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1. OZET

Hepatit B viriisi (HBV), diinyada en fazla yaygin olan enfeksiyon
etkenlerinden birisidir. Diinyada ortalama 350 milyon kronik hepatit B viriis
tasiyicisi oldugu tahmin edilmektedir‘ Hepatit B viriisiiniin tam genom niikleotid
dizisi baz olarak alindiginda %8’lik veya daha fazla niikleotid farkliliklarina gére
HBV’nin 8 genotipi (A-H) bulunmaktadir. Farkli HBV genotipleri hastaligin
klinik durumunu etkileyebilmektedir. Restriksiyon enzimleri kullanarak yapilan
enzim kesim deneyleri (RFLP) HBV genotiplendirilmesinde kullanilmaktadir.
Hepatit B viriisii S gen dizisi kullanilarak yapilan genotiplendirme ile tam genom
belirlenerek yapilan tiplendirme sonuglari arasinda uyum vardir. Bu galigmada,
HBV DNA pozitif 127 hastada, RFLP yoSntemi ile viriisiin genotiplendirilmesi
amaclandi. Semi-nested polimeraz zincir reaksiyonuyla (PZR) ¢ogaltilan spesifik
S gen bolgesi RFLP ile analiz edildi. HBV S geninin genotip spesifik bolgelerinde
bulunan Aiwl, Earl, Hphl, Ncil, and NlalV enzim kesim bolgeleri kullanildi.
RFLP sonuglar1 127 6rnegin tamaminda genotip D’nin varligini ortaya koydu. Bu
sonuglar, bolgemizdeki Hepatit B hastalarinda dominant olarak genotip D’nin
bulundugunu ve HBV genotiplendirmede kullanilan RFLP y6nteminin kolay ve

yapilabilir oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler; Hepatit B viriisii, PZR, RFLP, HBV genotipleri.




2. ABSTRACT

Hepatitis B is one of the most common infectious diseases in the world. It
has been estimated that 350 million people world-wide are chronic hepatitis B
virus (HBV) carriers. Hepatitis B virus (HBV) has been classified into 8
genotypes (A-H) based on an intergroup divergence of 8% or more in the
complete nucleotide. Different genotypes of the hepatitis B virus may influence
the clinical outcome of the disease. The Hepatitis B virus genotyping method
using restriction fragment length polymorphism (RFLP) can reliably identify
genotypes. HBV genotyping with the S gene sequence is consistent with genetic
analysis using the full genomic sequence. The aim of this study was to determine
genotypes of the Hepatitis B virus using restriction fragment length polymorphism
(RFLP) in the region of Elazig. A total of 127 HBV DNA positive patients were
included in this study. Semi-nested PCR was performed to amplify a spesific part
of S gene of HBV. Then, the PCR products were used for RFLP assay. After
alignment of the S sequences, genotype specific regions are identified and
digested by the restriction enzymes, Aiwl, Earl, Hphl, Ncil, and NlalV. The RFLP
assay indicated that genotype D was the only detected type found in 127 samples.
In conclusion, genotype D is the pr_edominant type among hepatitis B patients in
our region. This simple and easy HBV genotyping system using RFLP is

considered to be useful for research on genotyping of HBV.

Key Words; Hepatitis B virus, PCR, RFLP, genolypes of HBV.



3. GIRIS

Hepatit B virtisii (HBV), tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin
olarak goriilen dnemli bir viral patojendir. 350 milyondan fazla insan HBV ile
infekte durumdadir (2). Giintimiizde iki milyardan fazla kisinin HBV ile temas
etmis oldugu, % 95°i gelismekte olan lilkelerde olmak tlizere, yaklagik 500 milyon
kisinin HBV tasiyicist oldugu, her yil 50 milyon HBV olgusunun ortaya ¢iktigi,
HBV’ye bagli nedenlerle 6lenlerin yilda 2 milyona yaklastif1 bilinmektedir (16).
HBYV enfeksiyonu klinik olarak akut veya fulminant hepatit, kronik hepatit veya
kronik tasiyicilik olarak goriilebildigi gibi, karaciger sirozu ve hepatoseliiler
karsinomaya (HCC) yol agtig: da bilinmektedir (21,38,74).

Hepatit B viriisii; sirkiiler, kismen ¢ift iplikli ve yaklagik, 3200 niikleotit
uzunlugunda bir DNA genomu igerirr HBV suslarimin, tam genomlarinin
molekiiler analizleri yapildiginda suglar arasinda farklihiklar saptanmig ve gen
diziliminde % 8 ya da daha c¢ok farkhiligi olanlar ayri bir genotip olarak
simflandirilmigtir. Bu g¢aligmalar sonucunda Hepatit B viriistine iliskin alt1 ayn
genotip belirlenmistir (50). Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda genotip G
ve H olarak adlandirilan iki yeni genotip bulunmus ve béylece HBV sekiz genotip
(A,B,C,D,E,F,G ve H) olarak siniflandirilmustir (3,34).

Her bir genotipin farkli bir cografik dagilim gosterdigi ortaya konmustur.
Kuzeybati :Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika’da genotip A daha sik goriiliirken,
Dogu Asya ve Uzakdogu tilkelerinde ise genotip B ve C’tﬁn siklig1 daha
yiiksektir. Genotip D tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte ve Akdeniz bolgesi,
Yakindogu ve Ortadogu iilkeleri ile Gliney Asya’da siktir. Genotip E Bati

Afrika’da, geno_tip F Orta Amerika bolgesinde baskin olarak goriilmektedir (55).



Genotip G Amerika ve Fransa’da, genotip H ise Giiney Amerika, Meksika ve
Ispanya’da yaygin oldugu bilinmektedir (3,4,10,73,83).

Hepatit B viriisiintin patogenizinde genotip farkliliklarin, hastaligin klinik
seyri ilizerine etkisinin ne oldugu heniiz tam olarak belli degildir. Ancak bulgular
HBV genotipleri arasinda klinikk ve patojenik farkliliklar oldugunu
desteklemektedir. Aragtirmalar sonucunda genotip C’nin kronik Kkaraciger
hasarina yol agtig1 bildirilirken genotip B’nin genglerde hepatoseliiler karsinoma
gelisimi ile iligkili olabilecegi belirtilmistir. Kronik al;tif hepatitlerde genotip A
baskin olarak saptamirken, akut hepatitlerde genotip D’nin siklig1 daha yiiksek
bulunmustur (31,40).

Ulkemizde sik goriilen Hepatit B enfeksiyonu, ciddi bir halk sagligi sorunu
olmasinin yam sira, tedavi giderleri ve ig giicii kayiplar1 nedeniyle ekonomik
kayiplara da yol agmaktadir. Bu denli 6nemli bir enfeksiyonla miicadelede basarili
olmak i¢cin HBV’nin molekiiler yapisi, biyolojisi ve epidemiyolojisinin iyi
bilinmesi gerekmektedir. Ulkemizde HBV DNA’simn ve HBsAg sikligimin

aragtirldigi ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (13,39,41,43,53,75).

Bu c¢alismada, toplum sagligini tehdit eden ve iilkemizde endemik olarak
enfeksiyon olusturan hepatit B viriisiiniin, epidemiyolojik ¢alismalara uygun, izl
ve kolay uygulanan bir RFLP yoéntemi ile genotiplendirilmesi amaglanmigtir.
HBYV enfeksiyonlarimin iilkemiz agisindan da Onemi goézéniine alindiginda
Tiirkiye’deki HBV genotiplerinin dagilimina iligkin aragtirmalara gerek oldugu
bilinmektedir (41). Ulkemizde HBV genotipleri ile iligkili veriler son derece

sirhidir. Bu veriler gelecekte toplum saghigimin korunabilmesi, enfeksiyonun



klinik gidisi hakkinda onceden fikir sahibi olunabilmesi ve tedavinin

yonlendirilmesi i¢in yararl olacaktir (8,41).

3.1. Hepatit B Viriisi

3.1.1. Viriisiin Genel Ozellikleri

Hepatit B viriisti, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de, karaciger
bozukluklarina sebep olan Gnemli bir viral patojendir. 350 milyondan fazla
insanin HBV ile infekte oldupu bilinmektedir. Viral hepatit ilk olarak M.O. 5.
yiizyilda tammlanmis, Hippocrates; epidemik (infeksiyoz) sarihig: tarif etmis ve
tarih boyunca 6zellikle savaglar sirasinda birgok sarilik salgini goriilmiistiir. Bu
salginlarin ¢ogu muhtemelen hepatit A viriisiine bagli oldugu halde HBV’nin
epidemik bulasi kan ve kan iirtinleri kullannmimin yaygin oldugu yerlerde
gozlenmeye baglamigtir. Direkt kan ve kan iiriinleri ile bulasan hepatit formu ilk
kez 1883 yilinda Lurman tarafindan tammlanmis, 1930°1u yillarda yapilan
calismalar, infeksiy6z hepatit ve serum hepatiti etkenlerinin giiniimiizde herkes
tarafindan iyi bilinen bazi 6zellikleri hakkinda 6nemli bilgiler kazandirmistir
(1,6,79). 1943 yilinda ABD.’de bulasict hepatit “infeksiy6z hepatit” olarak
isimlendirilirken, Ingiltere Saglik Bakanlig1 aym yil bir memorandum ile kan,
plazma ve serum naklinden sonra gelisen sariliklari “homolog serum sarili1” adi
altinda toplamis, 1947 yilinda Mc Callum, infeksiyoz hepatit i¢in “hepatit A”,
serum hepatiti i¢in ise “hepatit B” deyimlerini kullanmigtir. HBV’nin tarihgesinde
1965 yili doéniim noktasidir. Blumberg ve arkadaglar1t Avustralya’hl bir yerlinin
serumunda, ¢ok sayida kan transfiizyonu yapilmig bir hastanin serumu ile agar

jelde presipitasyon veren bir antijen bulundugunu gostermisler ve giintimiizde



“hepatit B ylizey antijeni HBsAg” olarak bilinen bu proteine “Avustralya antijeni-
Au antijeni” adint vermiglerdir (1,22,38,71).

