’da Afrika ve Asya koékenli gruplarda bulundugu varsayilir.
ispanya’da genotip A genotip D kadar yaygindir ve ispanya’dan Orta Amerikaya gé¢
olmadan genotip A’nin Ispanya’da su andakinden daha baskin olabilecegi tahmin
edilmektedir. Ayrica subtip dagilimindan genotip D’nin Akdeniz Bolgesin’den
Batiya dogru bir hareketi oldugu goriilmektedir [145].

Genotip C Kuzey Dogu Asya’daki ttim hastalarda C1 kalibi, Gliney Asyal1 hastalarin
hepsinde C2 kalib1 tagimaktadir. D genotipi Hindistan, Afrika, Kuzey Avrupa ve
Isve¢’te D1 seklindedir. Orta Dogu’da ise D genotipi D2 kalib1 tagimaktadir. Bu
bilgiye dayanarak Isvegli intravendz ilag bagimlist HBV tagiyan hastalarin orjininin
Hindistan, Afrika ve Kuzey Avrupa oldugu fakat Orta Dogu olmadig1 sdylenebilir
[146].
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Tablo 2.1. HBV Genotipleri ve Subtiplerinin Cografi dagilimi [78]

@notip | Subtip | En gok goriildiigii cografi bolge
adw, Kuzey Bati Avrupa
adw; Sahra alt1 Afrika
adw, | Endonezya, Cin,

adw, Vietnam

adwz+ Dogu Asya, Japonya,

c :g:q_ Kore, Cin,
4 Fransiz Polinezyasi, Vietnam
Ayr
ayw, | Akdeniz Bélgesi, Hindistan,
ayws Pakistan, Yakin Dogu
ayws | Bat1 ve Sahra alt1 Afrika
Orta Amerika, $ili, Arjantin,
Peru, Amazom Bolgesi
adw, | Fransa, Kuzey Amerika

adwéq

Q| = | T

Sekil 2.12. HBV Genotiplerinin Dagilim Haritas: [78]

HBYV genotiplerinin incelenmesi HBV enfeksiyonunun dogal biyolojisini anlamaya
yardimer olmaktadir. Ciinkii farkh genotipler arasinda anti HBe serokonversiyonu ve
replikatif potansiyel agisindan fark vardir [147]. Yani genotipler anti HBe
serokonversiyonu ve HBV’nin replikatif potansiyeli iizerine etki etmektedirler.
Diinyanin gesitli yerlerinde HBV tagiyicist oranlari arasinda énemli farkliliklar ve

bunlar bir 6l¢iiye kadar genotip dagilim farkliliklarina paraleldir.
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Genotip A Kuzey Bati Avrupa ve ABD’nin persistan tastyicilar arasinda yaygindir ve
buralarda HBV prevelans: diistiktiir. Yiiksek sosyoekonomik durum bunun nedeni ise
de, genotipin alan etkisinin de bunda etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Amazon ve
Peru gibi yiiksek HBV prevelansi olan yerlerde (su ana kadar HBV ile ilgili yeterli
genctik bilgi elde edilememekle beraber) elde edilebildigi kadariyla genotip F
baskindir.

Genotip B ve C Dogu Asya’da yaygindir ve bu bolgelerdeki kadimnlarda vertikal
gecisten sorumlu olan HBeAg’nin pozitif oldugu donem daha uzundur (Genotip B ve
C kendi aralarinda karstlagtirildiginda genotip C’nin immiin klirensi daha uzundur.
Genotip B daha kisa siirede serumdan temizlenir ve HBV-DNA kaybolur). Bunun
aksine Sahra alti Afrika ve Akdeniz bolgesi’nde HBV niin horizontal gegisi daha
snemlidir ve buralarda genotip A ve genotip D yaygindir. Bu bolgelerdeki dogurgan
kadilarda antiHBe serokonversiyonu Asyah kadinlara gore daha cabuk olur ve bu
kadinlar gocuklarina HBV enfeksiyonunu daha az bulagtirmaktadirlar. Ctinkii
vertikal (dogum sirasinda) gegiste viral replikasyonun olup olmadigi Snemlidir.
Vertikal gegen enfeksiyon %80 kroniklesir ve HBV enfeksiyonunun endemik oldugu
yerlerde vertikal gegis onemlidir [145,148].

Hepatit B genotiplendirilmesi, viriisiin patogenezisini ve izledigi yolu agiklamak i¢in
snemlidir. Ciinkii varyantlar terapiye verdikleri yanit, viriilensi, patogenezisi ve
serolojik aktivitileri yoniinden farklilik gosterebilmektedir [9]. Ayrica mevcut
caligmalar, hepatit H ¢ antijeni (HBeAg) {iretimini azaltan yada durduran precore ve
core promotor bolgelerindeki mutasyonlar ile HBV genotipleri arasinda gii¢lii bir
iliski oldugunu gostermektedir. Genotiplendirmenin bir diger onemi ise HBV

genotiplerinin, interferon terapisine verilen yanit ile de iliskili olmasidir [10].
2.9.1 HBV mutasyonlarmin viral genotiplerle iligkisi

Pre-kor mutantlar genotip B, C ve D’nin yaygin oldugu Dogu Asya ve Akdeniz
Bolgesi’nde yayginken, genotip A’min baskin oldugu ABD ve Kuzey Avrupa’da bu
mutantlarm insidanst disiiktiir [149]. Pre-kor stop kodon 28 (adenin 1895) sikhigr ile
genotip A arasinda zit iliski vardir [150]. Genotip C’de genotip B’ye gore daha sik
kor promotor mutasyonu gozlenmektedir [13]. Bununla birlikte kor gen delesyonu ile

genotipler arasinda iliski olmadig belirten yayinlar da vardir. Ayrica bu yaynlarda

47



kor gen delesyonlarinin interferon tedavisinin {izerine de etkisi olmadigi

belirtilmektedir [150].

Normalde HBV viriis enfeksiyonlarinda HBeAg ve HBV-DNA birlikte pozitiftir.
Bununla birlikte bazi kronik Hepatit B’li hastalarda antiHBe ile birlikte HBV-DNA
pozitiftir. Bu farklilik siklikla HBV-DNA genomunun pre-kor bolgesindeki 1896
numarali niikleotiddeki mutasyonla aciklanmaktadir. Bu mutasyonla HBeAg sentezi
durur ama viral replikasyon devam ctmektedir [149]. 1896. niikleotiddeki pre-kor
TAG mutasyonu (guanin adenin mutasyonu) antiHBe serokonversiyonu ile beraber
goriilmektedir.  Bu  mutasyon 1858. niikleotidde sitozinin bulunmast ile
engellenmektedir. Halbuki niikleotid 1858’de sitozin yerine timin oldugunda pre-kor

TAG stop kodon mutasyonu engellenememektedir.

Kuzey Avrupa’da HBV enfeksiyonu tasiyan hastalarda TAG mutasyon prevelansinin
daha diisiik olmasi, bu bélgede en sik goriilen genotip A ve B’de niikleotid 1858’de
sitozinin bulunmast ile agiklanmaktadir. Gergekten de pre-kor stop kodon mutasyonu
genotip A’da genotip D’den daha azdir [151]. Niikleotid 1858’de sitozin bulunmasi
sadece Kuzey Avrupa’da degil; Giiney Amerika, Afrika ve Giiney Dogu Asya’da da
goriiliir. Yapilan bir ¢aligmada; timin 1858 (T-1858) genotip B’nin %100’tiinde (39).
genotip E’nin %100’ tinde (5), genotip C’nin 2%85’inde (45/53) ve genotip D'nin
%99 unda (68/69) bulunmustur [13].

16 hastanin serumu anti HBe serokonversiyonu sirasinda toplanmistir. Bu serumlarin
6°s1 genotip A, 6’s1 genotip D, 2’si genotip B, biri genotip C, biri genotip E tagiyor
oldugu bulunmustur. Genotip B, C ve E kor promotor, pre-kor veya 2 mutasyonu
beraber bulubdururken genotip A ve D farkhi szellik gostermistir. AntiHBe pozitif 6
genotip A’nin 2°sinde, 6 genotip D’nin tiimiinde pre-kor ve kor promotor mutasyonu
bulunmamigtir. Ancak mutasyon olmayan bu 8 hasta 17 ay takip edildiginde,
bunlarda da mutasyon tespit edilmis ve antiHBe serokonversiyonun genomik

konversiyondan once oldugu neticesine varilmigtir [152].

Neticede, Akdeniz Bolgesi'nde HBe Ag negatif kronik hepatit B’li hastalarin
9,95inden fazlasmda 1896 pre-kor mutantlarmin oldugu tahmin edilmektedir.
Diinyadaki yaygmhgi bilinmemekle beraber bu mutantlarm Akdeniz Bolgesi ve

Asya’da yayginh@min 9,40-80 arast oldugu diistiniilmektedir [13,149]. Ulkemizde
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Bozday1 ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligmada 19 hastanin %84’ tinde

(16/19) pre-kor mutasyonu tespit edilmistir [153].

Yapilan in-vitro calismalarda sitozin-1858 (C-1858) ile timin-1858 (T-1858)
arasinda replikatif agidan fark olmadigi gosterilmistir. C-1858 ile enfekte kisilerde T-
1858 ile enfekte kisilere gore daha ciddi karaciger hasari olmakla beraber son
calismalarda genotip A (C-1858) ile enfekte hastalarin interferon tedavisine non A
genotiplerle (T-1858) enfekte hastalardan daha iyi yamt verdigi rapor edilmistir.
Bager ve arkadaslarinin ¢alismalarinda ise genotip A’da az goriilen pre-kor stop
kodon 28’in varhgmnin interferona daha yiiksek cevap oramyla birlikte oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte pre-kor mutantlarla olusan enfeksiyonlarda tedavi
sonrast relaps (kétiiye gitme) orani fazladr. Yine ¢esitli galismalarda lamivudinin
HBeAg negatif hastalarda HBeAg pozitif hastalar gibi cevap olusturdugu
gosterilmistir [13,149,150].

Japonya’da 50 kronik HBV enfeksiyonlu hasta tizerinde galigma yapilmistir. Genotip
B’de genotip C’ye gore HBeAg daha az pozitif (%16, %42 P<0,1) oldugu, antiHBe
ise daha fazla pozitif (%84. %56 P<0,1) oldugu saptanmigtir. Bu galismada genotip
C ve B arasinda 1896. niikleotiddeki G’nin A’ya mutasyonu agisindan fark
bulunmamustir. Ancak kor-promotor bélgede 1762. niikleotidde A-T (adenin-Timin)
mutasyonu ve 1764. niikleotidde G-A (guanin-adenin) mutasyonu genotip C’de daha
sik bulunmustur (%58, %16 P<0,1). Bu mutasyonlar HBeAg veya antiHBe
pozitifligi ile korele degildir [10].

Hindistan’da 130 hasta iizerine yapilan calismada ise, Genotip A’da bazal kor
promotor mutasyon sikliginin Genotip D’ye gore daha yiiksek oldugunu (%45, %12)
buna karsin, Genotip D’de pre-kor stop kodon mutasyonu sikliginin Genotip A’ya

gore daha fazla oldugunu (%43, %6.5) bulmuglardir [3].

Japonya ve Cin’de yapilan galigmalar sonucunda, Genotip B’de Genotip C’ye kiyasla
yiiksek oranda pre-kor stop kodon mutasyonu goriildiigti, Genotip C’de ise B’ye

kiyasla yiiksek oranda kor promotor mutasyonu goriildiigii ortaya konmustur [3].
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2.9.2 HBYV genotipleri ile HBV enfeksiyonlarinmn klinik seyri arasindaki iliski

Genotiplerin HBV enfeksiyonlarimin klinik seyri tizerine etkisi, Hepatit C viriisii

genotiplerinin klinik seyir tizerindeki etkisi kadar agik degildir [148].

Bununla birlikte Japonya’da kronik HBV enfeksiyonunun klinik sonucu ve
hepatoselliiler karsinoma (HCC)'nmin gelisimi {izerine HBV genotipinin etkisini
tamimlamak lizere 26 sirozlu hasta iizerinde ¢aligilmistir. Genotip B’li hastalarin
19’undan 4’tinde (%21), genotip C’li hastalarin 7’sinden 5’inde (%71) HCC
gelistigini bulmuslardir. Genotip B’li hastalarin terapiye iyi sonug¢ vermeleri ve uzun
bir zamanda HCC’nin tekrarlamamasina karsin Genotip C’li hastalar terapiye zayif
yanit vermekte, terapi uygulanmasina ragmen hizla HCC’nin ilerlemesinden dolayi
hepatik zayifliktan Olim gergeklesmektedir. Boylece HBV genotipi, HCC’nin
gelisimi, embolizasyon terapiye yamit ve HCC’nin tekrarlanmasi konulariyla

iligkilendirilebilir [3].

Yine aym sekilde Isveg’te yapilan bir ¢alisgmada Genotip C’nin Genotip B’ye gore
daha ciddi karaciger hasar1 yaptigi bulunmustur [148].

Tayvan’da 100 asemptomatik HBV tasiyicisi, 170 kronik hepatit B ve HBV’ne bagl
karaciger kanseri olan hastalar tizerinde galigilmistir. Bu hastalarda genotip B ve C
en sik gézlenen genotipler olarak belirlenmistir. Genotip C, sirozlu ve 50 yag iistii
HCC’11 hastalarda asemptomatik tasiyicilara gore daha sik bulunmustur (%60,5 %23
P<0,001 ve %41, %15 P=0,005). Genotip B ise 50 yas altt HCC’l1 hastalarda
asemptomatik tasiyicillara gore daha sik oldugu ortaya konmustur (%52, %8 P=
0,03). Bu baskinlik gen¢ HCC’h hastalarda daha belirgin (35 yas altt HCC’l1
hastalarin %90’1 genotip B olup bunlarda siroz tamsi bulunmamstir) oldugu
belirtilmistir. Bu ¢aligmada; genotip C’li hastalarda genotip B’li hastalara gore ciddi
karaciger hasarinin anlamli derecede daha sik oldugu bulunmustur. Genotip C hem
nekroinflamatuvar aktivite hem de fibrozis skoru agisindan genotip B’den daha
yiiksek skora sahiptir. Bu calismada, sirozlu hastalarda genotip C’nin daha sik
olmasma ragmen, geng ve HCC’l1 hastalarda genotip B’nin daha sik olmasinin

nedeni aydinlatilamamugtir [148].

Mayerat ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir aragtirmada, HBV enfeksiyonlarimin

%90’nindan sorumlu olan genotip A ve D’nin klinik tizerine etkileri aragtirilmistir.
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Kronik aktif hepatitli 35 hastanin 28’inde genotip A, 4’iinde genotip D, digerlerind
ise diger genotipler bulunmugtur. Akut hepatit B’li 30 hastanin 24’{inde genotip D,
3’iinde genotip B, 3’iinde diger genotipler bulunmugtur. Buna gore de genotip A ile
kronik hepatit B arasinda agik bir iligki bulunmugtur [154].

2.9.3 HBV genotipleri ile HBV enfeksiyonlarinin interferon tedavisine verdigi

cevap arasidaki iligki

Akut HBV enfeksiyonunun diger viral hepatitler gibi 6zgiil tedavisi yoktur. Kronik
HBYV enfeksiyonunda ise alfa-interferon tedavisi uygulanmaktadir. Sirozlu hastalarda
ise alfa-interferon yeterli gelmedigi i¢in lamivudin ve famsiklovir tedavilerinin yarari
gorilmiigtiir. Halen uzun stireli lamivudin, uzun sitireli famsiklovir ve
lamivudin+alfa-interferon kombine tedavisinin yararlilifin1 aragtiran ¢aligmalar

devam etmektedir [155].

