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I-GIRIS VE AMAC

Viral hepatitler, karaciger hiicre nekrozu ve inflamasyonu ile karakterize
sistemik viriis enfeksiyonlaridir. Viral hepatit tablosundan baglica hepatit A viriisii
(HAYV), hepatit B viriisii (HBV), hepatit D viriisiit (HDV), hepatit C viriisii (HCV)
ve hepatit E viriisii (HEV) sorumludur. Bunun yanisira hepatit G viriisii (HGV),
Transfusion Transmitted Virus (TTV), SEN-V, Sitomegaloviriis (CMV), Epstein-
Barr viriisii (EBV), Herpes Simpleks Viriis (HSV) gibi viriisler de hepatit etkeni
olabilmektedir (1).

HBV, diinya niifusunun tiigte birinin karsilastign ve 400-500 milyon
tastyicist olan onemli bir enfeksiyon hastaligi etkenidir (2). Ulkemiz bu
enfeksiyon agisindan orta derecede endemik bir bolgede yer almaktadir.
Tasiyicilik orani, bolgesel farkliliklar gosterse de yaklasik %6 civarindadir (3).
Asemptomatik enfeksiyondan fulminant hepatite, inaktif tasiyiciliktan karaciger

sirozu ve karaciger kanseri gibi degisik klinik tablolara neden olabilmektedir (4).

HBYV enfeksiyonundaki karaciger hasari, viriise karsi olusan hiicresel ve
humoral immun yanit sonucunda gelismektedir. Enfeksiyonun seyrini yas, konaga
ait genetik faktorler ve viriisiin genetik degiskenligi etkilemektedir. Genetik
degiskenlik, tasiyici1 popiilasyonlarda goriilen genotipik farkliliklar ya da enfekte
konakta ortaya c¢ikan mutasyonlar seklinde goriilmektedir (5). HBV
patojenitesinde genotipik farkliliklarin rolii ve genotiplerin enfeksiyonun klinik
seyri iizerine etkisi heniiz tam olarak a¢iklanamamistir. Ancak bulgular genotipler
arasinda klinik ve patojenik farkliliklar oldugunu desteklemektedir (5,6). Bu
nedenle hastaligin baslangicinda genotipin belirlenmesi, klinik yaklagimlarin daha

bilin¢li gerceklesebilmesine olanak saglayacaktir.

Kronik HBYV enfeksiyonunun tedavisinde interferon, niikleozid ve
niikleozid analoglar1 kullanilmaktadir. Niikleozid analoglarindan olan lamivudin
(LAM), en sik tercih edilen ilagtir. ilacin kullanildig: siireyle orantili olarak yillar
icerisinde diren¢ gelisiminde artis gézlenmektedir. Birinci y1l %15 olan direng

orani, dordiincii yilda %67 ye yiikselmektedir (7). Tedavi basarisinm izlemek ve



basarisizlik halinde alternatif ilaclarla tedaviye devam edebilmek i¢in, LAM’e

kars1 direng gelisiminin saptanmasi 6nemlidir (8,9).

HCV’nin, tim diinyada yaklasik 170 milyon insanit enfekte -ettigi
bildirilmektedir. Bir baska ifadeyle diinya niifusunun yaklasik %3’ii kronik HCV
tasiyicisidir. Tiirkiye’de toplumda HCV goriilme sikligi %0.3-1.8 (ortalama %0.5)
arasindadir (10). Akut hepatitlerin %20’sinden, kronik hepatitlerin %70’inden,
son dénem sirozun %40’ 1indan, hepatoselliiler karsinomun (HCC) %60’indan ve

karaciger transplantasyonunun %30’undan HCV sorumlu tutulmaktadir (11,12).

HCV’nin asir1 genetik heterojenitesi nedeniyle, 6 major genotipi ve
100’den fazla subtipi bulunmaktadir. Genotip 1, 2 ve 3 tiim diinyada bulunurken,
digerleri cografi bolgelere gore farkliliklar gostermektedir. Bu genotipler arasinda
interferona (IFN) yanit acisindan da farkliliklar bulunmaktadir. Tip 1 ve 4, IFN’a
daha direncli iken; tip 2 ve 3, IFN tedavisine daha iyi yanit vermektedir. Bu

nedenle tedavi 6ncesi genotipleme yapilmasi gerekmektedir (13,14).

Bu calismada Afyonkarahisar bolgesinde saptanan kronik HCV’li
hastalarda genotip; LAM tedavisi hi¢ uygulanmamis ya da halen LAM tedavisi
almakta olan kronik HBV’li hastalarda ise genotip, mutasyon ve ila¢ direnclerinin

belirlenmesi amaglanmistir.



II-GENEL BILGILER

2.1. HEPATIT B VIRUSU

2.1.1. TARIHCE
Viriislerin neden oldugu hepatit, ilk olarak milattan Once 5. yiizyilda
tanimlanmistir. 19. yiizyilda ise viral hepatite bagh salginlar dikkat cekmistir. Bu

salginlar muhtemelen HAV’iine baglidir (15).

Direkt kan ve kan iiriinleri ile bulasan hepatit formu ilk kez 1883’de
Almanya Bremen’de, Lurman tarafindan cicek asis1 kampanyasi sirasinda tersane
calisanlan arasinda cikan salginda tammlanmistir. Daha sonra 20. yiizyilin ilk
yarisinda kizamik ve kabakulak immun profilaksisi amaciyla plazma verilen
kisiler ile insan serumu igeren sart humma asis1 yapilan askeri personelde ve
kontamine ignelerin kullanildigi cinsel yolla bulasan hastalik kliniklerinde tedavi
goren hastalarda sarilik salginlar1 goriilmeye baslamis; II. Diinya Savagsi sirasinda

kan transfiizyonu yapilan askerlerde ciddi sorunlara neden olmustur (16).

Mc Callum ve Bauer, 1947 yilinda enfeksiyoz hepatit icin ‘hepatit A’,
serum hepatiti i¢in ise ‘hepatit B’ deyimlerini kullanmigtir. Krugman ve ark.’lari
1960’11 yillarda yaptiklar ¢alismalarla inkiibasyon siireleri farkli olan iki hepatit
etkeni belirlemis, bunlarin HAV ve HBV oldugunu ortaya koymus ve hepatit B
asisinin gelisiminde de biiyiik rol oynamiglardir. HBV’nin tarihcesinde 1965 yil
doniim noktasidir. Serum proteinlerinde kalitsal polimorfizmi aragtiran Blumberg
ve arkadaslari, Avustralya’l bir yerlinin serumunda, ¢ok sayida kan transfiizyonu
yapilmis bir hastanin serumu ile agar jelde presipitasyon veren bir antijen
bulundugunu gostermis ve giiniimiizde ‘hepatit B yiizey antijeni- HBsAg’ olarak
bilinen bu proteine ‘Avustralya antijeni-Au ag’ adin1 vermislerdir. 1970’de Dane
ve ark.’lar1 elektron mikroskopik incelemelerde iic degisik partikiile
rastlamiglardir. Bunlardan enfektif 6zellige sahip 42 nm capinda olanina, ‘Dane
partikiilii’ ad1 verilmis ve sonraki yillarda, kor antijeni, DNA polimeraz ile viral
DNA tanimlanmustir (16,17).



2.1.2. SINIFLANDIRMA

HBV, kanath ve memelilerde enfeksiyon olusturan Hepadnaviridae
ailesinde simiflandirilmaktadir. Ordekler, agackakanlar ve sincaplarda da tarif
edilmistir. Hiicre kiiltlirlinde iiretilememesi ve uygun hayvan modelinin olmamasi
nedeniyle Agackakan ve Kaz Hepatit Viriisleri ¢aligmalarda siklikla kullanilan
hayvan hepatit modelleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. HBV, sadece insanlar1 ve

sempanzeleri enfekte etmektedir (16,18).

Hepadnaviridae ailesinde bulunan viriislerin, memeli hayvan viriislerinin
bulundugu Orthohepadnaviriis ‘‘HBV, ‘Woodchuck Hepatitis Viriis’ (WHV),
‘Ground Squirrel Hepatitis Viriis® (GSHV)’ ve kanathh hayvan viriislerinin
bulundugu Avihepadnaviriis ‘‘Duck Hepatitis B Viriis (DHBV) ’olmak tizere iki

cins altinda siiflandirilmasi 6nerilmektedir (16,18).

2.1.3. VIRUSUN YAPISI

Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus genusunda yer alan, 42 nm
capinda, sferik bicimde ve zarfli bir DNA viriisiidiir. Kismen cift sarmalli olan 3,2
kb uzunlugunda, sirkiiler DNA genomu icerir. Konak hiicreden kazanilmis olan
lipid zarf {izerinde ii¢c formda HBsAg bulunur: biiyiik (L), orta (M) ve kii¢iik (S)
yiizey antijenleri. Viriisiin kapsidi 27 nm capindadir; ¢ekirdek antijeni (HBcAg),

enfektivite antijeni (HBeAg), viral genom ve polimeraz enzimini igerir (19).

2.1.4. VIRAL GENOMUN YAPISI

Kismen cift sarmalli, halka seklinde bir DNA genomuna sahiptir. HBV
DNA’s1, 3200 niikleotidden olusan uzun (negatif veya L) ve 1800-2700
niikleotidden olusan kisa (pozitif veya S) zincir olmak iizere iki sarmaldan
meydana gelmistir. Bu zincirler ortak baz ciftlerine sahip olup, sirkiiler bir formda
bulunmakla beraber 3’ ve 5’ uglarn birlesik olmadigindan, aslinda lineer
molekiillerdir. HBV DNA’sinin cembersel biitiinliigii her iki zincirin 5° u¢larinda
yer alan iki ayr1 kohezif bdlgenin birbirlerine tutunmasi ile gerceklesir. Her iki
zincirin kohezif bolgelerinde 10-12 baz ciftinden olusan, birbirine es niikleotid
dizileri bulunur. ‘Direct Repeat (DR)’ denilen bu bolgeler 1826. ve 1592.
niikleotidlerden baglar ve sirasiyla DR1 ve DR2 olarak adlandirilirlar. Genomda
birbiriyle ortiisen dort ayr1 protein kodlayici niikleik asit dizisi (open reading
frame-ORF) bulunur (16,19).



HBV DNA'’sindaki genler bazi bolgelerde icice girmis, birbirleriyle
cakismis durumdadirlar. Genomun en uzun geni olan P geni; X ve C genleri ile
kismen, S geni ile tamamen ¢akismis halde bulunmaktadir. Bu 6zellik nedeni ile

HBYV, kendini kodlama kapasitesi en fazla olan viriistiir (16).

S geni yiizey proteinlerini, C geni kapsid proteinlerini, X geni X proteinini
ve P geni de DNA polimerazi kodlamaktadir. Ancak baslangi¢c kodonlar1 farkli
oldugu icin S geni lizerinde pre-S1, Pre-S2 ve S olmak iizere ii¢, C geni ilizerinde

pre-C ve C olmak iizere iki farkli baslangi¢ kodonu bulunmaktadir (19).

3.5kb

Sekil-1. HBV’nin Genom Organizasyonu (20)

2.1.5. VIRUS PROTEINLERI
HBV’nin; yiizey proteinleri, kor proteinleri, polimeraz proteini ve X

proteini olmak {izere dort temel proteini tammmlanmstir (15).

2.1.5.1. Yiizey (Kilif) Proteinleri

Genomun S bolgesi, 3 farkli protein kodlar. Biiyiik zarf proteini (LHBs),
pre-S1, pre-S2 ve S ORF’leri tarafindan kodlanmaktadir. Orta zarf proteini
(MHBs), pre-S2 ve S ORF’lerinin iiriinii iken, temel zarf proteini (SHBs,
HBsAg), yalmizca S ORF’sinin diriiniidiir (15,16).



2.1.5.1.1. LHBs
Pre-S1, pre-S2 ve S ORF’leri tarafindan kodlanir. En fazla Dane
partikiillerinin yilizeyinde bulunur. LHBsnin 21-47. aminoasitleri arasindaki

bolgenin hepatositlere tutunma 6zelligine sahip oldugu saptanmistir (16,21).

2.1.5.1.2. MHBs

Pre-S2 ve S ORF’leri tarafindan kodlanir. Replikasyonun olmadigi
durumlarda HBsAg icinde yer almaz. Bu nedenle M proteini viral replikasyonun
bir gostergesi olarak kabul edilir. M proteininin 124-147. aminoasitleri arasindaki

bolgeye karsi gelisen antikorlar tiim HBV subtiplerine kars1 koruyucudur (16,22).

2.1.5.1.3. SHBs

S ORF’si tarafindan kodlanir. Zarfin major proteini olarak bilinir. HBsAg
izerinde en az 5 antijenik determinant (a, d/y ve w/r) bulundugu saptanmistir. ‘a’
determinant1 124-147. aminoasitler arasindaki hidrofilik bir bolgedir ve biitiin
subtiplerde yer almaktadir. ‘a’ determinantina karsi olusan antikorlar HBV nin
hepatositlere baglanmasim engeller ve tiim subtiplere karsi etkili bir bagisiklik
saglar. Viryonun dis yiiziinde bulunan ‘a’ determinanti; as1 veya dogal enfeksiyon

sonrasi olugan antiHBs’lerin biiyiik kismin1 baglama 6zelligine sahiptir (15,16).

2.1.5.2. Kor Proteinleri

Pre C ve C olmak iizere iki bolgeye ayrilan C geni, antijenik 6zellikleri
farkli iki degisik protein (HBeAg ve HBcAg) sentezleme yetenegine sahiptir. Pre
C bolgesi, 29 aminoasitlik bir peptidin tiretiminden sorumludur. Bu peptid sentez
sirasinda  olusan polipeptidin  konak hiicre endoplazmik retikulumuna
yonlendirilmesini saglar. C bolgesi 183 aminoasitten olusan bir polipeptid (p23°)
sentezler. p23“nin karboksi terminal ucundaki 34 aminoasitlik boliimiin viral

DNA’ya baglanmadan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (16).

2.1.5.2.1. HBcAg

C gen bolgesinden, HBcAg'nin onciilii olan p23° sentezlenir. p23°,
endoplazmik retikuluma gidemez, konak hiicre sitoplazmasinda kalir, HBcAg’ye
doniigiir ve karboksi terminal ucundaki 34 aminoasitlik kisim sayesinde viral

DNA’ya sikica baglanir. HBcAg siklikla intraniikleer yerlesimlidir. Ancak aktif



hastalik doneminde ve asir1 replikasyon gosteren olgularda sitoplazmada da

yaygin olarak saptanabilir. Dolagimda serbest halde HBcAg’ye rastlanmaz (16).

2.1.5.2.2. HBeAg

Okuma prekor bolgesinden baglarsa, p25c sentezlenir. Bu polipeptid
HBeAg’nin oOnciiliidiir. Pre-C bolgesi tarafindan kodlanan ilk 29 aminoasitlik
kisim, konakgi hiicre endoplazmik retikulumuna yonlendirilir ve 34 aminoasitlik
bir kisim kesilir. Buradan HBeAg, ya golgi cisimcigine yonlendirilerek hiicre
digina salimir ya da cekirdege yonlendirilir. HBeAg, persistan enfeksiyonun
olusmasi i¢in gereklidir. Viriis ile enfekte hepatositlere kars1 bagisiklik artinca

HBeAg elimine olur, viral yiik belirgin olarak diiser (16,23).

2.1.5.3. P Proteini

P geni, HBV genomunun en uzun genidir ve 832 aminoasitlik bir protein
sentezler. P geni revers transkriptaz aktvitesine sahip bir polipeptid kodlar. Bu
protein; revers transkriptaz (RT), endoniikleaz (RNase H) ve hem DNA hem de
RNA’ya bagimli polimeraz aktivitesine sahiptir (16,24).

2.1.5.4. X Proteini

X geni, HBV genomundaki en kiiciik gen bolgesidir. X geni, iki protein
sentezler. Bu gen tarafindan sentezlenen HBxAg, kiiciik bazik bir proteindir (16).
X proteininin in vitro olarak viral genleri ve konak Major Histokompatibilite
Kompleksi (MHC) genlerini aktive ettigi gosterilmistir. Bu protein viral genom

transkripsiyonu ve kronik enfeksiyonda HCC gelismesinden sorumludur (25).

2.1.6. REPLIKASYON

HBV’nin insan hepatositlerine tutunma ve giris i¢cin kullandigi yiizey
molekiilleri kesin olarak aydinlatilamamistir. Pre-S1 bolgesinin hedef hiicreye
tutunmada Onemli gorev tasiyan epitoplann icerdigi saptanmistir. Pre-S1
bolgesinde tutunma aktivitesinden sorumlu kisim 21-47. aminoasitler olarak
tanimlanmis, bu bolgenin viriisiin HepG2 tutunmasi icin gerekli ve yeterli oldugu
saptanmistir. Daha sonra yapilan mutagenez c¢alismalarinda ise bu epitop
icerisinde yer alan QLDPAF dizisi tanimlanmistir. Bu dizinin birgok viral,
bakteriyel ve hiicresel proteinlerde bulunan bir epitop olmasi, ayrica bu ve benzeri

dizileri tasiyan proteinlerin hiicreye tutunma ve membran fiizyonu olaylarinda



gorev almasi; birgok mikroorganizma tarafindan hedef hiicrelere baglanmak icin
benzer molekiillerin kullanildigina isaret etmektedir. HBV’nin organ ve doku
ozgilligiintin belirlenmesinde, pre-S1 kisimlarinin da etkili oldugu bilinmektedir.
Diger ilging bir nokta ise X proteininin de amino terminalinde benzer QLDPAR
dizisi tasimasidir. Bu bolgenin pre-S1 tutunma bolgesi ile olan benzerligi, X
proteininin de hiicreye tutunmada rol oynamasi olasiligin1 akla getirmektedir.
Tutunma sonrasinda viriis zarf1 ve hiicre membran1 arasinda fiizyon meydana gelir
ve niikleokapsid sitoplazmaya salinir. Kapsidin parcalanmasi ile viral genomik

DNA ve polimeraz ¢ekirdege tasinir (26-29).

HBV viryonlari, baskin olarak tam negatif iplik ve kismi olarak
tamamlanmis pozitif iplikli cembersel DNA genomu (relaxed circular DNA,
rcDNA) tasir. In situ priming mekanizmasi ile olusmus az miktarda lineer DNA
da HBV viryonlarinda yer alabilmektedir. Replikasyon dongiisiiniin baglangici ile
her iki form da cccDNA’ya (covalently closed circular DNA) doniistiiriiliir. Bu
basamak viral genom replikasyonunun ilk ve en énemli asamasidir. cccDNA’nin
olusmasi icin negatif DNA ipligine kovalent olarak baglanmig olan revers
transkriptaz (RT) enzimi yerinden ayrilmakta, pozitif iplik¢cik tamamlanmakta ve
her iki DNA molekiilii birbirine ligasyon reaksiyonu ile baglanmaktadir. HBV’nin
hepatositlerde persistansinda etkili olan cccDNA, viriisiin antiviral tedavi
sonrasinda izlenen reaktivasyonlarindan sorumludur. Bu molekiiliin meydana
gelisi viral DNA’nin niikleer membrandan transportu ile cekirdege ulasmasi
sonrasinda viriise ait transkripsiyonlar hiicresel RNA polimerazlar tarafindan
baslatilmaktadir. Viral RNA’lardan viriise ait proteinler; niikleokapsid proteini ya
da HBcAg (3.5 kb RNA’dan), HBeAg (3.5 kb RNA’dan), Viral polimeraz (3.5 kb
RNA’dan), zarf proteinleri (2.4 ve 2.1 kb RNA’dan) ve X proteini (0.7 kb
RNA'’dan) sentezlenir. Niikleokapsid ve polimeraz proteinlerinin sentezlendigi 3.5
kb RNA, ek olarak viral genomik DNA i¢in kalip olan pre-genomik RNA olarak
da replikasyonda gorev alir. Viral genomik DNA’nin sentezi icin RT pre-genomik
RNA’nin 5 ucuna baglanir ve bu kompleks niikleokapsid igine paketlenir;
boylece niikleokapsid icinde revers transkripsiyon ve viral DNA’nin sentezi
baglar. Burada viral RT nin kendisi primer gorevi yaparak DNA sentezini baglatir.

Negatif iplikli DNA olustuktan sonra RT enzimi RNaz H aktivitesi ile



pregenomik RNA’y1 parcalar ve pozitif ipligin sentezine baslar. Kismi ¢ift iplikli
DNA molekiilii olustugunda niikleokapsid partikiilleri, endoplazmik retikuluma
tomurcuklanma ile zarf yapilarin1 kazanmalarina imkan saglayacak olgunlagsma
siirecine girerler. Olusan niikleokapsidlerin bir kismi hiicre c¢ekirdegine geri
donerek hiicre igindeki cccDNA kopya havuzunu arttirma islevi de
yapabilmektedir. Core proteinlerinin LHBs Ag aminoterminali kismina
baglanmalar1 partikiillerin endoplazmik retikulumdan tomurcuklanmasina neden
olur. Her ii¢ zarf proteinini iceren viryonlar, endoplazmik retikulumdan Golgi
kompleksine tasinir. Bu asamalar sirasinda zarf proteinlerinin glikozilasyonu

tamamlanir ve olgun viryon kan dolasimina salinir (18,30).

2.1.7. GENOTIP VE SUBTIPLER

HBV’nin bugiine kadar A’dan H’ye kadar 8 genotipi tamimlanmistir. Bu
genotipler, >%8 niikleotid farklilig1 gosterir (31-36). Ayn1 zamanda bu genotipler
farkli cografi dagilim da gostermektedir (20).

Bugiine kadar 4 major (ayw, ayr, adw, adr) ve 9 minor (aywl, ayw2, ayw3,
ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq- ve adrg+ ) HbsAg subtipi saptanmistir. Biitiin
subtiplerde ‘a’ determinant1 ortaktir ve S proteininin 124-147. aminoasitleri
arasinda yer alir (20,37). Ulkemizde yapilan calismalarda en sik rastlanan
genotipin D oldugu ve en sik rastlanan subtipin ise ayw3 ve ayw2 oldugu
bildirilmistir (38,39). Diinya’daki HBV genotip ve subtiplerinin cografi dagilimi
Tablo-I"de gosterilmistir (38).