Dane ve arkadaglar1 1970°de HBV’nin kismen saflagtirilmis preparatlar
hazirlayarak elektron mikroskobik incelemelerinde i degisik partikiile
rastlamuglardir. Bunlardan infektif 6zellige sahip, 42 nm ¢apinda olanlara “Dane
partikiili” adi verilmis ve sonraki yillarda ise kor antijeni, DNA polimeraz ile

viral DNA tanimlanmugtir (12,82).

3.1.2. Swiflandirma

Hepatit B viriisi, Hepadnaviridae ailesi iginde memeli virlislerinin
bulundugu Orthohepadnavirus cinsi iginde smiflandirilir. Zarfl ve kismen cift
sarmalli bir DNA virisiidiir, Hepadnaviridae ailesinin Gyeleri iginde insanlarda
enfeksiyon olugturan tek tiir HBV’dir. Ailenin diger iiyeleri: Woodchuck (dag
sicant) hepatit virlisi (WHV), Ground Squarrel (yer sincabi) hepatit virlisii
(GSHV), Pekin ordeklerinden izole edilen Duck (6rdek) hepatit viriisiidiir
(DHBYV). Uyelerin; konak farkhligi, virion morfolojisi, polipeptit biiytikligii, gen
sayisi, niikleotid homolojisi ve antijenik ¢apraz reaksiyonlar gibi birgok bakimdan

benzerlik ve farkliliklar: tablo-1’de gosterilmistir (8,41,82).



Tablo — 1: Hepadnaviridae ailesi ve Ozellikleri (Kaynak 41’den alinarak

uyarlanmagtir).
HBV WHV GSHV DBHV
Bayiikliik 42 nm 40-42 nm 40-42 nm 46-48 nm
3.2kb 3.3kb 33kb 3.0kb
Genom
Viral DNA Tamamlanmamis | Tamamlanmamis | Tamamlanmamig | Tam
Zarf 1 Ms LMS LM,S LS
Proteinleri
S,C.p.X S,C.P.X S,C.P.X S,C.P
Gen .
insan Yer Sincab:
Dagsigan: Dag Sincabi Kaz
Konak Sempanze Amerika Sincabi
Karacizer Karaciger Karaciger
araclg Bébrek Karaciger Bobrek
Bobrek
. Pankreas Pankreas
Replikasyon |Pankreas i _
P Beyaz kiireler Dalak
Lokosit 4 .o
Diger Diger
Asemptomatik Asemptomatik | Asemptomatik Asemptomatik
Tastyicilik Tastyicilik Tagiyicilik Tasyictlik
Hastalik Hepatit Hepatit Hepatit Hepatit
Siroz ve HCC HCC HCC HCC
Dagilim Tiim Diinya Dogu ABD. Kalifornia Cin, ABD.

3.1.3. Genom Yapis1

Viral genom ¢ift iplikgikli ve gember geklinde olmakla birlikte, gemberin
bir kismu tek iplikgiklidir. Uzun zincir, yaklagik 3200 baz ¢iftinden olugmaktadir.
Viral replikasyon tamamlanmadan DNA molekiilleri virion iginde
paketlenmektedir. HBV genomunun bu uzun zincirinde (L veya (-) zincir) viriis
proteinlerini kodlayan 4 adet agik okuma bdélgesi (open reading frames, ORF)
vardir. Virisiin kor (core; C), zarf (surface; S), polimeraz (P) ve X proteinlerinin

sentez i¢in dizilimlerin oldugu belirlenmistir (36) (Sekil - 1).



Sekil — 1: HBV Genom Yapisi (Kaynak 36’dan alinarak uyarlanmustir).

Dort gen bolgesi arka arkaya ve birbirinden ayr1 bdlgelerde bulunmazlar.
Tam tersine birbirleri ile i¢ icedirler ve farkh bolgelerden okunmaya baslanmasi
ile farkh proteinlerin sifrelenmesinde rol alirlar. Uzun zincirin 5' ucunda terminal
bir protein vardir. Kisa zincir 1800-2700 niikleotid igerir (S veya (+) zincir),
uzunlugu (iégiskendir. HBV DNA'sinin yapisal biitiinliigii, kisa ve uzun zincirlerin
5" uglarindan birbirlerine tutunmas: ile gergeklesir. Bu ug béigelerinde 1l'er
nitkleotidli tekrar elementleri (DR1 ve DR2) bulunur. HBV gcnémunun uzun
zincirindeki dért gen bblgesinden C geni (core niikleokapsid geni) 21 kDa’hkl

"core" (gekirdek) niikleokapsid polipeptidini (HBcAg) sifreler. Bu proteinin 17.5



kDa’lik kesik bolimi HBeAg'dir. Hiicrelerde translasyon pre-C baslangig
kodonundan bagladifinda HBeAg Ozgiilltifitine sahip proteinler hiicrelerden
salinir. Bu olay pre-C dizisinin. sinyal dizi gibi davrandigmi géstermektedir.
Translasyon, C baslangic kodonundan basladifinda tam uzunluktaki C polipeptidi
sentezlenir. Pre-C dizisinde, mutasyonlar: sonucu durdurma kodonu olugmakta ve
boyle HBV mutantlarinda HBeAg sentezlenememekte; ancak HBcAg
sentezlenmektedir. Viral hepatit B nomenklatiirli tablo-2’de gosterilmektedir. Bu
mutant suslar fulminant hepatit patogenezinde rol oynamaktadw (12,41,82).

Pre-S1, S2 ve S bolgelerini igeren S geni, HBV ile infekte bireylerin serum
ve karaciger hiicrelerinde bulunan virion zarfi ve tam olmayan HBsAg'leri
sifreler. Bunlar sirasi ile yanlizca S dizisi, preS2+S dizisi, ve preS1+ p;eSZ+S
dizisi tarafindan kodlanan 24 (S kiigiik), 33 (M- orta) ve 39 (L~ bilyiik) kDa’lik
proteinlerdir. (10,12,41).

Polimeraz geni, viral genomun 3/4'tinii olusturur, C geninin karboksi ug
kismum, tiim S genini ve X geninin aminoterminal bolimiinii kapsar. DNA
polimeraz (revers transkriptaz) ile riboniikleaz aktivitesine sahip 90 kDa’lik temel
polipeptidi kodlar. Ayrica DNA (-) zincir sentezi igin bir protein baglatici gibi

davranmaktadr. Kiigitk X geni, 154 aminoasitlik X proteinini kodlar (12,23,41).



Tablo-2:Viral hepatit B'nin nomenklatiirti (Kaynak 12°den almarak uyarlanmustir),

Terminoloji Kisalitma [Tamimlama

42nm gapta, ¢ift kilifli (en digta 7nm kilif ve
2 Tam'lik i¢ boliim). Cekirdek kiiclik, gember
klinde kismen ¢ift iplik¢ikli DNA
olekiiline, DNA polimeraz aktivitesine sahip.
ane partikiili olarak da bilinir.
epadnaviridae ailesinin prototipi.
v V'nin yiizeyinde ve 20 nm'lik partikiil ve
Hepatit B ylizey HBsAg iibiiler sekillerde bulunan kompleks bir antijen.

Hepatit B virisii HBV

antijeni skiden Au ve HAA olarak isimlendirilen

A tijen.
Hepatit B ¢ekirdek HBCA V'nin 27nm'lik ¢ekirdek kism ile iligkili
antijeni & tijen.

V'nin nitkleokapsidi ile yakindan iligkili
Hepatit B e antijeni |[HBeAg tijen.
BsAg, .

HBcAg ve gﬁ:ggz Antijenlere karg1 6zgiil yanit sonucu olugan
HBeAg'ye kargt Anti-HBe antikorlar
antikorlar '

3.1.4. Replikasyon Stratejisi

Hepatit B viriistinlin hedef orgam karaciger olup, liremesini bu organda
gergeklestirir. Karaciger; ¢ok cesitli hiicrelere sahip olmakla beraber fonksiyonel
aktivite, kupffer hiicreleri (makrofajlar), safra kanal epiteli ve hepatositler
tarafindan yiritiiliir. Hepatosit ve safra kanal epitel hiicreleri sadece karacigere
bzgii ve birbirleriyle yakmdan iliskili hiicrelerdir. Karacigerin %70’ini olusturan
bepatositler major hiicre grubu oldugundan, HBV gibi karacigere tropizmi olan
bir viriisiin asil hedefini de bu hiicreler olugturur. Hepadnaviriis ailesinde yer alan
tiyelerin ttimill i¢in dogrulanmig primer replikasyon yeri hepatositlerdir. Safra

kanal epitel hilcreleri, pankreas, bsbrek ve lenfoid sistemdeki bazi hiicre gruplarr
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da enfeksiyonun hedefi olabilir. Ancak bu hiicrelerde viral replikasyon ile ilgili
veriler yeterli ve giivenilir degildir (23,41,42,56).