Interferon tedavisinin genotip farklih@indan etkilenmedigini belirten yayimnlar
olmakla beraber [150], genotip farklilig ile interferon tedavisine yanit arasinda iligki
kuran c¢alismalar da vardir. Zhang ve arkadaslari HBeAg negatif ve interferon
tedavisi alan 35 hasta lizerinde ¢alisma yapmuglardir. Serum aminotransferazlarinin
normale inmesi ve vireminin anlamli derecede diismesi tedaviye cevap olarak
degerlendirilmis, tedaviye cevap, interferon dozuna ve baglangic serum DNA
seviyesine bagli olarak degerlendirilmistir. Genotip A’da %70 interferon cevabi
bulunur iken, pre-kor mutasyonlarmin sik oldugu genotip D/E’de %40 cevap
alinmagtir [156].

Bagka bir galigmada 58 kronik hepatit B’li hasta grubuyla ¢aligilmigtir. Hastalarin
genotipleri genotip B ve C olarak saptanmigtir. Tedaviye cevap kriteri olarak, serum
aminotransferazlarimn normale dénmesi, HBeAg ve HBV-DNA’nin kaybolmasi
kabul edilmigtir. Genotip B tedaviye %41, genotip C %15 oranlarinda yanit
vermistir. Ayrica genotip B’ye sahip geng hastalar tedaviye daha iyi cevap vermisgtir
[13]. Bu bulgular, mutant viriislerle olusan enfeksiyonlarin alfa interferon tedavisine
diren¢ gosterdigi ve genotip tayinine gore HBeAg negatif kronik hepatit B’li
hastalarda interferon tedavisine yamitin Onceden tahmin edilebilecegi yolundaki

goriisleri desteklemektedir.
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Almanya’da 64 hasta lizerine yapilan g¢alismada interferonun HBeAg tizerine
etkisinin Genotip A’l1 hastalarda, Genotip D’li hastalara gore daha yiiksek oldugu
bulunmugtur (%37; %6) [12].

Tayvan, Japonya ve Cin’de de genotip B ve C iizerinde ¢aligmalar yapilmigtir.
Tayvan’da 58 hasta iizerine yapilan ¢alisjmada HBeAg’ nin azalma oraninin Genotip
B’li hastalarda Genotip C’li hastalara gére onemli 6lgiide daha yiiksek (%41; %15)
oldugunu bulmuglardir. Ayrica Genotip B’ye interferon ve lamivudin Genotip C’ye

gore daha iyi etki etmektedir [13].
2.9.4 HBV genotiplerinin Hepatit B agilamasimm koruyuculuk oram ile iliskisi

“a” determinant1 hepatit B agilamasina cevap igin gerekli determinanttir. 139-147
numarali aminoasit rezidiilerinin olusturdugu loop ise “a” determinantinin esansiyel
bir pargasidir. Bununla birlikte E ve F genotiplerinin bu looplarinin aminoasit
zincirleri son zamanlarda kullamilan hepatit B asilarinin aminoasit zincirlerinden
biiyiik farklilik géstermektedir. Bu farklilik genotip A ve B’de daha azdir. Bu durum
genotip E ve F suslarina kars:t hepatit asilarimin koruyuculukta yetersiz olup

olmayacagi sorusunu giindeme getirmistir [147].

Baska bir ¢aligmada, genotip A SHBs proteinleri igeren rekombinant hepatit B
agilarinin kKoruyuculugunun daha diisiikk oldugu belirtilmistir. Bunun nedeni diger
genotiplerin SHBs proteinlerinde %9’dan az farklilik olmasina ragmen genotip A’da
farkliligin %14 olmasina baglanmaktadir [142].

2.10 Hepatit B Enfeksiyonunun Epidemiyolojisi

Viriisiin antijenik yapilan ile ilgili ilk bulgulan takiben, HBV yiizey antijeninin
belirlenmesinde kullanilmak iizere serolojik tami teknikleri gelistirilmigtir. Yapilan
tarama c¢alismalarinin sonuglar1 hastalifin diinyada yaygin oldugunu gostermistir.
Giniimiizde ¢esitli bolgesel dagilim farkliliklar bulunmasina ragmen yeryliziinde
yaklagik 300 milyon kiginin HBV tastyicist oldugu ve bunlarin %95°nin gelismekte
olan tilkelerde bulunduklar: kabul edilmektedir [157].

Viriis ile temas eden kisilerin ortalama %90’1nda higbir klinik belirtinin olugmadig:
gézlenmis olup, bireylerin viriis ile karsilastiklann ancak bir tarama sirasinda

serumdaki spesifik antiHBs’nin gosterilmesi ile anlagilmaktadir. Bu tip antikor
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taramalari ile bir iilkede viriis ile temas etmis kigilerin oranim saptamak olasidir ve
béyle bir hesaplama sonucu diinyada 2-3 milyar kiginin yasamlarinin herhangi bir
déneminde HBV ile temas ettikleri tahmin edilmektedir [158].

Hepatit B virtisii ile temas' eden erigkinlerin ortalama %10’unda, yeni doganlarin ise
%80’inde tagtyicihik gelismektedir. Bu tip olgularda zaman icerisinde agir karaciger
hasarina bagli olarak siroz ve hepatoselliiller karsinomanin gelisme olasihig
enfeksiyonun yayginligy goz oniine alindifinda biiylik 6nem kazanmaktadir [159].
Sosyal olarak bu denli biiyiik kitleleri ilgilendiren ve agir klinik tablolara sebep olan
bir enfeksiyon hastaligi ile kars1 kargiya olmamiz, bu 6nemli hastalik ile miicadelede
basarili olabilmek i¢in her seyden &nce hastalifin epidemiyolojik 6zelliklerinin iyi

bilinmesini gerekli kilmaktadir.
2.10.1 Diinyada Hepatit B Enfeksiyonlarimin Durumu

HBsAg ve antiHBs gibi serumda kalici gostergelerin varligi sayesinde HBV
enfeksiyonunun prevelans: ¢ok iyi aragtirilabilmistir. Enfeksiyonun dagilimi gesitli
cografi bolgelerde ¢ok degiskenlik gosterirr HBV gostergeleri ve tasiyicilarin
prevelans1 dikkate alnarak diinya diisiik, orta ve yiiksek endemik bolgelere
ayrilmigtir. Simflandirmanin  olusturulmasinda bélgedeki HBsAg ve antiHBs
pozitifliginin yan1 sira, enfeksiyonun alinma yas: ile virlisiin en stk bulagma yolu gibi

kriterler de gz 6niine alinmugtir [160].

Hepatit B viriisii endemisitesinin diisiik oldugu bélgelerde HBV tasiyicilik prevelansi
%?2’den azdir. Erigkinler agisindan enfeksiyonla karsilasma orami da %20’yi
asmamaktadir. Cinsel temas en Onemli bulagma nedenidir. Etken ile gogunlukia
erigkin donemde kargilagitmaktadir. Ancak perinatal ya da erken ¢ocukluk
dénemlerindeki bulasma HBV tasiyiciliina 6nemli Slgiide kaynaklik etmektedir
[160].

Diisiik endemisite profili Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa, Avustralya, Yeni
Zelanda gibi gelismis iilkelerde goriilmektedir. Bu tilkelerde genel popiilasyonda
hepatit B sikligr diisik iken, escinseller, ¢ok esli heteroseksiieller, damar igi
uyusturucu bagimlilan gibi risk gruplarinda ve Eskimolar, Avustralya yerlileri, ABD

zencileri gibi baz1 etnik gruplarda enfeksiyon endemiktir [160].
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Orta endemisite profili Giiney ve Dogu Avrupa, Giiney ve Orta Amerika, Orta Asya
ile Tiirkiye’nin de iginde bulundugu Ortadogu’da izlenmektedir. Bu grupta
toplumdaki HBsAg pozitifligi %2-10 arasinda degismektedir ve erigkinlerin %20-
60’1nda antiHBs pozitifligi bulunmaktadir [160]. Enfeksiyon g¢ogunlukla ¢ocukluk,
ergenlik veya geng eriskinlik dénemlerinde alinmaktadir. Baglica bulasma yolu
horizontal olmakla birlikte, diger bulagsma yollar1 da enfeksiyonun yayilmasinda rol
oynamaktadir. Ozellikle Akdeniz havzasinda perinatal bulagma, tasiyic1 annelerde
diistik oranlarda bulunan HBeAg pozitivitesi nedeniyle daha nadirdir [161].

Afrika ve Asya gibi yiiksek endemisite gdsteren bolgelerde HBV enfeksiyonunun
epidemiolojik kalib1 oldukga farklidir. Toplumun %10’undan fazlast HBV ile kronik
olarak enfektedir ve eriskinlerin %70’inden fazlasi ise antiHBs tagmaktadir. Bu
bolgelerde perinatal veya horizontal bulagma asil bulasma yoludur. Asya’da perinatal
bulasma daha onemli iken, Afrika’da bulagma daha ¢ok bir yasin iizerindeki
cocuklarda aile i¢i (horizontal) yolla olmaktadir [161].

Diinya’da HBsAg’nin dagilimi ile kronik Hepatit B ve primer hepatoseliiler kanser
arasinda yakin bir epidemiolojik iligki vardir. Onkojen bir viriis olan HBV ile kii¢iik
yaglarda enfekte olmak, yiiksek oranda kroniklesme ve primer hepatoseliiler kansere
yakalanmayla sonuglanmaktadir. Giineydogu Asya ve Giiney Afrika gibi yliksek
endemisite goriilen yerlerde enfeksiyonun bebeklikte alinmasi ve en yiiksek tasiyici
kitlesini ¢ocuklarin olugturmas: hepatoseliiler kanser sikhigmmin bu bolgelerde

artmasina neden olmustur.
2.10.2 Tiirkiye’de Hepatit B Enfeksiyonlarimin Durumu

Tirkiye genelinde Saglik Bakanligina bildirilen akut viral hepatitlerin sayis1 yillik
olarak 15-20 bin dolayindadir [162]. Ancak tahmin edilen gergek sayi bunun en az
on katidir. Ulkemizde hastaneye yatirilip izlenen akut viral hepatit tanili olgularin
etiolojik dagilimi incelendiginde gocukluk ¢aginda A tipi, eriskinlerde ise B tipinin
daha fazla oldugu kabul edilebilmektedir [158].

Kizilay kan merkezleri’nde 1989-1993 yillari arasinda yapilan ¢alismalarda 20 ilde
yaklagik 2 milyon dondriin kanlarinda HBsAg pozitiflik oram ortalama %5.1 olarak
bulunmustur [162]. Bu oran Tiirkiye’de HBsAg pozitifliginin ortalamasini gercege
yakin gosteren oldukga yiiksek bir rakamdir ve bu bilgiler 1s18inda Turkiye’de 3
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milyon civannda insanin kronik HBV tasiyicisi oldugu tahmin edilebilmektedir.
Birgok arastirmaci tarafindan yurdumuzun gesitli bolgelerinde sivil donérler arasinda
yapilan ¢aligmalarda saptanan HBsAg pozitifligi ortalama % 5.7 olarak bulunmustur
[158].

Ulkemizde HBV konusunda yapilan tarama caligmalarinda bazi risk gruplarinda
HBsAg oranlar1 da incelenmistir. Caligmalarin bir kisminda saglik personelinde
kontrol grubuna oranla 1.5-2 kat yiiksek seropozitivite saptanirken, bazilarinda
6nemli bir fark bulunmamistir. HBsAg pozitifligi ortalama %8, antiHBs pozitifligi
ise %40 olarak saptanmis olup, antiHBs pozitifliginin yiiksek bulunmasi bu kesimin

etken ile daha sik karsilastigint gostermektedir [158].

B tipi viral hepatit agisindan 6nemli risk gruplarini olusturan hastalar hemodiyaliz,
hemofili ve 16semi gibi hastalardir. Bu grup hastalarda yapilan ¢aliymalarda HBsAg
pozitiflik oranlar1 %5.6-73.3 arasmda bulunmus olup normal popiilasyon ve dondr
oranlarindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bir tasiyicilik goriilmektedir
[158]. HIV ile enfekte hastalar da 6nemli risk grubu olusturmakta olup bu hastalarda
hepatite yakalanma 6ykiisii %60°lara varmaktadir [163].

2.11 Hepatit B Enfeksiyonunun immiinopatogenezisi

Hepatit B enfeksiyonunun ¢ok degisken bir klinik spektrumu vardir. Hastalik akut,
fulminan veya kronikleserek siroza gidebilen hepatit tablolart ile uzun siirede
hepatoseliiler karsinomaya sebep olabildigi gibi persistan viremiye ragmen
aminotransferazlarin ve karaciger histolojisinin normal bulundugu “saglam
tagtyicilik” diyebilecegimiz masum bir tablo iginde de kalabilmektedir. Sekil 2.13°de

HBYV enfeksiyonunda immiinopatogenezin olas: siiregleri gosterilmektedir [164].
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Sekil 2.13 HBV enfeksiyonunda immiinopatogenezin olasi siiregleri [5].

Hepatit B viriisiiniin hepatositlere nasil girdigi tam olarak anlagilamamistir. Bu
konuda en yeni goriig virlisiin preS1 aracilig1 ile karaciger hiicresinin membraninda
fosfolipid baglayan tiire spesifik bir protein olarak yer alan anneksin V araciligi ile
membrana baglandigidir [165]. HBV direk sitopatik etki gostermemektedir.
Transgenik farelerde HBV’nin gen Urtinlerinin ve replikasyon siirecinin normal
kosullarda hepatositler igin direk sitopatik olamamasi da bu goriisii desteklemektedir
[166]. Gerek hastalik tablosunun olugmasi, gerekse de konagin viriisten temizlenmesi

esas olarak hiicresel immiin yanitlara bagh olarak gelismektedir [167].

Hepatositin yiizeyinde bulunan kiigtik HBV proteinlerine, ozellikle HBcAg
epitoplarina karst verilen hiicresel yanit ile karaciger hasar1 meydana gelmektedir.
Hepatosit igerisinde iglenip HLA Class 1 molekiilleri tarafindan hiicre yiizeyinde
eksprese edilen HBV peptid fragmentleri (HBcAg), CD8 + sitotoksik T hiicreleri
tarafindan taminmakta ve bu hiicreler tarafindan, enfekte olmus hepatositler yok
edilmektedir [168-170]. T hiicrelerinin reseptdr miktar1 kisiden kisiye degismekte ve
bu farklilik T hiicrelerinin HBV peptidlerine baglanmasinmi etkilemektedir. Bu
nedenle T hiicrelerinde tam bir aktivasyon olursa enfekte tiim hepatositler

pargalanmakta ve viral replikasyon durmaktadir. Anti-HBs olugmaktadir. Eger
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immiin yanit yetersiz ise enfeksiyon devam etmektedir. Bununla birlikte yapilan son
caligmalarda, sitotoksik T hiicrelerinin, enfekte olmus hepatositleri 6ldiirmeden de

viral replikasyonu durdurabilecegi gosterilmistir [171,172].