Tablo-1. Diinya’daki HBV genotip ve subtiplerinin cografi dagilimi (38)

Genotip Subtip Cografi Dagilim
A adw2, ayw1 Kuzey Bati Avrupa, A.B.D., Afrika
B adw?2, aywl Tayvan, Japonya, Endonezya, Cin,
C adw2, adrq+, adrq-, ayr Dogu Asya, Tayvan, Kore, Cin,
Japonya, Polenezya, Vietnam
D ayw2, ayw3 Akdeniz bolgesi, Hindistan, Afrika
E ayw4 Bat Afrika
F adw4q-, adw2, ayw4 Orta ve Giiney Amerika
G adw?2 Fransa, ABD
H adw3 Orta Amerika




2.1.8. MUTASYONLAR

HBV enfeksiyonu, yiiksek diizeyde viryon iiretimi ve yikimi ile
karakterizedir. HBV RT enziminin, ‘‘proofreading’’ aktivitesinin olmamas,
yiikksek viryon iiretimi ile birlikte replikasyonda yiiksek diizeyde hata meydana
gelmesine neden olmaktadir. HBV polimerazinin hata oraniin yilda niikleotid
basina 1.4x10°-5x10” oldugu hesaplanmistir. Bu hata diizeyi, retroviriislere
yaklagik bir orandir ancak DNA viriislerinden 10* kat yiiksektir. Olusan viral
mutantlar; fonksiyonel kisitlamalar ve immiin sistemin etkileri gibi endojen,
asilama ve ilag tedavisi gibi eksojen faktorlerle siirlandirilmakta; tiim bu
faktorler yeni mutantlarin olusumu ig¢in segici baski olarak yeniden karsimiza
cikmaktadir. Buna bagl olarak enfekte kisideki viriis popiilasyonu genetik olarak
yakin ancak birbirinden farkli olan ve farkli oOzellikler tasiyan varyantlarin
(tirtimsiiler, quasispecies) bir kombinasyonu olarak izlenmektedir. Konaktaki
viriise herhangi bir avantaj saglayan mutasyonu tasiyan viriisler segilerek baskin

popiilasyon haline gelmektedir (40-43).

2.1.8.1. Yiizey (S) Mutasyonlari

PreS ve S bolgesi mutasyonlari olarak incelenmektedir (37).

2.1.8.1.1. Pre S Bolgesi
Bu bolgede, gen bolgesi ile ilgili bir dizinin silinmesi, yer degistirmesi
veya yeniden diizenlenmesi seklinde mutasyonlar goriilebilmektedir (37). PreS2

bolgesindeki delesyonlar viriisiin bagisik yanittan kacmasini saglamaktadir (23).

2.1.8.1.2. S Bolgesi

Bu bolgedeki mutasyonlar, viriisiin antijenik yapisini etkileyerek asili
bireylerde enfeksiyon ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu mutasyonlar ¢cogu
kez HBsAg 145.aminoasidinde glisin-arjinin doniisiimii (sG145R) ya da
144.aminoasitte aspartat-alanin doniisiimii seklinde (sD144A) izlenmektedir.
Ozellikle sG145R mutasyonu as1 basarisizligi ile iliskilendirilmistir (44,45). Ast
ile iliskili ilk escape mutant 1988 yilinda Italya’da goriilmiistiir. HBeAg pozitif
anneden dogdugu i¢in pasif ve aktif immiinizasyon uygulanan bir bebekte yeterli
diizeyde anti-HBs bulunmasina karsin HBsAg ve HBeAg’nin pozitiflestigi ve
daha sonra kronik hepatit gelistigi saptanmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda ‘a’

determinantinin 145. pozisyonunda glisin-arjinin degisimi saptanmistir (46).
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2.1.8.2. Core Promoter / Precore ve Core Bolgesi Mutasyonlari

Bu bolgede iki 6nemli mutasyon tanimlanmistir. Bunlardan ilki, pre-core
bolgesinde 1896. niikleotidte (kodon 28: TGG, Triptofan) izlenen G—A doniistimii
TGA stop kodonu olusturmakta ve HBeAg ekspresyonu durmaktadir (30,47).
Diger bir mutasyon grubu da basal core promoter bolgesini etkilemekte ve pre-
core ve core RNA’larinin transkripsiyonunda azalma seklinde kendini
gostermektedir. Bu mutasyonlar siklikla 1762. ve 1764. pozisyonlarda izlenir.
Basal core promoterde A1762T ve G1764A mutasyonlar viral genotiplere bagl
olarak yalmiz ya da pre-core mutasyonlar ile birlikte goriilebilirler. A1762T ve
G1764A cift mutasyonunun varligit HBeAg sentezinde azalmaya ve viral yiikte
artisa neden olmaktadir. Genel olarak bu mutasyon tipi siklikla A genotipi ile

enfekte kisilerde ortaya cikmaktadir (48).

2.1.8.3. Polimeraz Bolgesinde izlenen Mutasyonlar

HBV enfeksiyonunun tedavisinde niikleozit/niikleotid analoglarinin
kullanimi ile, Pol geninde mutasyon tasiyan ilaclara direngli viriisler
secilmektedir. LAM’e kars1 direng, tedavi alan hastalarin %14-32’sinde ilk yilda
izlenmekte; 4 yilin sonunda ise %70’e kadar ¢ikmaktadir. Niikleozit analoglarina
diren¢ olusturan mutasyonlarin biiylik kismi polimeraz proteininin katalitik C
bolgesinde (YMDD motifi) izlenmektedir. Bunlarin arasinda LAM direncinden
sorumlu olan rtM204V (YVDD), rtM2041 (YIDD) ve daha yakin zamanda tarif
edilen rtM204S (YSDD) mutasyonlar sayilabilir (49).

Adefovir Dipivoksil (ADV) direnci, daha diisiik olasilikla 2 yillik tedavi
boyunca %2 oraninda gelismektedir. Direngten sorumlu mutasyonlar viral

polimerazin D motifi 236. kodonda treonin-asparajin doniisiimii seklinde
(rtN236T) ya da B kisminda (rtA181T) izlenmektedir (30,40).

Entekavir’e karst direncin ise, LAM direnci izlenen iki kiside farkli

mutasyon paternleri seklinde saptandigr bildirilmistir. Entekavir direnci, 4 nokta

mutasyonu gerektirmesi nedeniyle daha nadir ortaya ¢ikmaktadir (30,40,50).
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2.1.8.4. X Bolgesinde izlenen Mutasyonlar

Bu bolge mutasyonlarinin 6nemi net degildir. Kronik HBV enfeksiyonlu,
HCC’11, fulminant hepatitli ve sirozun son déneminde bulunan hastalarda X geni
tizerindeki 130. (AAG (lizin)—»ATG (methionin) ve 131. (GTC (valin)—»ATC
(izolosin)) kodonlarda nokta mutasyonlar bildirilmistir. 1770-1777. pozisyonlar
arasindaki 8 niikleotidlik delesyonun DNA ekspresyon ve replikasyonunu

baskiladig ve sonucta HBsAg’'nin negatif hale geldigi bildirilmistir (51).

2.1.9. PATOGENEZ
Kronik HBV enfeksiyonlarinda meydana gelen karaciger hasar1 ¢ogu kez

immiin sistem ve HBV ile enfekte hepatositlerin etkilesimine baghdir (52).

Akut HBV enfeksiyonu izlenen kisilerde; MHC simif II bagimli CD4+ T
helper (Th) ve CD8+ T sitotoksik (Tc) lenfositler rol oynamaktadir. Akut
enfeksiyonda Th1 yamiti baskin olmakta ve Interlokin-2 (IL-2), IFN-gama gibi
sitokinlerin de yardimiyla, virlisiin organizmadan temizlenmesi ve enfekte

hepatositlerin ortadan kaldirilarak iyilesme miimkiin olmaktadir (30,52-54).

Kronik hepatit B’de ise, Tc lenfosit yanit1 diisiik diizeyde ya da etkisizdir.
Kronik B hepatitli kisilerde, Interlokin-4 (IL-4), Interlokin-5 (IL-5), Interlokin-10
(IL-10) salgilanmasi ile karakterize Th2 lenfosit yanit1 ve viriisiin Tc lenfositleri
ile temizlenmesi yerine, humoral yanita yonlenmis bir bagisiklik s6z konusudur.

Kronik B hepatitinde hiicresel sitotoksik yanit yetersiz kalmaktadir (55-57).

HBV enfeksiyonlarinda dogal bagisiklik mekanizmalari da Onem
tasimaktadir. Bunlar, HBV enfeksiyonunun ilk donemlerinde gerceklesir. Yapilan
calismalar, IFN-gama ve tiimor nekrozis faktor alfa’nin (TNF-alfa), perforin ya da
Fas-bagimli apoptotik yollarin aktivasyonuna gerek olmadan viral replikasyonun
kontroliindeki etkilerini ortaya koymaktadir. Viriis replikasyonundaki bu
baskilanma, tipik olarak T lenfositlerin en yiiksek diizeyde infiltrasyonu ve
karaciger hasarinin baglamasindan daha 6nce gerceklesmektedir. Bu veriler, dogal
bagisikligin enfekte kisilerdeki viral replikasyonun baskilanmasindaki onemi ve

viriise karg1 immiin yanittaki roliine dikkat ¢ekmektedir (52).
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2.1.10. KLINIK
HBYV enfeksiyonu, asemptomatik enfeksiyondan fulminant hepatite, inaktif
tagiyiciliktan karaciger sirozu ve karaciger kanserine kadar degisen farkli klinik

tablolar gostermektedir (4).

2.1.10.1. Akut HBV Enfeksiyonu Klinik Bulgulari

Klinik gidis viriis ve konakgiya ait cesitli faktorlere baglidir. Yenidogan
doneminde alinan enfeksiyon %80-90, ilk bes yasta %30, eriskin ¢agda ise <%5-
10 kroniklesir (19). Inkiibasyon dénemi 60-180 giindiir. Hepatitin ortaya cikmasi
HBsAg’nin saptanmasindan ortalama 4 hafta sonradir (4). Primer enfeksiyonda
HBsAg, inkiibasyon periyodu sonrasi kanda belirmeye baslar ve bunu anti-HBc
antikorlarmin kanda goriilmesi izler. Bunlar erken enfeksiyonda IgM tipi
antikorlardir. Cogu vakada serumda HBeAg saptanir. Enfeksiyonun klerensi ile
birlikte HBsAg ve HBeAg kaybolur, anti HBs antikorlar1 serumda saptanmaya
baslar. Kendi kendine simirlanmis bir enfeksiyonda, viral antijenlerin kaybindan
sonra ve antiHBs antikorlarimin goériilmesinden sonra dahi, kanda diisiik diizeyde

HBYV DNA, tiim yasam boyu olmasa da yillar boyu saptanabilir (58,59).

Uzamis akut hepatit B’yi, kronik hepatit B’den ayirmada sorun yasamak
olasidir. Uzamis klinik seyir olagan olabilecegi gibi, HDV ile koinfeksiyon veya
kroniklesme hatirda tutulmahdir (4). Akut HBV enfeksiyonunda diger bir olasi
durum fulminant hepatittir. Prekor ve kor promoter mutasyonlarina sahip
viriislerle fulminant seyir ve kroniklesme arasinda baglanti bildirilmistir (60,61).
Ancak fulminant hepatit patogenezinde tek faktoriin bu olamayacagi, konaga ve

viriise bagli pek ¢ok faktoriin diisiiniilmesi gerekliligi kanisina varilmistir (62).

2.1.10.2. Kronik HBV Enfeksiyonu Klinik Bulgular:

Alt1 aydan uzun siireli HBsAg pozitifligi, kronik HBV enfeksiyonunun
gostergesidir. Bu durumda replikasyon karacigerde devam eder. Karacigerde
hepatosit 6liimiine eslik eden inflamatuar infiltratlarin varlig1 kronik viral hepatit
icin karakteristiktir. Kroniklesme olasiligi, etkenin bulas yoluna gore degisiklik
gosterir. Yiksek endemik alanlarda enfekte anneden yenidogana perinatal
enfeksiyon ve erken cocukluk doneminde HBsAg pozitif aile iiyeleriyle temas

sonucu horizontal enfeksiyon, HBV bulasindaki ana yollar1 olusturur. Yenidogan
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ve infant doneminde enfeksiyon alindiginda, %95 kroniklesme goriiliirken,

neonatal periyod sonrasi ilk 6 yas icerisinde bu oran %30 civarindadir (63).

Kronik HBV enfeksiyonlu olgular arasinda aminotransferazlar yiiksek ve
viral replikasyon gostergeleri pozitif saptananlarda aktif viral replikasyon
siirdiigiinden hastalikta ilerleme goriiliir. En 6nemli komplikasyonlar siroz, portal
hipertansiyon, asit, 6zofagus varis kanamasi, hepatorenal sendrom ve HCC olarak
siralanabilir. Olgularin her yil %I1-10 kadarinda spontan HBeAg/AntiHBe
serokonversiyonu goriiliir ve karaciger hastalifinda alevlenme ile birliktedir.

HBsAg kaybinin goriilme olasiligi ise yilda %1-2 civarindadir (58,64).

2.1.11. TANI

Tanmida, serolojik ve molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir. Bu
sayede akut enfeksiyonun erken tanisi, akut ve kronik enfeksiyonun ayirt edilmesi
ve vireminin kaliciliginin belirlenmesi miimkiindiir. Molekiiler yontemlerden
serolojik yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda tamiya gidilmesinde, degisik
hepatit B serolojilerinin varlifinda antiviral tedaviye karar verme ve tedavinin
izlenmesinde, mutant suslarin arastirilmasinda ve HCC olusum mekanizmalarinin

aydmlatilmasinda yararlanilmaktadir (65).

2.1.11.1. Serolojik Tam Yontemleri

HBsAg, viriise ait ilk saptanan antijendir. Hastalik semptomlar1 ortaya
cikmadan 3-5 hafta once serumda saptanabilir diizeye ulagsmakta ve iyilesme ile
sonlanan olgularda 2-6 ay i¢inde azalarak kaybolmaktadir. Kaybolduktan bir siire
sonra anti-HBs antikorlar1 ortaya c¢ikmaktadir. Bu antikorlarin olugmasi,
bagisikligr gostermektedir. Anti-HBs, asilama sonrasi immiin cevap olarak veya
hepatit B immiinglobiilin (HBIG) verilmesiyle, kan transfiizyonuyla ve anneden
bebege pasif olarak da transfer edilebilmektedir. HBsAg’'nin 6 aydan daha uzun
siire pozitif saptanmasi ise, kroniklesmenin gostergesidir (19,58,66). HBcAg,
sadece enfekte karaciger hiicrelerinde saptanabilmektedir. Anti-HBc IgM
enfeksiyon basladiktan birka¢ hafta sonra pik seviyelere ulagmakta ve ortaya
ciktiktan 4-8 ay sonra ortadan kaybolmaktadir. Daha sonra Anti-HBc Ig G ortaya
cikmakta ve hayat boyu saptanabilir diizeylerde kalmaktadir. HBsAg’nin ortaya
cikmasindan kisa bir siire sonra HBeAg ortaya ¢cikmaktadir. Serumda HBeAg’nin

varlig1 bulasicilik, enfektivite ve aktif viral replikasyon ile iliskilidir. HBeAg’'nin
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ortadan kalkmasi ile anti-HBe antikorlar1 olusmaktadir. Bu antikorlarin ortaya
cikmasi viral replikasyonun azaldigim gostermektedir (4). Akut ve kronik HBV
enfeksiyonundaki serolojik gostergeler Sekil-2 ve 3’de gosterilmistir (19).
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Sekil-2. Akut HBV enfeksiyonunda serolojik gostergeler (19)
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Sekil-3. Kronik HBV enfeksiyonunda serolojik gostergeler (19)
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2.1.11.2. Molekiiler Tam Yontemleri

HBV DNA’nin serumda saptanmasi, viral replikasyonun belirlenmesinde
onemlidir. HBV DNA, serum transaminaz diizeyleri ile paralel olarak HBsAg’den
3-5 hafta Once saptanabilmektedir. HBV DNA’nin saptanmasi ve kantitasyonu
amactyla farkli yontemler gelistirilmistir. Bunlar hibridizasyon ve niikleik asit
amplifikasyonu temelli tekniklerdir. Hibridizasyon temelli tekniklerde yakalama
st 10™° kopya/ml, kantitasyon araligi 3-4 log’dur. Klasik niikleik asit
amplifikasyonunda 10-100 kopya/ml saptayacak duyarliliga ulasilir ancak

kantitasyon iist sinir1 10° kopya/ml’yi asmaz (67).

2.1.12. KRONIK B HEPATITINDE TEDAVi

Tedavide amag, replikasyonun baskilanmasi ve gelisebilecek siroz ve HCC
gibi komplikasyonlarin 6nlenmesidir (68). Kronik B hepatitinde tedavi, HBeAg
(+) ve (-) hastalar icin bir takim farkliliklar icermektedir. HBeAg pozitif
hastalardan, serum HBV DNA>10’ kopya/ml ve ALT diizeyleri yiiksek olanlar
ile; HBeAg negatif hastalardan, serum HBV DNA>10" kopya/ml, ALT diizeyi
normalin 2 katindan biiyiilk veya biyopside orta/siddetli hepatiti olan hastalar
tedaviye adaydirlar (68).

IFN ve LAM ‘Food and Drug Administration (FDA)’ tarafindan onay
almis ilacglardir. IFN, tek basima veya LAM ile kombine olarak kullanilmaktadir
(69). Guintimiizde tedavide hastanin klinik 6zelliklerine gore IFN, LAM ve ADV
kullanilmaktadir (70).

2.1.12.1. interferon
Interferonlar; makrofajlar, natural killer hiicreler ve Tc hiicrelerin
aktivitesini artirarak, viriisle enfekte olmus hiicrelerin eliminasyonunu saglarlar.

INF’larin baslica, antiviral, antiproliferatif, anti-tiimoral etkileri vardir (71).

Cesitli meta-analizler HBeAg pozitif kronik olgularda 4-6 ay haftada 3 giin
9-10 MU IFN-alfa verildiginde %30 oraninda kalict HBeAg serokonversiyonu
elde edildigini gostermektedir. HBeAg serokonversiyonu hastaligin aktivitesinin
azalmasi ve histolojik iyilesmeyle paralel gitmektedir. Ulkemizde HBV'nin tek
temsilcisi olan genotip D enfeksiyonunda, HBeAg serokonversiyonunun kalici

olmadig1 ve 6 yillik takip sonunda kalici cevap oraninin %20'nin altinda oldugu
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goriilmektedir. Genel literatiirde standart tedavi ile kalict HBV-DNA negatifligi
ve ALT normallesmesi elde etme oranmmin %10-15 civarinda oldugu
belirtilmektedir (72).

Pegile interferon (Peg-IFN), IFN’a polietilen glikol eklenmesi ile elde
edilen uzun yar1 6miirlii IFN’dur. Peg-IFN’larin regiiler IFN’lara nazaran {istiinliik
saglayip saglamadigi acik degildir. Janssen ve ark.’larinin Peg-IFN alfa 2b ile
yaptiklar1 calismada 1 yillik tedavinin sonunda HBeAg kaybi %29, HBeAg
serokonversiyonu %22, HBV DNA <400 kopya/ml olmas1 %10, HBsAg kayb1
%5 olarak saptanmistir. Hastalarin %34'iinde alanin aminotransferaz (ALT)
normallesmistir. Peg-IFN alfa 2a ile yapilan calismalarda Cooksley ve arkadaslari
tedavi bittikten sonraki 24. hafta sonunda HBeAg kaybim %35, HBeAg
serokonversiyon oranint %33, ALT normallesmesini %35 olarak saptamistir. Bu
oranlar Peg-IFN alfa 2b ile yakinlik gostermektedir (73,74).

2.1.12.2. Lamivudin

DNA zincir sentezini bloke ederek, HBV replikasyonunu durdurur. Bu
sayede kisa zamanda HBV-DNA negatiflesir ve ALT de azalma meydana gelir.
Ancak virlis hepatositlerin icinde varligmi devam ettirir. Genellikle 1-2 yillik
tedavilerde, tedavi kesildikten sonra viriisiin replikasyonu derhal baslamaktadir.
Bir yillik tedavide HBeAg serokonversiyonu orant %15-16 civarindadir. Dort
yillik tedavide bu oran %40'lar1 asmaktadir. Bu durumda tedavinin uzun siire
verilmesi mantikl goriinmektedir. Ancak uzun siireli tedavide viriistin varhigini
devam ettirmesi ve ila¢ baskisi ile, ilacin etki etmedigi mutant suslarin segilmesi
s6z konusudur. Bir yillik tedavide %20 olan diren¢ orani, 5 yilda %70'lere
cikmaktadir. Direncli mutantlar genellikle 6-9 ayhk tedaviden sonra
secilmektedirler. Baslangic HBV-DNA diizeyi yiiksek olanlarda diren¢ gelisme
riski daha fazladir. Bu mutantlarin polimeraz enziminin aktif Kkatalitik
bolgesindeki YMDD motifindeki M-->V veya M-->I degisimi sonucu meydana
geldigi bilinmektedir. 180. kodonda olusan mutasyon viriisiin uyumunu artirmakta
ve diren¢ gelisimine katkida bulunmaktadir. Mutant viriisiin orijinal viriise
nazaran replikasyon kapasitesinin daha az oldugu belirtilmektedir. Buna delil
olarak mutasyon gelistikten sonra HBV-DNA ve ALT diizeylerinin tedavinin
baslangicindan daha diisiik olmas1 gosterilmektedir. LAM tedavisine ne kadar

devam edilecegi bilinmemektedir. Cogu yaymlar HBeAg(+) hastalarda HBeAg
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serokonversiyonu saglandiktan sonra 6-9 ay daha tedaviye devam edildigi
takdirde, ilag kesilse bile niiks ihtimalinin %151 ge¢cmedigini gostermektedir.
HBeAg(+) hastalarda uzun siireli LAM kullamimim arastiran Lok ve
arkadaglarinin calismasinda 998 hasta ortalama 4 yil izlenmistir. LAM direnci
birinci y1l %23 iken 5 y1l sonunda %65 bulunmustur (75,76).