Replikasyonun ilk asamasinda, HBV hepatositlere tutunur ve hiicre
igerisine girer. Tutunma; hepatosit iizerindeki Ozgiil bir reseptére ya da
reseptorlere baglanan Pre-S alanindaki 6zel bélgelerle gergeklesir. Hepatositlere
baglanan viristin konak hiicre ¢ekirdegine nasil ulastifi tam olarak
aydinlatilamamigtir. HBV; muhtemelen reseptére bagimli endositoz yoluyla hiicre
icine girmekte, viral DNA ile niikleokapsid viriondan ayrilmakta ve islenmeden
konak hiicre ¢ekirdegine tagimnmaktadir. Kismen ¢ift sarmalli ve her iki ucu serbest
halde bulunan DNA’nmin kisa sarmalinin eksik olan bolimii endojen DNA
polimeraz tarafindan tamamlanir. Bu sirada uzun sarmalin 5' ve 3' uglan
arasindaki agiklik da onarilmis ve sonugta tiimiiyle ¢ift sarmalli, siiper kivrimli,
uglan1 kapali, sirkiller yapida bir HBV-DNA (cccDNA) meydana gelir (42).
Replikasyonun normal seyri swrasinda, HBV-DNA’nin konak genomuna
integrasyonu goriilmez. Kalip olarak cccDNA’dan konak hiicre RNA
polimerazinin (RNA polymerase II) yaralml ve viral diizenleyicilerin (4 adet
promoter, 2 adet enhancer) etkisiyle viral RNA’lar sentezlenir. HBV-RNA’larin
hepsinin 3' uglari 1934, pozisyondaki niikleotiddir. Bunlar C genine ait ORF’den
gelen sinyalin 6zelligine gére; ya mRNA ya da pregenom gorevi yaparlar (41,42).

Hepatit B virisinde fonksiyonu bilinen 4 mRNA transkripti
tanumlanmigstir. Genomdan daha uzun olan 3.5 kb’lik kalip, viral‘ replikasyondan
ve pre-C/C ile polimeraz proteinlerinin agiklanmasindan sorumludur. 2.4 kb’lik
transkript pre-Sl, pre-S2 ve HBsAg'yi kodlarken, 2.1 kb’lhik olam1 pre-Sl

haricindeki yiizey proteinlerini kodlamaktadir. En kiglik (0.7 kb) transkript olan
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X geni, X proteininin agiklanmasindan sorumiudur. Translasyon sirasinda olusan
pregenom, kor partikiilii igine yerlegir. Konak hiicre sitoplazmasinda devam eden
replikasyon boyunca 3.5 kb’lik RNA’dan (+RNA), (-) DNA sarmali sentezlenir
(41,42).

Negatif iplik¢igin sentez islemi; DRPin 3' ucundaki terminal proteinin
bulundugiu yerden baglar, Sentez ilerledikge RNA, RNase H etkisiyle tahrip edilir.
kisa zincirin sentezinde' kalip olarak uzun sarmal kullamlir. Sentez DR2’nin 3'
ucundan baslar ve uzun zincirin 5' ucundaki terminal protein sonlanincaya kadar
devam eder. Genomun sirkiilasyonu (-) iplik¢igin 3' ucundaki 9-10 niikleotidlik
terminal artik sayesinde Qlur. Kismen ¢ift sarmall: sirkiiler yapidaki kor kispnnin
kilif proteinleri tarafindan cevrelenmesi ve aym: zamanda polimerazin da
tilkenmesiyle kisa zincirin sentezi tamamlanamaz ve bu sarmal eksik kalir (6,12)
(Sekil - 2).

Hepatit B yiizey proteini (HBs), endoplazmik retikulumda dncelikle
transmembran proteinleri olarak sentezlenir. Oligomerizasyon, molekiil ici ve
molekiiller aras: disiilfid kopriflerinin olugmasiyla olgunlagr, tomurcuklanma
sirasmda membran lipidleri ile birlikte kor partikiillerini ¢evreleyip hiicre digina
¢ikarlar. Transgenik farelerde ve hiicre kiltiirleri iizerinde yiiriitiilen ¢aligmalarda
pre-SP'in  hiicre icinde birikmesinin HBsAg sckresyonunu inhibe ettigi
gﬁzlenmisfir. Ancak pre-SVHBsAg orammin, HBsAg’nin hiicre digina
sekresyorundaki rtolii kesin olarak bilinmemektedir. HBsAg, cccDNA
formasyonunu inhibe ettiinden bunun HBV replikasyonunda negatif feedback

mekanizmasi oldugu kabul edilmektedir (2,22,65,77).
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Tablo-3 : HBV genleri ve bu genler tarafindan sentezlenen protemlcnn Gzellikleri
(Kaynak 41°den alinarak uyarlanmxstlr),

Geangax Nitkleotid Protein Amincesit sayist Motekill afhst  (kDa)

verlegimi Ncngxkdlze Glikdlize
PreSl 28503174 LHBs 389 39 42
P2 3174157 MHBs 281 33 36
S 157833 SHBs 226 24 27
PeCC 18162452, HBeAg 212 15 -
C 1903-2452 HBeAg 183 19 -
P 2091623 DNApd 832 ) -
X 13761838 HBxAg 16 -

3.1.5. Viral Proteinler ve Antijenik Yapilar

3.1.5.1 Yizey (Kulif) Proteinleri

Hepatit B virlisiinlin ylizey proteinleri, Pre-S ve S gen blgesinden olusur
ve ¢ farkli viral zarf proteinini kodlar. Bu proteinler aym karboksil ucunu
paylagirlar; ama amino uglar1 bir bagka deyisle baslangiglar1 farkhidir. En uzun
olan L (large) protein (LHBs) pre-Si, pre-S2 ve S geni, M (medium) protein
(MHBs) pre-S2 ve S geni, en kisa olan S (small) protein (SHBs-major protein) ise
sadece S geni tarafindan kodlanir. 2850 ile 3174. niikleotidler arasinda yer alan
pre-Sl gen blgesi 108 aminoasitten olusan bir polipeptidi sentezlgrken, 3174-157.
nikleotidler arasinda bulunan pre-S2 bolgesi 55 aminoasitlik bir protein
molekiiliinil, 157-833. niikleotidler arasindaki S bolgest ise 226 aminoasitten
olusan polipeptid sentezini gergeklestirmektedir (1,12,77). Kanda sirkiile olan S
geni Uriinlerinin yaklagik %5-15°t M, % 1-2’si L ve geri kalan kismu S
proteininden olugmaktadwr. Her ii¢ partikiil tipinde de predominant olarak S

proteinleri buluhurken, subviral 22 nm’lik partikiillerde degisebilen miktarlarda M
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polipeptidleri ve ¢ok az miktarda da L zincirleri bulunur. Kiigiik partikiillerde
bazen yiizeyin biiyilkk proteinine (LHBs) hi¢ rastlanmayabilir ama Dane
partikiillerinde L proteini daima vardir. Dane partikiillerinde L:M:S oram yaklagik
1:1:4 seklindedir. Dane partikﬁllerinin olusumu, bir araya gelmesi (assembly) ve
konak hiicreden salinmasi i¢in M proteininin varlig1 sart olmamakla birlikte S ve
L proteinlerinin mutlaka sentezlenmis olmas: gerekmektedir. L ve M proteinleri
enfeksiyonun erken donemlerinde ortaya ¢ikmakta ve bunlara karsi gelisen
antikorlarin gosterilmesi iyilesmenin habercisi olarak kabul edilmektedir
(1,6,12,41,81).

Yiizeyin biiyiik proteini (LHBs veya L proteini): Bu protein 39 kDa
molekiil agirliginda 389 aminoasitten (bazen 400 aminoasite kadar uzar) olugmus
bir polipeptid olup glikolize edilmis formu 42 kDa agirhiginda ve sirasiyla
p395/gp42s seklinde gosterilir. LHBs en fazla Dane partikiillerinin ylizeyinde
bulunur (12).

Yiizeyin orta proteini (MHBs veya M proteini): Bu protein 33 kDa
molekii]l agirliginda 281 aminoasitten olugmus bir polipeptid ( p33s) olup, daima
bir ya da iki bolgesi glikolize edilmistir. Glikolize formu 36 kDa agirligindadir ve
gp36s seklinde gosterilir. M proteininin 133-139. aminoasitleri arasindaki bolge,
grup spesifik, 137-143. aminoasitleri arasindaki bolge ise tip spesifik epitoplar
olarak tam:r'nlanm1$t1r (6). Yiizeyin orta proteini (MHBs), HBV’nin hepatositlere
adsorbsiyonunda rol oynadig1 disiiniilen yapilardan biridir. Bu proteinin pre-S2
gen bolgesi tarafindan kodlanan pargast monomerik albliimin ve diger albiimin
tirlerine baglanmadig: halde gluteraldehitle polimerize edilmis insan ve sempanze

serum albiiminine (poly-HSA) baglanma o6zellifine sahiptir. Pre-S genleri
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tarafindan kodlanan proteinlerin hepsinde (p395, gp42s, p33s ve gp36s) poly-

HSA reseptérii olmakla birlikte reaktivitesi en fazla olan pre-S2’nin non-glikolize

iirintidiir (p33s). Insan serumunda bulunmayan poly-HSA’nin hepatosit

yiizeyinde varoldugu g(’istgrilmis ve bunun “viriis-konak hiicre” baglanmasinda rol |
oynadig1 ortaya konmugtur (6).