HLA Class 2 sirli CD4+ lenfositler ile makrofajlar gibi ekstrahepatik antijen sunan
hiicrelerin viral peptid pargalarim tanimaktadirlar. CD4+ hiicreler tarafindan viral
protein epitoplarimin taninmas:t T hiicrelerinin gogalmasini saglamakta, sitokin
sentezini diizenlemekte ve B hiicrelerine yardimeci1 olmaktadir. Biitlin bunlardan
bagka akut HBV enfeksiyonu sirasinda, viicutta viriise karsi interferon sentezinde
artis olmaktadir. interferon,» HLA antijenlerinin sayisimt artirmakta ve HLA
antijenleri ile viral proteinlerin birlesmesini saglayan enzimlerin {iretilmesini

diizenlemektedir [86,173].
2.12 HBV Enfeksiyonunda immiin Yamittan Kagma Mekanizmalar

HBV enfeksiyonunda immiin sistemin etkilerinden viriisiin kagmasim saglayacak
pek ¢ok kars1 mekanizma gelistigi goriilmiistir. HBV enfeksiyonunda HBc, HBpol
ve HBx proteinleri sitokin genlerinin ekspresyonunu etkilememektedir. HBx proteini
viral mRNA ekspresyonunu arttirirken IL-6’y1 inhibe ederek immiin yamti
etkilemektedir; ayrica IL-8 ekspresyonunu da arttirmakta, bunun araciligy ile IFN-
alfa’y1 inhibe etmektedir. HBx ayrica hiicresel transformasyonda rol oynayan TGF-
b1’in bilyiime inhibisyonu etkisine yanit1 da azaltmaktadir. HBV’nin immiin yamttan
kagmak i¢in kullandig1 mekanizmalardan biri de lenfositlerde replike olabilmesidir.
Bu hiicrelerde apoptozisin indiiklenmesi ile HBV’ye karst immiin yanitta klonal

anerji gelisebilmektedir [174].

HBV’nin immiin yanittan kagmakta kullandigi mekanizmalar $6yle 6zetlenebilir

[175].

1.Goriinmeyen viriis (Gizli bolgeler ve antijenik &zellifin kaybi): HBV’nin

enfekte ettigi hiicreler immiin yamtin giicliikle ulagabildigi viicut bolgelerinde
olup CTL saldirisindan kagabilmektedir. Karacigerin sikisik parankim yapisi,
pankreas ve bobrek dokulari; enfekte hiicrelerin CTL yamitindan korunmasini
saglamakta ve bdylece viral perzistans gergeklesmektedir. Ayrica viriisiin pre-
kor/kor genlerinde olan mutasyonlarla HBeAg sentezi durmakta, immiin tanima

i¢cin olduk¢a onemli olan bu antijenin yoklugunda virlise karsi yanitlar
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zayiflamaktadir. HBeAg sentezlemeyen viriisler ise replikasyonunu siirdiirmekte

ve enfeksiyon devam etmektedir.

2. Antikorlardan kagma: Akut HBV enfeksiyonunda viriisiin temizlenmesinde

etkin olan antikorlar; ylizey antijenlerine karsi olusan nétralizan &zellikteki
antikorlardir. Yiizey antijenlerinde “a” determinantinda degisiklige neden olan
mutasyonlar, viristin bu antikorlarin nétralizan etkisinden kagmasini

saglamaktadur.

3. Antijen islenmesi ve T lenfosite sunumunun etkilenmesi: viral antijenlerde
degisiklige yol agan mutasyonlar bu antijenlerin MHC antijenlerine baglanmasi

ve TCR ile baglanma oOzgiilliglinii etkiler. HBc proteininde olan baz1
mutasyonlarin, T hiicre tanimasini engelledigi ve hatta farkli baglanma bolgeleri
nedeni ile degisik T hiicre klonlarm aktive ederek immiin yamiti antagonize
ettigi gosterilmistir. Gene HBc proteini belli HLA epitoplarina baglanabilen
bolgeler igerebilmektedir. Bu durumda kisinin HLA tipini bagli olarak immiin
yanit degismektedir.

4. Aktivite hiicre yamtlanmn degistirilmesi: Viriistin yiikiiniin ¢ok fazla oldugu

durumlar gibi immiinodominant epitoplarin uzun siireli ya da maksimal T hiicre
uyarist, T hiicrelerde yanitsizlia ya da apoptosis sinyaline neden olabilir. Bu
durumda subdominant epitoplarca aktive edilen T hiicre yanitlar1 enfeksiyonu
kontrol etmeye c¢aligir. Fakat bu yanitlar enfeksiyonun eliminasyon igin yeterli
olmadigindan kronik enfeksiyon meydana gelir. T hiicra yanitim1 degistiren bir
baska mekanizma da HBsAg spesifik CD8+ T hiicrelerin CD4+ T hiicre
yanitlarini  baskilamasidir. Ekzojen HBsAg birgok hiicre tipinde MHC I
antijenleriyle islenmekte ve ardindan HBsAg spesifik CTL tarafindan hiicre

oldiiriilmektedir.

5. Immiin yamti degistiren viral proteinler: Daha ¢ok sitokinler iizerinden

immiin yanitlar1 degistirmektedirler. HBcAg, IFN-beta transkripsiyonunu inhibe
etmekte; terminal kismu IFN-alfa ve IFN-beta’ya hiicresel yamitlari inhibe

etmektedir.
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2.13 HBV Enfeksiyonlarinin Serolojik Tanis1

HBYV antijenlerinie karg1 6zgiil antikorlar meydana gelmekte ve antijen/antikorlarimn
serum Orneklerinde incelenmesi ile enfeksiyon tanis1 konmakta; hastalarin takibi,
toplumlarin ve gesitli risk gruplannmin taramasi yapabilmektedir. Bu béliimde,
serolojik tan1 amaci ile en sik bagvurulan dort “antijen-antikor” sistemi ayr1 ayn ele

alinarak degerlendirmeleri yapilacaktir.

HBsAg/Anti-HBs sistemi: Enfeksiyon gostergesi olarak kabul edilen HBsAg’nin

varligi, virion replikasyonu ile ey anlamlh degildir; yapilan incelemeler saglikli
tagiyicilarda HBsAg iiretiminin devam ettifi donemlerde enfeksiydz viriis
partikiillerinin bulunmadigin1 gostermistir. Bu tip olgularda, hepatosit i¢ine viral
genomun kismen veya tamamen entegre oldugu ve sadece major protein (S proteini)

sentezledigi bilinmektedir.

Klasik olarak, HBV ile temas: takiben, heniiz inkiibasyon déneminde transaminaz
diizeyinde artiy olmadan ve sarilik belirtileri baglamadan HBsAg’ye serumda
saptamak miimkiindiir [176]. Bu antijenin belirlenmesinde ortalama dort hafta kadar
sonra klinik hepatit tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Belirtilerle birlikte serumda HBeAg,
DNA-polimeraz ve HBV-DNA da saptanabilmektedir. HBsAg, akut viral hepatit B
olgularinda 2-6 ay igerisinde kaybolur ve bir “bogluk™ déneminden sonra koruyucu
anti-HBs antikorlar1 belirmektedir (aslinda, akut dénemde anti-HBs’lerin olustugu;
ancak antijen fazlalifi nedeniyle rutin testler ile bu dénemde anti-HBs’lerin
saptanamadig1 bilinmektedir). Akut enfeksiyon geciren kiside, HBsAg varligim 6

aydan fazla stirdiirlir ise, hastalifin kroniklesmesi s6z konusu olmaktadir [177].

HBcAg/Anti-HBc sistemi: HBcAg’nin serumda saptanmasi olduk¢a giictiir; bu

nedenle kor bolgesi ile ilgili, pratik Snemi olan tek gosterge Anti-HBc antikorlandir.
Ozellikle iyilesme ile sonlanan akut olgularda, HBsAg’nin kaybolup, heniiz anti-
HBs’lerin belirmedigi bogluk doneminde, enfeksiyonun tek gdstergesi bu
antikorlardir (bu dénemde serumun enfeksiyéz oldugu kabul edilir). Anti-HBc
antikorlar1 erken beliren ve uzun siire kalici olan antikorlardir. Ancak Anti-HBc’nin
akut donemin yam sira, konvalesan dénemde de pozitif bulunmasi, bu antikor
aktivitesine sahip IgM smnifi immiinglobiilinlerin aranmasin1 6nemli kilmaktadir.

Ancak anti-HBc-IgM antikorlarmin sadece akut doénemde pozitif olabilecegini
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diistinmek hatalidir. Giiniimtizde kullanmlan duyarl: teknikler ile, akut olgularn yam
sira, tasiyicilarin % 20’sinde, kronik hepatitlilerin ise % 80’inde diisiik titrede de olsa
bu antikorlara rastlanmaktadir [178]. Ancak farklh gruplardaki pozitiflik
karsilastirildiginda, onemli titre diizeyi farki bulunmaktadir. Gergekten de akut
olgularda saptanan pozitiflik ¢ok yiiksek degerlerdeyken diger tip olgularda gdriilen
pozitiflik diigiik diizeydedir [179].

Anti-HBc-IgM titresinin karaciger harabiyeti ile yakin ilgisi kabul ediliyorsa da,

replikasyonun gostergesi olup olmadig1 tartigma konusudur.

HBeAg/Anti-HBeAg_sistemi: Akut olgularda serumda HBeAg, HBsAg ile hemen
hemen aym doénemde belirmekte ve HBsAg’den daha o6nce kaybolmaktadir.

HBeAg’ nin varlif1 viral partikiillerin, DNA polimerazin ve HBV-DNA’nin serumda
bulundugunu gostermekte; kisaca bu antijen enfeksiyo6zitenin ve aktif replikasyonun
isaretidir. HBeAg’nin kaybolmas: ve &zellikle spesifik antikoru olan anti-HBe’nin

belirlenmesi, iyilesmeye dogru gidigin kanit1 olarak kabul edilmektedir [180].

Ancak son yillarda HBV-DNA ile ilgili hibridizasyon ve 0zellikle PCR
calismalariun  yayginlasmast HBe/Anti-HBe sisteminin giivenilir replikasyon
gostergeleri olarak ele alinmalarinda bazi kuskularin dogmasina yol agmugtir.
Ornegin, HBeAg negatif ogularda aktif replikasyonun gostergesi olan DNA’nin
bulunmasi; 6zellikle PCR gibi duyarl yontemlerle anti-HBe (+) olgularin % 80’inde
HBV-DNA gésterilmesi [180]; ve nihayet HBeAg pozitif bazi olgularda, DNA’ya
rastlanilmamas1  [181]; bazi klasik Dbilgilerin zaman iginde degisebildigini

kanitlamaktadar.

PreS/Anti-PreS _sistemi: Son yillarda yapilan 6n g¢alismalar preS1 ve preS2

antijenlerinin varligimin, HBeAg’ye oranla replikasyonun daha kesin gostergeleri
olarak degerlendirilmesine yol agmaktadir. Bu antijenler, HBsAg ile birlikte ortaya
cikmakta ve iyilesme ile sonlanan olgularda, ¢ok daha erken yerlerini anti-preS
antikorlarina birakmaktadirlar. Bu durumda, heniiz HBsAg pozitif olgularda
saptanan preS/anti-preS serokonversiyonu, kroniklesmenin olmayacaginin erken bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Nitekim Istanbul’da yapilan bir calismada da,
akut B tipi viral hepatit gegiren ve iyilesme ile sonlanan 34 olguda preS antijenlerinin

HBsAg’den ¢ok daha &nce kayboldugu saptanmustir [182]. Ancak preS antijenlerinin
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eser miktarda da olsa, 22 nm’lik partikiillerde de bulunmasi, bu gostergenin
saptanmasimin  kesin replikasyon kamti olarak degerlendirilmesinde bazi teorik
kugkulara yol agmaktadir. Gliniimiizde preS sistemi ile ilgili yayinlarda bazi ¢eligkili
bulgulara rastlanmaktadir. Bu durum her aragtiric1 grubun farkli 6zelliklerdeki kendi
reaktiflerini kullanmalarindan kaynaklanabilmektedir. Konu ile ilgili standardizasyon
galigmalarinin  yakin bir zamanda tamamlanmasi, bu antijen-antikor sisteminin

gercek degerinin daha net olarak belirlenmesini saglayacaktir.
2.14 Molekiiler Biyolojik Yontemler ile HBV-DNA’nm Tanisi

1970°li yillardan sonra HBV enfeksiyonlarinin serolojik tamsinda gesitli serolojik
gostergelerin aragtirlmas: yaygm olarak kullanima girmistir. Ozellikle HBsAg hem
kan bankalarindaki taramalarda, hem de akut/kronik olgularin tamisinda en sik
bagvurulan gostergedir. Ancak, 1980°li yillarda Molekiiler Biyolojik tekniklerin
birgok alanda yaygin bigimde kullanimi1 giindeme gelmis ve ¢esitli etkenlerin niikleik

asitlerini aragtirma yontemleri gelistirilmistir [176].

Bugiin HBV ile ilgili laboratuar c¢alismalarinda Molekiiler Biyolojik teknikler
kullanilarak HBV-DNA arastirmas1 gittikge yayginlasmaktadir [183]. Ozellikle,
seronegatif kisilerden bulagan hepatit B enfeksiyonlarinda, tek géstergenin DNA
oldugunun kanitlanmasi [184]; ayrica HBsAg negatif olup, transaminazlari yiiksek
bulunan donérlerin %9’unda HBV-DNA’nin saptanmasi [185] ve nihayet PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gibi duyarliligi ¢ok yiiksek yontemlerin kullanima

girmesi, DNA incelemelerinin 6nemini artirmigtir [186].
2.14.1 ilk Uygulamalar

Ilk HBV-DNA ¢aligmalarinda klasik hibridizasyon yontemlerinden faydalamimustir.
Bu amagla 6rnegin; Scotto ve ark. [187] ¢alismalarinda iginde DNA aranacak serum
Ornegi lizis edildikten sonra naylon/mitroseliiloz filtrelerden gegirilmis ve olasi
niikleik asitler membranda tutulmustur. Daha sonra P ile isaretlenmis HBV genomu
(prob) ortama ilave edilip 6rnekte DNA’nin varli§1 s6z konusu ise her iki DNA’nin
hibridizasyonu saglanmig ve pozitif sonuglar, otoradyografi ile siyah lekeler seklinde
gosterilmigtir. Bu uygulamada olusan lekelerin yogunluguna bakilarak semi-
kantitatif bir sonug elde etmek miimkiindiir ve deneyin duyarlilig1, serumun ml’sinde

10> wviral partikiil kadardir [188]. “Dot-blot hibridizasyon” uygulamasmda
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kargilagilan standardizasyon sorunu, 1'% isaretli problarin kullanildigi ve kolon
kromatografisi esasina dayanan “sivi faz hibridizasyonu” teknigi ile ¢oziilmeye
calisitlmistir; sonuglarin gama sayicilarinda objektif bigimde degerlendirildigi bu

uygulamada, 6rnekteki HBV-DNA miktar1 pg/ml diizeyinde saptanmaktadir.

Doku orneklerinde ise HBV-DNA aragtirmak amaciyla “Southern blot
hibridizasyon™ teknigi kullamlmistir. Ornegin Brechot ve ark. bu yontem ile iZne
biyopsisi ile alinan muayene maddelerinde integre veya serbest epizomal HBV-DNA
varlifim aragtirmuglar; hepatik kanser olgularinda hiicresel DNA’ya integre olmusg
viral DNA’y1 gostermisler ve bu tiir incelemelerin HBeAg aragtirmasina oranla viral
replikasyonun daha kesin gostergesi oldugunu; kronik hepatitte etiyolojinin
belirlenmesinin yam sira, antiviral tedaviye alinacak hastalarin segiminde bu

uygulamanin yararim saptamiglardir [186].
2.14.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve HBY-DNA

Dot blot ya da southern blot seklinde uygulanan klasik hibridizasyon g:ahsmalén,
niikleik asitleri gogaltarak, hibridizasyon ile saptanabilirlik oranini arttirmay:
amaglayan PCR uygulamalan ile daha farkli bir boyut kazanmigtir. 1990°h yillarda
PCR teknolojisinin HBV-DNA i¢in de kullamimi s6z konusu oldugunda, serumda
saptanabilen viral partikiil sayist ml.de 10-50 oranina kadar diigmiiy ve sonugta,

vireminin bulunup bulunmadig1 daha kesin bi¢cimde gosterilmeye baglanmistir [188].

Boylece AntiHBe pozitif olan ve klasik yontem ile DNA saptanamayan
asemptomatik HBsAg tasiyicilarinin %50°sinden fazlasinda HBV-DNA varlig:
gosterilmeye baglanmig, ayrica pre-C bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve dizi
analizinden sonra cesitli mutasyonlar1 da belirlemek kolaylasmis ve tamamen

seronegatif olgularda DNA varlig1 gosterilmigtir [189].