2.1.12.3. Adefovir Dipivoxil

Lamivudine benzer mekanizma ile replikasyonu bloke etmektedir. Ayrica
polimeraz proteininin priming fonksiyonunu da bozmaktadir. Bir yillik
kullanimdan sonra ADV’ye kars1 da direng gosteren rtN236T (asparagin-threonin)
mutasyonu %?2 civarinda goriilmektedir. Bu mutant LAM’e hassastir. Bir yillik
tedavi sonunda HBeAg(+) hastalarda %12 civarinda HBeAg serokonversiyonu
goriilmektedir. 10 mg/giinliik dozda 48 haftanin sonunda %53 histolojik iyilesme,
%21 HBV-DNA kaybi, %48 ALT normallesmesi goriilmektedir (77).

2.1.13. EPIDEMIYOLOJI

HBYV, diinya genelinde 350 milyon kiside kronik enfeksiyona, yilda 500
000-1 200 000 6lime neden olmaktadir. Diinyada HBV ile karsilasmis kisi sayisi
iki milyardir (78).

Diinya HBV enfeksiyonu agisindan; diisiik, orta ve yiiksek endemisite
bolgelerine ayrilmistir. Endemisitenin diisiik oldugu bolgelerde (ABD, Kanada,
Bati Avrupa, Avustralya, Yeni Zellanda) HBsAg pozitif olanlarin prevalansi
%0.1-2°dir. Ancak bu bolgelerdeki escinsellerde, cok esli heteroseksiiellerde,
damar i¢i uyusturucu bagimlilarinda, Eskimolar’da, Yeni Zellanda Maorileri’nde,
Avustralya yerlilerinde ve Amerikali zencilerde enfeksiyon oram yiiksektir.
Enfeksiyon genellikle yetiskin ¢agda kazanilir. Cinsel temas ve perkiitandz temas
en onemli bulag yoludur. Ancak perinatal ya da erken ¢ocukluk doneminde alinan

enfeksiyon HBV enfeksiyonuna 6nemli 6lgiide kaynaklik edebilir (2).

Enfeksiyonun epidemiyolojisine etki eden faktorlerden biri de HBV’ nin
genotipleridir. Enfeksiyon acisindan diisiik endemisite bolgeleri olan Kuzeybati
Avrupa iilkelerinde viriisiin baskin genotipi, genotip A’dir (16). Orta endemisite
bolgelerinde (Japonya, Orta Asya, Orta Dogu, Orta Amerika) HBsAg pozitifligi
%?2-5 oranindadir. Enfeksiyon ¢ogunlukla cocukluk, ergenlik ve geng eriskinlik
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doneminde almir. Baslica bulas yolu, perkiitanéz ya da horizontaldir. Ozellikle
Akdeniz iilkelerindeki annelerde HBeAg pozitifligi az oldugu icin perinatal bulag
nadirdir (2). Bu bolgelerden Bati Amazon bolgesinde HBV’ye bagli fulminant
hepatit siktir ve enfeksiyonun en 6nemli gecis yolu cinsel temastir. Baskin HBV
genotipinin genotip F ve H oldugu belirtilmektedir (79,80). Rusya’da 1-14 yas
aras1 karaciger hastalarinda HBV ile karsilagma oranm1 %65.6, karaciger hastalig
olmayanlarda HBV ile karsilasma oran1 %14.4 olarak tespit edilmistir. Bu bolgede
ise HBV genotipinin %85 oraninda genotip D oldugu bildirilmektedir (81).
Yiiksek endemisite bolgelerinde (Sahra alti Afrika, Giineydogu Asya, Cin,
Alaska) HBsAg pozitifligi %5-20 oranindadir. Maternal, perinatal ve horizontal
bulag, ana bulas yoludur. Asya’da perinatal bulasma, Afrika’da horizontal
bulasma 6n plandadir (2). Tayvan’da HBsAg pozitifligi %15-20 oranindadir ve
bunun %40-50’si perinatal yolla olmustur. Bu bolgelerden Hong Kong’da baskin
HBV genotipi, genotip B ve C’dir (82). Tablo-II’de Diinya’daki endemisite

bolgelerine ait bilgiler 6zetlenmistir (2).

Tablo-II. Diinya’da HBV endemisite bolgeleri (2)

Ozellik Yiiksek endemisite Orta endemisite Diisiik endemisite
HBsAg pozitifligi <%10 %2-10 <%?2
Anti-HBs pozitifligi %70-90 %20-60 %5-10

Bolgeler Giineydogu Asya, Cin, | Dogu Avrupa, Giiney | ABD, Kanada, Bati
Alaska, Pasifik adalari, | Avrupa, Orta Asya, Avrupa, Avustralya,
Amazon, Afrika Giiney Amerika, Orta | Yeni Zellanda
Amerika, Orta Dogu,
Japonya
Enfeksiyonun alindig Yenidogan, erken Yenidogan, ¢ocuk, Eriskin yas

yas

cocukluk dénemi

erigkin

Gegis yolu

Horizantal, perinatal

Horizantal

Seksiiel, perkiitan

Ulkemiz orta derecede endemik bir bolgede yer almaktadir. Tastyicilik

oran1 yaklasik %6 civarinda olmakla birlikte, bolgesel farkliliklar gostermektedir.

Bati bolgelerinde ortalama %?2’ye kadar diiserken, dogu bolgelerinde %10’un

izerinde degerler bildirilmektedir (3).
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2.1.13.1. Bulas Yollar:

2.1.13.1.1. Enfekte kan ve viicut sivilari ile temas (perkiitan)

Cogul transfiizyon yapilan hastalar, hemodiyaliz hastalari, intravenoz (IV)
ilag bagimlilari, dovme yaptiranlar, 6zellikle cerrahlar, patologlar, hemodiyaliz
calisanlar1 olmak iizere saglik calisanlart risk gruplaridir. Viriis insan viicudu
diginda 7 giinden uzun siire canli kalabildigi icin enfekte dis fircasi ve jiletler de

bulas kaynagi olabilirler (2).

2.1.13.1.2. Cinsel temas
En cok risk tasiyanlar homoseksiiellerdir. Ayrica esleri HBV ile enfekte

olanlar, baska bir cinsel yolla bulagan hastalig1 olanlar da risk altindadir (2).

2.1.13.1.3. Enfekte anneden yenidogana bulas (perinatal-vertikal)

Bulag; nadiren gebelik sirasinda ya da dogum sirasinda ve dogum sonrasi
olabilir. HBeAg pozitif anneden dogan cocuklarin %70-90’1 enfekte olur.
Bunlarda enfeksiyon %90 kroniklesir. HBeAg negatif anneden doganlarin ise
%10-40’1 enfekte olur. Bunlarin da %40-70’inde enfeksiyon kroniklesir. Ayrica
anne siitiinde de HBsAg gosterilmistir (2).

2.1.13.1.4. Enfekte kisilerle cinsellik icermeyen temas (horizontal)

Cesitli viicut sivilarinda HBsAg bulunmustur. Plevra ve periton sivilarinda
serumdaki kadar viryon bulunur. Tiikriik ve semendeki viriis yiikii serumdakinden
azdir ancak siirekli enfeksiyoz viryonlar bulunur. Endemik bolgelerde viriisiin cilt
catlaklar1 ve mukdz membranlardan gecisi ¢cocuklarda enfeksiyona neden olabilir.
Anneleri HBsAg pozitif cocuklar dogumda enfeksiyonu almadilarsa, %40
olasilikla ilk bes y1l icinde enfekte olabilirler (2).

2.2. HEPATIT C VIRUSU

2.2.1. TARIHCE

HAYV ve HBV icin 1975 yilinda serolojik testlerin gelistirilmesinden sonra
non-A, non-B (NANB) hepatit problemi ortaya ¢ikmistir. Daha sonra transfiizyon
sonras1 ortaya c¢ikan hepatit vakalarinin ¢ogunun ne HAV ne de HBV’den
kaynaklandig1 ve kan transfiizyonu sonrasi ortaya ¢ikan NANB hepatit riskinin

>%]10 oldugu goriilmiistiir (83). 1989°da karakterize edilememis NANB hepatit
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ajanini iceren plazmadan komplementer DNA datasi olusturulmug, NANB hepatit
tanist konulan bir hastanin serumu taranmis ve spesifik olarak NANB hepatit
enfeksiyonlan ile iligkili bir antijen kodladigi gosterilmis komplementer DNA
klonu izole edilmistir. Bu klonun konak DNA’sindan gelmedigi, fakat NANB
hepatit enfeksiyonlarinda bulunan bir RNA molekiiliinden geldigi bulunmustur
(84). Bunun yam sira yine 1989 yilinda HCV’ye karsi olusan antikorlar igin
gelistirilen yeni bir yontemin, NANB hepatit vakalarinin %88’ inin HCV’ye kars1
olusan antikorlardan serokonverte oldugu, antikorun gelisiminin hepatitin
seyrinde gecici bir iliskiden kaynaklandig1 ve enfekte hastalarin enfekte donorlerle
baglantili olabilecegi gosterilmistir (85). 1990 yilinda NANB hepatitin temel
nedeninin HCV oldugu kesinlesmis ve ¢ogu bat1 iilkelerinde dondr taramalari
baslatilmigtir. HCV’ye karst olusan antikorlar icin gelistirilen I. jenerasyon
yontemler hepatit insidansinda %70 azalmayla sonuclanmistir. 1992°de daha
sensitif II. jenerasyon yontemlerin gelistirilmesiyle HCV gecisi azalmistir (86).

Bugiin HCV enfeksiyonu i¢in en 6nemli risk faktorii IV ilag kullanimidir (87).

2.2.2. SINIFLANDIRMA, TAKSONOMI VE GENOTIPLER

Sekizinci Uluslararas1 viriis taksonomisi birliginin (ICVT) 2005°te
yaymladig1 rapora gére HCV, GB viriis B (GBV-B) ile birlikte Flaviviridae
ailesinin Hepacivirus genusu i¢inde siniflandirilmistir (88). HCV kokenlerinde
tiplendirme viral genomdaki degisikliklerin belirlenmesine dayalidir. Diinyanin
farkli bolgelerinden elde edilen izolatlarin niikleotid dizileri karsilastirilarak
yapilan ¢alismalar, 6 ana genotipin ve her tipin i¢inde ¢ok sayida subtipin varligini
ortaya koymustur. Ikinci Uluslararass HCV ve Iliskili Viriisler Konferansinda,
tizerinde tamamen uzlasilan subtip ve genotipler; Genotip 1 (1a, 1b, 1c), genotip 2
(2a, 2b, 2c, 2k), genotip 3 (3a, 3b, 3k), genotip 4 (4a), genotip 5 (5a), genotip 6
(6a, 6b, 6d, 6g, 6h, 6k) olarak bildirilmistir. ileride baz1 degisiklikler yapilmasi
olas1 subtipler ise: Genotip 1 (1d....11), genotip 2 (2d....2q), genotip 3 (3c....31),
genotip 4 (4b....4t), genotip 6 (6¢....6q) olarak bildirilmistir (88).

2.2.3. VIRUSUN YAPISI

HCV, yaklasik 50 nm capinda, lipid bir zarf tasiyan kiiciik bir viriistiir.
HCV'nin immiin elektron mikroskobu ile 55-65 nm biiyiikliigiinde, iizerinde zarfi
delerek cikan ince dikensi yapilar tasiyan partikiilleri goriintiilenmistir. Deterjan

ile islem goren viryon 33 nm'lik kor partikiillerinden olusmaktadir (89).
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2.2.4. VIRAL GENOMUN YAPISI

HCV, yaklasik 9500 niikleotid iceren genoma sahip tek zincirli pozitif sens
bir RNA viriisiidiir. 3000 aminoasitten olusan genis bir poliprotein kodlayan tek
OREF igerir. Bu ORF’nin 5’ ve 3’ uglarinda yerlesmis olan kodlamayan bolgeler
(NCR), viral proteinlerin translasyonunda ve viriisiin replikasyonunda gorev
alirlar. ORF’nin bitiminden hemen sonra baglayan 3’-NCR icinde yer alan 99
bazlik ¢ok iyi korunmus bolge ise NS5B (non-striiktiirel 5B) i¢indeki korunmus
bir kok-halka yapisi ile etkileserek RNA replikasyonunda gorev alir. Viriistin 5°-
NCR bolgesi ile 3’-NCR’nin ilk 99 niikleotidlik kismi en iyi korunmus
bolgeleridir (90). 5’-NCR bolgesi 340 baz ciftinden olusur ve core (C) , envelope
1 (E1), envelope 2 (E2), p7, non-striiktiirel bolge 2 (NS2), non-striiktiirel bolge 3
(NS3), non-striiktiirel bolge 4A ve 4B (NS4A-B), non-striiktiirel bolge SA ve 5B
(NS5A-B) proteinlerini kodlar. 5°-NCR bdélgesi tan1 testlerinin hedef bolgesidir
O1n).

RNA
< ~9,600 nt >

AUG UAG
UTR 2 L 4 UTR

5 Acik Okuma Bolgesi ’—Lr 37

NHo- ¢ TE1] E2 [p7[NS2] NS3  [aA[ NsaB [ NSBA ] NS5B |- CO,H
t ot ottt tt ot 0t
s ls S s 2-3 3 3 3 3

Yapisal Proteinler [ NSz | [—|NSAB [ NssA || NS5B ’

Yapisal olmayan proteinler

Sekil-4. HCV’nin genom organizasyonu ve kodladig1 proteinler (89)

2.2.5. VIRAL PROTEINLER

2.2.5.1. Yapisal Proteinler

2.2.5.1.1. Core Proteini

HCV genomunun core bdlgesi, poliproteinin ilk 191 aminoasitlik
boliimiinii kodlar. Core bolgesi genomda 5’-NCR bolgesinden sonra en iyi
korunmus bolgedir. Bu bolgenin RNA baglama aktivitesi gosterdigi bildirilmistir.
Ayni bolgenin genotipler arasinda ¢ok korunmus olmasi biyolojik acidan c¢ok

onemli bir islevi oldugunu diisiindiirmektedir (92,93).
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2.2.5.1.2. Zarf Glikoproteinleri

El ve E2 zarf glikoproteinleri, tip 1 transmembran proteinleridir. HCV
genomlar1 arasinda en ¢ok genetik varyasyon gosteren bolge ise E2’nin agir
degisken bolgesidir. ‘Hypervariable region 1° (HVR1) adi verilen bu cok degisken
bolge E2’nin 1-27. aminoasitleri arasinda bulunur. HVR1 farkli genotipler ve
tiiriimsiiler (quasispecies) arasinda degiskenlik gosteren bir bolge olmasina karsin
belirgin bir genotip ile iliskisi yoktur ve bu nedenle de genotip veya tiiriimsii
ayriminda kullanilamaz. E2 proteinlerinin viriisiin konak hiicreye girisinde
reseptor veya reseptorlerle girdigi etkilesim sonucunda hiicre yiizeyine tutunmada

rol oynadig1 diisiiniilmektedir (94).

2.2.5.1.3. ARFP/F (Alternative reading frame/Frameshift protein)
Core gen bolgesi i¢inde tanimlanan alternatif bir okuma cergevesidir. HCV
replikasyonu icin dogrudan gerekli olmayan bu proteinin islevi heniiz

netlesmemistir (95).

2.2.5.1.4. p7 proteini

Viriisiin p7 proteini, 63 aminoasitten olusan bir polipeptiddir ve yapisal ve
yapisal olmayan bolge arasinda yer almaktadir. Heniiz p7 proteininin tiim yapisal
ve islevsel oOzellikleri aydinlatilamamis olmasina karsin yeni calismalar bu

proteinin iyon kanal etkinligine sahip oldugunu gostermektedir (96-98).

2.2.5.2. Yapisal Olmayan Proteinler

2.2.5.2.1. NS2-3 Proteini

NS2 proteini, viral proteinin amino ucundan bir hiicresel sinyal peptidaz,
karboksi ucundan ise biiyiik boliimii NS2 ve bir boliimii NS3 domaininde bulunan
HCV proteaz tarafindan kesilerek ayrilir. Invitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda,
NS2/3 sistein proteaz aktivitesinin ¢inkoya bagimli bir otoproteolitik aktivite
oldugunu diisiindiirmektedir. NS3 proteini, serin proteaz ve RNA
helikaz/niikleozid trifosfataz aktiviteleri gosteren ¢ok islevli bir proteindir.
NS3’iin 1/3 amino ucu serin proteaz aktivitesi gosterirken, 2/3 karboksi ucu

helikaz ve niikleozid trifosfataz aktivitesi gosterir (99,100).
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2.2.5.2.2. NS4A ve NS4B Proteini

NS4 bolgesi, toplam 315 aminoasit uzunlugundadir. NS4 bolgesinin amino
ucunda bulunan NS4A proteini 54 aminoasit uzunlugundadir ve NS3 serin proteaz
ile sik1 bir kompleks olusturarak NS3’iin hiicresel membranlara tutturulmasini
saglar. NS4A, NS3 serin proteazin NS3/NS4, NS4A/NS4B ve NS4B/NS5
alanlarindaki kesim aktivitesinde onemli bir kofaktor olarak gorev almaktadir
(100). NS4B ise endoplazmik retikuluma integre membran proteini olarak
bulunur. Viral replikasyon sirasinda endoplazmik retikulumda kotranslasyonel
aktivite gosterdigi diisiiniilen NS4B’nin islevinin HCV replikasyon kompleksinde
ozellikle r-endoplazmik retikulum ve jukstaniikleer membranlarda meydana gelen

degisiklikler sirasinda kalip rolii gérmesi oldugu tahmin edilmektedir (101,102).

2.2.5.2.3. NS5A ve NS5B Proteini

NSS5A, ¢ok fonksiyonlu bir serin fosfoproteinidir. HCV replikasyonu ve
patogenezi ile iliskili cok sayida mekanizma ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir
(103-105). NS5B, HCV poliproteininin karboksil ucunda yer alan en son viral
proteindir. RNA bagimli RNA polimeraz etkinligi gosterir (106).

2.2.6. REPLIKASYON

HCV, konak hiicreye reseptore bagimli endositoz veya benzeri bir yolla
girer ve ligand1 da HCV’nin E2 glikoproteinidir. HCV’nin kullandig1 hiicresel
reseptoriin eritrosit ve trombositler haricinde tiim hiicrelerin yiizeyinde yaygin
olarak eksprese edilen bir tetraspanin olan CD81 (TAPA-1) oldugu ve HCV’nin
bu reseptdre E2 glikoprotein bolgesi ile tutundugu son yillarda HUH-7.5 hiicre
hattinda yapilan in vitro c¢alismalarda gosterilmistir HCV ile enfekte
sempanzelerde HCV E2 bolgesinin CD81 ile kaplanmis boncuklara tutundugu ve
bunun HCV anti-E2 antikorlar ile inhibe edildigi gosterilmistir (107,108).

Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii (LDLR) de HCV igin bir
reseptordiir. LDLR, lipoproteinleri reseptdre bagimli endositoz ile hiicre igine alir.
Reseptor, hiicre yiizeyinde LDL’ye baglandiktan sonra klatrin-kaphi keseler
araciligiyla hiicre icine girmesini saglar. Bazi ¢aligmalarda bu endositozun anti-

LDLR antikorlar ile inhibe edildigi in vitro olarak gosterilmistir (109).
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Dolagimdaki modifiye olmus (oksitlenmis, asetillenmis v.s) LDL’leri
taniyan ¢opgii reseptor B1 (Scavenger receptor B1 veya SR-B1) hepatositlerde
cok yiiksek diizeylerde eksprese edilir ve hiicre membraninda lipid raft adi verilen
bolmelerde yer alir. HCV E2 glikoproteininin, SR-B1’e tutundugu bildirilmis ve
bu olayin yalita 6zgiil olarak HCV E2’nin HVR1 bdlgesine kars1 hazirlanmis

monoklonal antikorlarla inhibe edildigi gosterilmistir (110).

HCV, replikasyon sirasinda konak hiicrenin sitoplazmik membraninda
degisiklikler meydana getirir. Replikon olusturan hiicrelerde HCV’ye ait yapisal
olmayan protein, RNA’ya bagimli RNA polimeraz aktiviteleri membrandz ag adi
verilen hiicre i¢i vezikiiler yapilar tizerinden gerceklesir. Son yapilan ¢alismalar,
bu membran agmin akiskanliginin viral replikasyon icin 6nemli oldugunu
gostermektedir. In vitro hiicre Kkiiltiirii sistemlerinde bu akiskanliktaki
degisikliklerin membran {izerinde replikasyon kompleksinin olusumunu inhibe
ettigi ve replikasyonu durdurdugu bildirilmistir (102). HCV’nin replikasyon
kompleksi icinde RNA’nin nasil sentezlendigi konusunda cok az sey
bilinmektedir. HCV’nin, pozitif iplikli genomu kalip olarak kullanarak bir ara
negatif iplik formu sentezleyip ve bu ara formu yeniden genomlarin

sentezlemesinde kalip olarak kullandig diisiiniilmektedir (111).

2.2.7. HCV MUTASYONLARI

2.2.7.1. Viral Genomdaki Varyasyonlar

HCV’deki genetik heterojenlik viriisiin replikasyonu sirasinda gelisen
mutasyonlarin birikimi sonucu olugmaktadir. HCV genomu, yaklasik 9600
niikleotid igeren pozitif polariteli tek zincirli RNA’dir. Genom 3’ ve 5’ uglarda
olduk¢a korunmus olan iki adet translasyona ugramayan bolge (Untranslated
region=UTR) bulundurmaktadir. Bu iki u¢ arasinda biiyiik bir prekiirsdr proteini
kodlayan bir ORF bulunmaktadir (112,113). Genomun 5’ ucunda bulunan UTR
bolgesi, viriis suslar arasinda oldukga yiiksek oranda (%92’den fazla) korunmus
niikleotid dizisine sahiptir. Viriisiin replikasyonu ve viral proteinlerin
translasyonunda onemli rol oynar (114). 3° UTR, diisilk oranda korunmus
yaklagik 40 niikleotidlik bolge, bir internal poly (U)/polyprimidine dizi ve bunu
takip eden 98 niikleotidlik bir kuyruk icermektedir. Bu son kuyruk, viriis
kokenleri arasinda yiiksek oranda korunmus baz dizisi icermektedir. HCV

genomunun ortak yapist olan bu 3’ kuyrugun viral genomun replikasyon
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baslangicinda ©nemli rol aldigi diisiiniilmektedir. Kor ve NS3 bélgeleri de

nispeten iyi korunmusg boliimlerdir (112).