Kiiciik protein SHBs (S proteini): 24 kDa molekil agirhiginda 226
aminoasitten olusmus bir peptid olup glikolize edilmis formu 27 kDa
agirhgindadir. Sirasiyla p24s ve gp27s seklinde gosterilir. HBV tarafindan
sentezlenen proteinlerin 6zellikleri tablo-3’de gosterilmektedir.

HBsAg’nin biiylik kismim olusturan SHBs kilifin majér proteini olarak

bilinir ve B lenfositleri igin epitop bélgesine sahiptir (6) (Sekil-3).

filaments

spheres

length 17-25 nm

variable
Sekil- 3 : HBV’nin Yiizey Proteinleri (Kaynak 36’den alinarak uyarlanmistir).
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Yiizeyin kigilk proteinini (SHBs) olugturan aminoasitlerin  belli
bolgelerdeki dizilis farkhliklarina gore HBsAg tzerinde en az 5 antijenik
determinant (a, d/y ve w/r) bulundugu saptanmugtir. Biitiin subtiplerde ortak olarak
yer alan gruba 6zgiil “a” determinanti mevcuttur. Virion’un dis yiiziinde bulunan
“a” determinanti, as1 veya dogal enfeksiyon sonrasi olugan anti-HBs’lerin bﬁyﬁk
kismim baglama ozelligine sahiptir. HBsAg’ nin diger iki determinant: d/y ve
wi/r’dir. SHBs nin, aminoasit 122 pozisyonunda lizin varsa “d”, arginin varsa “y”
determinant: olugmakta, aminoasit 160 pozisyonundaki arginin “r” determinantim
meydana getirirken, lizin “w” subtipinin tamimlanmasina yol agmaktadir. Ancak
“w” antijenik heterojenite gosterir. Tiim “w” determinantlarinda lizin bulunmakla
birlikte pozisyon 127’deki aminoasite gore 4 farklt “w” subtipi saptanmistir. Bu
determinatlarin kombinasyonlar1 4 subtip (adw, ard, ayw, ayr) halinde bulunur.

[T €6 9%

Ayrica “x” ve “g” gibi ek determinatlarin varlig: da gosterilmistir (3,21,34,36,41).

3.1.5.2. Kor Proteinleri

Hepatit B viriis genomunda, C geni tizerinde okuma igleminin basladigt iki
farkli kodon (niikleotid 1816 ve niikleotid 1903) bulunmaktadir. Bu sekilde pre-C
ve C olmak iizere iki bolgeye ayrilan C geni, antijenik ozellikleri farkl iki degisik
protein (HBeAg ve HBcAg) sentezleme kabiliyetine sahiptir. Pre-C bolgesi 29
aminoasitlik bir peptidin tretiminden sorumlu olup, bu peptid sentez sirasinda
olugan poiipeptidin konak hiicre endoplazmik retikulumuna yonlendirilmesini
saglar. Niikleotid 1903 ile 2452 arasinda yer alan C bolgesi ise 1.83 aminoasitten
‘meydana gelen bir polipeptid (p23c) sentezler. p23¢’nin karboksi terminal ucunda

arginince zengin ve bu nedenle oldukea bazik dzellige sahip olan 34 aminoasitlik
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bir bolim vardir. Bu bolimiin viral DNA’ya baglanmadan sorumlu oldugu
dusinilmektedir (1,12,41).

Her iki bolgeye ait durdurma kodonu ayni nitkleotidde (nitkleotid 2452)
bulunur. Dolayisiyla protein sentezi sirasinda okuma islemi hangi baslanglg:'
kodonundan baglarsa baslasin ayni ortak noktada sonlamir. Pre-C’den baglayan
okuma igleminde her iki bolge de okunarak 212 aminoasitden (29aat+183aa)
olugan, 25 kDa molekiil agirliginda bir polipeptid (p25c¢) sentezlenir. Islenmemis
haldeki bu proteinin aminoasit dizisi, N terminal ucunda yer alan 29 aminoasitlik
ek parga disinda, HBcAg dizisi ile tamamen benzerdir. Bu ek parga, sentez
sirasinda giderek uzamaya baglayan pre-C polipeptidini (p25¢) endoplazmik
retikuluma yonlendirir, burada bir peptidaz tarafindan C terminal bolgesindeki 34
aminoasitlik bolim kesintiye ugrar ve islenmis protein (pl5¢c-p18c) haline gelerek
ya golgi cisimcigi Uzerinden HBeAg olarak sekrete edilir yva da nukleusa
yonlendirilir (1,12,41,45,80).

Sonug olarak pre-C dizisi, aym gen (pre-C/C) tarafindan sentezlenen
polipeptidlerin sitoplazmada mi kalacafi, yoksa endoplazmik retikuluma mi
gideceginin belirlenmesinde, karboksi terminal ugtaki DNA baglayan kismin
konak hiicre tarafindan uzaklastirimasinda, hiicre membranlarinda protein
birikmesi ve HBeAg ozelligi gosteren-pl5c’nin sekresyonunda rol oynadif igin,
sentezlenen proteinlerin kaderini belirleyen bir yapidir (80). HBeAg ile HBcAg
ortak determinantlar igerir. Kanda dolagan HBeAg spesifik olarak serum
albiimini, immiinglobulin ve antitripsine baglanma ozelligine sahip oldugundan
yapisindaki HBcAg ile ilgili determinantlar maskelenir ve 6zgiil olarak anti-

HBe’ye baglanabilirken, anti-HBc¢ ile reaksiyona girrhez‘ Ayrica HBcAg’nin
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antikor baglama 6zelligi bu antijenin yapisini olugturan proteinin biitinligu ve
konformasyonuna baghdir. p23c kor partikiillerinde toplandift zaman HBeAg
determinantlart maskelenmektedir. HBcAg, viral DNA’ya sikica bagli bir molekiil
oldugundan anti-HBc ile reaksiyona girebilmesi; ancak kor partikullerinin.
pargalanmasi ve serbest polipeptid zincirlerinin agifa ¢ikmasiyla gergeklesir.
HBcAg, C geninin ikinci bolgesi tarafindan sentezlenen polipeptidin (p23¢) on
kismi 29 aminoasitlik ek dizileri eksik oldugu igin endoplazmik retikuluma
gidemez ve konak hiicre sitoplazmasinda kalir. Pre-C olmadan p23c’nin
ekspresyonu, hiicre iginde kora benzer partikiillerin birikimine neden olur. Hiicre
sitoplazmasinda modifikasyona ugrayan p23c, HBcAg olarak bilinen yap (p19¢-
21c) haline gelir ve karboksiterminal ucundaki 34 aminoasitlik kisim sayesinde
viral DNA’ya sikica baglanir. Yiksek derecede saflagtirilmig virion korlarinda ve
HBYV ile infekte hasta hepatositlerinde gosterilebilen HBcAg sikhikla intraniikleer
bolgede bulunur. Ancak aktif hastalik doneminde ve agit viral replikasyon
gosteren olgularda sitoplazmada da yaygmn olarak saptanabilir. HBeAg
ekstraselliiler ortama (serum) sekrete edildigi halde, HBcAg igin boyle bir durum
s6z konusu degildir. Bu nedenle dolagimda serbest halde HBcAg’ye rastlanmaz.
Kanda sadece Dane partikillerinin iginde bulunur. Serum defalarca dondurulup,
¢oziliir veya lipid eriticiler ile muamele edilirse virionlar parcalamir ve HBcAg
serbestlesir. HBeAg ve HBcAg olduk¢a immunojeniktir. Bununla beraber,
HBcAg’nin immunojenitesi HBsAg’den daha fazladir. HBV ile infekte hastalarin
hemen tamaminda gerek HBeAg, gerekse HBcAg’ye karst hem hiicresel hem de
humoral cevap geligir. Bu konuda yapilan galigmalar, her iki antijenin déT ve B

hiicreleri ile iligkili olan epitoplara sahip olduBunu ortaya koymustur (1,12).
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HBcAg'ye 6zgill T hiicreleri, HBsAg humoral cevabini baglatabilir ya da bu
yanita fonksiyonel yardim saglayabilir. Boylece genetik kaynakhi S epitop
cevapsizliginin Ustesinden gelinmesine yardim eder. Bu nedenlerle S antijen
agilarma HBcAg eklenmesinin insanlardaki etkinligi arttwrabilecegi ve S antijenine
cevapsizhpmn s6z konusu oldugu bireylerde antikor yamti gelistirebilecegi
diisiiniilmektedir. Ancak anti-HBs’nin tersine HBcAg’ye kargt olusan antikorlar
koruyucu degildir. Erken beliren ve uzun siire kahici §zelligi olan anti-HBc
antikorlari, HBV enfeksiyonu gegiren saglikh bireyler yanmda persistan HBV
enfeksiyonlu hasta serumlarinda da bulunur. Anti-HBc IgM akut doénemde,
HBsAg’nin kaybolup anti-HBs’nin heniiz belirmedigi dénemde (window period)
pozitiflesir. Fakat bu antikorun tek bagina akut enfeksiyon gostergesi olarak
algilanmast yanligtir; ¢iinkii bazi HBsAg tagtyicilari ile ¢ogu kronik hepatitli
hastada diigiik titrelerde de olsa bu antikorlara rastlanr. Dolaysiyla anti-HBc
IgM’nin  pozitifliginden ¢ok  negatif* bulunmasi daha  degerlidir

(1,12,14,23,24,38.47).