Duyarlilig1 ¢ok yiiksek olan PCR teknigi ile diisiik diizeyde vireminin séz konusu
oldugu tasiyicilarda, eser miktardaki HBV-DNA’sinin  saptanmasi, genomun
klonlanmas1 ve dizi analizi yapilmasi miimkiin olmaktadir [190]. Genel olarak,
HBV-DNA saptanmasinda, klasik dot blot hibridizasyon teknigine gére, PCR’1n 10*
kez daha duyarli oldugu kabul edilince teorik olarak tek bir genomun bile bu yontem
ile belirlenmis olmasi gerekmektedir. Eger PCR sonuglar1 ethidium bromide iceren

jeldeki goriintiiye gore degerlendirilir ise yaklagik 3x 10 pg diizeyindeki klonlanmi
J $
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HBV-DNA’mn, isaretli problar ile hibridizasyonu sonucunda degerlendirme yapihir
ise 0.2 fg ( 100 ag) DNA’nin saptanmasi miimkiin olmaktadir [191].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Bu ¢aligma 2002-2004 yillar1 arasinda ilk olarak &rnek serumlarin toplanmaya
baglanmas: ile birlikte baslamistir. Caligmalar Gaziantep Universitesi Biyoloji
béliimii Molekiiler Biyoloji laboratuarlarinda yapilmistir. Ornek grubu Gaziantep’ten
ve Giineydogu’nun pek ¢ok yerinden Gaziantep’teki cesitli hastanelere bagvuran
kigiler arasindan segilmistir. Ornekler segilitken hastalarn HBsAg serolojik
gostergelerinin pozitif olmasi esas alinmustir. Calismanin amacina uygun olarak
hastalar belirli gruplar halinde segilmistir. Bu gruplar HBsAg sonucu pozitif olan;
aile i¢i bulasin sdz konusu oldugu aile bireyleri, diyaliz hastalari, kronik hasta
gruplari, dondrler ve hastane personellerinden olugsmak {izere bes ayr1 grup seklinde
degerlendirmeye almmugstir. Serum 6rnekleri toplanirken 6rneklerin homojenitesini
saglamak amaci ile yas ve cinsiyet durumlarina da dikkat edilmistir. Calismasi
yapilan bu hastalar 10-50 yas arasinda olup %75’ erkek bireylerden olusmaktadir.

Buna bagh olarak ¢alisma periyodumuz igerisinde HBsAg sonuglar1 pozitif olan

toplam 132 hastadan kan 6rnekleri alinarak materyallerimiz temin edilmistir.

3.2 Metod

Kan ornekleri bekletilmeden santrifiij edilerek serum kismu ayrnilmistir ve buz
kaliplarina yerlestirilmigtir. Her bir serum 6rnegi yedekli olarak tiiplere boliinerek ve

numaralandirilarak -20°C’de saklanmistir.

[zolasyon caligmalarina gegilmeden 6nce serumlar tekrar yiiksek devirde santrifiij

edilerek olas1 pihtilardan arindinlmistir.

PCR ¢aligmasi ile HBV-DNA (+) sonug veren hastalardan 40 hasta ortaya konulmus;
bunlardan 5°i diyaliz hastasi, 19°u farkh aile bireyleri, 6’st dondr, 6°s1 hasta olarak
bagvuran hastalar, 4°ii hastane personelinden olacak sekilde gruplar olugsmustur. Her
bir gruptaki mutasyonlar grup igerisinde degerlendirilecek ve grup i¢i ve gruplar
arast mukayeseler yapilacak sekilde mevcut mutasyonlar da bu gruplara gore

gruplanmustir.
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3.2.1 PCR Yéntemi ile HBV-DNA’nin Saptanmasi Prensibi

Polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ortamda az sayida bulunan etkene 6zgii niikleik
asitlerin sayisim ¢ogaltmaya dayamir. Saptanabilir diizeye erisen bu molekiillerin
varligi daha sonra klasik hibridizasyon yontemi ile gosterilir. PCR uygulamasina
gegilmeden dnce muayene maddesinden etkene 6zgii nilkleik asitlerin izolasyonu
gerekmektedir. Basit bir yontem olmasmna karsilik yeterli DNA aymrmi uygun
bigimde yapilamaz ise, ortamda gogaltilacak hedef molekiil bulunmayacagindan
deney olumsuz sonu¢ verecektir. Klasik olarak biyolojik 6rneklerden DNA
izolasyonu igin organik ¢oziiciiler ile aynm ve etanol ile ¢oktiirme ydntemleri

uygulanir [192].

Cogaltma uygulamasini baglatmak igin ortamda kahp bir DNA molekiili, bu
molekiiliin komplementer zincirini sentez etmek lizere hedef bolgelere baglanacak
primerler, reaksiyonu indiikleyecek 1siya dayanikli bir enzim (Taq DNA polimeraz)
ve niikleotidler bulunmalidir. Primerler; dizisi bilinen 15-30 bazdan olusan tek
iplikgikli oligontikleotidler olup etkene 6zgiil olarak &nceden sentez edilmislerdir.

PCR uygulamasi ti¢ asamada yapilir;

a) Ayrilma (Denatiirasyon): Ilk asamada sayis1 artirilmak istenen niikleik asit
denatiire edilerek iki zinciri birbirinden ayrilir. DNA molekiiliiniin her iki iplikg¢igi
birbirine hidrojen baglan ile baglanmiglardir. Isinin 92°-94°C’ye yiikseltilmesi ile bu
baglar kopar ve iki iplik¢ik birbirinden ayrilir [192].

b) Baglanma (Annealing): Isimn aniden diigiiriilmesi (37°-65°C, ideal olarak 55°C)
ile ortama ilave edilmis olan primerler ayrilmis olan niikleik asit zincirlerinin

komplementer bolgelerine baglanir [192].

c) Uzama (Extension): Isimn 72°C’ye yikselmasi ile DNA iizerindeki hedef
bolgelere bagl primerler ortamdaki enzim ve mniikleotidleri kullanarak yeni
komplementer zincirin sentezini gergeklestirirler. Bu zincir 5’ ugtan 3’ uca dogru ve
kalip gbrevi yapan ana zincirin her bir bazinin kargisina komplementeri olan baz

yerleserek ilerler [192].

Bu sekilde ti¢ asamada meydana gelen reaksiyon tek bir “siklus” olarak adlandirilir

ve 1siy1 siiratle yilkseltip algaltan “thermal cycler” denilen otomatik bir aygitta
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gergeklesir. Bu islem 30-40 kez yinelendiginde, baslangicta az miktarda olan
DNA’nin sayis1 her siklusun sonunda ikiye katlanarak artar ve milyonlarla ifade

edilir diizeye gelir (2") [193].

3.2.2 PCR Temel Prensibine Bagh HBV icin Uygulanan Semi-Nested PCR

Prensibi

Semi-nested PCR iki agamali ¢ogaltma yontemi olup ilk agsamada iki adet dig primer
kullanmlarak hedef molekiil tizerinde uzunca bir bolgenin amplifikasyonu yapilmas,
sonra bu amplifikasyon tliptinden alinan 6rnekteki DNA’nin daha kisa bir béliimii i¢
primerlerle ¢ogaltilmistir. I¢ primer, dis primerlerin baglanma yerlerinin i¢ kisminda

kalan, kendilerine 6zgiil yerlerine tutunmaktadirlar.

Ikinci asamada kullanilan primerlerden biri icerden, digeri dis primerle aymi yerden

baglamaktadir.

Ornekte tek bir hedef DNA molekiilii bulunsa bile, iki asamah olarak yapilan
amplifikasyonlarla ¢ok sayida DNA elde etmek miimkiin olmaktadir. Boylece
amplifikasyon sonucu olusan fazla miktardaki hedef molekiil, herhangi bir yalanci
pozitiflik olmadan, kolayca gozlenebilmektedir. Bu y6ntem ile pozitif sonug alma
olasiligi arttign igin testin duyarlihg da artmaktadir. Duyarliligin ¢ok yiiksek
olmasina dayal1 olarak gozlenebilen 6nemli bir dezavantaj; birinci amplifikasyondan
sonra tiipteki DNA ikinci amplifikasyon tiipline aktarilirken, iiriin ¢ok az miktarda
dahi ¢evreye sagilirsa sonraki denemelerde hava yolu ile kontaminasyona yol

acabilmektedir [194].
3.2.3 HBV-DNA’nm Izolasyonu

PCR uygulamas1 6ncesinde 6rneklerden proteinaz K- Fenol yontemi ile izolasyon
yapilmistir. Bu amagla 1.5 ml’lik steril bir eppendorf tiipiiniin igerisine taze
hazirlanmig veya -20°C’de bekletilmis ve ¢6ziinmesi beklenmis hasta serumu
konularak iizerine 500ul K buffer ilave edilmistir. Caligirken her bir eppendorf tiipii

tek tek agilmig, sollisyonlar eklendikten sonra hemen kapaklar1 kapatilmistir.

K Buffer (20mM Tris (PH 8.0); PH’y1 diizenler, 150 mM NaCl; Izotonik ortam
saglar, 10 mM EDTA (PH 8.0); DNA’y1 korur, % 0.2 SDS; Protein subiinitelerini alt
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birimlere ayirir, 20pl/ml Proteinase K; Proteinleri subiinitelerine pargalar.)

konulduktan sonra 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

Inkitbasyon siiresi sonunda tiipler 1 dakika yiiksek devirde santrifiij edilerek tiiplerin
kenarlarinda olugsmus damlaciklarin diismesi saglanmigtir. Daha sonra karigim 700l
Tamponlu fenol (+ 4°C) ile ekstrakte edilip, 3 dakika tiipler alt iist edilerek (yavas
yavas) kanistinlmigtir. Tamponlu fenol asamasinda ortamdaki artik maddeler
eppendorf tiipiiniin dibine ¢oker, tris+ DNA istte kalir. Kangtirildiktan sonra tiipler
mikrosantrifiij aletinde (JP Selecta, s.a. 7001085, Spain) 6 dk. 11.000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Bu agama sonucunda tiiplerdeki karigimlarin iki faz olusturdugu
g6zlemlenir; olusan artik bilesikler tlipiin ortasinda toplantr, fenol ¢oker, trist+ DNA

iistte kalir.

Ust kismu pellete dokunmadan steril bir eppendorfa aktarildiktan sonra fizerine 700ul
24:1 oranminda hazirlanmig Chloroform:Isoamyl alkol karisimu ile ekstrakte edilmesini
takiben tiipler 3 dakika alt iist edilmis ve 6 dakika 11.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Boylece bulunmasi muhtemel fenol ortamdan uzaklastirilmugtir. Ustte kalan berrak
faz tekrar steril yeni tiiplere dikkatlice aktarilmis ve tizerine 70ul 3M Sodyum Asetat
(PH 4.9 veya 5) ve 1ml % 96 Etanol ( -20°C) ilave edilip tiipler 10- 11 defa yavasca
ve dikkatlice alt {ist edilmistir. -20°C’de minimum 1 saat veya 1 gece presipite
edilmigtir. %96°11ik alkol DNA’mn suyunu g¢ekerek yapisinin bozulmadan biiziislip
agregasyon halinde (zDNA) presipite olmasin saglar. Bu haldeki DNA daha agir
hale gelerek tiiptin dibine ¢oker ve oraya yapigir. -20°C’den ¢ikardiktan hemen sonra
bekletilmeden 10dk. 11.000 rpm’de santrifiij edilip yine bekletilmeden tiipiin tamama
otomatik pipetle dikkatlice alindiktan sonra, tiipler kurutma kagidinin iizerine ters
cevrilerek tiip kenarlarinda kalan s1ivinin akmasi saglanmigtir. Daha sonra 500ul %70
Etanol (-20°C) ilave edilmigtir. Bu agamada hem DNA yikanir hem de su oram
%96’lik alkole oranla daha fazla oldugundan, bir sonraki agama i¢in ortam suya
hazirlanmis olur. 2 dakika 12.000 rpm’de g¢evirerek DNA yikanmugtir. Alkoliin
tamami otomatik pipetle DNA’ya zarar vermeden dikkatlice ¢ekilerek atilmistir.
Tiiplerin agizlan agik olarak yaklagik 15 dakika 65°C’de bekletilerek alkoliin

tamamen ugmasi saglanmistir.

Dip kisimda kalan DNA’nin tizerine 20ul TE (Tris + EDTA) (PH 8.0) ilave edilerek

tiipler tilt edilmis ve DNA’nin ¢dziinmesi saglanmigtir. Daha sonra oda 1sisinda 30
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dakika bekletilmesini takiben bir gece +4°C’de bekletilmistir (veya 15 dakika
65°C’de bekletilebilir). Bu asamada izotonik ve tampon 6zelligi ile DNA tamamen 3
boyutlu yapisina kavusur. PCR agamasina kadar izole edilmis DNA’lar ~20°C’de

saklanmusgtir.

TE igerisinde ¢6ziinmiis olan DNA ile PCR c¢aligmas1 yapmadan Once ¢dzlinmesi
beklenilmis ve tekrar 1 dakika kadar santriftij yapilarak tiim sivinin tiiplin dibine
¢6kmesi saglanmugtir. Caligma esnasinda gerek DNA’nin saglikli bir sekilde elde
edilmesi gerekse de kontaminasyonun engellenmesi igin olduk¢a hassas ve dikatli

davranilmigtir.
3.2.4 Semi-Nested PCR Uygulamasi
3.2.4.1 1.asama PCR islemi:

Amplifikasyon igleminden &nce temiz PCR odasinda ¢ogaltma kangimi hazirlands.

Bunun i¢in bir eppendorf tiipiiniin igerisine her bir 6rnek icin asagidaki reaktifler

karigtirtlmastir.
PCR tamponu Sul
dNTP (10mM) 1ul
MgCl, (25mM) 4ul
Primer 1

Taq DNA polimeraz 0.25ul

ddH,0 28.75ul

Toplam 40ul

Bu miktarlar ¢alisilacak 6rnek sayisi oraninda gogaltilarak, her tiipte 40ul olacak
sekilde ince cidarli PCR tiiplerine paylastirnlmustir. Cogaltma karisimi konmus

tiiplere izolasyon odasinda daha Once elde edilmis olan DNA’dan 10pl ilave
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edilmistir. Bu gekilde final konsantrasyon 50 pl’ye tamamlanmistir. Buharlasmay1
engellemek amaci ile de kangimin {izeri bir miktar mineral yag ile kaplanmigtir.
Negatif kontrol tiipline izolasyon iirlinii yerine reaksiyon karisum igin kullanilan
distile sudan ilave edilmigtir. Pozitif kontrol tiipiine ise énceden HBV-DNA’simn
pozitif oldugu bilinen izolasyon {irlinlinden aym miktarda eklenmigstir. Daha sonra
tiiplerin kapaklar kapatilarak PCR cihazina (Techne Genius FGENOSTD, England)
yerlestirilmigtir. Thermal cycler cihazi asagidaki derecelere ve zaman dilimlerine
programlanmigtir. Cogaltma iglemi tamamlandiktan sonra iiriinler +4°C’de
gorintiileme islemine kadar saklanmistir. Daha uzun siire bekletilme durumlarinda

ise {irtinler -20°C°de saklanmustir.