HCV genomu, dizi degisikligi gosterdiginden, genomdaki mutasyonlarin
sik oldugu disiiniilmektedir. Mutasyon orant HCV genomunun domeinleri
arasinda degisim gostermektedir. Zarf proteinlerini kodlayan bolge, diger
bolgelere kiyasla birkag kat daha fazla mutasyon oranina sahiptir. Hepatitin farkl
klinik evrelerinden elde edilen HCV genomlarinin E1 ve E2’yi kodlayan
bolgelerin genetik analizinden, HVR1’in enfeksiyonun baslangicindan sonra
HCV’deki genetik mutasyonlar i¢in en sicak bolge oldugu bulunmustur (112,113).
HVR1’deki onemli dizi degisikligi, ona HCV tiir ayriminda marker olarak
kullanma imkam saglamaktadir. HVR2, 7 aminoasit icermekte ve E2 zarf
proteininin 91-97. pozisyonuna yerlesmistir. HVR2 maksimum (%100) aminoasit

dizilim degisimi gosterir ve B hiicre epitoplar1 bulundurmaz (112).

2.2.7.2. HCV Genotipleri

HCV’nin en az 6 genotipi ve 100’den fazla subtipi ile tiiriimsii yapilar
bulunmaktadir (13). Genotipler 1’den 6’ya kadar olan rakamlarla, alttipler ise a, b,
c,... gibi kiiciik harflerle ifade edilmektedir. Genotip 1b’nin ii¢ ana alt tipi
(W:worldwide, J:Japon ve NJ:Non-Japon) bulunmaktadir (115).

HCV genotipleri diinyaya dagilmis durumdadir. Genotip 1, bati
tilkelerinde en yaygin olan tip olup, IFN-alfa veya IFN-alfa+ribavirin
kombinasyonuna en diisiikk oranda yanit vermektedir. Genotip 1b, diinyadaki
biitiin izolatlarin %40-80 kadarim olusturmaktadir. Genotip 1b diginda genotip 2a
ve 2b de diinyada genis bir dagilim gostermekte, ozellikle Japonya ve Kuzey

Italya’da yaygin tiplerdir (116-118).

Genotip la ve 1b, ABD’de en yaygin tipler olup, bunu genotip 2
izlemektedir. Bati Avrupa ve Giiney-Dogu Asya’da genotip 1b en yaygin
genotiptir. Alttip 2a ve 2b Amerika, Avrupa ve Japonya’da nispeten yaygin tipler
olmakla birlikte, 2c yaygimn olarak Kuzey Italya’da bulunmaktadir. Genotip 3a
Avrupa ve Amerika’daki damar i¢i uyusturucu kullananlarda yaygindir. Genotip 3
cogunlukla Hindistan, Pakistan, Avustralya ve Iskogya; genotip 4 Orta Dogu ve
Afrika’da predominant; genotip 4a Misir; genotip 5 Giiney Afrika; genotip 6

26



Hong Kong, Viyetnam, Tayland’da yaygin olan tiplerdir. Giiney Afrika’daki
olgularin %30-50’sinden genotip 5a, Hong Kong, Viyetnam ve Macau’daki
olgularin 1/3’tinden genotip 6a sorumludur (116-118). Asya kendi icinde ele
alindiginda; genotip 1b Japonya, Giiney Kore, Cin ve Tayvan’da; genotip 3
Taylan, Miyenmar ve Nepal gibi Giliney-dogu Asya’nin bazi kisimlarinda

tamimlanmustir (116).

2.2.7.3. ‘Quasispecies’ (Tiiriimsii) Yapi

Viral replikasyon siirecinde olusan mutasyonlarin birikiminin bir sonucu
olarak HCV genomu, anlamli derecede konak i¢i genetik heterojenlik
gostermektedir. HCV bulunduran bireyde, viriisiin ¢cogalmasi sirasinda olusan bu
mutasyonlarin birikimi sonucu ‘quasispecies’ ya da tiiriimsii ad1 verilen yapi
olusmaktadir. Tiirtimsii populasyon, bir kiside bulunan heterojen viral genomlarin
karistmidir.  Amplifikasyon sirasindaki polimeraz kaynakli hatalar veya
amplifikasyon ve klonlama asamalarindaki seleksiyonlar tiirlimsii olusumu
saglamaktadir (119). Enfekte bir kisideki HCV genomlar arasinda yapilan dizi
analizlerinden, niikleotid dizilimindeki degisme oraninin ortalama %0.9 oldugu
anlagilmistir. Bu durum, tiiriimsti olusumuyla sonuglanmaktadir. Tiiriimsii yapi,
5’UTR hari¢ HCV genomunun her bolgesine dagilmis durumdadir. HVR1, HCV

genomunda tiiriimsii yap1 gosteren en karakteristik bolgedir (112).

2.2.8. PATOGENEZ

HCYV replikasyonunun primer bolgesi karacigerdir ve enfeksiyon sirasinda
en yiiksek diizeyde HCV RNA’y1 karaciger dokusu igerir. Enfekte dokunun
graminda yaklasik 10%-10"" kopya arasinda HCV RNA bulunur. Yine de enfekte
karacigerdeki hepatositlerin sadece %5-19’unda in situ hibridizasyon ile HCV
RNA pozitiftir ve buna bagl olarak HCV antijenlerinin ekspresyon oranlar1 da
disiiktir  (%1-10).  Virtisin =~ dogrudan  sitopatik  etkisinin  olmadig1
disiiniilmektedir. Karaciger hiicrelerinde goriilen hasarin bagisik yanita ve
viriisiin  hiicre icinde etkiledigi sinyal ileti yolaklar1 ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir (120).

Yiiksek spesifiteye sahip Revers transkriptaz-PCR (RT-PCR) teknigi ile

yapilan aragtirmalarda HCV RNA’nin negatif ipliginin karaciger disinda siklikla

lenf nodu ve pankreas, daha az siklikta olmak iizere de adrenal bezler, kemik iligi,
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tiroid dokusu ve dalakta saptanabildigi bildirilmistir. HCV’nin periferik kan

mononiikleer hiicrelerinde replike olup olmadigi ise heniiz tartismalidir (120).

2.2.9. IMMUNITE

HCV, enfekte konak hiicreleri igin sitopatik degildir. Immun sistem, ortaya
cikan karaciger hasarinda onemli role sahiptir. Enfekte olan konakta dogal ve
kazanilmis immiinite ortaya ¢iksa da viriisii ortadan kaldirmaya yetmez. HCV,
konaga girdikten sonra replikasyona devam eder. Dogal ve kazanmilmisg
immiinitedeki degisik aksakliklar nedeniyle viriis kontrol altina alinamaz ve

kronik hepatit siireci gelisir (121).

2.2.9.1. Humoral immun Yamt

HCV enfeksiyonundan genellikle 7-31 hafta sonra HCV’ye 06zgiil
antikorlar serumda saptanabilir diizeye ¢ikar. Bu antikorlar iyilestikten 10-20 yil
sonra kaybolabilir. HCV’ye karsi humoral immun yanit, HCV’nin kor, zarf, NS3
ve NS4 proteinlerindeki epitoplari hedefler (122).

HCYV enfeksiyonlarinin nasil kroniklestigi ve viriisiin immun yanittan nasil
kactig1 halen tam olarak bilinmemektedir. E2 proteininin HVR1 bolgesi nétralizan
antikorlarin major hedefi olarak tanmimlanmistir. HVR1’in ¢ok degisken olmasi

bagisik yanittan kacabilen tiirlimsiilerin ortaya ¢ikmasina neden olur (122).

HVR-1 disinda zarf glikoproteinlerinin baska bazi dizilerini hedefleyen
notralizan  antikorlar da  meydana  gelmektedir. Rekombinant  zarf
glikoproteinlerinin memeli hiicrelerinde eksprese ettirilmesi ile hazirlanan asilara
yanit olarak ortaya cikan 0zgiil antikorlarin sempanzeleri diisikk doz homolog

HCYV ile enfeksiyondan korudugu gosterilmistir (123).

2.2.9.2. Hiicresel Immun Yamt

Hiicresel immun yamt, konagin korunmasinda en ©Onemli savunma
mekanizmasimt  olusturmaktadir. Akut, kendi kendini simirlayan HCV
enfeksiyonlarinin gelistigi hastalarda gii¢lii bir Th yaniti, aksine bu bagisik yanitin
zayif ve yeterli zamanda ortaya ¢ikmadigr hastalarda ise persistan enfeksiyon ve
kronik hepatit gelismektedir. Akut HCV enfeksiyonunun iyilesmesinden sonra
HCV’ye 6zgiil T hiicre yanitinin devam ettigi gézlenmektedir (124).
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Akut HCV enfeksiyonunda erken, giiclii ve genis bir Tc lenfosit yaniti
enfeksiyonun kendi kendini sinirlamasi acisindan onemlidir. HCV’ye kars1 Tc
lenfosit yanitinin koruyucu etkisinin aragtirilmasi i¢in yapilan bir ¢calismada, HCV
ile siirekli karsilasan saglikli bireylerde HCV’ye karst humoral immun yanit

olmaksizin Th ve Tc yanitlarinda siirekli bir uyarim oldugu bildirilmistir (124).

2.2.9.3. Bagisik Yamita Bagh Karaciger Hasar1

Bu hasar, HCV’ye 6zgiil T hiicrelerinin karacigeri infiltre etmesi ile baslar.
Bu  hiicreler klonal artisa gitmeksizin siirekli olarak periferik kandan
yenilenmektedir. CD4+ Th hiicreleri portal alanda birikirken, CD8+ Tc lenfositler
hepatik lobiilleri infiltre ederler. B hiicreleri ise portal yollarda yerlesen lenfoid

folikiillerin germinal merkezlerinde yerlesmektedir (124).

2.2.10. KLINIK

2.2.10.1. Akut HCV Enfeksiyonu

Olgularin ¢ogu subklinik ve anikterik seyrettigi icin tan1 oldukca giictiir.
Inkiibasyon siiresi ortalama 6-8 haftadir (125). Temastan sonra, genellikle
karaciger enzimlerinin yiikselmesinden 1-4 hafta 6nce, kanda HCV-RNA
pozitiflesir. Enfeksiyonun ilk 8-12 haftasinda viremi pik yapar. Anti-HCV
antikorlart viriis alindiktan 20-150 (ortalama 50 giin) sonra pozitiflesir, ALT
yiikselmesi ise genellikle 4. haftadan sonra olur (126). Hastalarin %15-20’si tam

olarak iyilesirken, geri kalaninda hastalik kroniklesir (125,126).

2.2.10.2. Kronik HCV Enfeksiyonu

HCV ile enfekte kisilerin %55-85’inde enfeksiyon kroniklesmektedir
(127). Hastalarin ¢ogunda genellikle akut hepatit gecirme Oykiisii ve herhangi bir
yakinma yoktur. Genellikle kan bagis1 sirasinda veya baska bir amacla yapilan
tetkikler sonucunda tesadiifen farkedilir. En sik bildirilen semptom yorgunluktur
(126). Serum ALT diizeyi genellikle normalin 3 katim gecmez ve karakteristik
olarak dalgali seyir gosterir. Kronik hepatit C’nin ilgin¢ 6zelliklerinden biri de
otoantikorlarin olugmasidir. Baz1 hastalarda serumda, tip 2 otoimmiin hepatitte

goriillen LKM-1 (Liver Kidney Mikrozomal-1) antikorlar tespit edilir (128).

Kronik enfeksiyonun en 6nemli sonucu, hepatik fibrozisin ve bunun

sonucunda siroz ve HCC’nin gelismesidir. Bu uzun siireli komplikasyonlar
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genellikle enfeksiyonun baslangicindan 20 yil ve iizerindeki siirelerde olurlar.
Bununla birlikte daha hizli ilerleyen olgular da vardir. HCV enfeksiyonu

alindiktan sonra hastalarin %?2-20’sinde 10-20 y1l sonra siroz gelisir (127).

Kronik hepatit C’nin en iyi prognostik gostergesi karaciger histolojisidir.
Hafif nekroz ve inflamasyonu, sinirli fibrozisi olan hastalarin prognozu olduk¢a
iyidir; siroza ilerleme oranlar diisiiktiir. Bunun yaninda, orta ya da siddetli
nekroinflamasyonu veya fibrozisi olan hastalarda 10-20 yil sonra siroza ilerleme
ihtimali yiiksektir (128).

2.2.10.3. Hepatoselliiler Karsinom

Hepatoselliiler karsinom, kronik hepatit C’nin ge¢ bir komplikasyonudur.
Sirozlu hastalarin yaklagik %25’inde 5 yil icerisinde son donem karaciger
hastalif1 (6zefagus varisi, asit, hepatik ensefalopati) ve HCC gelisir. Siroz
olustuktan sonra HCC’ya ilerleme hiz1 yilda %1-2’dir (127,128). Siroza
ilerlememis kronik hepatit C’de HCC riski diisiiktiir. HCC riski, yasla birlikte
anlamli olarak artmaktadir. Kronik HCV enfeksiyonu ya da sirozu olan kisilerde
her 6 ayda bir ultrasonografi ve alfa-fetoprotein (AFP) bakilarak HCC yoniinden
takip edilmelidir (129).

2.2.11. TANI

2.2.11.1. Serolojik Tam Yontemleri

Tanmida ilk kullanilan yontem anti-HCV Ig M’ye yonelik EIA’dir (enzyme
immunoassay). Genom yapisal ve yapisal olmayan proteinlere ayrilan 3011 ile
3033 aminoasitten olusan polyproteini kodlar. Bu proteinlerin degisik epitoplarina

kars1 antikorlar saptayabilen 3 kusak EIA yontemi gelistirilmistir (130).

Birinci kugak ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ) testleri NS
proteininin c¢100-3 peptidinden hazirlanmigtir. Daha sonralar1 buna elde edilen
diger rekombinant HCV antijenleri (c22-3 ve c200 peptidleri) de eklenerek cesitli
ticari ikinci kusak HCV EIA sistemleri iretime ve kullanima gegmistir.
Giinitimiizde kullanilan en yeni ve antikor taramada gecerli kabul edilen {i¢iincii
kusak EIA sistemleri ise, ikinci kusak sistemlerdeki antijen havuzuna NS5

proteininin de eklenmesi ile hazirlanmistir (13).
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Uciincii kusak EIA sistemlerinin duyarliigt %95’in iizerindedir ve
serokonversiyon siiresi ortalama 12 haftaya inmistir. Yiiksek risk gruplarinda
yapilan taramalarda anti-HCV EIA testi pozitifliklerinin  ‘recombinant

immunoblot assay’ (RIBA) ile dogrulanmasi dnerilmektedir (13).

2.2.11.2. Molekiiler Tam Yontemleri

HCV enfeksiyonu tanisinda ve izleminde kullanilmak {izere cesitli
molekiiler yontemler bulunmaktadir. HCV tanisinda yiiksek duyarlhilig: ile 6nemli
avantaj saglayan kalitatif yontemler kullanilir. Bu yontemler ELISA’ya gore
ozellikle pencere donemindeki olgularin yakalanmasi bakimindan ©nemli bir

avantaj saglamaktadir (90).

Plazmada HCV RNA varlig1 aktif enfeksiyonu gosterir ve HCV RNA
etkenle karsilasma sonras1 1-3 haftada saptanabilir. Tek bir HCV RNA yontemi
ile negatif sonug elde edilmesi, aktif enfeksiyon olasiligin1 ekarte ettirmez (13).
Testlerin 6nemli bir kullanim alan1 da HCV tanis1 konmus kisilerde enfeksiyonun
ve sagaltimin izlenmesidir. Bu amagla kullanilan yontemler kalitatif, kantitatif ve

genotiplendirme yontemleridir (90).

2.2.11.2.1. Kalitatif Yontemler

Kalitatif yontemler, hedef bolgenin ‘klasik’ PCR, ‘real time’ PCR veya
‘Transkripsiyon-mediated =~ Amplifikasyon” (TMA) yoOntemlerinden birinin
kullanilarak amplifiye edilmesi prensibine dayanmaktadir. Kalitatif yontemler,
<50 IU/ml HCV RNA yiikiini ve tim HCV genotiplerini saptayabilmelidir.
Kalitatif ve kantitatif RT-PCR temelli yontemler (Amplicor HCV Monitor v2.0,
Cobas Amplicor HCV Monitor v2.0) icin en alt saptama sinirlar1 50 IU/ml’dir. Bu
sinir, TMA temelli Versant HCV RNA kalitatif yontemi icin 10 IU/ml, kalitatif ve
kantitatif olarak da uygulanabilen Real-Time PCR yontemi i¢in 15 IU/ml’dir (90).

2.2.11.2.2. Kantitatif Yontemler

Bu testler HCV viral yikiiniin ve sagaltimimin belirlenmesinde
kullanilirlar. HCV RNA, hedef amplifikasyon (kompetetif PCR veya real-time
PCR) veya sinyal amplifikasyon yontemleri (branched DNA (bDNA) yontemi) ile
kantitatif olarak saptanabilir (131). Ticari olarak mevcut bes adet standardize

yontem vardir. Bunlardan, Amplicor HCV Monitor v2.0 ve bunun semi-otomotize

31



versiyonu Cobas Amplicor HCV Monitor v2.0 ve LCx HCV RNA Quantitative
yontemleri kompetetif PCR yontemine; Versant HCV RNA 3.0 Quantitative
yontemi bDNA yontemine; Cobas TagMan HCV Test ve Abbott Real-Time HCV
yontemi, Real-Time PCR amplifikasyon temeline dayanmaktadir (90).

2.2.11.2.3. Genotipleme Yontemleri

HCV’nin asinn genetik heterojenitesi nedeniyle, 6 major genotipi ve
100’den fazla subtipi vardir. Farkli genotipler yaklasik %65 sekans homolojisi
paylasirlar. Genotip 1, 2 ve 3 tiim diinyada bulunurken, digerleri cografi bolgelere
gore farkliliklar gosterirler. Bu genotipler arasinda IFN’a yamit acisindan da
farkliliklar bulunmaktadir. Tip 1 ve 4 IFN’a daha direngli iken, tip 2 ve 3 IFN
tedavisine daha iyi yanit vermektedir. Bu nedenle tedaviye baslamadan oOnce

genotipleme yapilmasi gerekmektedir (13,14).

HCV genotiplerinin belirlenmesinde cok sayida yontem kullanilmaktadir.
Genotiplemede bugiin kullanilan ve en kesin sonucu veren yontem genomun C,
El ya da NS5B bolgesinin PCR yontemi ile cogaltilarak dizi analizinin
yapilmasidir. Dizi analizi temelli yontemler ancak belli laboratuvarlarda
uygulanabilen, 6zel cihaz donanimi gerektiren yontemlerdir. Bu yiizden HCV
genotiplerinin belirlenmesinde daha basit yontemler uygulanmaktadir (14). Klinik
uygulamada HCV genotiplemesi cesitli ticari kitlerle yapilabilmektedir; genomun
5" UTR bolgesinin dizi analizinin yapilmasi ile sonug veren, Trugene "™ HCV
5’UTR Genotyping kit (BAYER Corporation Diagnostic Division) ile calisilan
yontem veya 5’UTR bolgesinde lokalize genotip spesifik problar kullanilarak
uygulanan revers hibridizasyon yontemidir (INNO-LIPA HCV II, Innogenetics,
Ghent, Belgium veya Versant HCV Genotyping, Bayer HealthCare) ( 90,132).

Bu yontemlerle yanhs tipleme nadirdir ancak vakalarin %10-25’inde
yanlig subtipleme olabilir. Bu hatalar klinik bir sonu¢ dogurmaz. Ciinkii sadece
genotipleme tedavi kararinda etkilidir. NS5B bolgesinin direkt sekanlamasina
dayal yontem arastirma asamasindadir (Trugene ™ NS5B HCV Genotyping kit,
Bayer HealthCare ) (90).
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2.2.12. TEDAVI

Kronik HCV’de tedavi endikasyonlari; saptanabilir HCV bulunmasi,
artmig ALT seviyeleri, karaciger fibrozisi ve inflamasyonun histolojik olarak
saptanmasidir. Tedavide IFN-alfa ve ribavirin kullanilmaktadir (13). IFN-alfa
tedavisi ile birlikte HCV’nin serumdaki diizeylerinde hizli bir azalma ve uzun
donemde serum ve karaciferde HCV RNA’nin  ortadan kaldirilmasi
saglanabilmigtir. Ancak tek basina IFN-alfa tedavisinin HCV’nin ortadan
kaldirilmasinda sagladigi basar1 sinirli kalmaktadir. Yapilan arastirmalarda 12
aylik IFN-alfa tedavisi sonunda HCV olgularinin %10-20’sinde uzun siireli ve
giiclii bir yanit alinmistir (13). HCV’ye kars1 antiviral sagaltimda esas ilerleme,
IFN-alfa tedavisine bir guanozin analogu olan ribavirinin eklenmesi ile
saglanmistir. Bu kombine tedavinin uygulanmasi ile birlikte HCV
enfeksiyonlarinin antiviral tedaviye uzun siireli ve giiclii yamt1 yaklasik %40 ’lara
cikmigtir. Son olarak da IFN-alfa’nin yerine polietilen glikol takilmis formu olan
Peg-IFN-alfa’nin kullanima girmesi ile birlikte tedaviye yanit oranlariin daha da
yiikselerek genotip 1 enfeksiyonlu hastalarda %42, genotip 2 ve 3 ile enfekte
hastalarda yaklasik %80’lere ¢iktig1 bildirilmistir (133).