3.1.5.3. Polimeraz (P) Proteini

Hepatit B viriisiiniin yapisinda bulunan polimeraz geni, HBV genomunun
yaklagik 3/4°iinii i¢ine alan en uzun gen bolgesidir. P proteini, 832 aminoasitten
(bazen 845 aminoasite kadar uzar) olusmus ve 90 kDa molekiil agrhigmndadir. P
proteini, fonksiyonel olarak revers transkriptaz, endontikleaz (RNase H), DNA’ya
bagli RNA polimeraz ve RNA’ya bagimli polimeraz aktivitesine sahiptir. Genetik
analizler sonucunda, aminoterminal ugtan karboksiterminal uca dogru
diizenlenmis farkl fonksiyonel bolgeler tanmnlanmugtir (23). Bu bolgeler ve.

fonksiyonlarim siraladigimizda,
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= terminal protein; negatif DNA sarmalimin sentezlenmesinde RNA
pregenomunun tersine transkripsiyonu i¢in “primer” olarak hizmet verir.

= spacer bdlge; bu bolgenin enzim aktivitesi lizerine direkt etkisi
yoktur, ¢ikariimasi durumunda aktivite kaybi olmaz.

DNA polimeraz; revers transkriptaz aktivitesi

= RNase H aktivitesi; RNA pregenomunun sindirilip yok edilmesinde
endoniikleaz gorevi iistlenir.

Ancak etkinlikleri farkli olan bu bolgelerin viral bir proteaz tarafindan
parcalanma sonucunda mi? yoksa yapimn biitiinliigiiniin korunmasiyla mi? islev
gordiigli henliz tam olarak ac¢iklifa kavusmamistir. P proteini immunojeniktir.
Hasta serumunda bulunan anti-DNA polimeraz antikorlar, sentetik peptid

antijenleri ile gosterilebilmektedir (23,41,58).

3.1.5.4. X Proteini

X geni, HBV genomunda 1376 ile 1838. niikleotidler arasinda yer alan en
kiiciik gen bolgesidir. Tim memeli hepatit B viriislerinde bulunur. X geni,
transkripsiyonel transaktivatérler olarak gérev yapan iki protein sentezler. X geni
tarafindan sentezlenen HBxAg, 154 aminoasitten meydana gelmis, 16 kDa
molekil agirhginda, kiiciik, bazik bir proteindir. X proteini, kB gen bolgesi
(hiicresel transkripsiyon faktér-NFkB-igin baglayici dizi) tarafindan kontrol edilen
transkripsiyonu aktive eder. Bu gen bélgesi bazi viriis (Human Immunodeficiency
Viris tip 1; HIV-1 ve Simian Viriis 40; SV-40) ve hiicresel genleri (B- interferon
geni) regiile eden ortak bir enhancer dizisidir. Dolayistyla X proteini; B-inferferon
enhancer elementlerince kontrol edilen transkripsiyonu, HIV-1 ve SV-40 viriisiint

aktive eder. Diger taraftan X proteini tiimdr supressor gen liriiniiniin (p53) islevini

21



bozar (23,28). Bu durum HBV ile iligkili hepétokarsinogenez sirecinin ilk
asamasinda, X proteininin etkili olduunu ve HBxAg’nin hepatoseliiler karsinoma
gelisiminde rol oynayabilecegini  diigiindiirmektedir. HBxAg’nin HBV
transkripsiyonunu da aktive ettigi gosterilmigtir. Ancak invitro ¢aligmalar bu
proteinin gen agtklanmasi veya HBV replikasyonu i¢in mutlak gerekli degildir
(23). Viral DNA’ya baglanmayan HBxAg’nin HBV ile infekte hastalarin
karacigerlerinde agiklandigina dair goérisler vardir. Ayrica, bu proteinin tamor
bask: geni tiriiniiniin iglevini bozdugu belirlenmis ve bu nedenle X proteininin

HCC’nin gekillenmesinde etkin oldugu diigiiniiimektedir (18,23).

3.1.6. Duyarklik ve Diren¢lilik

Hepatit B viriisii, serum i¢inde 30-32°C’de 6 ay, -20°C’de ise yillarca
canhiligini korur. Serum iginde 60°C’de 4 saat iginde inaktive olur, albiimin iginde
aym 181 derecesindeki dayamkliligi daha uzun olup, 10 saat kadardir. Kuru sicak
hava ile 180°C’de l saatte, otoklavda 121°Cde 15 daki‘kgda, kaynatma ile 10-20
dakikada inaktive olur. Kimyasal ajanlardan; %0.1-%0.2 glutaraldehit, %00.5-
%1°lik sodyum hipoklorid (veya 500 ppm serbest klor) izopropil veya etil alkol
viriisii inaktive eder. HBsAg igeren kan, plazma ve diger kan trinlerinin
ultraviyole 1ginlarina maruz birakilmasinin infektivite ve antijenik yap: lizerine

etkisi yoktur (6,12).

3.1.7. Hepatit B Viriisii Mutantlan
Kismen ¢ift sarmall bir DNA viriisii olan HBV, yagam siklusu sirasinda
pregenomik RNA’dan tersine transkripsiyonla DNA’ya déniisir. Her ne kadar

hizh replikasyon yetenegine sahip bir virils olarak bilinse de; revers transkriptaz
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enziminin ilk okuma yetenegindeki zayiflik nedéniyie, bu agamada niikleotid
yerlesiminde yanlighklar meydana gelmekte ve sonug:té, genom yapisinda
molekiller diizeyde mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (17). HBV ile infekte
olgulardan elde edilen degigsik suslar iizerinde yiwriitillen ¢alismalar, genom
tizerindeki herhangi bir yerde (S, pre-C/C, X, P, promotor ve enhancer) ortaya
¢ikabilen bu mutasyonlarin,

= tek bir taban bazinin degisimi

bir veya daha fazla sayida niikleotidin silinmesi
& aym dizinin diiz veya ters bigimde tekrar edilmesi
= nitkleotid dizilerinin yeniden diizenlenmesi, gibi farkli genetik

mekanizmalarla olugtugunu gostermigtir. Viriisiin gen bazinda olusturdugu
mutasyonlar, acgiklanan antijenik determinantlarin degigimine neden olmakta,
boylece gerek immiin yamittan kagma gerekse agilamalarda baganisizliklara yol

agmaktadir (13,23).

3.1.7.1. Yiizey (Kiltf) Mutantlar

Hepatit B viriisii yiizey varyantlan ile ilgili olarak tammlanan ilk 6nemli
mutasyon, allellerde ki subtip determinant ¢iftlerinde (d/y veya w/r) saptanmgtir.
Yapilan incelemeler bu immiinolojik farkliigin 519. ve 633. nikleotidlerdeki
degigiklikten kaynaklandifini ortaya koymustur. Sentez sirasmda 519,
nitkleotiddeki degisime bagh olarak HBsAg’nin 122. aminoasiti olan lizinm,
arginin ile yer degistirmesi durumunda “d” de'terminantl “y” determinantina
donigmekte; ayni gekilde nikleotid 633’in sorumlu oldugu 160. aminoasitteki

lizinin yerine arginin gelmesi “w” determinantitmn ‘Y’  determinantina.

doniigmesine sebep olmaktadir. Yiizey geni ile ilgili mutasyonlar, daha az siklikta,
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pre-Sl ve pre-S2 bolgelerinde de ortaya ¢ikabilmektedir. Anti-HBs ve HBsAg nin
birlikte pozitif oldugu kronik hepatitli bir hastada pre-S2 bolgesinin 9-22.
aminoasitleri arasinda 14 aminoasitlik kismin silindigi ve “a” determinantinin ilk
kivriminda g, ikinci krvriminda ise bir aminoasitin yer degistirdigi bir mutant
tammlanmugtir. Yapilan ¢aligmalar, o6zellikle kronik ve fulminant hepatitli
olgularda pre-S gen mutasyonlu defektif HBV varyantlarina, daha sik
rastlandifini ortaya koymustur (1,12,19,23,29,67).

Hepatosit membranina baglanma ve akut HBV enfeksiyonu sirasinda pre-
SI bolgesinde de mutasyonel degisiklikler goriilebilecegi  bildirilmistir (26).
Gerken ve arkadaslan HBsAg ve HBeAg pozitif, karaciger kanserli bir hastadan
pre-SI bolgesinin 183.baz ¢iftinde silinme mutasyonu tammlamislar (25), sonraki
yillarda aym mutasyonu igeren varyant, Japonya’da kronik hepatit hastasi olan iki
kisiden de izole edilmigtir. HBV genomunda pre-Sl bolgesinin 183. baz ¢iftindeki
silinme mutasyonu, pre-S2 promoter bolgesi ile pre-S’deki T ve B hiicre tanima
bolgelerini ortadan kaldirmakta viriis immiin yamttan kagabilmektedir (32).
Caligmalar gostermektedir ki; viral replikasyon kaybi olmaksizin anti-HBe
serokonversiyonu goésteren bazi hastalardan izole edilen HBV DNA’larin
incelenmesi ile prekor/kor geni wzerindeki mutasyonlarin varhi@t ortaya
konmugtur. Klasik HBsAg subtiplerinde en 6nemli mutasyon 145. aminoasit
pozisyonunda glisin yerine arginin gelmesidir. 587. niikleotidde guanin (G) baz
bulunmakta ancak mutant suslarda guanin, adenin (A) ile yer degistirmekte,
sonugta GGA (glisin) yerine AGA (arginin) sentezlenmekiedir. Bu durumda
klasik HBsAg subtipleri ile hazirlanan agilanin  koruyuculugu yeterli

olmamaktadir. HBV S mutantlan: ile infekte olgularda gorilebilen, tek bagina
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HBV DNA pozitifligi ve tek bagina HBsAg pozitiﬂigi, anti-HBs ile HBsAg nin
birlikteligi gibi aligilmadik serolojik profiller gorulebilmektedir. Bu durumda
HBsAg saptanmasinda hangi tip (monoklonal veya poliklonal) antikor kullanildigs

da 6nem kazanmaktadir (1,6,14,25,29,30).