94°C | 5dk. | 1 siklus
94°C | 20 sn.
55°C | 40sn. | 30 siklus
72°C | 60sn.
72°C | 5dk. | 1 siklus
+4°C | 10 dk. | 1 silus

3.2.4.2 1l.asama PCR iiriinlerinin incelenmesi

Birinci agama gogaltma islemi tamamlandiktan sonra HBV-DNA pozitif ve negatif
Ornekleri birbirinden ayirmak igin triinler elektroforej jel islemine tabi tutulmustur.
Bu amagla hazirlanan %1°lik agaroz jel igine 1 pg/ml ethidium bromid ilave
edildikten sonra taraklarin yerlestirilmis oldugu jel tankina agaroz ile hazirlanmisg jel
dokiilmiis ve donmasi i¢in bir siire bekletilmistir. Jelin dokiildiigii jel tankinin
bulundugu zeminin diiz bir zemin olmasina, jelin tankin her yerine homojen bir
sekilde dagilmasina ve tizerinde herhangi bir hava kabarciklarinin olmamasina dikkat

edilmigtir.

Elektroforez tanki TAE (1X) (Tris- asetik asit-EDTA) ile doldurulmugtur. Taraklar
¢ikarildiktan sonra, jel bu tankin igerisine yerlestirilmis ve 10pul PCR tiriinii yaklasik
2ul kadar yiikleme tamponu (loading buffer) ile parafilm tizerinde karigtirilarak jel
tizerinde olusmus olan kuyucuklara yerlestirilmistir. Ornekler haricinde bu
kuyucuklara negatif ve pozitif kontroller de yiiklenmigtir. Ayrica ortama amplifiye

olmus fiiriinleri boylarina gore degerlendirmek amaci ile 1 kb agirlik markorii
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(Fermentas) ilave edilmistir. DNA’nin yiiklendigi taraf (-) kutba gelecek sekilde jel
tankinin kapagi takilmistir. Elektroforez iglemi 70-80 V akim verilerek yiikleme
tamponu jel tankinin orta hizasina gelene kadar DNA’nin jel arasindaki porlardan

yliriimesi beklenmistir.

Olusan bantlar jelin transilliiminatérde iiltraviyole (UV) 15181 altinda izlenmesi ile
ortaya ¢ikmustir. Her elektroforezde olusan bantlarin dijital kamera ile goriintiileri
alinmigtir. Olusan DNA bantlarinin beklenen boyda olduguna molekiiler agirlik

markériiniin bantlan ile karsilagtirarak karar verilmistir.
3.2.4.3 2.asama PCR islemi:

Semi-nested PCR’in 2. agamasinda ilk asamadaki gibi bir reaksiyon karisimi
ha21rl.anm1$t1r. Bu karisim olusturan tlim reaktifler ve miktarlar1 1. asamadaki gibi
hazirlanmigtir. Ancak kullanilan primer dizinlerinde farklilik bulunmaktadir. Bu
asamada kullanilan primerlerden ileri primer 1. asamadaki ileri primer ile aym
dizinlere sahip iken geri primer sentez edilmesi istenen bélgenin daha i¢ kistminda

kalmaktadir.

Reaksiyon karigim yine toplam 40pl olacak sekilde hazirlandiktan sonra 1. asamada
sadece pozitif sonug veren PCR iiriinlerinin her birinden 1’er pl alinarak daha énce
hazirlanmis ve ince cidarli PCR tiiplerine 6rnek sayis1 basina 40°ar pl olacak sekilde
paylastirilmis reaksiyon karisimina ilave edilmigtir. Tiipler thermal cycler cihazina
yerlestirilmis ve thermal cycler cihaz1 asagidaki derecelere ve zaman dilimlerine

programlanmugtir.

94°C | 2 dk. | 1 siklus
94°C | 20sn.
60°C | 30sn. | 30 siklus
72°C | 40sn.
72°C | 5dk. |1 siklus
+4°C | 10dk. | 1 siklus

2. asama iiriinleri Dizi Analizi yapilincaya kadar -20 °C’de sakland.
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3.2.4.4 2.asama PCR iiriinlerinin incelenmesi

Bu agamadan elde edilen tirtinler %1.5’lik agaroz jelde ilk asama jel elektroforezinde
oldugu gibi kuyucuklara yerlestirilip akim yardim1 ile bantlarin yiirtimeleri beklenip
yine UV transilliminatérde bant biyiikliileri agirhik markérii ile kiyaslanarak

incelemis ve jelin goriintiisii kamera (Fuji Finepix S602 Zoom) ile fotograflanmugtir.
3.5 Kullanilan primer dizinleri ve sentez bélgeleri

Calismada semi-nested PCR yapmaya uygun yiizey antijen bolgesini gogaltmaya
y6nelik primerler kullamilmistir. Primer dizini se¢iminde birkag referans kaynaktan
yararlamlarak bizim hastalarimizdaki HBV’nin S gen bolgesine en spesifik olam

denemeler yapilarak belirlenmistir (Sekil 3.1, Tablo3.1).

Tablo 3.1 HBV S Gen Bélgesine I¢in Belirlenen Primer Dizinleri

Kullanildig . 4 Amplifiye |  Uriin
Primer dizinleri
asamalar bolgesi | biiylkligii

Forwérd (sense)
5'-CTAGACTCGTGGTGGACTTCTC3'

l.agsama y
i | Reverse (antisense) 250-1019 | 770 bp
primerleri A
S'-AAATCCCAAAAGACCCACAAT-3'
Forward (sense)
5'-CTAGACTCGTGGTGGACTTCTC-3'
2.asama .
. .| Reverse (antisense) 250-732 482 bp
primerleri

5'-AAGCCANACARTGGGGGAAAGC-3'
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1 ctccacaaca ttccaccaag ctcotgetaga tcccagagtg aggggoctat attttootge
61 tggtggctcc agttccggaa cagtaaaccce tgttcocgact actgoctcac ccatatcgte
121 aatcttctcg aggactgggy accctgcoacce gaacatggag agcacaacat caggattcoct
181 aggacccctg cl:cchttal: aqchgggcc tttcttgttyg acaagaatcc tcacaatacce

241 acagaly actcgtagt goacttctdt caattttcta gggggageac ceacgtgtec
301 l:qqccmaﬂ :cmwwmx' emc:swm’a tcactcacca acctcttgte ctocasctty
361 toctggotat cgoctggatgt gtotgeggeg t ca tectgetget
421 atgoctcoatc ttottgttgg gga ggt atgttgcceg tttgtcoetet
481 acttccagga 1 agcacggy g gcacga ttectgotca
541 aggaacctct atgtttocct gttg tcggacggaa actgoactty
601 tattcccate ccatcatcct luqat.v.cct.a cctecagtceg
661 tttctoctgy cteagtttac g gtag

721

781

841

901
961
1021 gcccctttta cacaatgtgyg ctatcetgec \:tgat.qcctt. tatatgcatg tatacaatct
1081 aagcaggett tcactttcote gocaacttac aaggoctttc tgtgtaaaca atatctaaac
1141 ctttaccccg ttgoccggea acggtcaggt ctotgecaag tgtttgetga cgcocaacccoc
1201 acgggttggy gettggecat aggecatcgg cgeatgegtyg gaacctttgt ggotoctotg

[ 1. ve 2. agama ileri primer B 2. asama geri primer

[ 1. agama geri primer [] Sentez bilgesi

Sekil 3.1. Semi-nested PCR igin kullamilan HBV S gen bolgesi primerleri ve sentez

bolgesinin HBV orijinal dizin tizerinde gosterimi
3.2.6. HBV-DNA S Gen Bolgesi Dizi Analizi

HBV § gen bolgesinin dizi analizi otomatik DNA analizatorii (Visible Genetics Inc,
Kanada) kullanilarak yapilmigtir. Amplifikasyonda TNF-o. gen bolgesine ozgil
primer kullanilmigtir. Reaksiyon; Cy5/5.5 Dye Primer Cycle sequencing Kit (Visible
Genetics Inc, Kanada) protokolii kullanilarak Cy 5.5 floresans isaretli 3uM
konsantrasyona ayarlanmig primerden 2.5 ul (5° AAAGCCCTACGACCACTGA
3%), (TibMolbiol Syntheselabor, Almanya) , Sequencing reaction buffer’ dan 2.5 pl,
DMSO (dimetilsulfoxide) (Sigma D8779,ABD), sequencing Taq polimeraz’ dan 4pl
ve 7 pl distile su eklenerek total voliim 22 ul olacak sekilde reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Karigiminin  20pl’si ayrildiktan sonra tzerine 2pl PCR iriini
eklenmistir. ddNTP (ddA, ddC, ddG, ddT)lerden 3pl alinarak 0.2 ml’ lik PCR
tiiplerine dagitilmigtir. Karigimin 5 pl’ si herbir tipe eklenmistir. Reaksiyon
karigimlar1 “thermal cycler” iginde (MJR PTC200, USA) 94°C’ de 20 sn, 58°C’ de
30dk, 72°C’ de 1 dk olacak sekilde 30 siklusta yapilmustir. Ilk siklusta denatiirasyon
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94°C’ de 2 dk ve son siklustan sonra 72°C’ de 2 dk olarak tamamlanmistir. Thermal
cycler cihaz1 +4°C’ ye geldiginde érneklerin iizerine formamide igeren stop solution’
dan 6yl eklenip vortekslendikten sonra otomatik Dizi Analizatoriinde kullanilincaya
kadar —20°C” de bekletilmistir. Dizi analizi yapilacak iirtinler 94°C” de 2 dk denatiire
edildikten sonra +4°C” ye alinip yiikleme islemi yapilir. Visible Genetics Otomatik
DNA dizi analizatorii; Long-Read Tower sequencer (Otomatik floresans elektroforez
iinitesi), Geneobject software system (Geneobject software sistemi), Microcell
cassettes (Microcell kasetleri), SureFill cartridge (premixed acrylamide gel (%6 hk
akrilamid karigimi) ve injector (enjektor), Gel Toaster ( Photo- polymerize
acrylamide gel ) tnitelerini igermektedir. Enjektor yardimiyla akrilamid karisimi
microcell kasete uygulanir ve UV 1sik altinda 3 dk. polimerize olmasi beklenir.
Polimerize olduktan sonra Long Read Tower sequencer i¢inde bulunan buffer
chamber {initesine yerlestirilir. 2 dk. onyiiriitme isleminden sonra sekans
iirtinlerinden 1.8 pl alarak jele yiiklenir. 55°C” de 2000 voltta 110 dk yiiriitme
isleminden sonra ham veriler Gen bankasindan alinan HBV S gen bolgesi ile

karsilastirilarak analiz edilmistir (Metis Biotechnology, Turkey).
3.2.7 Genotiplendirim ve Mutasyon analizi

Elde edilen sekans verileri GenBankasindaki gesitli genotip ve serotipe sahip olan
HBV dizinleri igerisinde AJ131956 versiyonlu HBV dizinine uyumluluk
gostermektedir. Bu uyuma bagh olarak genotipler ve serotipler belirlenmistir. Her bir
hastanin HBV dizinini bu veri ile kiyaslayarak farklilik gosteren niikleotidlere bagli
olarak mutasyonlar saptanmigtir. Mutasyonlar amacimiza uygun olarak hasta gruplar

igerisinde ayr1 ayri degerlendirmeye alinmugtir.
3.2.8 Caliymada Kullamilan Reaktifler
e Proteinaz K

Toz halindeki proteinaz K, hazirlanan proteinaz K Buffer ile sulandirilmistir,
sisenin iizerinde de belirtildigi gibi sulandirma miktar1 10mg/ml olarak
ayarlanmistir. Proteinaz K tozu proteinaz K buffer ile sulandirilirken islemler buz

iizerinde yapilmustir. Daha sonra bu karigim —20°C’de saklanmugtur.



Proteinaz K buffer: Proteinaz K buffer; 0.05 M Tris-HCI, 0.9 mM CaCl,
reaktiflerinden olusur. 100mI’lik buffer i¢in; 0.788 gr Tris-HCI ve 9.99 gr CaCl,
tartilmigtir.  80ml ddH,O suda ¢oziliip, 100ml’ye tamamlanip, PH: 8¢

ayarlanmgtir. Buffer hazirlandiktan sonra otoklavlanmig ve +4°de saklanmustir.

o K Buffer

K buffer hazirlanirken igerigindeki biitin kompenentler igin hazirlanmis stok
soltisyonlar kullanilmigtir. Bu reaktifler ayri ayri hesaplanmis, ddH,O ilave
edilerek istenilen miktara tamamlanmistir. Buna gére bir érnek i¢in hesaplanan
degerler ne kadar Ornek ile calisilacak ise oranlar ornek sayisina gore

cogaltilmistir. Buna gore oranlar bir 6rnek i¢in su sekilde verilebilir;

20 mM Tris (PH 8.0) 10ul
150mM NaCl 30ul
10mM EDTA (PH 8.0) 10pl
% 0.2 SDS 10pul
20pg/ml Proteinase K 10ul

e 1M Tris-HCI

Tris-HCI; Tris base’ye HCI ekleyerek elde edilmistir. 100ml igin 12.11 gr Tris
base tartilmig, dnce 50ml ddH,O’da ¢ozdiiriilmiis ve PH 8’e ayarlanmistir. Tekrar
stok soliisyon ddH,O ile 95ml’ye tamamlanmis ve tekrar PH 8’e ayarlandiktan

sonra 100ml’ye tamamlanmis ve otoklavlanmuistir.
e 5M NaCl

100ml  stok soliisyon igin 29.220 gr NaCl tartilarak bir miktar suda

¢oziindiirdiikten sonra istenilen miktara tamamlanmuistir.
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e (.5M Etilendiamintetraasetat (EDTA)

100ml stok soliisyon i¢in 18.61 gr/lt EDTA ilk olarak SOml NAOH (20gr/1t) ile
¢ozdiirilip PH 8’¢ ayarlanmis ve tekrar solisyon NAOH ile 95ml’ye
tamamlanarak PH 8’¢ ayarlandiktan sonra 100ml’ye tamamlanarak

otoklavlanmigtir.
e %20 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Sulandirma miktarnt %20 olacak sekilde dH,O ile karistirilmig ve 65°C’de
isitilarak ¢oziinmesi saglanmugtir. Yine ilk 6nce bir miktar su ile ¢6ziinmesi

saglandiktan sonra istenilen miktara tamamlanmig ve PH 7,2’ye ayarlanmstir.

e Fenol

Fenol ¢esitli firmalar tarafindan kristalize ya da sivi halde satilmaktadir. Bu

calismada 10mM Tris-HCl ile doymus fenol soliisyonu kullanilmistir.
e Kloroform

Molekiiler biyolojik ¢alisma i¢in hazirlanmis soliisyon kullanilmastr.
e izoamil Alkol

Molekiiler biyolojik ¢aligma i¢in hazirlanmig soliisyon kullanilmisgtir.
e 3M Sodyum Asetat

408.24 gr/lt olacak sekilde bir miktar ddH,O ile ¢6ziilmiis, 3M asetik asit ile PH

4.8-5.2 olacak sekilde ayarlandiktan sonra istenilen miktara tamamlanmstir.

e TE Tamponu
10mM Tris-HCl  1.211 gr/it PH:8
ImM EDTA 0.3722 gr/lt PH:8

olacak sekilde reaktifler karistirilarak PH 8’e ayarlanmug ve otoklavlanmistir.
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e Primerler

Hazir olarak alinan primerler sense ve antisense primerler olarak ayri ayri
alinmigtir. Bu primerlerin sulandirilmas: siselerin {izerinde yazan oranlara gore

yapilmagtir.

Calismamizda kullandigimiz primerler HBV S gen bélgesine ait olup, ticari olarak
(Metis Biotechnology, Turkey) sentezletilmislerdir. Her bir agamaya ait primer

giftleri ayr1 ayr hazirlanmstir.