Yukarida belirtilen sonuglar her ne kadar HCV’nin antiviral sagalttminda
belirgin bir gelismeyi gosteriyorsa da halen hastalarin yaklasik olarak yarisinda
tedaviye kalici yanit alinamamaktadir. Ayrica IFN-alfa ¢ok pahali ve ciddi yan
etkileri nedeniyle bazi hastalarda kullanilmasi sakincali olan bir ajandir. Biitiin bu
verilerin 151g¢1nda net olan husus, HCV tedavisi ile ilgili olarak daha etkin ve yan

etkisi daha az antiviral ajanlara gereksinim oldugudur (134).

2.2.13. EPIDEMIYOLOJIi

HCV enfeksiyonu tiim diinyada yaygin, olduk¢a ciddi bir saglik
sorunudur. Diinyada yaklasik 200 milyon insanin HCV ile enfekte oldugu
bildirilmektedir. Bir baska ifadeyle diinya niifusunun yaklasik %3’ii kronik HCV
tastyicisidir  (135).  Gelismis iilkelerde anti-HCV sikligt  %1-2 arasinda
degismektedir (12).

HCV enfeksiyonu prevalansi bolgesel farkliliklar géstermektedir. Ornegin;

Kuzey Avrupa’da %]1’in altindayken, Kuzey Afrika’da %2.9’un iizerindedir. En

diisiik prevalans %0.01-0.1 ile Ingiltere ve Iskandinav iilkelerinde, en yiiksek
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prevalans ise %15-20 ile Misir’da rapor edilmistir (136). Tiirkiye’de toplumda
HCV goriilme siklign Viral Hepatitle Savasim Dernegi verilerine gore %0.3-1.8
(ortalama 9%0.5) arasindadir (135).

2.2.13.1. Bulas Yollar
HCV’nin temel bulas yolu parenteraldir. Ayrica tiikriik, idrar ve semen
gibi viicut sivilarinda viriisiin ¢ikarilmasi enfeksiyonun, yakin temas, cinsel iligki

gibi yollarla da bulagabilecegini diistindiirmektedir (12).

HCYV enfeksiyonunun temel risk faktorleri arasinda; kan ve kan {iriinlerinin
transfiizyonu, damar i¢i uyusturucu kullanimi, hemodiyaliz, yiiksek riskli cinsel
davraniglar, cerrahi girisim Oykiisii, kontamine igne batmasi ve HCV pozitif
olgulardan yapilan organ nakilleri sayilabilir. Yine de olgularm biiyiikk bir

boliimiinde bulas yolu bilinmemektedir (137).

HCV’nin enfekte anneden bebege bulas riski %3-6 arasindadir. Perinatal
bulas etkileyen iki 6nemli degisken viral yiik (annede viral yiik >10° kopya/ml ise
risk %10’a ¢ikmaktadir) ve annede HIV koenfeksiyonudur. Yapilan ¢alismalarda,
dogum bi¢iminin ve emzirmenin HCV bulasina neden olduguna iliskin kanit

bulunamamustir (135).
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III-GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Eylil 2007-Mart 2008 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi polikliniklerine HBV ya da HCV
siipheli/pozitif olarak bagvuran, Kan Merkezi’nde saptanan ve kliniklere
yonlendirilerek HBV ve HCV tanis1 alan ayrica proje kapsaminda (AKU BAPK-
07TIP20) diger testleri ¢alisilan; 44’ii HBV DNA, 30’u HCV RNA pozitif olmak
tizere toplam 74 serum Ornegi dahil edilmistir. Yine proje kapsaminda Kan
merkezi’ndeki donor kanlarindan HBsAg’si negatif olanlarda anti-HBs, anti-HBc
IgM, anti-HBc IgG, HBeAg ve anti-HBe calisilarak mutasyon acisindan analiz
yapilmistir. Serum 6rnegi alinan kisilerden standart bir veri toplama formu ile

bilgiler toparlanmistir (Ek-1).

Bu bireylerin  serumlar1 5000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek
ayrilmistir.  Serumlar saklama kaplarinda 3 ayr1 parcaya ayrilarak testlerin
yapilacagi tarihe kadar -20°C’de saklanmustir. Bu serum orneklerinin hepatit
testleri mikropartikiil ELISA yOntemi ile ¢alisilarak degerlendirilmistir. Hepatit
testlerinde farkli patern gésteren HBV DNA ve HCV RNA’lar pozitif toplam 74
ornek calismaya dahil edilmistir. Bunlarin 44’ti HBV enfeksiyonu (19’u halen
LAM tedavisi almakta olan ve tedavi sirasinda klinik olarak LAM direncinden
siiphelenilenlerden secilmistir), 30’u ise HCV enfeksiyonu tanisi ile izlenen
hastalara ait serum Orneklerinden sec¢ilmistir. Sonucta HBV DNA ve HCV RNA
acisindan pozitif bulunan ekstraksiyon tiriinlerinde dizi analizi yontemi (ABI 310,
ABD) ile genotipleme ve mutasyon, HBV’li hastalarda ila¢ direnci, HCV’li
hastalarda ise filogenetik analiz arastirmalari, fontek Laboratuarlar’inin olanaklart

kullanilarak caligilmistir.
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3.1. ARAC VE MALZEMELER

3.1.1. HBV DNA/HCYV RNA Ekstraksiyon Kiti

HBV DNA/HCV RNA’nin ekstraksiyonu igin “‘QIAGEN QIAamp
MinElute Virus Spin Ekstraksiyon kiti”” (QIAGEN, 57704) kullamilmistir.

3.1.1.1.HBV DNA/HCV RNA Ekstraksiyonu icin Kullanilan
Malzemeler

25 ul protease, ornek bagina 6.2 pl carrier RNA ve 220 ul buffer AL, 750
ul %96-100’liik etanol, 500’er ul Buffer AW 1 ve Buffer AW2 (QIAGEN, 57704),
20-150 (43 ul) Buffer AVE ya da 20-150 (43 pl) RNase’dan arindirilmis H,O, 2

ml’lik collection tiipleri ve minElute kolon kullanilmistir.

3.1.2. HBV DNA/HCV RNA’nin PCR ile Saptanmasinda Kullanilan

Cihaz

“IQ ™ 5 Multicolor Real-Time PCR cihazi”” (Bio-Rad, ABD)
kullanilmustir.

3.1.2.1. HBV DNA/HCYV RNA’nin PCR ile Saptanmasinda Kullanilan
Malzemeler

Ornek sayis1 kadar hesaplanan miktarda PCR buffer, primer 1 ve 2
(lontek), distile su, ornek (DNA/RNA), 6rnek sayist kadar hesaplanan miktarda
RT mix (HCV RNA icin) kullanilmistir.

3.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Malzemeler
0.5-1 pl 6X Loading Dye solution (Fermentas), 3-5 pl PCR iiriinii

(DNA/RNA), 3 ul DNA ladder (Fermentas), 1 ul SYBR green I kullanilmistir.

3.1.4. PCR Uriinii Saflastirma Kiti
““High Pure PCR Product Purification Kit’’ (Roche ) kullanilmistir.
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3.1.4.1. PCR Uriinii Saflastirma Kiti icerigindeki Malzemeler
30-150 ml guanidin tiyosiyanatli binding buffer, 40-200 ml etanol ilave
edilmis 10-50 ml wash buffer, 30 ml ellution Buffer (Tris-HCI buffer, pH 8.5)

kullanilmustir.

3.1.5. Dizi Analizi Reaksiyonu icin Gerekli Malzemeler
Dizi analizi i¢in ekstrakte edilmis DNA/RNA, 4 ul mix(DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham), 0,6 ul lontek tarafindan tasarlanan

dizileme primeri ve H,O kullanilmigtir.

3.1.6. Dizileme Coktiirme/Saflastirma icin Gerekli Malzemeler
1 pl Na-asetat, 10 pl H,O, 280 pl etanol (%100), 15 ul template

suppresion reagent kullanilmistir.

3.1.7. Dizileme cihazi
“ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, ABD”’

kullanilmustir.

3.2. YONTEM

Yontem olarak Dizi Analizi Reaksiyonu kullamilmistir. Dizi Analizi
Reaksiyonunun basamaklar1 asagidaki gibidir:

1-Serum Orneklerinden HBV DNA/HCV RNA Ekstraksiyonu

2-PCR

3-Agaroz Jel Elektroforezi (PCR Uriinlerinin Analizi)

4-PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi (Saf iiriin eldesi)

5-Agaroz Jel Elektroforezi (PCR Uriinlerinin Analizi)

6-Dizi Analizi Reaksiyonu

7-Dizileme ¢oktiirme/saflastirma

8-Otomatik Dizi Analizi Cihazina Yiikleme (ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer)
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3.2.1. HBV

3.2.1.1. Serum Orneklerinden HBV DNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon ‘‘QIAGEN QIAamp MinElute Virus Spin Ekstraksiyon kiti’’
ve ‘‘mikrosantrifiij’’ kullamilarak 200 pl serum oOrneginden iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Ekstraksiyona baslamadan once tiim
ornekler ve 13. basamaktaki Buffer AVE oda 1sisina getirilmistir. Is1 blogu
56°C’ye ayarlanmistir. Buffer AWI1, Buffer AW2 ve QIAGEN Protease
hazirlanmistir. Carrier RNA Buffer AL’ye eklenmistir. HBV DNA ekstraksiyon
basamaklar asagidaki gibidir:

Once 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine 25 pl QIAGEN Protease pipetlenmistir.
Uzerine 200 pl serum eklenmistir. Ornek basina 220 ul Buffer AL+6.2 plt carrier
RNA hazirlanmistir (Tablo III’de 6zetlenmistir). Bu karistmdan 200 pl alinarak
ornegin iizerine eklenmistir. Mikrosantrifiij tiipiiniin kapag1 kapatilarak 15 saniye
vorteksle kanstirilmistir. Is1 blogunda 56°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
Mikrosantrifiij tiipiiniin kenarindaki damlaciklar1 asagiya indirmek icin spin
santrifiij edilmistir. Ornege 250 pl etanol (%96-100) eklenmistir. Mikrosantrifiij
tiipiiniin kapag kapatilarak 15 saniye vorteksle karigtirllmistir. Etanol eklenmis
karisim oda sicaklhiginda (15-25°C) 5 dakika inkiibe edilmistir. Mikrosantrifiij
tiipiiniin kenarindaki damlaciklar asagiya indirmek igin tekrar spin santrifiij
edilmistir. Mikrosantrifiij tiipiiniin icindeki karistm QIAmp MinElute kolonuna
dikkatlice koyulmustur. Kapag1 kapatilip 6000 x g (8000 rpm) hizda 1 dakika
santrifiijjlenmistir. Alttaki 1.5 ml’lik tiip, i¢inde biriken karisim ile birlikte atilmis
ve QIAmp MinElute kolonu temiz bir 2 ml’lik collection tiipiiniin i¢ine
yerlestirilmistir (Eger santrifiijlemeden sonra karistmin tamami kolondan
gecmemisse, QIAmp MinElute kolonu tamamen bosalincaya kadar yiiksek
devirde santrifiijlenmelidir). QIAmp MinElute kolon dikkatlice a¢ilmis ve ¢epere
degilmeden 500 pl Buffer AW1 eklenmistir. Kapag1 kapatilip 6000 x g (8000
rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Collection tiip i¢inde biriken siviyla
birlikte atilmis ve QIAmp MinElute kolonu temiz bir 2 ml’lik collection tiipiiniin
icine yerlestirilmistir. QIAmp MinElute kolon dikkatlice agilmis ve cepere
degilmeden 500 pl Buffer AW?2 eklenmistir. Kapag1 kapatilip 6000 x g (8000
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rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Collection tiip i¢inde biriken siviyla
birlikte atilmis ve QIAmp MinElute kolonu temiz bir 2 ml’lik collection tiipiiniin
icine yerlestirilmistir. QIAmp MinElute kolon dikkatlice agilmis ve cepere
degilmeden 500 pl etanol (% 96-100) eklenmistir. Kapag kapatihip 6000 x g
(8000 rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Collection tiip i¢inde biriken siviyla
birlikte atilmistir. QTAmp MinElute kolon, 2 ml’lik temiz bir collection tiipiiniin
icine yerlestirilmistir. 20.000 x g (14.000 rpm) hizda 3 dakika santrifiijlenerek
kolon tamamen kurutulmustur. QIAmp MinElute kolon, 2 ml’lik temiz bir
collection tiipiiniin icine yerlestirilmistir. Kapag: acilip kolonun tamami kuruyana
kadar 56°C’de 3 dakika inkiibe edilmistir. QIAmp MinElute kolon, temiz 1.5
ml’lik bir mikrosantrifiij tiiptiniin igine yerlestirilmistir. Kapag1 dikkatlice agilip
tam ortasina 20-150 (43 ul) Buffer AVE ya da RNase’dan arindirilmis su
koyulmustur. Kapag kapatilip 1 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 20.000 x g
(14.000 rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen HBV DNA

siispansiyonu direkt olarak PCR i¢in kullanilmak iizere + 4 °C’ye alinmustir.
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Tablo-III. Buffer AL, Carrier RNA/AVE Tablosu

Ornek Sayisi Buffer AL (ml) Carrier RNA/AVE (ul)
1 0.22 6.2

2 0.44 12.3
3 0.66 18.5
4 0.88 24.6
5 1.10 30.8
6 1.32 37.0
7 1.54 43.1
8 1.76 493
9 1.98 55.4
10 2.20 61.6
11 242 67.8
12 2.64 73.9
13 2.86 80.1
14 3.08 86.3
15 3.30 92.4
16 3.52 98.6
17 3.74 104.7
18 3.96 110.9
19 4.18 117.0
20 4.40 123.2
21 4.62 129.4
22 4.84 135.5
23 5.06 141.7

3.2.1.2. HBV DNA’nin PCR ile Saptanmasi ve Amplifikasyonu
PCR 1Q ™ 5 Multicolor Real Time PCR cihazinda asagidaki prosediir

uygulanarak gerceklestirilmistir.
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Ornek sayis1 kadar ince ¢eperli 0.2’lik ependorf tiip numaralandirilmastir.
Bir adet biiyiik ependorf tiip alinmis, 6rnek sayist kadar hesaplanan miktarda
dH,0 ependorf icine konulmustur. Uzerine ornek sayisi kadar hesaplanan
miktarda fontek Laboratuar1 tarafindan tasarlanan 2 adet primer (primer 1 ve
primer 2) ve PCR buffer eklenmistir. Bu karisim 6rnek sayisina boliinerek herbir
ince ceperli 0.2°lik ependorf tiiplere aktarilmistir. 0.2’lik ependorf tiiplerin
herbirine orneklerin tamami sirayla eklenmistir. 0.2’lik ependorf tiipler IQ ™ 5

Multicolor Real Time PCR cihazina yerlestirilmistir. PCR’da kullanilan primerler

asagida gosterilmistir.

HBV-primer 1: TCGTGGTGGACTTCTCTCAATT
HBV-primer 2: CKTTGACADACTTTCCAATCAAT

3.2.1.2.1. Amplifikasyon Program
IQ ™ 5 Multicolor Real Time PCR cihaz1i (Bio-Rad, ABD) asagida
belirtilen programlara ayarlanarak Real Time PCR uygulanmistir.

HBV DNA amplifikasyon programa:

95 °C’de 15:00 dk
95 °C’de 00:45 dk
56 °C’de 00:45 dk
72 °C’de 00:45 dk
2 tekrar 45 siklus
22°C’de ~

3.2.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi-I
PCR riinlerinin analizi agaroz jel elektroforezi yontemi ile
gerceklestirilmistir. Agaroz jel elektroforezi asagidaki prosediir uygulanarak

gergeklestirilmistir.
3.2.1.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi Asamalari

Ornek basina 1 pl 6X yiikleme soliisyonu parafilm iizerine konulmustur.

Parafilmdeki yiikleme soliisyonunun herbirinin iizerine 3 pl 6rnek ilave edilmistir.
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Parafilmin sonuna tek basina 3 ul marker konulmustur. Orneklerin ve markerin
tizerine 1’er pul SYBR green 1 eklenmistir. Mikropipet toplam hacme
ayarlanmigstir. Ornekler mikropipetle 1-2 defa karistirildiktan sonra almip jele
yiiklenmistir. Agaroz jel elektroforezi cihazinin (Bio-Rad Wide Mini Subcell GT)
voltajt 170 volta ayarlanmis, kisa 6rnekler (< 200 bp) 15 dakika, uzun ornekler
(>200 bp) 20 dakika elektroforeze tabii tutulmustur. Gel Doc-2000 cihazinin (Bio-
Rad) Gel Doc-UV boliimiine yerlestirilip, kapagi kapatilmistir. Bantlar aranarak

sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.1.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Dizi analizi reaksiyonuna alinacak PCR iiriinleri icinde primer, dNTP ve
tuz kalmtilar1  bulunabilmektedir. Bunlar dizi analizi reaksiyonlarini
etkileyebilmektedir. Bu nedenle iiriinler ticari bir saflagtirma sistemi ile (High-
Pure PCR product purification kit, Roche, ABD), iiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda saflagtinlmigtir. PCR iiriinleri saflagtirma protokolii asagida
belirtildigi sekilde uygulanmistir.

25 ul PCR iiriinii iizerine 200 pl ‘Binding Buffer’ eklenmistir. 12.500
rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Uzerine 500 ul ‘Wash Buffer’ eklenmistir.
Tekrar 12.500 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Uzerine 200 ul ‘Wash
Buffer’ eklenmis ve 12.500 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Uzerine 30 pl
‘Elution Buffer’ eklenerek 12.500 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen saflagtirilmig DNA parcalara ayrilarak, kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklanmustir.

3.2.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi-11
Saflastirlmis DNA’ya yukarida anlatldigi gibi tekrar Agaroz jel

elektroforezi uygulanmistir.

3.2.1.6. Dizi Analizi Reaksiyonu
Dizi analizi icin ekstrakte edilmis (‘‘QIAGEN QIAamp MinElute Virus
Spin Ekstraksiyon kiti’* kullanilarak elde edilmis iiriin) DNA kullanilarak PCR ile

amplifikasyon gerceklestirilmistir. Reaksiyonda Iontek laboratuar1 tarafindan
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tasarlanan 0,6 pl dizileme primeri, 4 pl mix, dizi analizi reaksiyonu i¢in ekstrakte
edilip saflastinlmis DNA ve H,O kullamilmistir. Reaksiyonda kullanilan primer
ve mix miktar1 sabit, DNA ve su miktar1 degiskendir. Reaksiyonda kullanilacak
mix, ornek, primer ve dH,O miktar1 toplamda 10 pl olacak sekilde hazirlanmistir.
Ornek miktar1 UV altindaki marker 1s1masina ve diger drneklerle olan orantisina

bakilarak belirlenmistir.

3.2.1.6.1. Dizi Analizi Reaksiyonu Asamalari

Omek sayis1 kadar 0.2 ml’lik ependorf alinmis ve tek tek ornekler
dagitilmistir. Her bir ependorfa belirlenen miktarda dH,O eklenmistir. Sirasiyla
primer ve mix ependorflara dagitilmistir. Ependorflar IQ ™ 5 Multicolor Real

Time PCR cihazina yerlestirilmistir.

HBYV Dizi analizi i¢in asagidaki program uygulanmistir:

95 °C’de 15:00 dk
95 °C’de 00:45 dk
56 °C’de 00:45 dk
72 °C’de 00:45 dk
2 tekrar 45 siklus
22°C’de ~

3.2.1.7. Dizileme Coktiirme/Saflastirma
Elde edilen DNA saflagtirilmistir. Bu reaksiyon icin 1 pl Na-asetat, 10 pl
H,0, 280 pul etanol (%100) kullamilmistir. Reaksiyon asagidaki prosediir izlenerek

tamamlanmistir.

Dizileme reaksiyonundan ¢ikan ince ¢eperli 0.2 ml’lik ependorf tiiplerdeki
ornek iizerine sirasiyla 1 pl Na-asetat, 10 pul H,O, 80 plt etanol (%100)
eklenmistir. Bu karisima vortex yapilmis ve 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Herbir ependorf iizerine 200 ul etanol eklenmis ve tekrar 12.500

rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Alkolden tamamen kurtulana kadar 1s1
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blogunda tutulmustur. DNA’ya ortam olusturmak igin 15’er ul Template

suppresion reagent ependorflara dagitilmistir. Vortex ve spin santrifiij yapilmistir.

3.2.1.8. Dizi Analizi

QIAGEN QIAamp MinFlute Virus Spin Ekstraksiyon kiti® ile
ekstraksiyonu yapilip PCR ile amplifiye edilen ve saflagtirilan iirtinin DNA
dizileri Tontek Laboratuvari tarafindan tasarlanan dizileme primeri, mix, DNA ve
H,O kullanilarak otomatik ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, ABD) cihazinda analiz edilmistir.

3.2.2. HCV

3.2.2.1. Serum Orneklerinden HCV RNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon ‘‘QIAGEN QIAamp MinElute Virus Spin Ekstraksiyon kiti’’
ve ‘‘mikrosantrifiij’’ kullamilarak 200 pl serum Orneginden iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Ekstraksiyona baslamadan once tiim
ornekler ve 13. basamaktaki Buffer AVE oda 1sisina getirilmistir. Is1 blogu
56°C’ye ayarlanmistir. Buffer AWI1, Buffer AW2 ve QIAGEN Protease
hazirlanmistir. Carrier RNA Buffer AL’ye eklenmistir. HCV RNA ekstraksiyon

basamaklan asagidaki gibi uygulanmistir.