3.1.7.2. Prekor/kor Mutantlar (pre-C/C)

Prekor bolgesinde goriilen en 6nemli mutasyon HBeAg’nin agiklanmasim
engelleyen durdurma kodonun olusumudur. Normal sartlarda, prekor bolgesinde
durdurma kodonu bulunmaz ve prekor bolgesinin baglangig kodonundan baglayan
sentez islemi kor bolgesinin baglangic kodonu ile devam eder. Eger prekor
bolgesinin 1896. niikleotidindeki guaninin (G) yerini adenin (A) alirsa, kodon 28
(TGG, triptofan kodonu) TAG (durdurma kodonu) niteligini kazanir ve HBeAg
sentez edilemez (69). HBeAg’ nin hepatosit yiizeyinde agiklanmasint engelleyen
durdurma kodon mutasyonu viriisiin, konagin sitotoksik yamtindan kagarak
yagamint sirdiirmesini saglar (76). Prekor bolgesinde 1896. niikleotiddeki
durdurma kodon mutasyonu, niikleotid 1858 varyantlan ile yakin iliskilidir.
Niikleotid 1858’de prekor kodon 15°deki prolin igin timin (T) veya sitozin (C)
olabilir (CCT veya CCC). Nikleotid 1858’de sitozin bulunan gen bolgesinde
1896. niikleotiddeki durdurma kodon mutasyonu gorilmemekte; fakat, timin
bulunan gen boélgesinde gelismektedir (7,15,46,69).

Son yillarda yapilan galigmalar, adenin 1896 mutasyonunun genomik
duyarliliginin HBV genotiplerine bagli olabilecegini dﬁsﬁndi}rmektgdir. Genotip
A iginde yer alan gen bélgelerinde, prekor mutantlarinin diigik siklig: niikleotid
1858”de sitozin bulunmas: ile agiklanabilmektedir. HBV’nin D genotipine sahip.

olan gen bolgelerinde ise prekor mutantlarimin sikh@ ¢ok yiiksektir. Bu durum
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mikleotid 1858°de timin varhg ile iligkilidir. Nikleotid 1858°de timin varlig:
genotip B ve E’ye ait gen dizilimlerinde %100, genotip C’ye ait gen
dizilimlerinde %85 ve genotip D’ye ait gen dizilimlerinde %99 oraninda
gozlenmistir (44). Bu da genotip B, C ve D’nin yaygin oldufu Dofu Asya ve
Akdeniz bolgesinde TAG mutasyonlarinin neden yitksek sikliga sahip oldugunu
agiklamaktadir. Genotip F’ye ait gen dizilimlerinde niikleotid 1858’de timin
varhig ile prekor TAG mutantlarinin varlig: saptanmistir (44,49). Hepatit B virisi
kor bolgesi mutasyonlar, prekor mutasyonlar: ile birlikte veya bunlar olmadan da
ortaya gikabilir. Prekor/promotor bolgesindeki degisiklikler hem HBeAg sentezini

hem de viral replikasyonu etkiledigi bildirilmektedir (11,15,44).

3.1.7.3. Polimeraz Mutantlar:

Hepatit B virGsinin replikasyonunu inhibe etmek amaciyla, viral
hastaliklarin tedavisi i¢in geligtirilmig olan gansiklovir, lamivudine ve famsiklovir
gibi pek ¢ok antiviral ilaglar kullamlmaktadir. Bu ajanlar her ne kadar HBV
replikasyonunu  baskilamakta oldukga etkili olsalar da uzun sireli
kullammmlarindan sonra ilaca direngli HBV suslar ortaya ¢ikmaktadir (5). Su ana
kadar ilaca bagl en iyi tammlanmis HBV mutantlari lamivudine (LAM) direngli
olanlardir. Hepadnavirisler, retroviriislerde oldufu gibi tersine transkripsiyon
mekanizmasint  kullanarak gogalir ve revers transkriptazlarimin katalitik
bolgesinde polimerizasyon aktivitesi i¢in gerekli olan yitksek derecede korunmus
tirozin-metionin-aspartat-aspartat (YMDD) motifine sahiptirler. Uzun siire LAM
verilen hastalarda tedavinin 32-40. haftalarindan sonra daha fazla olmak iizere
HBV-DNA’nin yeniden pozitiflestigi saptanmig ve YMDD motifi incelendiginde;.

metioninin valin veya izolosin ile yer degistirdigi YVDD (tirozin-valin-aspartat-
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aspartat) veya YIDD (tirozin-izolosin-aspartat-aspartat) mutasyonlar: tespit
edilmistir. Famsiklovir (FAM) ise YMDD mutasyoriundan ziyade revers
transkriptazin B bélgesinde, 508 (V508L) ve 515 (L515M) pozisyonundaki
mutasyonlara neden olmaktadir (57). Bu tip B bolge yer degigtirmeleri, LAM
tedavisini takiben YI/VDD ile ilgili olarak da tanimlanmigtir (52). S6z konusu
mutant viral suslar immunsuprese hastalarin serumlarinda daha yiiksek titrelere

ulagmaktadir (9,30,33,70).

3.1.7.4. X Mutantlar

Hepatit B viriisi X gen bolgesi, virisiin replikasyonu igin dnemlidir.
Cunkt X proteini HBV genlerini transaktive etmekte ve kor/promotor, enhancer
II, DR1 ile DR2Z bu bolgede yer almaktadir. Dolayisiyla bu bolgelerde ortaya
¢ikan mutasyonlar s6z konusu yapilar1 da etkilemektedir. X geninde meydana
gelen degisik mutasyonlarin fonksiyonel 6nemi tam olarak agiklia kavugmamtsg
olmakla beraber bu tip varyantlanin infektiviteleri zayif, replikasyon seviyeleri
dagiktir (18). Kronik HBV enfeksiyonlu, HCC’li, fulminant hepatitli ve sirozun
son doneminde bulunan hastalarda X geni tizerindeki 130. (AAG—ATG,
lizin—methionin) ve 131. (GTC—ATC, valin—izolosin) kodonlarda nokta
mutasyonlart bildirilmistir (6). Her iki mutasyonda transaktivasyon igin gerekli
olan ve genomun 132-139. kodonlar: arasinda yer alan enhancer II-kor/promotor
bolgesine lokalizedir. Niikleotid 1655°deki C’nin T ile yer‘degis‘.cirdigi bir nokta
mutasyonu da tanimlanmigtir. Nikleotid 1770-1777 arasmdaki 8 niikleotidlik
silinme DNA replikasyonunu baskiladift ve sonugta HBsAg’nin negatif hale

geldigi bildirilmigtir (6,18,20,81).
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3.1.8. HBV Genotipleri

Molekiiler diizeyde yapilan caligmalar sonucunda, Hepatit B viriisinin
tam genorh nitkletid dizisinde %8’lik veya daha fazla niikleotid farkliliklarina
gore, HBV’nin 8 genotipi (A-H) bulunmaktadir (3,34). HBV tagtyicilik- oranlari,
dinyanin degisik bolgelerinde 6nemli farkliliklar gosterir. HBV sikliimin disiik
oldugu Kuzeybati Avrupa, Giiney Afrika ve AB.D.’deki persistan tasiyicilar
arasinda genotip A vaygindir. HBV bulasinda vertikal gecigin ilk sirada oldugu
Dogu Asya tlkelerinde (Japonya, Tayvan, Endonezya, Cin, Kore, Avusturalya)
genotip B ve C’nin sikhigi yiiksektir. Akdeniz Bolgesi, Rusya, Hindistan’da
genotip D yaygindir. Bat1 Afrika’da genotip E gorilmektedir. Su ana kadar HBV
suslaniyla ilgili smirli genétik bilginin elde edilebildigi Amazon bolgesi ve Perwr
gibi yitksek HBV sikhigina sahip iilkelerde ise genotip F’nin sik oldugu tespit
edilmigtir. Orta Amerika, Almanya ve Fransa’da genotip G, Giiney Amerika,
Meksika ve Ispanya’da ise en son tanimlanan genotip H bulunmustur (3,35,83).
Bu durum kismen, vertikal gegisten sorumlu olan HBeA%pozitif donemin daha
uzun olusu ile agiklanir. Vertikal gegisle infekte olan gc;cuklarda kroniklegme
orami yaklagik %80°dir. Bu nedenle hepatit B enfeksiyonu y(jm'jnéen endemik
olan bolgelerde, yiksek tagiyicilik offiniin devaminda en 6nemli mekanizmanmn
vertikal gecis oldugu kabdl edilmektedir (27,51,78). Bunun aksine genotip A ve
D’nin dominant oldugu Akdeniz ve Sahra alt: Afrika iilkelerinde horizontal gegis
daha 6énemlidir. (3,10,35).