Primer 1’den 100pmol/ml, Primer 2’den 100pmol/ml olacak sekilde sulandirilmig
sekli ile satin alinmis primerlerden 10°ar pl alimp bir eppendorf tiipiine
konulmustur. Uzerine 80ul ddH,O konularak 100ul’ye tamamlanmistir. Kisa bir
stire vortekslenip Quick yapilarak, tiipiin iizerine yazilip -20°C’de saklanmagtir.

e PCR tamponu

Kullanima hazir bir sekilde alinmig ve -20°C’de muhafaza edilmistir.
e Deoksiniikleotidtrifosfatlar (ANTP: dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

100’er mM’lik olarak dATP, dGTP, dTTP, dCTP ayn ayn set seklinde satin
alinarak her birinden 10’ar pl olacak sekilde bir eppendorf tiipiine konulmus ve
60ul ddH,0 ile 100ul’ye tamamlanarak -20°C’de saklanmugtir.

e Taq DNA Polimeraz

5U/ul olarak kullanima hazir sekilde satin alimp -20°C°de saklanmugtir.

e PCR Reaksiyon karisimi

PCR reaksiyon karigimini hazirlarken kullanilan eldivenin tizerindeki toz alkolle
temizlenip kurulanmigtir. PCR c¢alisma odasinda kullanilacak ortam ve
malzemeler steril edildikten sonra 6nce Buffer, ANTP karigimi, MgCl,, Primer
karisimi -20°C’den ¢ikarilmigtir. Buzlu suda ¢oziinmeye birakilmiglardir. Kisa
stireli gok hafif bir gekilde vortekslenip 10 sn. 13.000 rpm’de santrifiij edilmis ve
buz lizerine tekrar alinmugtir. Bu reaktifler belirtilen oranlarda bir eppendorf

tiipiiniin igerisine birakildiktan sonra Taq polimeraz -20°C’den ¢ikarilip,
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belirtilen oranda ortama ilave edildikten sonra tiim malzemeler tekrar -20°C’ye

kaldirilmigtir. Tiim karisim kisa bir siire vortekslenmis ve santrifiij edilmisgtir.
Reaksiyon karisimi her ¢aligmada &rnek sayisina gére taze olarak hazirlanmisgtir.

e Yiikleme tamponu (Loading Buffer)

Ficoll %10
Na2EDTA 0.1 M
SDS %2
Bromfenol mavisi 0.25 gr

Yukaridaki reaktifler bire bir oraninda TE tamponu ile ¢éziindiiriildiikten sonra
+4°C’de saklanmustir.

¢ Elektroforez Tamponu (TAE = Tris - Asetik asit — EDTA Buffer)

[k 6nce 50X’lik olacak sekilde yogun olarak stok hazirlandiktan sonra ¢alisma
esnasinda 1X olacak sekilde seyreltilmistir.

2M Tris base 242 gr

% 5.7 glacial asedik asit 57.1 ml

0.5 M EDTA (PH:8) 100 ml

reaktifleri 1 litre ddH,O’ya tamamlanip otoklav edilmisgtir.
e Etidyum Bromid (EB)

Stok olarak 10 mg/ml olacak sekilde EB soliisyonu hazirlanmigtir.
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e Agaroz jel

%]1’lik jel i¢in; 0.5 gr. Agaroz tartilarak 50ml (1X) TAE tamponu ile birlikte
- 1s1iya dayanikli cam erlene konarak isitici fizerinde ¢6zlinmesi saglanmugtir.
Cozelti sogumaya birakilmigtir. Sicakligi 40-50°C’ye indiginde 1/10000 oraninda
sulandirilmig etidyum bromid ilave edilmis ve igerisine taraklarin yerlestirilmis
oldugu jel tankina yaklagik 5 mm kalinliginda dékiilerek bir stire donmasi igin
bekletilmisgtir.

e Molekiiler Agirhk Markérii

Molekiiler biyolojik galigmalara uygun olarak hazirlanmis reaktif kullanilmigtir,
4ul molekiiler agirhk markorii (1kb) alinarak agaroz jel tizerinde bulunan birinci

kuyucuga elektroforez dncesi aplike edilmisgtir.
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4. BULGULAR
4.1 l.asama PCR bulgular:

Bu ¢alismada HBsAg (+) secrolojik sonu¢ veren 132 hasta serumu iizerinde
calisgtimistir. Bunlardan HBV-DNA pozitif olanlar, 1.asama PCR’dan elde edilen
tiriinlerin jel elektroforezi sonucunda negatif bireylerden ayrilmis ve 2. asama PCR’a
sadece 1. asamadan elde edilen pozitif érnekler alinmigtir. 132 hastadan 40 tanesinde

(%30.30) HBV-DNA porzitif bulunmustur.

Sekil 4.1 %2’lik jel kullamlarak elde edilmis 1. asama PCR iriini. PK: Pozitif
kontrol, NK: Negatif kontrol, M: DNA ladder, N: Numuneler

Sekil 4.1°de goriildiigi gibi negatif olan 6rneklerde higbir sekilde band olusmadig:
ve HBV-DNA pozitif olanlarda ise 770 bp.lik bandlarm olugdugu 1kb. DNA ladder

ile kiyaslanarak belirlenmistir. Bu sekilde ger¢ek viriyon tespit edilmistir.
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NS NI0 N1l NI2 NI13 Ni4 FK

Sekil 4.2 Ayni galisma ile ilgili farkli bir jel gériintiisii. N; numuneleri ifade etmekte

olup 14 drnek goriintiilenmistir.

Tablo 4.1 1.asama PCR sonucuna bagl olarak HBV-DNA pozitif olan hasta gruplar

Hasta gruplari Toplam birey sayisi
Aile tiyeleri ( 7 farkh aile) 19
Diyaliz tiyeleri 5
Hastane personelleri 4
Kronik HBV hastalar 7 |
Dondérler 5

Calismamizda iki hastay1 iki yillik takibe almig idik. Bu hastalar bir aileye ait iki
iiyeden olugmaktadir. Sekil 4.2°de N6 bireyin 2002°deki N7 ise aym bireyin
2004’deki goriintiistidiir. Diger bireyin ise 2002°deki goriintiisii N3"tin hizasindaki
sekliyle olup 2004°de ise N4’deki gibi goriintilenmigtir. Bu iki birey iki yil

igerisinde jel izerinde farkli konsantrasyonlarda bandlar olugturmuglardir.
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4.2 2.asama PCR bulgulan

Birinci agamadan elde edilen sadece pozitif ornekler i¢inde semi-nested PCR
yapilarak sekanslama ¢aligmalarina uygun hale getirilen orneklerin ikinci agama
sonrasi goriintilleri Sekil 4.3°deki gibi belirlenmis ve aranan band biyikligi

482bp.olarak dogrulanmugtir.

N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 NI PKNK M

Sekil 4.3 %1°lik jel kullanilarak elde edilmis semi-nested PCR firiini.
4.3 Dizi analizi ve serotip bulgular:

Bu sekilde HBsAg pozitif olan 132 serumdan HBV-DNA pozitif olan 40 &rnekte S
bélgelerine ait gogaltilmis iirlinlerin band biiytikliiklerinden emin olunduktan sonra

tirtinler bir sonraki asama olan dizi analizi ¢alismalarina alinmistir.

Dizi analizi sonuglari GenBankasindaki gesitli genotip ve serotipe sahip olan HBV
dizinleri icerisinde AJ131956 versiyonlu HBV dizinine uyumluluk gdstermektedir.
Bu uyuma bagli olarak HBV-DNA pozitif olan 40 hastanin timiinii Genotip D olarak
ve suptip ise ayw3 olarak belirlenmistir. Bu genotip igerisinde meydana gelen

niikleotid degisimleri degerlendirmeye alinmuistir.
4.4 Genotip sonucuna bagh sentez bélgesinin énemi

Dizi analizi ¢alismamiza gegmeden dnce drneklerimizin hangi serotipe ait oldugunu
heniiz belirlememis oldugumuzdan dolay1 primer se¢imi 6ncelikle Genbankasindaki
Hepatit B viriisiiniin orijinal dizini tizerinden yapilmistir. Ancak tim orneklerimizin
serotipini belirledikten sonra ayni dizinler AJ131956 versiyonlu HBV  dizini
{izerinden degerlendirmeye alinmustir ve bu primerlerin bélge ile tam uyumlulukta

oldugu goriildiikten sonra sentez bolgemizin HBV i¢in 6nemi arastirlmistir.
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Boylece bu bolgede yani S bolgesinde meydana gelebilecek mutasyonlarin hangi

transkriptleri etkileyebilecegi konusunda fikir edinilerek ¢aligmaya devam edilmistir.

Ayrica HBV S gen bolgesi mutasyonlar agisindan kor bélgesine gore daha stabil bir
bolge oldugundan serum Orneklerini segerken kisilerin herhangi bir antiviral terapi
gormiiyor olmalarina ve asilanmig olmamalarina da dikkat edilmistir; bu sekilde
stabil bir bdlge olan ve viriyonun yiizey antijenleri ile ilgili olan bu bélgede meydana
gelebilecek mutasyonlarin  tiimiiyle organizmamin kendi immiin yanitindan
kaynaklanmis olacagini, ozellikle Gaziantep ve yoresindeki yerlesim alanlarinda
gelismis bolgelere nazaran antiviral tedavinin hastaligin ilkin asamalarinda
kullanilmamasindan ancak sikayetin artma durumunda tedaviyi segmelerinden dolay1
HBV’deki ilkin asama mutasyonunun ilag kaynakli olmadig1 diigiincesi ile bu gen

bolgesi ile ilgili galigmamiza devam edilmistir.

Buna gore bolgenin 6nemi su sekilde agiklanabilir; Sekil 4.4°de belirtildigi gibi
sentez bolgemiz {i¢ ayr tip yiizey antijenlerinin sentez edildigi genlerde ortak
dizinlerin bulundugu bir bélge olup, bundan dolay: bu bélgede meydana gelebilecek
degisimler ortak dizinlerden dolay1 yiizey antijenlerinin iiglinde de (LHBsAg,
MHBsAg, SHBsAg) olusacaktir.

LHBsAg
MHBsAg
SHBsAg 2
1[ 678 43 1200
I
250 732
L Sentez Bélgesi «<—
HBY 8 Gen Bélgesi

Sekil 4.4. HBV S gen bolgesi tizerinden sentezlenen yiizey proteinleri ve ¢aligma

alanimiz.
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4.5. Mutasyon bulgular:

Dizi analizi sonucu elde edilen veriler hasta gruplar igerisinde ayr1 ayr
gruplandirilarak incelemeye almmigtir. Mutasyon sayilarimin gruplar igerisinde
ortalamalar: alinarak rakamsal olarak kiyaslanmistir. Bu sekilde hangi grupta en fazla

mutasyonun meydana geldigi kolayca saptanabilmistir.

Yapilan bu gruplamalar 283-603 (S gen bolgesi) niikleotidleri arasinda
degerlendirilmis ancak nokta mutasyonlarin en fazla 490-550 niikleotidleri arasinda
meydana geldigi saptanmistir. Nokta mutasyon sikliklarina bakildiginda ise en fazla
kronik  HBV hasta grubunda ikinci olarak da aile iginde meydana geldigi
goriilmektedir. En az mutasyonun gergeklestigi grup ise diyaliz hastalarinin

bulundugu grup olarak belirlenmistir.

Tiim izolatlarda C498A, A531G ve T536C nokta mutasyonu bulunmustur. izolatlarin
% 82,5 kisminda C501A nokta mutasyonu tespit edilmistir.

Nokta mutasyonundan farkli olarak kronik HBV hastasindan elde edilen izolatta
(K4) A531/532A yer degisim mutasyonu saptanmistir.

Hasta Gruplarinin Mutasyon Orani

1.4

&
=

Mutasyon oranlari
o o
Py

o
N

f

AM DM HP KP D
Hasta Gruplari

Sekil 4.5. Hasta gruplarinin mutasyon orani. AM: Aile tiyeleri, DM: Diyaliz tiyeleri,
HP: Hastane personelleri, KP: Kronik hastalar, D: Donérler.
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4.5.1 Hasta Gruplarinda Niikleotid Degisim Verileri
Aile Uyeleri
(A= Aile, M= Uye W= Genotip D serotipine ait ana dizin)

Aile 1 (4-7)
490 550

w GGATCT T C G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

AIMI AL
AIM2 Avsah

AIM3 TR Ol c
AlM4 A c

Aile 2 (11-15)
490 550

w GGATCTTC G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

A2M1 A T- C. C
A2M2 A T. C. C.
A2M3 A T- C. C:
A2M4 A C. C P
A2MS A C: C:

Aile 3 (23-24)
490 550

w GGATCTTC G AC C ACCAGCACGGGACCATGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

A3MI AT C C
A3M2 AT ¢ ¢
Aile 4 (25-26)

490 550

w GGATCTTC G AC C ACCAGCACGGGACCATGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

A4M1 A T. C C

A4M2 A C o
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Aile 5 (29-30)
490 550
W GGATCTTC G AC C ACCAGCACGGGACCATGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

A5MI A= s

A5M2 A

Aile 6 (39-40)

283 340

w GGGGGAACTACCG T GTGTCTTGGCCAA AATTCGCAGT € CCCAACCTCCAATCACTCA

A6MI C ;s

A6M2

490 550
GGATCTTC G AC € ACCAGCACGGGACCATGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

A G C @

Aile 7 (10.34)

490 550

W GGATCTTC G AC C ACCAGCACGGGACCATGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

ATMI

ATM2 Ak .

Diyaliz Uyeleri
460

w GGTATGTTGCCCGTTTGTC € TCTAATTCCA GGATCTTC G ACCACCAGCACGGGACC A TGC

D1 A (S
D2 A
D3 A
D4 A A
D5 A
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550
AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

Coeee-C:

Ceeiei

Hastane Personelleri

490

550

w GGATCTTC G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AG A ACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

HI A C-

12 [ s c
H3 A CoeeeeeeeC
H4 A G o @

Kronik HBV hastalar:

490

w GGATCT T C G AC C ACCAGCACGGGACC A

550

TGC AG A ACCTGCAT G ACT A CTGCTCAAGGAACC

Kl A A C %
K2 M G C C
K3 A c C c
K4 A 6'C—C
KS A C- C C
K6 A—--A (¢ C
K7 A e C C
Dondorler
490 550

w GGATCTTC G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

DNI A Clceric @
DN2 A C! o i
DN3 A--—--T. GG,
DN4 A T { R
DN35 A T C.
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Mevcut Nokta Mutasyonlar

Sekil 4.6. Nokta mutasyonlarin hasta gruplari igerisinde dagilim1

Biitiin 6rneklerde meydana gelen sabit mutasyonlarin haricindeki mutasyon gruplar
hangi hasta grubuna ait oldugu dikkate alinmaksizin incelendiginde tiim hasta
populasyonumuzda en fazla C501A tipi mutasyonun meydana geldigi bunu en
yakindan takip edenin ise C517T mutasyonu oldugu tesbit edilmistir. Hasta gruplari
arasindaki siklik oranina bakildiginda ise C501A mutasyonunun en ¢ok aile
tiyelerinde meydana geldigini, G296G ve T320C mutasyonlarinin ise sadece aile
liyelerinde olusurken diger hasta gruplarinda goriilmedigini ortaya konmustur.

C479T mutasyonunun ise sadece diyaliz iiyelerinde meydana gelmistir.

Ttim mutasyonlara oransal olarak bakildiginda en fazla mutasyon olugumu gOsteren
grup kronik HBV hastalarinin bulundugu grup olup en az ise diyaliz {iyelerinin

olugturdugu grup olarak saptanmgtir.
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iki yil igerisinde iki aile iiyesinde ortaya ¢ikan mutasyon durumu

283 340
w GGGGGAACTACCG T GTGTCTTGGCCAA AATTCGCAGT € CCCAACCTCCAATCACTCA
MI12002
M12004 C. T
490 550

GGATCTTC G AC € ACCAGCACGGGACCATGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

A—-T: CoorC.
Ko iy o R (g
490 550
w GGATCTTC G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC
M2 2002 Az e c
M2 2004 A C- T M G

Bir aileye ait iki iiyenin iki yil igerisinde dizi analizi sonuglarinda meydana gelen
niikleotid degisimleri kiyaslandiginda tiim izolatlarda bulunan nokta mutasyonlarin
haricinde, M12002"nin 283-340 bolgesinde herhangi bir mutasyon gézlenmemis iken
iki y1l sonra G296G ve T320C nokta mutasyonlar gelismis, C501A noktasinda ise

iki y1l sonra T/G farkhilagsmasi saptanmistir.