1.5 ml mikrosantrifiij tiiptine 25 pl QIAGEN Protease pipetlenmistir.
Uzerine 200 ul serum eklenmistir. Ornek basina 220 ul Buffer AL+6.2 ul carrier
RNA hazirlanmistir (Bakiniz Tablo III). Bu karisimdan 200 pl alinarak 6rnegin
tizerine eklenmistir. ~ Mikrosantrifiij tlipliniin kapagi kapatilarak 15 saniye
vorteksle karistirllmistir. Ist blogunda 56°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
Mikrosantrifiij tiipliniin kenarindaki damlaciklar1 asagiya indirmek icin spin
santrifiij edilmistir. Ornege 250 pl etanol (%96-100) eklenmistir. Mikrosantrifiij
tiipiiniin kapag kapatilarak 15 saniye vorteksle karistirllmistir. Etanol eklenmis
karisim oda sicakliginda (15-25°C) 5 dakika inkiibe edilmistir. Mikrosantrifiij
tiipiiniin kenarindaki damlaciklar asagiya indirmek icin spin santrifiij edilmistir.
Mikrosantrifiij tiipliniin i¢cindeki karisim QIAmp MinElute kolonuna dikkatlice
koyulmustur. Kapag kapatiip 6000 x g (8000 rpm) hizda 1 dakika
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santrifiijjlenmistir. Alttaki 1.5 ml’lik tiip, icinde biriken karisim ile birlikte atilmis
ve QIAmp MinElute kolonu temiz bir 2 ml’lik collection tiipiiniin igine
yerlestirilmistir (Eger santrifiijjlemeden sonra karistmin tamami kolondan
gecmemisse, QIAmp MinElute kolonu tamamen bosalincaya kadar yiiksek
devirde santrifiijlenmelidir). QIAmp MinElute kolon dikkatlice a¢ilmis ve ¢epere
degilmeden 500 pl Buffer AW1 eklenmistir. Kapag1 kapatilip 6000 x g (8000
rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Collection tiip i¢inde biriken siviyla
birlikte atilmis ve QIAmp MinElute kolonu temiz bir 2 ml’lik collection tiipiiniin
icine yerlestirilmistir. QIAmp MinElute kolon dikkatlice agilmig ve cepere
degilmeden 500 pl Buffer AW2 eklenmistir. Kapagi kapatilip 6000 x g (8000
rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Collection tiip ic¢inde biriken siviyla
birlikte atilmis ve QIAmp MinElute kolonu temiz bir 2 ml’lik collection tiipiiniin
icine yerlestirilmistir. QIAmp MinElute kolon dikkatlice agilmis ve cepere
degilmeden 500 pl etanol (%96-100) eklenmistir. Kapag kapatilip 6000 x g (8000
rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Collection tiip ic¢inde biriken siviyla
birlikte atilmistir. QTAmp MinElute kolon, 2 ml’lik temiz bir collection tiipiiniin
icine yerlestirilmistir. 20.000 x g (14.000 rpm) hizda 3 dakika santrifiijlenerek
kolon tamamen kurutulmustur. QIAmp MinElute kolon, 2 ml’lik temiz bir
collection tiipiiniin icine yerlestirilmistir. Kapag: acilip kolonun tamami kuruyana
kadar 56°C’de 3 dakika inkiibe edilmistir. QIAmp MinElute kolon, temiz 1.5
ml’lik bir mikrosantrifiij tiiptiniin igine yerlestirilmistir. Kapag1 dikkatlice agilip
tam ortasimna 20-150 (43 ul) Buffer AVE ya da RNase’dan arindirilmis su
koyulmustur. Kapag: kapatilip 1 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 20.000 x g
(14.000 rpm) hizda 1 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen HCV RNA

siispansiyonu direkt olarak PCR i¢in kullanilmak iizere + 4 °C’ye alinmustir.
3.2.2.2. HCV RNA’nmin PCR ile Saptanmasi ve Amplifikasyonu
PCR 1Q ™ 5 Multicolor Real Time PCR cihazinda asagidaki prosediir

uygulanarak gergeklestirilmigtir.

Ornek sayis1 kadar ince ¢eperli 0.2’lik ependorf tiip numaralandirilmastir.

Bir adet biiyiik ependorf tiip alinmis, 6rnek sayis1 kadar hesaplanan miktarda
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dH,O ependorf tiip icine konulmustur. Uzerine 6rnek sayisi kadar hesaplanan
miktarda fontek Laboratuari tarafindan tasarlanan 2 adet primer (primer 1 ve
primer 2), PCR buffer ve RT mix eklenmistir. Bu karigim ornek sayisina
boliinerek herbir ince c¢eperli 0.2°’lik ependorf tiiplere aktarilmistir. Bu
ependorflarin herbirine 6rneklerin tamami sirayla eklenmis ve ependorflar IQ ™5
Multicolor Real Time PCR cihazina yerlestirilmistir. PCR’da kullanilan primerler

asagida gosterilmistir.

HCV-Primer-1: TGGGGTTCTCGTATGATACCC
HCV-Primer-2: CCTGGTCATAGCCTCCGTGAA

3.2.2.2.1. Amplifikasyon Program
IQ ™ 5 Multicolor Real Time PCR cihaz1i (Bio-Rad, ABD) asagida

belirtilen programlara ayarlanarak Real Time PCR uygulanmistir.

HCV RNA amplifikasyon programi

50 °C’de 30:00 dk
95 °C’de 15:00 dk
94 °C’de 00:20 dk

54.8 °C’de 01.00 dk
3 tekrar 50 siklus
22 °C’de ~

3.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi-I
PCR riinlerinin analizi agaroz jel elektroforezi yontemi ile
gerceklestirilmistir. Agaroz jel elektroforezi asagidaki prosediir uygulanarak

gerceklestirilmistir.

3.2.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi Asamalari
Ornek basina 1 pl 6X yiikleme soliisyonu parafilm iizerine konulmustur.
Parafilmdeki yiikleme soliisyonunun herbirinin iizerine 3 pl 6rnek ilave edilmistir.

Parafilmin sonuna tek basina 3 ul marker konulmustur. Orneklerin ve markerin
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tizerine 1’er pul SYBR green 1 eklenmistir. Mikropipet toplam hacme
ayarlanmistir. Ornekler mikropipetle 1-2 defa karistirildiktan sonra almip jele
yiikklenmistir. Agaroz jel elektroforezi cihazinin (Bio-Rad Wide Mini Subcell GT,
ABD) voltaji 170 volta ayarlanmis, kisa ornekler (< 200 bp) 15 dakika, uzun
ornekler (>200 bp) 20 dakika elektroforeze tabii tutulmustur. Gel Doc-2000
cihazinin (Bio-Rad) Gel Doc-UV bolumiine yerlestirilip, kapagi kapatilmistir.

Bantlar aranarak sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.2.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Dizi analizi reaksiyonuna alinacak PCR iiriinleri icinde primer, dNTP ve
tuz kalintilarnn  bulunabilmektedir. Bunlar dizi analizi reaksiyonlarini
etkileyebilmektedir. Bu nedenle iiriinler ticari bir saflagtirma sistemi ile (High-
Pure PCR product purification kit, Roche, ABD), iiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda saflagtinlmigtir. PCR iiriinleri saflagtirma protokolii asagida

belirtildigi sekilde uygulanmistir.

25 ul PCR iiriinii tizerine 200 pl ‘Binding Buffer’ eklenmis ve 12.500
rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Uzerine 500 ul ‘Wash Buffer’ eklenmistir.
12.500 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra 200 pl ‘Wash Buffer’
eklenerek tekrar 12.500 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. 30 pul ‘Elution
Buffer’ eklenmistir. 12.500 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
saflagtirilmig RNA  parcalara ayrilarak kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklanmustir.

3.2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi-11
Saflastirlmis PCR iiriinlerine yukarida anlatildigi gibi tekrar Agaroz jel

elektroforezi uygulanmistir.

3.2.2.6. Dizi Analizi Reaksiyonu
Dizi analizi icin ekstrakte edilmis (‘‘QIAGEN QIAamp MinElute Virus
Spin Ekstraksiyon kiti’” kullanilarak elde edilmis iiriin) RNA kullanilarak PCR ile

amplifikasyon gerceklestirilmistir. Reaksiyonda Iontek Laboratuari tarafindan
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tasarlanan 0,6 pl dizileme primeri, 4 pl mix, dizi analizi reaksiyonu i¢in ekstrakte
edilip saflastinlmis RNA ve H,O kullanmilmistir. Reaksiyonda kullanilan primer
ve mix miktar1 sabit, RNA ve su miktarn degiskendir. Reaksiyonda kullanilacak
mix, ornek, primer ve dH,O miktar1 toplamda 10 pl olacak sekilde hazirlanmistir.
Ornek miktar1 UV altindaki marker 1s1masina ve diger drneklerle olan orantisina

bakilarak belirlenmistir.

3.2.2.6.1. Dizi Analizi Reaksiyonu Asamalari

Ornek sayis1 kadar 0.2 ml’lik ependorf tiip alinmis ve tek tek ornekler
dagitilmistir. Her bir ependorf tiipe belirlenen miktarda dH,O eklenmistir.
Sirastyla primer ve mix ependorf tiiplere dagitilmistir. Bu ependorf tiipler IQ ™ 5

Multicolor Real Time PCR cihazina yerlestirilmistir.

HCYV Dizi analizi i¢in asagidaki program uygulanmistir:

50 °C’de 30:00 dk
95 °C’de 15:00 dk
94 °C’de 00:20 dk

54.8 °C’de 01.00 dk
3 tekrar 50 siklus
22 °C’de ~

3.2.2.7. Dizileme Coktiirme/Saflastirma
Elde edilen RNA saflastirilmistir. Bu reaksiyon i¢in 1 pl Na-asetat, 10 pl
H,0, 280 pl etanol (%100) kullamilmistir. Reaksiyon asagidaki prosediir izlenerek

tamamlanmistir.

Dizileme reaksiyonundan cikan ince g¢eperli 0.2 ml’lik ependorflardaki
ornek tiizerine swrasiyla 1 pl Na-asetat, 10 pul HpO, 80 pl etanol (%100)
eklenmistir. Bu karisima vortex yapilmistir. 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Her bir ependorf tiip iizerine 200 pletanol eklenmistir. 12.500 rpm’de 3

dakika santrifiij edilmistir. Alkolden tamamen kurtulana kadar 1s1 blogunda
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tutulmustur. RNA’ya ortam olusturmak i¢in 15°er ul Template suppresion reagent

ependorflara dagitilmistir. Vortex ve spin santrifiij yapilmistir.

3.2.2.8. Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

QIAGEN QIAamp MinFElute Virus Spin Ekstraksiyon kiti”’ ile
ekstraksiyonu yapilip PCR ile amplifiye edilen ve saflastirilan iiriiniin RNA
dizileri Tontek laboratuari tarafindan tasarlanan dizileme primeri, mix, RNA ve
H,O kullanilarak otomatik ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, ABD) cihazinda analiz edilmistir. Diziler Clustal W programi
kullanilarak hizalanmistir. Filogenetik aga¢ ¢izimi ve analizi, Neighbor-joining
metod kullanilarak Mega version 3.0 bilgisayar yazilim programi ile

gerceklestirilmistir.
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IV-BULGULAR

Bu calisma, 44’ HBV DNA, 30’u HCV RNA pozitif olmak iizere toplam
74 hastada yapilmistir. HBV’li hastalarin 25’1 (%56.8) LAM tedavisi hic

almamislardan, 19’u (%43.2) halen LAM tedavisi alanlardan sec¢ilmistir.

HBV’li serum orneklerinde genotipleme, mutasyonel analiz ve ilag
direnci; HCV’li serum oOrneklerinde ise genotipleme ve filogenetik analiz
arastirmalan yapilmistir. Calisma grubundaki HBV’li hastalarin timii HBsAg ve
HBV DNA olumlu, anti HCV, anti delta total antikorlari olumsuz; yine bu
gruptaki HCV’li hastalarin hepsi anti-HCV IgM ve HCV RNA olumlu, HBsAg,
anti delta total antikorlar1 olumsuz bulunmustur. HBV ve HCV’li hastalardan veri

toplama formu ile elde edilen bilgiler Tablo-IV ve V’de 6zetlenmistir.
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Tablo-IV. HBV’li hasta sonuglart

= o
= Z el I = 2
- =z | E 2 zlal &l & & 5 2 | 7 =
2 > = E N g’ fﬂo =NI--R -~ A @ E == e =
.- .- — . 1 1 .- H
v |2 |E | g |® S| | 2| 2| & & B o £ | B g
eo| & i = < OB =] 88 | 5 @ & . . -
Zl = |0 | K | ¥ | DA <= << 0= = = | = =
1 34 E Enf - - - - + + - - D Q2158 Lam T.0 - -
2 |57 E Enf - - - - + [+ |- - D | - - T.S 34ay | 2000
3 | 4 E Enf - - - - + [+ |- - D | - - T.O - -
4 | 52 E Enf + - B - + |+ |- - D | - - T.O - -
5 17 E Enf - - - + + + - - D - - T.O - -
6 51 E Enf - - - - + + - - D - - T.0 - -
7 59 E Enf - - - - + + - - D - - T.0 - -
8 67 K Enf - - - - + + - - D - - T.0 - -
9 31 E Gast - + - + + + - - D - - T.O - -
10 | 55 E Gast - - - + + + - - D - - T.S 24 ay 2005
11 38 E Enf - - - - + + - - D - - T.S 5 ay 2006
12 | 41 E Enf - - - + + + - - D - - T.O - -
13 | 38 E Enf - - - - + + - - D - - T.O - -
14 | 20 K Enf - - - + + + - - D L80I, M2041 Lam T.S 23ay | 2004
15 | 28 E Enf - - - + + + - - D V214A ADV T.S 18 ay 2006
16 | 21 K Enf - - - + + + - - D M2041 Lam T.S 24ay | 2004
17 | 46 E Enf - - - + + + - - D - - T.O - -
18 | 53 E Gast - - - - + + - - D - - T.O - -
19 | 63 K Gast - + - + + + - - D A181T,N236T ADV T.S 5yl 2000
20 | S1 E Enf - + - - + + - - D V84M, V173L | ADV,Lam T.S 4yl 2003
21 | 43 E Gast - + - - + + - - D - - T.O - -
22 | 38 K Enf - - - + + + - - D - - T.O - -
23 | 24 K Enf + + - - + + - - D - - T.O - -
24 | 47 E Enf - - - - + + - - D - - T.O - -
25 | 36 K K.B - + - + + + - - D - - T.O - -
26 | 48 K Enf - - - + + + - - D - - T.O - -
27 | 21 E Enf - - - + + + - - D - - T.O - -
28 | 38 E K.B - + - - + + - - D - - T.0 - -
29 | 51 E K.B - - - + + + - - D M2041 Lam T.S 7yl 1998
30 | 26 E Enf - - - - + + - - D - - T.S 27 ay 2004
31 55 E Enf - - - - + + - - D M2041 Lam T.S 7 yil 1998
32|71 E Enf - + - - + + - - D - - T.S 14 ay 2003
33 | 57 E Enf - + - - + + - - D - - T.S 4yl 2001
34 | 58 E Enf - + - + + + - - D M2041 Lam T.S 15 ay 2006
35 | 47 K Enf - + - + + + - - D Q2158 Lam T.S 1 ay 1998
36 | 28 E Enf - - - + + + - - D M2041, L8OV Lam T.S 24 ay 2005
37 | 41 K Enf - + - - + + - - D M204LL180M | Lam T.S 3ay 2007
38 | 42 K Enf - + - + + + - - D M204L,Q215S Lam T.S 13 ay 1998
39 | 38 E Enf - - - + + + - - D - - T.S 3 ay 2007
40 | 52 E Enf - - - - + + - - D - - T.O - -
41 | 25 E Enf - - - - + + - - D M2041 Lam T.O - -
42 | 27 K Enf - - - - + + - - D M2041 Lam T.O - -
43 | 45 K Enf - - - + + + - - D - - T.O - -
4 | 27 E Enf - + - + + + - - D - - T.O - -
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Tablo-V. HCV’li hasta sonuglari

=

o % E‘ N :i é % o0 E §=

g 2|55 |8 |# |2 |§ |%
s|£ |5l |2 |5 |& |22 |8 |§ |& |
1 33 K | Gast | + + + - + + - - la
2 43 K | Enf - + - - + + - - la
3 [32 | K |[Edf |- - N : + " - - 1o
4 |44 [K [ Gas |- - ¥ N n m _ - a
5 43 E | Gast | - - - - + + N - b
6 67 K | Enf + + - - + + - - 1b
7 34 E | Gast | - - + - + + - B la
8 38 K | Gast | - + - - + + - - 1b
9 |40 | K [Enf |- R - - n + - - T
10 [40 |[E [Gast | + . - - n + - - o
11 28 E | Gast | + + + - + + - _ b
12 40 K | Enf + - - - + + - N 1b
13 56 E | Enf + + - - + + - - 1b
14 60 K | Enf - + - - + + - - 4a
15 34 K | Gast | - + - - + + - - 1b
16 |64 | K |Enf |- - - N n + - - o
17 [ 63 | K [ Enf |- - - N n + - - o
18 68 K | Gast | + + - - + + - - 4a
19 35 K | Enf + - - - + + - N 1b
20 52 E | Enf - - - - + + - - 1b
21 34 K | Enf + + - - + + - - 1b
22 |44 | K | Enf |- - - - + + - - 1b
23 |57 | K [Enf |- + - - + n - - Ta
24 63 K | Enf - - - - + + - N 1b
25 [57 | K |Enf |- R R - + n - - Ta
26 47 K | Enf + - - - + + - N 1b
27 68 K | Gast | + + - - + + - - 1b
28 |35 |E [Enf |- R - - + n : - Ta
29 50 K | Enf + + - - + + - - 1b
30 |55 |E | Gast | + - N - + + - - T
E: Erkek C.girisim: Cerrahi girisim
K: Kadin Enf: Enfeksiyon Hastaliklart AD

K.B: Kan Bankasi
T.siiresi: Tedavi siiresi

Gast: Gastroenteroloji AD
T.iligkisi: Tedavi iligkisi
T.tarihi: Tlk tani tarihi
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HBV’li 44 hastanin 31’1 (%70.5) erkektir. Yaslar1 17-71 arasinda olup yas
ortalamas1 42+13.57°dir. Kliniklere gore dagilimi incelendiginde Enfeksiyon
Hastaliklan polikliniginden 36 hasta (%81.8), Gastroenteroloji polikliniginden 5
hasta (%11.4), Kan Merkezi’nden 3 hasta (%6.8) seklinde dagildig1 gozlenmistir.

Calisma grubundaki 30 HCV’li hastanin 22’si (%73.3) kadindir. Yaslar
28-68 arasinda olup yas ortalamasi 47+12.4°diir. Kliniklere gore dagilimi
incelendiginde Enfeksiyon Hastaliklar1 polikliniginden 19 hasta (%63.3),
Gastroenteroloji polikliniginden 11 hasta (%36.7) seklinde dagildig1 gdzlenmistir.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin (HBV ve HCV) yas ve cinsiyete
gore dagilimi Tablo-VI’da gosterilmistir.

Tablo-VI. HBV/HCV’li hastalarin yas ve cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet
Hast Y
asta a Toplam

HBV Erkek Kadin

enfeksiyonlu
17-29 7 4 11
30-44 9 4 13
45-59 14 3 17
>60 1 2 3
Toplam 31 13 44

HCV 28-39 3 6 9

enfeksiyonlu
40-49 2 6 8
50-59 3 3 6
>60 - 7 7
Toplam 8 22 30

Calisma grubundaki 44 HBV’li hastada risk faktorii olarak 21’inde
(%47.7) aile oykiisii, 13’tinde (%?29.5) cerrahi girisim Oykiisii, 2’sinde (%4.5)
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gecmiste transfiizyon oOykiisii ve 8’inde (%18.3) diger risk faktorleri tespit

edilmistir.
Calisma grubundaki 30 HCV’li hastada ise risk faktorii olarak 13’iinde
(%43.3) ge¢miste transfiizyon Oykiisii, 13’tinde (%43.3) cerrahi girisim Oykiisii ve

4’iinde (%13.3) diyalize girme Oykiisii tespit edilmistir.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin (HBV ve HCV) risk faktorlerine

gore enfeksiyon etkenlerininin dagilimi Tablo-VII’de gosterilmistir.

Tablo-VIL. Risk faktorlerine gore enfeksiyon etkenlerinin dagilimi

ETKEN
RiSK FAKTORU HBV HCV

n % n %
Diyalize girme - - 4 13.3
Transfiizyon oykiisii 2 4.5 13 43.3
Cerrahi girisim oyKkiisii 13 29.5 13 433
Aile oyKkiisii 21 47.7 - -
Diger 8 18.3 - -

Bu calismada HBsAg’si pozitif 25’i LAM tedavisi hi¢ uygulanmamis,
19’u halen LAM tedavisi almakta olan toplam 44 hastaya ait serum Orneklerinin
hepsi ““QIAGEN QIAamp MinElute Virus Spin Ekstraksiyon kiti’” (QIAGEN,
57704) ile HBV DNA acisindan pozitif bulunmustur. DNA Polimeraz geninin 80-
260. kodonlan arasindaki bolge PCR ile c¢ogaltilip, dizi analizi yapilarak

genotipleme, mutasyonel analiz ve ilag direnci aragtirmalar1 yapilmistir.