HBV genotipleri ile HBsAg subtipleri arasindaki iligkilerin saptanmast
amactyla tim genom dizisi ile HBsAg'nin antijenik determinantlarma gére

belirlenmig subtiplerin temel alindift S gen bolgesi ka.rsilastmlmm ve genotipler

28



arasindaki farklilik simin % 4 olarak tesbit edilm.ig, ve genotip-subtip dagilim
yapilmistir. Ancak, genotip ve subtipler birbirleriyle parelellik gostermemektedir.
Bir subtip farkh genotiplere sahip olabilecegi gibi, farkl: subtiplerde aym genotipe
sahip olabilir (49,65). HBV genotip ve subtiplerinin cografik dagilimlar: tablo-
4’de belirtilmistir.

Tablo- 4 : HBV Genotip ve Subtiplerinin Cografik Dagilim (Kaynak 10 ve
34’den alinarak uyarlanmugtir),

Genotip | Subtipler En sik gorilen bolgeler

adw2. avwl Kuzeybat1 Avrupa, Amerika, Orta Afrika,
A - ByW Hindistan
B adw2, aywl Japonya, Taiwan, Endonezya, Cin
v adw2, adrq+, adrq- |Dogu Asya, Taiwan, Kore, Cin, Japonya,
C ayr, adr Polonya, Vietnam, Avustralya, Amerika
D ayw2, ayw3, ayw4, | Akdeniz Bolgesi, Tiirkiye, Rusya, Hindistan
B ayw4 Bati ve Sahra alt1 Afrika
F gt i Orta ve Giiney Amerika, Polonya

ayw4

adw2 Orta Amerika, Fransa, Almanya
g |adw Giiney Amerika, Meksika, Ispanya

Hepatit B viriisiiniin genotiplendirilmesi, virisin gegigi ve patogenezinin
aydinlatilmasinda énemlidir. Viriisiin farkl izolatlart arasinda dizilem farklihguin
incelenmesi, genotipler arasindaki rekombinasyonlar sonucu ‘olug,an mozaik
yapinin gorialmesi, varyantlarin serolojik reaktivitesi ve patojenitesi, viritlens ve
tedaviye yamitini gosterebilecegi farkliliklarin anlaglabilmesi agisindan 6nemlidir.

Bununla birlikte HBV cografik -dagilimla baglantil olarak da genetik farkliliklar
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gostermektedir. HBV enfeksiyonu epidemiyoldjisinin analizi ve bireysel

olgulardaki enfeksiyon kaynaginin belirlenmesinde de onemlidir (62).

Hepatit B viriis patojenitesinde genotipik farklibikiarin rolu ve HBV
genotiplerinin enfeksiyonun klinik seyri iizerine etkisi heniiz tam olarak
belirlenememistir. Bununla beraber HBV genotipleri arasinda klinik ve patolojik
farkliliklanin olduguna dair deliller mevcuttur. Kronik hepatitlerde A genotipi
baskin bulunurken, akut hepatitlerde genotip D daha baskin oldugu saptanmigtir.
Genotip B 6zellikle genglerde hepatoseliiler karsinoma gelisimi ile iligkili olarak
gorulurken, genotip C, daha ciddi uzun sireli karaciger hastalifn ile
iligkilendirilmigtir. Genotip A’nin, gocuklarda daha ok kronik B hepatitine sebep
oldugu saptanmistir. Genotip G’nin de kronik HBV hastalarindan izole edildigi

belirtilmektedir (40,48,61,63).
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4. GEREC VE YORTEM

4.1, Gereg

4.1.1. Haste Grabu

Caligmaya, Firat Universitesi Tip Merkezine HBV enfeksiyonu siiphesi ile

bagvuran ve Firat Universitesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali Viroloji

Laboratuvari’nda, HBV DNA yoniinden aragtiriimas: yapilan hastalar arasinda

serum HBV DNA’st pozitif 127 hasta (74 erkek ve 53 kadin) dahil edildi.

4.1.2. Kimyasallar (Tampon (izeltiler ve Soliisyonlar)

Agaroz

DNA Marker (100bp)

dNTP set (100 mM)

Ethanol (Etil Alkol Absolute)
Etidyum Bromiir (EtBr)
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
Fenol Kloroform

Hidroklorik Asit (HCL)
Izoamilalkol

Mineral yag

Prim erler (sense, inler ve anti sense)
Proteinaz K

Sodyum Asetat

Sodyum Dodesil Silfat (ASD_S)
Sodyum Hidroksit (NaOH)

Taq DNA polimeraz (500UT)

Onbio Inc

MBI Fermentes
Promega

Carlo Erba Reagenti
Sigma

Sigma

Merck
Riedel-de Hagn
Sigma

Sigma

DT

MBI Fermentes
Sigma |

Sigma

Merck

MBI Fermentes
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»

»

»

»

»

»

Tris base Sigma
Restriksiyon Enzimleri (RE)

Alwl (1250 UNITE) 10 units/pl  (NEB RO513L)

Earl (1500 UNITE) 10 units/ul (MBI FERMENTAS)
Hphl (2000 UNITE) 10 units/ul  (NEB RO158L)

Neil (5000 UNITE) 10 units/pl (MBI FERMENTAS)
NlalV (1000 UNITE) 10 units/uL(MBI FERMENTAS)
NigIV (200 UNITE) 10 units/pl (NEB RO126L)

4.1.3. DNA Ekstraksiyonu icin Kullanilan Kimyasal Maddeler

=

»

»

»

»

»

»

&=

Proteinaz K

Proteaz 0.5 gr
NaCl 150mM
Tris-HCl, pH=8 20mM
EDTA 50mM
SDS %10’luk
Distile su 100 ml
Fenol Kloroform-izoamil alkol (24:24:1)
Kloroform-izoamil alkol (24:1)
3 M Sodyum Asetat

% 99.5’lik etanol

% 70°lik etanol

(Promega, ABD)
(Sigma, ABD)
(Sigma, ABD)
(Sigma, ABD)
(Sigma, ABD)

(Sigma, ABD)

(Sigma, ABD)
(Sigma, ABD)
(Sigma, ABD)
(Kimetsan, Turkiye)

(Kimetsan, Tirkiye)
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4.2. Yontem

4.2.1. Serumdan HBV DNA Izolasyonu

Hasta serumlar1 analiz yapilincaya kadar —20 °C’de muhafaza edildi ve
HBV DNA ekstraksiyonu igin serumlar ¢ozdiirillerek, Proteinaz K/Fenol-

Kloroform-izoamil alkol yéntemi ile DNA ekstraksiyon islemi yapildi (72).

4.2.1.1. DNA Ekstraksiyon Yontemi

1. 1.5 ml’lik ependorf tiipler numaralandirilarak igine 500 ul Proteinaz K
soliisyonu eklendi.

2. Uzerine 100 ul serum drnegi eklenip pipetlenerek homojenize edildi.

3. Bir gece 37 °C’de sicak odada bekletildi.

4. Tupler sicak odadan alinarak iizerlerine 1:1 oraminda 600 pl
fenol/kloroform/izoamil alkol (24:24:1) eklenerek, 15 saniye vortekslendikten
sonra 13.500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

5. Ust faz, 1 ml’lik pipetle protein tabakasina degmeden dikkatlice alinarak yeni
tiiplere aktarildi.

6. Karisim {izerine 600 pl kloroform/izoamil alkol (24:1) eklenip 13.500 rpm’de
8 dakika santrifiij edilerek iist faz tekrar yeni bir tiipe aktarild.

7. Uzerine 1000 pul %99.5°lik etanol ve alinan tist fazin %10’u kadar 3M’lik
éodyum asetat eklendi. Karisim 5 saniye vortekslenerek —20 °C de bir gece
bekletildi.

8. —20 °C den alinan tiipler 13.500 rpm’de 15 dakika santﬁﬁij_edildi. DNA
pelletine dokunmadan, 1 m1’lik pipet ile etanol dikkatlice gekildi.

9. Pellet iizerine % 70’lik etanolden 800 pl eklendi ve 15 saniye vortekslenip,

13.500 rpm*de 10 dakika santrifiij edildi.

33



10. Etanol, 1 ml’lik pipet ile gekilerek, tiiplerin égz1 acik kalacak sekilde 30
dakika kurumaya birakildi.

11. Tipler tizerine 40 pl distile su eklenip, DNA’nin siispansiyonu i¢in yarim saat
oda 1sisinda bekletildi.

12. Boylece PZR igin gerekli DNA siispansiyonu kullanima hazir hale geldi.

4.2.2. HBYV DNA’min S Gen Bélgesinin PZR ile Amplifikasyonu

4.2.2.1. Primerler

Asagida niikleotid pozisyonlan: belirtilen sense, inner sense ve anti sense
primerlerle; HBV S gen bolgesinde, 685 bp ve 485 bp uzunluklarinin
amplifikasyonu igin 127 hasta HBV DNA’larinin semi-nested PZR ile

amplifikasyonu planlandi (54).