M22002°de ise ilk yil C501A mutasyonu meveut iken iki yil sonra bu mutasyon
ortadan kalkmig olmasina ragmen iki y1l sonra C517T mutasyonu meydana gelmistir.
Meveut  bir mutasyonun tekrar normale dénmesi ilging bir sonug¢ olarak

degerlendirilebilir.

Bu iki bireyin 2002 ve 2004°deki jel elektroforezinde olusturduklari bandlarin
parlaklik konsantrasyonu da farklilik gostermistir. Mutasyon meydana gelen izolatin
immiin yanittan dolay1 konsantrasyonunun azalmasi beklenilirken
konsantrasyonunun arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.2; M1 igin: N6=2002, N7=2004 M2
i¢in: N3=2002, N4=2004).
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4.5.2. Hasta Gruplarmda Aminoasit Degisim Verileri

Hasta gruplarimizda meydana gelen niikleotid degigimlerinin aminoasit diizeyinde
onemli degisikliklere neden olup olmadigini ortaya koyabilmek ig¢in mutasyon
bélgelerinin aminoasit ¢evrimi incelenmistir. Sentez bdlgemizin immiinolojik tanima

agisindan 6nemli olan transkriplerinde bir takim degigimler ortaya konulmustur.

Buna gore sentez bolgemiz igerisinde niikleotid degisimlerinin en ¢ok meydana
geldigi bolge olan 490-550 araligimin gen bankasindaki aminoasit arah@ 112-131%¢
tekabiil etmektedir, daha az oranda degisimin gézlendigi 283-350 niikleotid aralig:

ise 43-61 nolu aminoasitlere uyum saglamaktadir.

Aile Uyeleri
Aile 1

Niikleotid aralig 490 — 550

112 131
w GSSTEFSTGPCRTCMTTAQGT
AlIMI W=
ATNZ. =2 T D
AIM3 g
AlM4 TP

Aile 2

Niikleotid aralig 490 — 550

112 131
w GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
A2MI T-—P
A2M2 T-—P.
A2M3 TeeeP
A2M4 T--P
A2MS5 p—
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Aile 3

Niikleotid araligi 490 - 550

112 131
w GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
A3MI TeeeoP
A3M2 TeneP.

Aile 4

Niikleotid araligi 490 — 550

112 131
W GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
A4M1 TP
AdM2 TP

Aile 5

Niikleotid aralig1 490 — 550

112 131
W GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
A5SMI1 TP
A5M2 TP

Aile 6
Niikleotid aralig 283-340

43 61
w GGTTVCLGQNSQSPTSNHS

A6MI A B

A6M2
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Niikleotid aralig1 490 — 550

112 131
w GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
A6M1 y I )
A6M2 T----P.

Aile 7

Niikleotid arah@ 490 — 550

112 131
W GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
ATMI TP
ATM2 =P

Diyaliz Uyeleri

Niikleotid aralig 460-550

102 131
w GMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
D1 M T----P:
D2 M J—=p
D3 T----P:
D4 M T----P:
D5 --M P3P
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Hastane Personelleri

Niikleotid aralig 490 - 550

112 131
w GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
HI TP
H2 T----P
H3 T----P
H4 T----P

Kronik HBV hastalar

Niikleotid arahig 490 — 550

112 131

w G'SSINTSIT GPCRECMT T AQGT
Kl - T Tud=p

K2 T----P.

K3 (E—="P

K4 S----P

K5 TR

K6 - T- if—p

K7 -
Dondérler

Niikleotid aralig 490 — 550

112 131
w GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
DN1 T----P
DN2 TSR
DN3 T----P-
DN4 5 )
DNS T-—P



Yiizey antijen sentez bolgesini kapsayan bu bolge lizerinde yapilan aminoasit
ceviriminde gorildiigt gibi 125.M— T) ve 127.(T— P) degisimi tiim izolatlada

goriilmektedir.

Tim izolatlarda bulunan bu mutasyonlar HBsAg’nin belirleyicisi olan a-

determinantinin birinci lobu izerinde (124-137 a.a.) bulunmaktadir.

Tim izolatlarda bu degisimler gozlenirken sadece K4 bireyinde 125. aminoasit
diizeyinde digerlerinden farkli olarak yer degisim mutasyonuna bagli olarak
aminoasit sentezi de etkilenmis ve 125. (M— T) seklinde olmayip 125.(M—S)

seklinde degisime ugramistir.
114.(S—T) degisimi de nadiren gézlenmistir (A1M2, K1, K2).

Bir aile liyesinde (A6M1) ise 47.(V— A) ve 55.(S—F) aminoasit degisimleri

gbzlenmistir.

Verilerde goriildiigti gibi hasta gruplar igerisinde aminoasit degisimini en fazla

gosteren gruplar yine kronik hastalar ve aile bireylerinden olugsmaktadir.
iki yil igerisinde iki aile iiyesinde ortaya ¢ikan aminoasit degisimi
M1 2002-2004

Niikleotid arahi: 283-340

43 61
W GGTTVCLGQNSQSPTSNHS
M1 2002
M1 2004 A F

Niikleotid araligi 490 — 550

112 131

w GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
M1 2002 )
M1 2004 T----P
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M2 2002-2004

Niikleotid aralig 490 — 550

112 131
w GSSTTSTGPCRTCMTTAQGT
M2 2002 T--eiP
M2 2004 TP

Iki y1l igerisinde iki aile iiyesinde ortaya ¢tkan aminoasit degisimi incelendiginde M1
bireyi dikkat ¢ekmekte olup bu bireyde 2002°de her hangi bir aminoasit degisimi s6z
konusu degilken iki yil sonra 47.(V—A) ve 55.(S—F) degisimleri ortaya cikmugtir.

M2’de ise 2002-2004 arasi meydana gelen niikleotid degisimleri aminoasit sentezi

tizerinde degisime neden olmadig gériilmdistiir.
4.6. Yas ve Cinsiyete Bagh Bulgular

Serum 6rnekleri toplanirken kisilerin yas ve cinsiyetleri de kaydedilmistir. Buna gore
HBV-DNA’sinn pozitif oldugu PCR teknigi ile belirlenmis olan hasta grubunun yas
aralif1 10-50 arasinda olup en yiiksek bulasma grubunun 10-20 yas araliginda oldugu
en az tastyicihiin ise 41-50 yas grubunda oldugu goriilmiistiir.

HBV-DNA Yag Dagim Grafigi

41-50

Sekil 4.7. Gergek viriyonun gostergesi olan HBV-DNA’nin yas dagilim
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Ayrica yas durumlarmimn yam sira cinsiyet faktorii de esas alindifinda HBV-DNA

pozitiflik durumu erkeklerde %75, kadinlarda ise %25 olarak belirlenmistir.

HBV-DNA pozitif 40 kisiden 19 tanesinin farkli aile bireylerinden olugmus olmast

da bzellikle aile igi tastyiciligin bu yorede oldukea fazla oldugunu gostermektedir.

(aligmamizin amact olan Gaziantep ve civarindaki HBV genotiplerini ve bu serotipe
ait S bolgesi mutasyonlarim belirlemenin yam sira HBV-DNA’min bu bolgedeki
dagihmu ile iliskin kaydedilen istatistiki bilgiler gaismamizla ilgili yan bilgiler olup
bize bélgedeki gergek viriyon olan HBV-DNAnin epidemiyolojisi ile ilgili bilgi de

vermektedir.
4.7. Yas Grubuna Gire Nokta Mutasyonlarin Durumu

10-20 yas arasi
490 550

w GGATCT T C G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

Ml A T. (o — C

M2 A-—--A (T G

M3 A T Cammmees —-C:

M4 A C- VI ros

M5 o C c
M6 A C C
M7 A T C C:
M8 A--G: C C
M9 A T C C.
M10 A T. C. C
Mil A T G C. G
Mi2 A T G C—C
M3 A C. 'g) C:
Mi4 A c c c
MI5 A T 8 C
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21-30 yas arasi
490 550

W GGATCT T C G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

Mi AT C s
M2 A C c
M3 AceeeT & s
M4 A—T. c c
M5 AceeencT. G C
M6 A G e
M7 A = 2
M8 A—A o é
MY A—A C G
MI0 A e G
Mil A-—T. C C
MIi2 A LT C i

31-40 yas arasi
490 550

w GGATCT T C G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

MI A C C c
M2 L e C
M3 A——-T. c ¢
M4 A C. C. €L
M5 A e @
M6 A e @
M7 A C € G
M8 A G L " g’
M9 A C e €
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41-50 yas arasi
490 550

W GGATCT T C G AC C ACCAGCACGGGACC A TGC AGAACCTGCA T GACT A CTGCTCAAGGAACC

MI A-—T. ¢ c
M2 A c C
M3 A C c
Md A c c c

Yas gruplarini dért ana gruba ayirip en gok niikleotid degisimlerinin meydana geldigi
460-490 bolgesinde en gok hangi yas grubunda mutasyonlarin meydana geldigi
saptanmigtir.

Yas gruplari arasinda mutasyon orani

150% |
100% |
50% |
0%

| Byizde

Yiizde oran

Yag araliklari

Sekil 4.8. Yas araliklarma gére mutasyon dagilimi

Sekil 4.8°de goriildiigii gibi 460-490 niikleotidleri arasinda en fazla mutasyon gelisen
grup 10-20 yas grubu arasi olup en az nokta mutasyon gesitliligi gsteren grup ise

41-50 yas arasi olarak ortaya gikmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Caligmanuzin ncelikli amaci bolgeye ait HBV serotipinde, ki ¢aligmalarimiz
esnasinda bu serotipi genotip D ve subtip ayw3 olarak saptadik, hasta gruplari
arasinda S gen bélgesinde meydana gelen mutasyonlar arastirmak olmasina ragmen
aym zamanda Gaziantep’te daha once Genotip bulgusu olmamasi nedeni ile

oncelikle bolge i¢in baskin genotip grubu da saptanmustir.
HBV genotiplendiriminin 6nemini su sekilde siralayabiliriz; [10,1 1]

* HBYV genotiplerinin incelenmesi HBV enfeksiyonunun biyolojisini anlamaya

yardimei olur.

e Hepatit B genotiplendirilmesi, viriisiin patogenezisini ve izledigi yolu
agiklamak i¢in Gnemlidir. Ciinkii varyantlar terapiye verdikleri yanit,
virulensi, patogenezisi ve serolojik aktiviteleri yoniinden farklilik

gosterebilmektedir.

* Replikasyonun serolojik gostergesi oldugu diisiiniilen HBeAg iizerine etkisi
vardir. Meveut ¢alismalar, hepatit H e antijeni (HBeAg) iiretimini azaltan ya
da durduran precore ve core promotor bolgelerindeki mutasyonlar ile HBV

genotipleri arasinda gii¢lii bir iligki oldugunu géstermektedir.

e Genotiplendirmenin bir diger 6nemi ise HBV genotiplerinin, interferon

terapisine verilen yanit ile de iliskili olmasidir.

Son zamanlarda HBV genotiplendirimi konusunda yeni caligmalar yapilmaya
baglanmustir. Yedi genotipi saptanan HBV enfeksiyonlarinda terapiye verilen yanitlar
farkhilik géstermektedir; genotip A genotip D’ye gére ve genotip B genotip C’ye
gore interferon tedavisine daha iyi cevap vermektedir [12,13,156]. Bolgesel farklilik
gosteren HBV genotipleri Akdeniz bélgesinde D genotipi sikhigi ile karsimiza

¢ikmaktadir. D genotipi en fazla premutant susa sahip olan genotiptir [2].
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Bolgemiz halkimin HBV yiizey antijen (HBsAg) tastyicih@i %4-7.5 arasi
degigmektedir.  Giineydogu Anadolu bolgesi HBV agisindan iilkemizde yiiksek
endemisite alamdir.  Ozellikle aile i¢i tagtyicihgmin daha sik oldugu dikkati
¢ekmektedir.  Annesi pozitif olan gocuklarin bazilari kronik HBV olurken bir
kisminda bu durumun olmadigi izlenmektedir. Her ne kadar yapilan ¢alismalarda
tiplendirim ile kroniklesme arasinda tam bir iliski saptanmasa da HBV
temizlenmesinde zaman siirecinde gelisen mutant suslar kroniklesme ile paraleldir.
Ozellikle Precore ve core promotor bdlgelerinde meydana gelen mutasyonlar ile

genotipler arasinda siki bir iliski bulundugu belirtilmektedir [2, 10].

Almanya’da 64 hasta iizerine yapilan ¢alismada interferonun HBeAg iizerine
etkisinin Genotip A’ hastalarda, Genotip D’li hastalara gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur (%37; %6) [12]. Hindistan’da 130 hasta iizerine yapilan ¢aligmada ise,
Genotip A’da bazal core promotor mutasyon sikliginin Genotip D’ye gore daha
yiiksek oldugu ( %45; %12) buna karsin, Genotip D’de precore stop kodon
mutasyonu sikligimmn Genotip A’ya gére daha fazla oldugu ( %43; %6.5) rapor
edilmigtir [3].

Tayvan, Japonya ve Cin’de de genotip B ve C iizerinde calismalar yapilmustir.
Tayvan’da 58 hasta iizerine yapilan ¢alismada HBeAg’nin azalma oranimin Genotip
B’li hastalarda Genotip C’li hastalara gére 6nemli olgtide daha yiiksek (%41; %15)
oldugunu bulmuslardir. Ayrica Genotip B’ye interferon ve lamivudin Genotip C’ye
gore daha iyi etki etmektedir [13]. Japonya ve Cin’de yapilan ¢alismalar sonucunda
ise, genotip B’de genotip C’ye kiyasla yiiksek oranda precore stop kodon mutasyonu
goriildiigii, Genotip C’de ise B’ye kiyasla yiiksek oranda core promotor mutasyonu

goriildiigii ortaya konmustur [12].

Japonya’da kronik HBV enfeksiyonunun klinik sonucu ve hepatoselliiler karsinoma
(HCC)’nin gelisimi iizerine HBV genotipinin etkisini tamimlamak iizere 26 sirozlu
hasta tizerinde ¢alisilmistir. Genotip B’li hastalarm 19*unun 4’iinde (%21), genotip
C’li hastalarin 7’sinin 5’inde (%71) HCC gelistigini bulmuslardur. Genotip B’li
hastalarin  terapiye iyi sonu¢ vermeleri ve wuzun bir zamanda HCC’nin
tekrarlamamasina karsin Genotip C’li hastalar terapiye zayif yanit vermekte, terapi

uygulanmasina ragmen hizla HCC'nin ilerlemesinden dolayr hepatik zayifliktan

99



6liim gergeklesmektedir. Boylece HBV genotipi, HCC’nin gelisimi, embolizasyon

terapiye yanit ve HCC nin tekrarlanmasi konulariyla iligkilendirilebilir [13]

Bu sekilde gesitli iilkelerde hepatit B viriisiiniin genotipleri arasinda viriilenslik,
patogenezisi ve olusturdufu mutasyonlari, vs. arasindaki farkliliklar incelenmekte ve
béylece pek ¢ok degerli sonuglara ulagarak, genotiplendirmenin, bu viriisiin pek ¢ok
ozelliklerini ve farkhiliklarini ortaya koymada biiyiik 6lgiide gerekli oldugu ifade

edilmektedir.