Calismaya dahil edilen toplam 44 HBV’li hastanin tamaminda (%100)
genotip D bulunmustur. Aym dizilerde yapilan mutasyonel analiz ve ila¢ direnci
arastirmalarinda ise; 6 hastada (%13.6) M2041 mutasyonu (LAM direnci), 2
hastada (%4.5) Q215S mutasyonu (LAM direnci), birer hastada (%2.3) V214A
mutasyonu (ADV  direnci), L80I+M2041 mutasyonu (LAM direnci),
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A181T+N236T mutasyonu (ADV direnci), V84M+V173L mutasyonu (ADV ve
LAM direnci), L8OV+M204I mutasyonu (LAM direnci), Q215S+M2041
mutasyonu (LAM direnci), ve M204I+L180M mutasyonu (LAM direnci)
saptanmistir. Geri kalan 29 hastada (%65.9) ise mutasyon ya da ila¢ direncine
rastlanmamigtir. HBV’li hastalarda saptanan mutasyonlarin dagilimi Tablo-

VIII’de, bu mutasyonlarin hasta gruplarina gore dagilimi ise Tablo-IX’da

gosterilmistir.
Tablo-VIII.HBV mutasyonlarinin dagilimi
Mutasyon n Yo

M2041 6 13,6
V214A 1 2.3
Q2155 2 45
L80I+M2041 1 2.3
A181T+N236T 1 2.3
V84M+V173L 1 2.3
L80V+M2041 1 2.3
M2041+Q215S 1 2.3
M2041+L180M 1 2.3
Toplam 15 34,1
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Tablo-IX. HBV mutasyonlarinin hasta gruplarina goére dagilimi

Tedavi oncesi Tedavi sirasinda

Mutasyon ( n(f;‘;l)ner dlrelz;i) (n(=Slegl;0nder dlret;zg)
M2041 2 %8 4 %21
V214A - - 1 %5.2
Q2158 1 %4 1 %5.2
L80I+M2041 - - 1 %5.2
A181T+N236T - - 1 %5.2
V84M+V173L - - 1 %5.2
L80V+M2041 - - 1 %5.2
M2041+Q215S - - 1 %5.2
M2041+L180M - - 1 %5.2

Toplam 3 %12 12 %52.6

LAM tedavisi hi¢ uygulanmamis 25 hastanin 3’iinde, sadece LAM direnci
saptanmistir. Halen LAM tedavisi almakta olan 19 hastanin ise 9’unda sadece
LAM direnci, 2’sinde sadece ADV direnci, 1’inde LAM ve ADV direnci birlikte
saptanmistir. Sonug¢ olarak toplam 44 HBV’li hastanin 12’sinde (%27.3) sadece
LAM direnci, 2’sinde (%4.5) sadece ADV direnci ve 1’inde (%2.3) LAM ve
ADV direnci birlikte olmak iizere toplam 15 hastada (%34.1) ila¢ direnci
saptanmistir (Tablo X).
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Tablo-X. HBV ilag direncinin dagilimi

Ilac Direnci Tedavi Oncesi Tedavi Sirasinda | Toplam
(Primer diren¢) | (Sekonder direnc)
(n=25) (n=19)
Sadece LAM 3 9 12
Sadece ADV - 2 2
LAM+ADYV - 1 1
Toplam 3 12 15

Bu ¢alismada test edilen anti-HCV Ig M’si pozitif 30 serum Orneginin ise
hepsi ‘‘QIAGEN QIAamp MinElute Virus Spin Ekstraksiyon kiti’’ ile HCV RNA
acisindan pozitif bulunmus ve dizi analizi yontemi ile genotipleme yapilmistir.
Genotipleme icin HCV genomunun 5'NCR’sinin genotip belirleyici dizileri
otomatik ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 4330878,
ABD) cihazinda analiz edilmistir. Diziler Clustal W programi kullanilarak
hizalanmistir. Filogenetik aga¢ cizimi ve analizi, NEIGHBOR-JOINING metod
kullanilarak MEGA  version 3.0

bilgisayar yazilim programi ile

gerceklestirilmistir.

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer cihazinda analiz edilen HCV
dizilerinden 24. ornegin niikleotid dizilimi Sekil-5’de ve MEGA version 3.0
programi kullanilarak cizilen filogenetik agacta HCV-24 6rneginin konumu Sekil-

6’da gosterilmistir.
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Sekil-5: ABI Prizm cihanzinda HCV-24 numarali 6rnegin niikleotid dizilimi

50 ] 70 a0 a0 100 110 120 130 140
CCGC AL GGGCGTTATTATGA GTGTTGTGCIAGCC TCCAGG AAC COCCCTOCCGGGGAG AGCCAT AGTGGTCTGLGGAL COGTOAGTACACCGG AATTG CAGGACGACCGG GTCCT TTCTTG G ATCAACCCGCTCAAT GCCTGG AG

s M il M’\l T

140 150 160 170 180 130 Z00 Z1n 220 230 240 250 Z60
CTGEG AGATTT GGGCGTGCCCCCG CO AGACTGCT AGCCGAGT AGT GTTG GG TCGOG ALAGGCCTTG TG GT ACTGCCTGATAG GGT GCTTGC GAGT GLCCCG GG AGGTCTCGT A ACCCGT GC AL

;‘ | .tJt‘.’:..‘ /f ) Jh e b RS
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Sekil-6: MEGA Programinda HCV-24 numarali 6rnegin genotiplemesi ve filogenetik agactaki konumu

EF115580—HCV1B—***CTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATG
CCTGG

DQ345610—HCV1B—***CTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATG
CCTGG

EF175790—HCV1A—***CTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCGCTCAATG
CCTGG

EF205218—HCVI1A—***CTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATG
CCTGG

EF115556—HCV1C—***CTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATTAACCCGCTCAATG
CCTGG

AY306298—HCV1A—***CTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATAACCCCGCTCAATG
CCTGG

HCV24—HCV1B—**###*CTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACGGTGAGTACACCGGAATTGCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGC
CTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTAACCCGTGCAA

EF115580-hcvi1b
DQ345610-hevilb

hev2d

EF175790-hcvla
EF205218-hcvia

EF115556-hcvic

AY306298-hcvila

0.0
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HCV RNA’s1 pozitif toplam 30 hastanin 19’unda (%63.3) subtip 1b,

6’sinda (%20) subtip la, 4’iinde (%13.3) subtip 4a, 1’inde (%3.3) subtip lc

bulunmustur. Toplam 26(%86.6) hastada genotip 1 baskin olan genotip olarak

belirlenmistir. Calismada saptanan HCV genotiplerinin dagilimi Tablo-XI’da

gosterilmistir.

Tablo-XI. Calismada saptanan HCV genotiplerinin dagilimi

HCYV Genotip n %
la 20
1b 19 63.3
4a 4 13.3
lc 1 33
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V-TARTISMA

HBYV ve HCV enfeksiyonlar tiim diinyada 6nemli halk sagligi problemleri
arasindadir ve kronik hepatit, siroz, HCC gibi antitelere neden olmaktadir. Yakin
zamanda yapilan arastirmalar diinyada yaklastk 2 milyar insamin HBV ile
karsilastigini, 170 milyon insanin da HCV ile enfekte oldugunu gostermektedir

(138).

HBYV enfeksiyonunun diinyadaki en yaygin enfeksiyonlardan oldugu ve
yaklagik 400 milyon hepatit B tasiyicisinin bulundugu diisiiniilmektedir. Her yil
%33’ti. HCC’dan, geri kalam karaciger hastaligimin son  donem
komplikasyonlarindan olmak iizere yaklastk 1 milyon insan HBV

enfeksiyonundan kaybedilmektedir (139).

HBYV, tim genomundaki yaklasik >%8 niikleotid farkliligi nedeniyle
A’dan H’ye kadar 8 genotipe ayrilmistir (140). Aym1 zamanda bu genotipler farkli
cografi dagilimlar da gostermektedir. Genotip B ve C Asya'da daha sik
goriilirken, A ve D genotipleri siklikla bati iilkelerinde ve Hindistan’da
goriilmektedir. Genotip E Afrika iilkeleri ile simirhi iken, F genotipi yaygin olarak

Orta ve Giiney Amerika'da saptanmaktadir (20).

HBYV tagiyicilik oranlari, diinyanin degisik bolgelerinde onemli farkliliklar
gostermektedir ve bu bir olciide genetik dagilim farklilig ile paraleldir. HBV
tagiyicilik oranlari ve bulas yollar1 géz Oniine alinarak; diinya diisiik, orta ve
yiikksek endemisite bolgelerine ayrilmistir. Diisiik endemisite o6zelligi gosteren
Kuzey Amerika ve Bati Avrupa’daki persistan tastyicilar arasinda genotip A
baskindir. Bu bolgelerdeki baglica bulasma yolu perkiitanz ve cinsel temastir
(2,38,141). Bat1 Amazon bolgesi gibi yiiksek endemisite bolgelerinde baskin HBV
genotipinin genotip F ve H oldugu belirtilmektedir. Bu bolgelerde enfeksiyonun

en onemli gecis yolu ise cinsel temastir (79,80). HBV bulaginda vertikal gecisin
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ilk sirada oldugu Dogu Asya iilkelerinde genotip B ve C’nin prevalans: yiiksektir.
Bu durum kismen vertikal gecisten sorumlu olan, HBeAg pozitifligi ile seyreden
replikatif donemin daha uzun olusu ile aciklanmaktadir (2,82). Genotip A ve
Genotip D’nin yaygin olarak goriildiigii Akdeniz ve Sahra alt1 Afrika iilkeleri orta

derecede endemik olup, bulasta horizantal gecis daha énemlidir (2,38).

Ozellikle iilkemizin de icinde bulundugu Akdeniz bolgesinde, genotip D
baskin olarak goriilmektedir. Erken horizantal bulas, enfeksiyonun yayilmasinda
en oOnemli gecis yoludur (2,38). Elde ettigimiz sonuglara gore; icginde
bulundugumuz cografi bolge ile uyumlu olarak, ¢alisilan tiim HBV suglar1 genotip

D ile uyumlu bulunmustur.

HBYV genotipleri, epidemiyolojik marker olarak kullanilmasinin disinda,
klinik uygulamalarin daha bilingli ger¢eklesmesine yardimci olmasi agisindan da
onemlidir. Cok sayida calismada genotip C ile enfekte olan hastalarin genotip B
veya D ile enfekte olan hastalara gore daha sik ileri evre karaciger hastaligi
gelistirebilecegini gostermistir. Yine genotip C ile enfekte hastalarda HBeAg
serokonversiyon oran1 genotip B ile enfekte olanlardan daha diisiik ve genotip B
veya C ile enfekte olan hastalarda anti-HBe antikor prevalansi, genotip D ile
enfekte olanlardan daha diisik siklikta bulunmustur (139). Kronik HBV
enfeksiyonunun ve HBV’ye baglhi HCC’nin yaygin olarak bulundugu Dogu
Asya’da, genotip B ve C’nin baskin olarak gozlendigi, ciddi karaciger hasar ile
seyrettikleri ve Ozellikle de genotip C’nin tedaviye yamtimin diisiik oldugu
saptanmistir (5,142). Genotip C’nin ileri yaslarda ciddi karaciger hasariyla siroz
ve HCC’ya yol agtig1 gozlenirken, genotip B’nin geng yasta direkt HCC yaptig1

saptanmistir (5).

Farkli HBV genotipi olan hastalar arasinda farkli klinik ve virolojik
ozellikler olabildiginden kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda, HBV
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genotiplerinin tamimlanmas1 etyolojik, klinik ve virolojik arastirmalar icin daha

fazla bilginin kazanilmasina yardimci olacaktir (143).

Tiirkiye’deki HBV genotiplerinin dagilimi ile ilgili calismalar yok denecek
kadar azdir (Tablo-XII). Bozday1 ve ark. (144) 67 6rnekte pre-S2 gen bolgesinin
dizi analizini gerceklestirmis, Gen Bankasinda daha once yayinlanmis dizilerle
karsilagtirarak tiimiiniin genotip D, subtip ayw ile uyumlu oldugunu
saptamiglardir. Misirlioglu ve ark. (145) da 57 HBsAg pozitif cocuk hasta
grubunda yaptiklart calismada, S gen bolgesi sekanslamasi ile tim HBV
orneklerinin genotip D oldugunu ortaya koymuslardir. Sunbul ve ark. (146)
Tiirkiye’nin 15 farkli merkezindeki toplam 88 kronik hepatit B’li hasta ile
yaptiklar1 calismada %85.9’unda genotip D’yi  saptamislardir. Onganer ve
ark.’lar1 (147) akut ve kronik HBV enfeksiyonlu 50 hastanin S gen bdlgesinin
genotiplerini RFLP ile belirlemislerdir. Calismalarinda 42 hastada (%84) genotip
D, 6 hastada (%12) genotip A ve 2 hastada (%4) genotip F olmak iizere 3 farkli
genotip saptamislardir. Caligmada saptanan A ve F genotipleri Tiirk insaninin
Kuzey Avrupa (A) ve Giiney Amerika (F) ile iliskisine baglanmistir. Bizim
calismamizda tiim HBYV suglart genotip D ile uyumlu bulunmustur. Farkli
genotiplerin saptanamamast ise Afyon bolgesinin kapali bir toplum olmasina bagl

olabilir.

Tablo-XII. Tiirkiye’de degisik merkezlerde yapilan HBV genotip tayini

Genotip | Genotip | Genotip | Genotip

Arastiric Say1 A b - G Subtip ayw
Bozday ve
67 - %100 - - %100
ark.(144)
Misirhoglu ve
57 - %100
ark. (145)
Sunbul ve ark.
88 - %85.9
(146)
Onganer ve
50 %12 %84 %04

ark.’lar1 (147)
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Glintimiizde kronik B hepatiti tedavisinde IFN disinda onaylanmis ve
yaygin olarak kullanilan niikleozit analogu ilaglar bulunmaktadir. Bu ilaglardan en
sik kullanilam1 LAM’dir. LAM, HBV replikasyonunu baskilamakta etkili olmakla
birlikte, uzun siireli kullanimlarinda ilaca direngli HBV suslan ortaya ¢ikmaktadir.
LAM direnci, polimeraz geni C alt bolgesinde bulunan YMDD motifinde
mutasyon olusmasi ile ortaya cikmaktadir (148). Dirence neden olan bu
mutasyonlar metiyoninin valin veya izoldsine doniismesi (rtM2041/V) seklinde

goriilmektedir (149).

Lamivudin tedavisi sirasinda ortaya c¢ikan bu mutasyonlar, genellikle
tedavinin altinc1 ayindan sonra goriilmeye baslar ve goriilme sikligi, tedavi siiresi
uzadikca artar. Tedavinin birinci yilinda mutasyon orami %15 civarinda iken,
dordiincii yi1lda bu oran %67’ye yiikselmektedir (7). LAM’e diren¢ gelisen
hastalarda, once virolojik, sonra fizyolojik parametrelerde bozulma goriilmektedir
(150,151) Bu hastalarda sirasiyla HBV DNA diizeyi yiikselmekte, karaciger
fonksiyon testleri bozulmakta ve kompanze sirozu olanlarda dekompanze siroza
ilerleme goriilmektedir. Bu nedenle lamivudin tedavisi alan hastalarin tedavi
basaris1 ve diren¢ gelisimi acisindan izlenmesi, gerektiginde ila¢c degisikligi

yapilmas1 onerilmektedir (152).

HBYV serotipi ya da genotipinin; LAM tedavi sonucuna, LAM’e direng
gelisimine (YMDD mutasyonu) ve YMDD mutantlarinin ortaya ¢ikmasina eslik
eden hepatit alevlenmesine etkisinin olup olmadig: ile ilgili ¢ok sayida veri
bulunmaktadir (143). Hong Kong’da yapilan 2 ¢alismada HBV genotipinin LAM
tedavi cevabina etkisinin olmadigr gosterilmistir (153-155). Buna ragmen Chin ve
ark.’lar1 (156) LAM’e siirekli cevap oraninin genotip B’li hastalarda genotip C’li
hastalara gore daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Ispanya’da Buti ve
ark.’lar1 (157) LAM tedavi sonucunun genotip A ve D i¢in karsilastirilabilecegini
belirtmislerdir. Bu sonuglar HBV genotipinin LAM tedavi sonucu iizerinde siirekli

bir etkisinin olmadigin1 géstermistir.
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Almanya’da Zollner ve ark.’lart (158) serotip adw (Avrupa’da sadece
genotip A) ve serotip ayw’li (Avrupa’da sadece genotip D) HBV enfekte
hastalarda subtiplemeye bagimli LAM diren¢ gelisimini arastirmislardir. Sonug
olarak, LAM direng¢ gelisiminde HBV serotip adw’nin, ayw’ye gore 20 kat daha
yiikksek risk tasidigim gostermislerdir. Buna ragmen uzun siiren klinik gézlem
sonuclari, YMDD mutasyonunun ortaya cikisinin genotip A’l1 hastalarda genotip
Dr’lilerden hafif¢e yiiksek oldugunu ve bu farkin sadece tedavinin 1. yilinda ortaya
ciktifin1 gostermistir. Aym1 zamanda bu calisma uzun siiren LAM tedavisi
sirasinda  (>5 yil) diren¢ gelisiminin HBV genotipinden etkilenmedigini
gostermistir (158). Bu nedenle, HBV serotip veya genotipleri LAM’e direng
gelisiminde ¢ok az bir rol oynamaktadir. Bizim calismamizda tiim HBV suslari
genotip D ile uyumlu bulundugundan, LAM’e diren¢ gelisiminin genotipten

bagimsiz oldugu diisiiniilmiistiir.

ADYV tedavisine antiviral cevabin HBV genotipi ile iligkisinin arastirildigi
bir ¢alismaya toplam 694 kronik hepatit B’li hasta dahil edilmistir. Bu hastalarin
%23’ii genotip A’li, %19’u genotip B’li, %30’u genotip C’li, %25°1 genotip D’li
ve %2’si genotip E, F ve G’li hastalardan olusturulmustur. 48 haftalik ADV
tedavisi sonucunda tedavi sonucunun genotipten etkilenmedigi bulunmustur

(159).

Yakin zamanda yapilan bircok calismada ADV tedavisi alan hastalarda,
HBV genotipleri arasinda HBeAg serokonversiyon orami agisindan istatiksel
olarak anlamli bir farkin olmadigim gostermistir (143). Bizim ¢alismamizda da
ADV direnci gelisen 2 hastanin genotipi de genotip D oldugundan, farkli

genotipler ile ADV direng gelisimi arasinda bir iligki oldugu diistiniilmemistir.

Hubert ve ark.’lar1 (160) Vietnam orijinli kronik HBV’li bir hastada LAM

tedavisi sirasinda polimeraz geninin katalitik bolgesinin C katlantisindaki YMDD

motifinde yeni bir varyant saptamislardir. YMDD motifindeki metionin (rtM204)
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serine (rtS204) degismistir. Bu degisiklik 195. pozisyondaki tirozinin valine
dontismesi ile sonuglanmistir. YSDD varyantinin saptanmasi, HBV DNA
seviyesinin yiikselmesinden sonra goézlenmistir. Bu mutasyonu 180. pozisyondaki
16sinin metionine (rtL.180M) degisimi takip etmistir. YMDD motifinde daha 6nce
tanimlanan 2 mutasyon rtM204I ve r1tM204V’dir ve her ikisi de HBV
replikasyonunda azalma ile sonu¢lanmaktadir. LAM direncinden sorumlu major
mutasyonun polimeraz geninin katalitik bolgesinin C katlantisinda yer aldigi
gosterilmistir. Ikinci bir mutasyon (rtL180M) polimeraz geninin katalitik
bolgesinin B katlantisindan kaynaklanmakta ve siklikla rtM204V veya rtM2041
mutasyonlar ile iliskilidir. Bizim ¢aligsmamizda da saptadigimiz M2041+L180M
mutasyonu LAM tedavisi sirasinda saptanmis ve yukaridaki verilerle uyumlu

bulunmustur.

Ulkemizde 2007 yilinda Aygen ve ark.lar1 (161) 245’i kronik hepatit B ve
38’1 inaktif HBsAg tasiyicis1 olmak iizere toplam 283 kronik hepatit B’li hastada,
17 merkezin katilim1 ile LAM direncini arastirmiglardir. Hastalar kronik hepatit B
tanist ile herhangi bir tedavi alan ve almayanlardan se¢ilmistir. Genotipleme ve
LAM direnci arastirmalart Dizi analizi yontemi ile yapilmistir. Hastalarin
tamaminda genotip D saptanmistir. Bu hastalarin 25’inde (%10.7) LAM direnci
saptanmistir. Bu 25 hastanin da 17’sinde (%42.5) sekonder direng, 8’inde (%4.1)
primer diren¢ saptanmistir. LAM tedavisi almis hastalarda saptanmig YMDD
mutasyonlarinin antiviral tedavi almamis hastalarda da goriilmesi oldukga carpict
bir sonuctur. Bununla birlikte bu hastalarda bu degisikliklerin kesin sebebi tam
olarak bilinmemektedir. Fakat muhtemel sebebin; bu mutantlarin dogal tip viriisle
birlikte az miktarda bulunan ve ila¢ kullanilmadan once de zaten var olan viriisler
olmas1 yiiksek bir ihtimaldir. Nitekim mutant tip viriis saptadigimiz tiim
hastalarda dogal tip virlis belirgin derecede baskin karakter gostermektedir.
Ayrica mutant viriislerin replikasyon yetenekleri dogal tipe nazaran yaklasik 200
kat daha diisiiktiir (162). Dolayisiyla dogal tip viriis toplulugunun baskilanmadan

mutant tipin baskin hale gelmesi miimkiin goériinmemektedir. Bizim ¢alismamizda
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da hastalarin tamami genotip D HBV ile enfekte bulunmustur. Yine bu
hastalardan LAM tedavisi hi¢ uygulanmayanlarda diren¢ orant %12, halen LAM
tedavisi almakta olanlarda ise bu oran %52.6 bulunmustur. Bu sonuglar bize
primer diren¢ agisindan, tedavi almamis hastalarda niikleozid tedavi Oncesinde
YMDD motif mutasyonlarinin belirlenmesinin tedavi secimine olumlu katki

saglayacagini gostermektedir.

LAM ile karsilastirilacak olunursa, ADV’ye karsi diren¢ gelisimi daha
nadirdir ve tedavi sirasinda daha ge¢ donemlerde ortaya cikmaktadir. Bugiine
kadar ADV direncine neden olan mutasyonlar rtN236T ve rtA181V olarak
tanimlanmigstir. rtN236T mutasyonuna daha sik rastlanmaktadir ve polimeraz
geninin katalitik bolgesinin D katlantisinda 236. pozisyondaki asparajinin treonine
degisimi sonucunda olusmaktadir. rtA181V mutasyonu ise polimeraz geninin
katalitik bolgesinin B katlantisinda 181. pozisyondaki alaninin, valin veya
treonine degisimi sonucunda olusmaktadir. ADV direnci 1. ve 5. yilda sirasiyla
%0 ve %28’dir (163). Bizim calismamizda da 1 hastada A181T+N236T

mutasyonu birlikte saptanmistir.

ADV’e kars1 diren¢ mutasyonlari, 48 haftadan uzun siire tedavi edilen
hastalarda gozlenmistir. LAM ve ADV kombinasyonu ile tedavi edilen hastalarin;
ADV’e direng gelisimine neden olacak mutasyonlar1 nadiren olusturabilecegi ve
LAM direncine diisiik olasilikla sebep olabilecegi baz1 caligmalarda gosterilmistir
(164). Bizim calismamizda da HBV-19 no’lu hastada LAM ve ADV
kombinasyonu kullanilmis ve sadece ADV’e kars1 direng saptanmis, LAM’e karsi

dirence rastlanmamuistir.