Caligmamizda HBsAg pozitif olan 132 hasta iizerinde uygulanan Molekiiler
Biyolojik yontemlerden biri olan ve en yiiksek duyarhihga ve zgiillige sahip olan
PCR yontemi ile bu hastalarin 40’ inda (%30,30) HBV-DNA pozitif bulunmustur.
HBV-DNA pozitif olan tiim érnekler ise Genotip D olarak belirlenmistir. Diinya
haritasinda Genotip dagilimlarina bakildiginda Tirkiye'nin komsularinda Genotip
baskinhg Genotip D seklinde olup Tiirkiye'deki verilere bakildiginda ise Akdeniz
bolgesindeki genotip verileri de Genotip D tizerinde yogunlagsmistir. Yaptigimiz bu

calisma ile b('jlgcmiz igin HBV genotipi gevre bolgeler ile uyumluluk gostermektedir.

Calismamzin devaminda belirledigimiz serotip igerisinde hasta gruplarina bagli
olarak mutasyon analizi yapilmistir. Bu bolgede meydana gelebilecek niikleotid
degisimleri ti¢ farkli tip yiizey antijenini etkileyeceginden ve bu antijenler de hem
viriyonun hepatositi tanima ve baglanmasinda hem de viriyon varhgmmn serolojik
olarak arastirilmasinda onemli antijenik grup olmasindan dolayr detayli olarak

arastirilmigtir.

HBV’ye karsi konagin yanitindaki hedef bélge 100-160 araligindaki aminoasitleri
bulunduran HBsAg’nin hidrofilik bolgesi olup bu bolgedeki mutasyonlar HBV
varyantlarina farkl bir hayatta kalma avantaji saglamaktadir. Béyle bir mutasyon, ilk
olarak; dogduktan sonra agilama ve HBIg verilmesine ragmen HBV gelisen Italyan
bir ¢ocukta tanimlanmistir [14]. Bu mutasyon 145. aminoasitte glisinin arjinine
doniismesi seklinde geligmistir. Yine bu bélgede tanimlanan diger ortak mutasyonlar
Aspl44Ala, Met-133-Leu, Gln -129 - His and ILe/Thr - 126 — Ala seklindedir [193].
HBsAg ya da S mutasyonlar1 diinyanin bir ¢ok bolgesinde dokiimante edilmig
olmasina ragmen en fazla Asyah ¢ocuklarda meydana geldigi bildirilmistir [195].

Yiiksek oranda anneden kaynakli viral bulasma S gen mutasyonlarinin yavrularda da
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meydana gelme riskini yiikseltmektedir [196]. Aym mutasyonlar ayni zamanda
karacifer nakli esnasinda vericide bulunan S gen mutasyonlar HBIg bulunduran
alicida da meydana gelmektedir. Cok nadiren de olsa bunlar kronik HBV

enfeksiyonu esnasinda kendiliginden gelisebilmektedir [15,197].

Bazi S gen mutasyonlari diger klinik olaylarla iliskilendirilerek tanimlanmustir.
Ornegin; Thr-126-Ala mutasyonu sonradan fulminant hepatik yetmezlik gelisen
agillanmig gocuklarda tanimlanmustir [198]. Farkli bir diagnostik iliski ise 121-124
aminoasitleri bolgesine niikleotid eklenmesi ile teshis konulmamis hastalarin
saghginda ve kan nakli sisteminin giivenliginde bir risk meydana getirecek HBsAg

testinde, yanlis negatif sonuca neden olabilmektedir [15,16].

Asilanmis sempanzelerdeki sonuglar olumlu diisiinmemize neden olmasina ragmen
HBIg ve HBV agilamas: kisileri S mutant enfeksiyonlarindan koruyamamaktadir

[17].

HBV’nin diger formlarinda da oldugu gibi S mutantlart HCC de dahil olmak tizere

akut ve kronik karaciger hastahigini indiiklemektedir [199].

Bu mutantlardaki ge¢isin horizontal ve vertikal olarak meydana gelebilecegi

belirtilmigtir [200].

Yapilan bu arastirmalara gore calistigimiz bélge olan HBV S gen va da ylizey antijen
bolgesinde meydana gelebilecek mutasyonlarin sonuglari su sekilde dzetlenebilir;

e Varyanta hayatta kalma avantaji saglamakta bunun sonucunda HCC da dahil

olmak tizere akut ve kronik karaciger hastaliklar1 indiiklemektedir.

* Yiizey antijeninin belli bolgeleri hepatositi tanimada gérevli oldugu i¢in bu
bolgede meydana gelebilecek bazi degisimler, ki bu durum ¢ok nadir

gozlenmekte olup, konaga avantaj saglamaktadir.

e Serolojik gostergelerde monoklonal antibadilerin mutant antijeni tanimama

ve yalanci negatiflik durumlar séz konusu olmaktadir,

* Bazi mutant tirler asiya kargi diren¢ olugturabilir. HBIg ve HBV

asilanmasina ragmen HBV-DNA saptanabilmektedir.
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S gen bolgesi ile ilgili bu 6nemli noktalar1 g6z 6niinde tutarak S gen bolgesi iizerinde
belirledigimiz belirli bir nokta iizerinde (yiizey antijen tiplerinin iigii icinde ortak
dizinler bulunduran - 250-715 niikleotid araligr) yaptigimz mutasyon analizi

¢aligmalarinda gesitli veriler elde edilmistir.

250-715 niikleotidleri arasinda yapilan sekanslama calismasi sonucunda veriler
Genbankasindaki Genotip D serotipi ile kiyaslandiginda en ¢ok mutasyonlarin
meydana geldigi bélge 460-490 niikleotidleri arasinda meydana geldigi gorilmiigtiir.
Daha da az olmakla beraber 283- 350 niikleotidleri arasinda da bir takim nokta
mutasyonlar saptanmistir. Bu mutasyonlar bes ayri hasta gruplarinda ayri ayri

degerlendirmeye alinmistir.

Hasta gruplari igerinde en fazla mutasyonun gelistigi grup, kronik HBV tastyicilarn
olarak saptanmistir. Bu sonug hastaligin kroniklesme asamasina kadar viriyonun
uzun stireli taginmasindan ayrica kisiler asilanmamis ve ilag terapisi gormiiyor
olmalarindan dolayr mutasyonlarin dogrudan immiin yanita karst olusturuldugunu

diistindiirmiigtiir.

Ikinci oranda yiiksek mutanta sahip gruplar ise aile i¢i bulasmanin s6z konusu
oldugu hastalardir. Buna bagh olarak ebeveynden bulasan viriyon ebeveynde
mutasyona ugramis ise bu durum ¢ocukta da mutasyonlarin gelismesini
inditklemektedir. Bu sonuca bagli olarak ikincil oranda mutasyonlarin aile icerisinde

bulunmas beklenilen bir sonug olarak ortaya ¢ikmustir.
Ugiinciil oranda ise karsimiza hastane personelleri ve dondrler ¢itkmaktadir.

En az ise diyaliz hastalarinda mutantlar gelismektedir. Bunun nedeni ise kisilerin
hastanelerde steril olmayan aym cihaza baglanmalarindan dolay: direk ayn1 mutant
varyanta maruz kalmalari ve bu nedenle aralarinda pek de gesitlilik bulunmamasi

beklenilen bir sonugtur.

Yapilan mutasyon analizi ¢alismamiz sonucunda tiim izolatlarda C498A, AS31G ve
T536C nokta mutasyonu, izolatlarin % 82,5inde ise C501A nokta mutasyonu oldugu

tesbit edilmistir.
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C498A, A531G ve T536C nokta mutasyonlari gibi kalict mutasyonlarin olugmasi ve
C501A gibi bir mutasyonun da yiiksek oranda meydana gelmesi ve olasi
mutasyonlarin bu sekilde devam etmesi varyantin wild tip ile farkinin %8 oranina

ulasmasi daha ilerisi i¢in yeni bir genotipin ortaya ¢ikmasia neden olabilir.

Bu nokta mutasyonlarinin haricinde belirli nokta mutasyonlarm ortaya ¢ikma siklig
da aragtinilmistir. C501A nokta mutasyonundan sonra en sik goriilen ve bu noktaya
yakin olan C517T mutasyonu olup G523A ise bir sonraki sirayr almaktadir.
Bulunduklari hasta grup igerisinde T496C ve C517T nokta mutasyonlart yogun
olarak kronik hasta grubunda gozlenmistir. C479T ise sadece tiim diyaliz
hastalarinda meveut olup G296G ve T320C mutasyonlarina sadece aile iiyelerinde

rastlanmugtir (Sekil 4.6).

Farkli bir mutasyon cesidi olarak Kronik HBV hastalarimizdan birisinde (K4)
A(531—=C)G noktasinda A(531—G)C yer degisim mutasyonu gozlenmistir.

Ilging bir sonug olarak akut tastyici, herhangi bir antiviral terapi gormeyen iki aile
bireyinde 2002 yili ve 2004 yilinda aym donemlerde alinan serum &rnekleri ile
yapilan mutasyon analizi ¢aligmalarimiz sonucunda bu bireylerde iki yil icerisinde
G296G. T320C, C501—CA (501 ilk yil T doniimiisii gosterip ikinci yil G’ye
doniigmiistiir), C517T gibi gesitli nokta mutasyonlarin meydana geldigi ancak bu
mutasyonlara ragmen immiin yamttan kagamadifi ve konsantrasyonunun dustugii

gortlmiistir.

Bu durum S bogesindeki mutasyonlarin énemi kisminda verildigi gibi olusan bu
mutasyonlar, ki bu mutasyonlardan G296G, T320C nokta mutasyonu sadece bu
bireylerde gozlenmistir, viriyonun hepatositi taniyan antijen bolgesinde olusmus
olabilir ve bundan dolayr hepatosit igerisine giremeyip viremi oraninin diistiigii
gdzlenmis olabilir. Bu konuyu daha ayrintili olarak inceleyebilmek i¢in niikleik asit
dizininin aminoasit lizerinde meydana getirebilecegi sonuglara dayanan verileri ele

almak daha kesin karar vermemizi saglayacaktir.

Yine bu hastalardan birisinde saptanan bir nokta mutasyonunun ayni nokta tizerinde
iki yil igerisinde normal yaygin serotipteki niikleotidlere doniistiigii gozlenmistir.
Mutasyon C501—CA (2002: 501—T mutant, 2004: 501— C normal serotip) noktast

lizerinde meydana gelmistir. Bu durum viriyonun ilk mutasyonu gergeklestirdikten
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sonra iki yil igerisinde immiin sistemin bu duruma da aligmasi ve viriyonun kendisini
konagin immiin sistemine kars1 tekrar koruma altina alabilmesi i¢in almis oldugu bir
cesit tedbir geklinde yorumlanabilir. Ancak bu durum tekrar normal niikleik asite

doniisme seklinde degil de farkl bir niikleik asite doniisme seklinde de geligebilirdi.

Dizi analizi sonucu ortaya koydugumuz bu mutasyonlarin transkriptler {izerinde
meydana getirebilecegi sonuglar1 tam olarak anlamak i¢in niikleik asit dizinimizi
aminoasit dizinlerine g¢evirerek belirledifimiz mutasyonlarin aminoasit ¢evriminde

herhangi bir degisiklige neden olup olmadigini aragtirilmstir.

Buna gore 125.(M— T) ve 127.(T— P) degisimi tiim izolatlada goriilmekle birlikte
sadece K4 bireyinde 125. aminoasit diizeyinde digerlerinden farkli olarak yer
degisim mutasyonuna bagl olarak aminoasit sentezi de etkilenmis ve 125. (M— T)
seklinde olmayip 125.M—S) seklinde degisime ugramigstir. Bunlarin yani sira
114.(S—T) degisimi de gbzlenmistir (A1M2, K1, K2).

Bu bolgelerde meydana gelen degisimler HBsAg’nin klinik olarak en &nemli

belirleyicisi olan a-determinanti’mi akla getirmektedir.

a-determinant1 iki lobdan olugmakta olup 124-147 a.a. arasinda bulunmaktadir.
Enfeksiyonun dogal akis1 esnasinda antibody’ler tiim determinantlara kars: tiretilir
fakat sadece a-determinantina karst olusturulan antibody’ler diger HBV subtiplerine
karsi meydan okumada koruyucudur [201]. a-determinantinda meydana gelebilecek

mutasyonlar 6rnegin basaril1 bir aktif veya pasif agilamadan sonra selekte olabilir.

a-determinantinin konformasyonu iki lob yapisinda olup bu yapilar disiilfit baglar ile
stabilize olup bu bolgeler Cys-124 ve Cys-137 (ilk lob) ve Cys-139 ve Cys-147
(ikinci lob) araliklarindadir (Sekil 2.11) [94]. Bu loplarin temelindeki 4 Cys yiiksek
oranda korumali olarak bulunmustur [202]. Eger bu komformasyonu degisirse, dogal
a-determinantina karsi daha 6nce olusturulan antibody’ler daha fazla korumali

olamazlar [14].

Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz aminoasit mutasyonlarindan 125.(M—T) ve
127.(T—P) mutasyonlar1 a-determinantinin birinci lobu tizerinde bulunmaktadir. Bu
sonug, a-determinantiin antibody’leri baglama yeteneginin azalmas: ve immiin

sistemden kagma avantajinin bulunmasi {izerine yapilan galismalar ile uyumluluk
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saglamaktadir. Bu mutasyon grubunun tiim bolgemizde ¢aligmasini yaptigimiz tiim
izolatlarda bulunmasi enfeksiyonun asilar ya da dogal bagisiklik ile yenilme oranim

diisiirebilir ve bu sekilde bélge i¢in tehlike arzedebilir.

Bu mutasyonlardan farkli olarak bir aile {liyesinde (A6M1) ise 47.(V—A) ve

55.(S—F) aminoasit degisimleri gézlenmistir.

Ortaya konulan bu aminoasit degisimlerinin a-determinant: ile iliskilendirilmesinin
yam sira sentez bolgemiz tiim ylizey antijenleri tizerinde bulundugu igin bu
mutasyonlarin ii¢ tip yiizey antijenini etkilemesi tizerine de deginilmesi faydali
olacaktir. Ozellikle yapilan ¢aligmalar sonucunda MHBsAg nin hepatositi tanimada
gorevli oldugu belirtilmistir [90]. Buna gére ortaya konulan ve MHBsAg lizerinde de
olan bu mutasyonlar viriyonun hepatositi tanima oranini azaltmaktadir. Bu durum ise

a-determinant: ile ilgili sonucun aksine konaga avantaj saglamaktadir.

Aminoasitler {izerindeki mutasyonlar hasta gruplarimiz igerisinde de aragtirilmstir,
bunun sonucunda niikleik asit mutasyonlarinda oldugu gibi en yiiksek aminoasit

mutasyonu gosteren gruplar kronik hastalar ve aile bireylerinden olugmaktadir.

Calismamizin istatistiksel analiz sonuglarina gére yas gruplar arasinda mutasyon
analizleri, mutasyonlarin en sik 10-20 yas grubunda gozlendigini ortaya koymustur.
Bu durum immiin sistemin 10-20 yas grubu bireylerde daha verimli galismasi, dogal
bagisikligin daha rahat kazanilmasi (daha yash kisilerde enfeksiyonun gergeklesmesi
ile viriistin atilarak dogal bagisiklik kazanma geklinden ziyade hastalik yapma
yiizdesi daha fazla olmaktadir) gibi olgularn ilgili yas grubunda yiiksek olmasindan
kaynaklanabilir.

Tiim bu sonuglara bagh olarak Gaziantep ve gevresinde belirlenmemis olan HBV
genotipini belirleyerek ve olusan mutasyonlarin transkriptler tizerindeki etkilerini

kesin ve spesifik sonuglar veren MOLEKULER BIYOLOIJIK teknikler ile ortaya

koyarak bolgemizle ilgili degerli verilere ulagilmustir.
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