Tim diinyada anti-HCV Ig M pozitif kisi sayistnin 170 milyon,
prevalansinin ise %3 oldugu tahmin edilmektedir. Bunlarin da yaklasik %75’inin
kronik hastalig1 oldugu diisiiniilmektedir (139). Bu yiizden HCYV, kronik karaciger

hastaliginin en 6nemli nedenlerinden biridir. Avrupa’daki akut hepatit vakalarinin
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%20’sinden, tim kronik hepatit vakalarinin %70’inden, karaciger sirozunun
%40’ 1indan, HCC’nin %60’mndan ve karaciger transplantasyonunun %30’ undan

HCYV sorumludur (165).

HCV’nin en az 6 genotipi, 100’den fazla alttipi ve tiiriimsii yapilari
bulunmaktadir (13). Ulkeler arasinda HCV genotiplerinin frekansi degismekle
birlikte, 6 genotip diinyaya dagilmis durumdadir. Genotip 1b diinyadaki biitiin
izolatlarin %40-80 kadarini olusturmaktadir. Genotip 1b disinda, genotip 2a ve 2b
de diinyada genis bir dagilim gostermekte, 6zellikle Japonya ve Kuzey italya’da

yaygin olarak bulunmaktadir (116-118).

Genotip la ve 1b ABD’de en yaygin genotipler olup, bunu genotip 2
izlemektedir. Bati Avrupa ve Giineydogu Asya’da genotip 1b en yaygin
genotiptir. Genotip 2a ve 2b Amerika, Avrupa ve Japonya’da nispeten yaygin
genotipler olmakla birlikte, 2c yaygin olarak Kuzey Italya’da bulunmaktadir.
Genotip 3a Avrupa ve Amerika’da IV ila¢ bagimlilarinda yaygindir. Genotip 3
cogunlukla Hindistan, Pakistan, Avustralya ve Iskocya; genotip 4 Orta Dogu ve
Afrika’da predominant; genotip 4a Misir; genotip 5 Giiney Afrika; genotip 6
Hong Kong, Vietnam, Tayland’da yaygin olan genotiplerdir. Giiney Afrika’daki
olgularin %30-50’sinden genotip 5a, Hong Kong, Viyetnam ve Macau’daki
olgularin 1/3’tinden genotip 6a sorumludur (116-118). Asya kendi i¢inde ele
alindiginda; genotip 1b’nin Japonya, Giiney Kore, Cin ve Tayvan’da; genotip
3’tin Miyenmar ve Nepal gibi giineydogu Asya’nin bazi kisimlarinda tanimlandigi

goriilmektedir (116).

Tiirkiye, major genotiplerin kendi aralarinda farklilik gosterdigi Avrupa ve
Orta dogu iilkeleri arasinda yer almaktadir. Tiirkiye’de farkli gruplarla yapilan
HCV genotipleme calismalarinda genotip 1b predominant genotip olarak
bulunmustur. Tiirkiye’deki HCV genotip dagiliminda bolgesel farkliliklar iyi

dokiimante edilmemistir. Tiirkiye nin giineyindeki HCV genotiplerini rapor eden
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bir ¢calismada genotip 1b, hastalarin %91 ini etkileyen predominant genotip olarak
rapor edilmistir (166). Bizim ¢alismamizin sonuglar1 da benzer genotip dagilimini

gostermektedir.

Calismamizda anti HCV Ig M ve HCV RNA’s1 pozitif toplam 30 hastanin
serum Orneginde genotipleme yapilmistir. Genotipleme icin HCV genomunun
5'NCR’sinin genotip belirleyici dizileri sekans yontemi ile analiz edilmistir. HCV
RNA’s1 pozitif toplam 30 hastadan 19’unda (%63.3) subtip 1b, 6’sinda (%20)
subtip la, 4’iinde (%13.3) subtip 4a, 1’inde (%3.3) subtip 1c bulunmustur.
Toplam 26 hastada (%86.6) genotip 1 baskin olan genotip olarak belirlenmistir.
Genotip 1’in baskin genotip olarak belirlenmesi, Tiirkiye geneliyle uyumlu olup
iilkemizde ve bolgemizde genotip 1’in yaygin oldugunu gostermektedir.
Calismamizin subtip degerlendirmesinde ise 19 hastada (%63.3) subtip 1b
saptanmistir. Bu sonug da diger calismalarla uyumlu olup subtip 1b’nin baskin tip

oldugu goriilmektedir.

Tiirkiye’de  yapilan HCV  genotipleme  ¢aligmalarinda  HCV
enfeksiyonlarinin yaklasik %90’mda genotip 1 bulunmustur. Bunlarin da biiyiik
cogunlugunu genotip 1b olusturmus, genotip 2, 3 ve 4 HCV enfeksiyonlarina daha
az siklhikta rastlanmistir (167). Bizim calismamizda da hastalarin  biiyiik
cogunlugunu genotip 1b olusturmus, genotip la, lc ve 4a daha az siklikta

saptanmustir.

Bolgemizde 2006 yilinda Altindis ve ark’lar1 (168) tarafindan sekanslama
yontemi ile yapilan Onceki bir calisgmada da predominant olarak genotip 1b
(%96.7) bulunmus, bunu genotip la (%3.3) izlemistir. Aym c¢alismada
genotipleme, Line prob yontemi ile de c¢alisilmis ve genotip 1b  (%93)
predominant olmak iizere sirasiyla genotip la (%3.3) ve mix tip (%3.3)
bulunmustur Bu sonu¢ da bizim calismamizla uyumlu olup genotip 1b

predominant genotip olarak bulunmustur.
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Altindis ve ark.’lar1 (169) yaptiklar1 diger bir ¢alismada HCV RNA’s1
pozitif 35 Tiirk askerinden 34’iinde (%97.2) genotip 1b, 1’inde (%2.8) genotip la
saptamiglardir. Ayn1 ¢calismada 5 Kuzey Kibris askerinden 4’iinde (%80) genotip
1b, 1I’inde (%20) genotip 1a saptanmustir. Calismada sivil HCV enfeksiyonlarinda
da genotip arastirilmis, 13 sivil hastanin 11’inde (%84.6) genotip 1b, 1’inde
(%7.7) genotip la ve 1 hastada da (%7.7) genotip 2 saptanmustir.

Erensoy ve ark.’larinin (170) Tiirkiye'nin bat1 bolgesinde yaptiklar bir
calismada kronik HCV enfeksiyonlu 345 hastanin 335’inde (%97.1) genotip 1
saptanmistir. Bu 335 hastanin ise 34’iinde (%9.9) subtip la, 301’inde (%87.2)
subtip 1b saptanmistir. 5 hastada (%1.4) genotip 3a; 3 hastada (%0.9) genotip 2a;

2 hastada (%0.6) genotip 4 saptanmistir. Genotip 5 ve 6’ya rastlanmamustir.

Yalgin ve ark. (166) Diyarbakir bolgesinde yaptiklar1 ¢calismada 50 kronik
HCV enfeksiyonlu hastanin 28’inde HCV RNA’y1 pozitif saptamislar, bu 28

hastanin tiimiinii (%100) genotip 1b olarak rapor etmislerdir.

Yildiz ve ark. (167) Tiirkiye'nin giiney bolgelerinde yasayan kronik HCV
hastalarinda yaptiklar1 calismada 79 HCV RNA pozitif 6rnegin 72’sinde (%91)
genotip 1b, 5 hastada (%6) genotip la saptamiglardir. Diger iki hastadan biri

genotip 2a, digeri genotip 4c olarak bulunmustur.

Selcuk ve ark. (171) HCV RNA’st pozitif olan toplam 130 diyaliz
hastasinda yaptiklart ¢alismada 121 hastada (%93.19) genotip 1 bulmuslardir.
Subtip dagilimlarina gore 89 hastada (%68.5) genotip 1b, 32’sinde (%24.6)

genotip la, 9 hastada (%7) ise genotip 4 bulmugslardir.
Bozday1 ve ark. (172) Ankara bolgesindeki 94 hemodiyaliz hastasinda

HCYV enfeksiyonunu arastirmiglardir. Bu hastalardan 36’sinda HCV RNA pozitif
olup, 28’1 (%77.7) genotip 1b, 8’1 (%22.3) genotip 1a olarak saptanmstir.
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Gokahmetoglu ve ark.’larmin (173) Kayseri bolgesindeki HCV genotip
dagilimim arastirdiklan bir calismaya toplam 57 kronik hepatit C’li hasta dahil
edilmistir. HCV RNA diizeyi Real Time PCR ile arastirilmis ve HCV genotipleri
RFLP ile belirlenmistir. Buna gére HCV genotiplerinin 55’1 (%96.5) genotip 1b,

2’si (%3.5) genotip la olarak bulunmustur.

Abacioglu ve ark. (174) izmir bolgesinde yaptiklari calismada 89 HCV
enfeksiyonlu hastada genotip arastirmislar; 57 hastada (%94.4) genotip 1
saptamiglar, bu hastalarin da %75.3’liniinde genotip 1b, %19.1’inde genotip 1a’y1
saptamiglardir. Geriye kalan 32 hastanin %3.4’iinde genotip 2a, %?2.2’sinde

genotip 4 saptamislardir.

Savas ve ark.’larmin (175) Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji kliniginde kronik HCV enfeksiyonu tanisi almis 70 hastada

yaptiklar1 genotipleme caligmasinda 54’°{inde (%77.1) genotip 1b saptamislardir.

Cil ve ark.’lart (176) Giineydogu Anadolu bolgesinde 22 HCV RNA’s1
pozitif hastada yaptiklar1 ¢alismada, genotip la, 1b ve 3a olmak iizere 3 farkh
HCYV genotipi saptamislardir. Bes hastada (%22.7) genotip 1a, 16 hastada (%72.8)

genotip 1b ve 1 hastada (%4.5) genotip 3a tespit etmislerdir.

Sahin  ve ark.’larimin (177) Malatya’da yasayan 1295 kiside HCV
antikorlarmin  ve genotiplerinin dagilimim1  arastirdiklar1  bir calismada,
genotipleme Line probe yontemi ile yapilmis ve predominant genotip olarak
genotip 1b (%93.1) saptanmistir. Ayrica 2 hastada (%3.5) genotip la ve 1 hastada
(%1.72) genotip 1b/3a ve 1 hastada (%1.72) genotip 1b/4a saptanmistir.

Ulkemizde bu konuda yapilan diger calismalarda da benzer sonugclar
bulunmustur. Ornegin; Akkiz ve arkadaslarinin (178) yaptig1 ¢alismada, genotip
1b %98, genotip la ise %2, Uzunalimoglu ve arkadaslarinin (179) yaptig
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calismada, genotip 1b %87, genotip 2b %8, genotip la %5 olarak bulunmustur.
Ayrica Sonmez ve ark.’larimin (180) Tiirk hastalardaki HCV genotiplerini
arastirdiklart bir calismada, genotip 1b’yi %69.5 oraninda tespit etmislerdir.
Tuncer ve ark.’lart (181) yaptiklart bir ¢alismada hastalar arasinda en yaygin
genotipin genotip 1b (%72) oldugunu rapor etmislerdir. Kili¢ ve ark.’lar1 (182) ise
yaptiklari calismada hemodiyaliz hastalarinin  %88’inde  genotip 1b’yi
saptamiglardir. Tiirkiye’de degisik merkezlerde yapilan HCV genotipleme

sonuclar1 Tablo-XIII’de dzetlenmistir.
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Tablo-XIII. Tiirkiye’de degisik merkezlerde yapilan HCV genotip tayini

Genotip | Genotip | Genotip | Genotip | Genotip | Genotip
Arastiricl Belirlenemeyen
la 1b 2a 2b 3a 4
Altindis ve
%3.3 9%96.7 - - - - -
ark.(168)
Erensoy ve
9%9.9 %87.2 9%0.9 - %1.4 9%0.6 -
ark.(170)
Yalgin ve
- %100 - - - - -
ark.(166)
Yildiz ve
%6 %91 %1.3 - - %1.3 -
ark.(167)
Selcuk ve
%24.6 %68.5 - - %7 -
ark.(171)
Bozday: ve
%22.3 %77.7 - - - - -
ark.(172)
Gokahmetoglu
%3.5 9%96.5 - - - - -
ve ark. (173)
Abacioglu ve
%19.1 %75.3 %3.4 - - %2.2 -
ark.(174)
Savas ve
- %77.1 - - - - %22.9
ark.(175)
Cil ve ark.(176) | %?22.7 %72.8 - - %4.5 - -
Sahin ve
%3.5 9%93.1 - - Y%1.7 %1.7 -
ark.(177)
AKkkiz ve
%2 %98 - - - - -
ark.(178)
Uzunalimoglu
%5 %87 - %8 - - -
ve ark.(179)
Sonmez ve
- 9%69.5 - - - - %30.5
ark.(180)
Tuncer ve
- %72 - - - - %28
ark.(181)
Kili¢ ve
- %88 - - - - %12
ark.(182)
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Bu konuda c¢alismamizin sonuglarnt  Tiirkiye geneliyle uyum
gostermektedir. Ulkemizdeki bu prevalans ABD ile uyumlu iken, Japonya,

Avrupa ve Orta Dogu iilkeleri ile farklilik gostermektedir (183-185).

Sonug olarak ¢alismamizda; tilkemizin i¢inde bulundugu cografi bolge ile
uyumlu olarak, HBV DNA’s1 pozitif kronik karaciger hastalarinin tamam1 genotip
D HBYV ile enfekte bulunmustur. Ayni hastalarda yapilan mutasyonel analiz ve
ilag direnci aragtirmalarinda, ADV direnci ve LAM’e primer ve sekonder direng
saptanmistir. Bu sonuglar bize primer direng acisindan, tedavi almamis hastalarda
niikleozid tedavi oncesinde YMDD motif mutasyonlarinin belirlenmesinin tedavi
secimine olumlu katki saglayacagini diisiindiirtmektedir. Yine ¢calismamizda HCV
RNA’s1 pozitif kronik karaciger hastalarinin biiyiik bir cogunlugunda genotip 1
predominant olarak saptanmistir. Bu sonu¢ yurdumuzun diger yorelerindeki
sonuclarla uyumlu bulunmustur. Calismamizda elde edilen HCV genotipleme
sonuclari, kronik hepatit C’de tedavi rejimlerinin etkinliginin viriis genotipinden
etkilenmesi nedeniyle, bolgemiz i¢in HCV’ye bagl kronik karaciger hastaliginin
takip ve tedavisinde yol gosterici olacagim diisiindiirtmektedir. Bu ¢alisma, bu

konuda bolgemizde ilk oldugu i¢in énemli gériinmektedir.
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VI-SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar ve Onerileri, maddeler halinde

asagidaki sekilde dzetlemek miimkiindiir.

1. Calismaya dahil ettigimiz 44 HBV enfeksiyonlu (25’1 lamivudin tedavisi
hi¢ almamis) hastada dizi analizi yontemi ile yaptiZimiz genotipleme sonucunda

hastalarin tamami genotip D ile enfekte bulunmustur.

2. Aym dizilerde yapilan mutasyonel analiz ve ila¢ direnci arastirmalarinda
ise;6 hastada (%13.6) M204I mutasyonu (LAM direnci), 2 hastada (%4.5) Q215S
mutasyonu (LAM direnci), birer hastada (%?2.3) V214A mutasyonu (ADV
direnci), L80I+M204I mutasyonu (LAM direnci), A181T+N236T mutasyonu
(ADV direnci), V84M+V173L mutasyonu (ADV ve LAM direnci), LSOV+M2041
mutasyonu (LAM direnci), Q215S+M2041 mutasyonu (LAM direnci), ve
M2041+L180M mutasyonu (LAM direnci) saptanmistir. Geri kalan 29 hastada

(%65.9) ise mutasyon ya da ilag¢ direncine rastlanmamustir.

3. Bu mutasyonlardan 3 tanesi (1 adet Q215S mutasyonu (LAM direnci)
ve 2 adet M204I mutasyonu (LAM direnci)) LAM tedavisi hi¢ almamis hastalarda
saptanmistir. Yine bu hastalardan LAM tedavisi hi¢ almamislarda diren¢ orani
%12, halen LAM tedavisi almakta olanlarda ise bu oran %52.6 bulunmustur.
LAM tedavisi almakta olan hastalarda saptanmis YMDD mutasyonlarmin,
antiviral tedavi almamis hastalarda da goriilmesi oldukga ¢arpici bir sonugtur. Bu
sonuglar bize primer diren¢ acisindan, tedavi almamis hastalarda niikleozid tedavi
oncesinde YMDD motif mutasyonlarinin belirlenmesinin tedavi secimine olumlu

katki saglayacagimi diigiindiirtmektedir.
4. Kronik HBV enfeksiyonunda, tedavi basarisini izlemek ve basarisizlik

halinde alternatif ilaclarla tedaviye devam edebilmek icin LAM’e kars1 direng

gelisiminin saptanmasinin 6nemli oldugu diisiiniilmiistiir.
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5. Calismaya dahil ettigimiz 30 HCV enfeksiyonlu hastada ise dizi analizi
yontemi ile yaptigimiz genotipleme sonucunda 19’unda (%63.3) subtip 1b,
6’sinda (%20) subtip la, 4’tinde (%13.3) subtip 4a, 1’inde (%3.3) subtip lc
bulunmustur. Toplam 26 hastada (%86.6) genotip 1 baskin olan genotip olarak

belirlenmistir.
6. Kronik HCV enfeksiyonunda, HCV genotipleri arasinda tedaviye yanit

acisindan farkliliklar bulunmaktadir. Bu nedenle tedavi Oncesi genotipleme

yapilmasinin uygun bir yaklasim oldugu diisiiniilmiistiir.
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VII-OZET

Bu calisma, Eyliil 2007-Mart 2008 tarihleri arasinda, Afyon Kocatepe
Universitesi Hastanesi polikliniklerine ve Kan Merkezine bagvuran ya da rutin
taramalarda hepatit saptanan bireylerden, toplam 74 hastada yapilmistir. Bunlarin
44’ HBV (25’1 LAM tedavisi hi¢ almamig) 30’u ise HCV’li hastalardan

secilmistir.

HBV DNA agisindan pozitif bulunan 44 serum Orneginde genotipleme,
mutasyonel analiz ve antiviral ila¢ direnci arastirmalar yapilmistir. Hepatit B’de
DNA Polimeraz geninin 80-260. kodonlar1 arasindaki bolge PCR ile ¢ogaltilarak
dizi analizi yapilmistir. Hastalarin tamami genotip D olarak belirlenmistir. Ayni
dizilerde yapilan mutasyonel analiz ve ila¢ direnci aragtirmalarinda ise;6 hastada
(%13.6) M204I mutasyonu (LAM direnci), 2 hastada (%4.5) Q215S mutasyonu
(LAM direnci), birer hastada (%2.3) V214A mutasyonu (ADV direnci),
L80I+M2041 mutasyonu (LAM direnci), AI181T+N236T mutasyonu (ADV
direnci), V84M+V173L mutasyonu (ADV ve LAM direnci), L8OV+M204I1
mutasyonu (LAM direnci), Q215S+M2041 mutasyonu (LAM direnci), ve
M2041+L180M mutasyonu (LAM direnci) saptanmistir. Geri kalan 29 hastada

(%65.9) ise mutasyon ya da ilag¢ direnci saptanmamustir.

HCV RNA agisindan pozitif bulunan 30 serum Orneginde ise dizi analizi
yontemi ile genotipleme yapilmistir (ABI 310, AB). Genotipleme icin HCV
genomunun 5'NCR bolgesindeki genotip belirleyici dizileri analiz edilmistir. HCV
RNA’s1 pozitif toplam 30 hastanin 19’unda (%63.3) subtip 1b, 6’sinda (%20)
subtip la, 4’iinde (%13.3) subtip 4a, 1’inde (%3.3) subtip 1c bulunmustur.
Toplam 26 hastada (%86.6) genotip 1 baskin olan genotip olarak belirlenmistir.

Sonugta, HCV’li hastalarin cogunlugunda genotip 1b, HBV’li hastalarin da
tamaminda genotip D saptanmis olup; belirlenen genotip, antiviral ila¢ direngleri
ve mutasyonlarin, bolgemizdeki kronik hepatitli hastalarin takip ve tedavisinde

yol gosterici olacag diisiiniilmektedir.
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VIII-SUMMARY

This study was performed between September 2007-March 2008 on 74
patients who admitted to Afyon Kocatepe University Hospital policlinics and
Blood Bank or indivudials who were detected hepatitis during screening. These
were chosen from 44 HBV infected (25 of them never treated with LAM), 30
HCYV infected patients.

The genotyping, mutational analysis and antiviral drug resistance
examinations were performed on 44 serum samples with positive HBV DNA. The
region between 80-260 codons in HBV DNA polymerase gene at Hepatitis B, was
amplified by PCR and then sequence analysis was performed. It was determined
that all the patients were belonging to genotype D. The mutational analysis and
antiviral drug resistance tests which were done at the same sequences; 6 patient
(13.6%) M2041 mutation (LAM resistance), 2 patient (4.5%) Q215S mutation
(LAM resistance), in one each patient (2.3%) V214A mutation (ADV resistance),
L80I+M2041 mutation (LAM resistance), A181T+N236T mutation (ADV
resistance), V84M+V173L mutation (ADV and LAM resistance), L8OV+M2041
mutation (LAM resistance), Q215S+M2041 mutation (LAM resistance), and
M204I+L180M mutation (LAM resistance) were detected. The mutational
analysis and antiviral drug resistance was not showed in the rest of 29(65.9%)

patients.

The genotyping (ABI 310, AB) was performed by sequencing analysis on
30 serum samples with positive HCV RNA. The sequences which determined
genotype in 5'NCR region of HCV genome were analysed for genotyping. It was
found on 19 patients (63.3%) subtype 1b, 6 patients (20%) subtype 1a, 4 patients
(13.3%) subtype 4a and 1 patient (3.3%) subtype 1c of 30 patients, who was HCV
RNA positive. Genotype 1 was determined predominantly in total of 26 (86.6%)

patients.
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In conclusion, genotype 1b was detected in most of the HCV patients,
genotype D was detected in all of HBV patients. It is considered that, detected
genotype, antiviral drug resistance and mutations will guide us for clinical

management and treatment of chronic hepatitis patients.
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