Primer Tip .Baz dizisi Nt. pozisyonu
HBMF1 Sense 5-YCCTGCTGGTGGCTCCAGTTC-3' nt. 55-75

HBMF2 Inner sense 5'-GTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTC-3' nt. 246-271

HBMR2 Anti sense 5-AAGCCANACARTGGGGGAAAGC-3' nt. 730-709

Birinci asamada; sense primer HBMF1 ve anti sense primer HBMR2

kullanilarak 685 bp’lik bolgenin ¢ogaltilmas: saglandi.

Ikinci asamada; Inner sense primer HBMF2 ve anti sense primer HBMR2

kullaniarak 485 bp’lik bélgenin gogaltilmas: saglandi.
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4.2.2.2. PZR Amplifikasyon Karigimu
Amplifikasyon karigimi 50 pl’lik reaksiyon hacminde gergeklestirildi.

Bunun igin otomatik 11 déngii cihazi (thermal-cycler PCR, Hybaid, Sprint,

Ingiltere) kullanlds.

Amplifikasyon karigim Hacim
10X PZR tamponu 5ul

25 mM MgClI2 5ul
10mM dNTP karigimt 1l
Sense primer HBMF1 (100 nmol ) 0.25ul
Anti sense primer HBMR2 (100 nmol) 0.25 ul
Taq Polimeraz (5U/ul) 0.5 ul
dH20 28 pl
HBYV DNA kalibs 10 ul

PZR Amplifikasyon Protokolii

Bagslangic denatiirasyon : 94 °C’de 4 dakika
Denatiirasyon : 94°C’de 1 dakika
Primer baglanmasi : 60°C’de 1 dakika
Uzama : 72°C’de 1 dakika
Dongi sayist : 40 siklis

Son uzama : 72°C’de 5 dakika
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4.2.3. PZR Uritnlerinin Analizi
Thermal-Cycler cihazindan alinan PZR triinlerinin anélizi jel elektroforezi
yontemi ile gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi igin kullamlan kimyasal

kanigimlarin igerikleri agagida belirtilmigtir (72).

30X TAE soléisyonu

Tris base (Sigma, ABD) 242 gr
Glasial asetik asit (Sigma, ABD) 57.1 mi
0.5 M EDTA pH=8 (Sigma, ABD) 100 ml
1X TAE soliisyonu

50X TAE soluisyonu 20 ml
dH20 980 ml

Bromfenol blue jel viikleme boyast

%30 Bromfenol blue 6 gr
%40 Gliserol 8ml
1X TAE soliisyonu 20 ml
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4.2.4. PZR Uriinlerinin Jel Elelaroforezinde Yiiriitiilmesi

PZR irinlerinin elektroforeze yiklenmesi igin %3’lik agaroz jel
hazirlandi. Bunun igin 3 gr agaroz hassas terazide tartildi. Uzerine 100 ml 1X
TAE soliisyonu eklendi. Kaynayincaya kadar 1siticida bekletildi daha sonra 1sist
50 °C’ye sogutularak, iizerine 10 pl etidyum bromiir eklendi. Hazirlanan karigim
elektroforez tepsisine dokildi. Jel donduktan sonra yatay olarak elektroforez
tankina yerlestirildi. Amplifikasyon trininden 10 pl alinarak, 3 pl Bromfenol
blue yiikleme boyasi ile karstinhip jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Molekiiler
4agirhk belirteci (100 bp Marker) esliginde 30 dakika 90 V sabit elektrik akiminda
yiritildi (72). Daha sonra ultraviyole (UV) transuliminator altinda, molekiler

agirlik belirteci (Marker: M) ile kargilagtirilarak bant biiyiikliikleri degerlendirildi.

4.2.5. Restriksiyon Enzimi Kesim Deneypleri

Genotiplendirme ¢aligmasi, daha 6nce Mizokami ve arkadaglari tarafindan
yapilan ve GenBaﬁk’tan alinan 68 HBV full-genom dizileriyle karsilagtirilarak
ortaya ¢ikarilan RFLP yontemiyle, HBV genotiplerini belirleme stratejisine gore
uyarlanarak gerceklestirildi (54) (Sekil- 4). Semi-nested PZR amplifikasyonu ile
elde edilen 485 baz ¢ifti uzunlugundaki gen bolgesinde 5'-G G A T C-3' dizisini
tantyan 4iwl, 5-C T C T T C-3' dizisini tamiyan Earl, 5-G G T G A-3' dizisini
tamyan Hphl, 5'-C C*S G G-3' dizisini tamyan Ncil ve 5'-G G N"N C C-3' dizisini

taniyan NlalV enzimi kullanilarak yapildi.
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HBMF1 HBMF2 HBMR2

3144 3164 120 145 ' 583 604
3215 1

( HBV E geni >

@i-nested PZR firiini = 485 BD

Birinci basamak
Abwl ile kesim=485bp . ... e Genotip C

Ikinci basamak
Earlile kesim=485bp ... ........c........... Genotip B

Ugiincii basamak
Hphl ve Ncil ile kesim=379bp ... ... Genotip E
=485 veya438bp ... Genotip F

Dérdiincii basamak
NlalV ile kesim =219 veya 220 bp ........ Genotip A
=186bp oo Genotip D

Sekil — 4 : RFLP yontemiyle HBV genotiplerini belirleme stratejisi. Semi-nested
PZR irinlerinin, birinci basamakta Alwl ve Earl enzim kesim deneyi sonucu 485
bp’lik bolgede, genotip C ve genotip B simflandiriimaktadir. Hphl ve Necil enzim
kesimleriyle olusan bolgelerde genotip E ve genotip F olarak
simflandiriimaktadir. Son basamakta ise NlalV enzim kesim deneyi sonucunda
olugsan kesim bolgelerine gére genotip A ve genotip D olarak

siniflandirtimaktadir.
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4.2.5.1. Awl Enzim Kesimi

5ul PZR triind, 1l Alwl enzimi, 5ul buffer 4 ve 14 pl dH20 varliginda
25ul hacim iginde 3 ile 6 saat 37 °C’de kesime birakildi. Kesim tirlinlerinden 20pul
aliharak ve 3pl bromfenol blue ile kangtirilarak %3’lik agaroz igeren jele
yiiklendi. Urinler 1X TAE iginde ve 140V sabit voltajda yaklagik 30-40 dakika

elektroforeze tabi tutuldu.

4.2.5.2. Earl Engim Kesimi

5ul PZR iirtindi, 2pul Earl enzimi, 5pl buffer 1 ve 13 pl dH20 varhifinda
25ul hacim iginde 3 ile 6 sadt 37 °C’de kesime brakildi. Kesim #rtinleri 20ul
alindi ve 3ul bromfenol blue boya ile kargtirilarak %3’lik agaroz igeren jele
yiiklendi. Uriinler 1X TAE i¢inde ve 140V sabit voltajda yaklagik 30-40 dakika

elektroforeze tabi tutuldu.

4.2.5.3. Hphl ve Ncik Enzimleri ile Kesim

5ul PZR iirtinti, 2pl Hphl enzimi ve 5ul buffer 4, 2pul Nedl ve 3ul buffer 4,
6 ul dH20 varhgmda 25ul hacim i¢inde 3 ile 6 saat 37 °C’de kesime birakilda
Kesim tirtinlerinden 20ul alinarak, 3ul bromfenol blue boya ile karistirihp %3’lik
agaroz igeren jele yiiklendi. Uriinler 1X TAE iginde ve 140V sabit voltajda

yaklagik 30-40 dakika elektroforeze tabi tutuldu.

4.2.5.4. NlalV Enzim Kesimi
S5ul PZR url“mu, 1pl NlalV enzimi, 5ul buffer 4+BSA ve 14 pl dH20
varliginda 25pul hacim i¢inde 3 ile ¢ saat 37 °C’de kesime bwakildi. Kesim

firlinleri 20p1 alind1 ve 3pul bromfenol blue boya ile karigtirilarak %3’lilkk agaroz
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igeren jele yiiklendi. Uriinler 1X TAE iginde ve 140V sabit voltajda yaklagik 30-

40 dakika elektroforeze tabi tutuldu.
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50 BEHEGHELAR
5.1. Hastalar
Caligmaya rotin HRWV-PZR taramalan sonucunda HBV ile infekie oldugu
belirlenen 127 hasta (74 erkek ve 53 kadm) dalnl edildi Botin omebler HBsAg,
pozitif olup, ortalama HBV DNA dizeyleri 7000 po/ml (1300 ile 18142 pg/mi)

olarak saptandr. 127 serum arneginin ckstraksiyonu sonuen elde edilen PXINATar

PZR isleminde kalip olarak kullansids.

820 Hepatit Bovivlisth & genindn PAR fle ghstoribnesi
Hepatit B virtisii 5 gent bolgesine ézei) HBMET ve HEMR2 primerler

kullanilarak PZR amplifikasyonu eercekiestivildi Amplifikasyon Grini % 37k

agaroz jelde yoriitlerek 685 by nzuniofiunda pen bolpesi porintilend (Sekil-5).

(F85 bp 1ik

— 5 HBMEY ve HBRMEY privnetert e, PAR sormea elde edilon 685 b7

% gen balgess

K 100 bp lik DINA markert, suion 114 8 gon bolpesi 200 Dviinaen

Al
.



5.3. Hepatit B viriisii S geninin semi-nested PZR ile gisterilmesi

HBMF1 ve HBMRZ2 primerleriyle ¢ogaltlan birinci PZR artinleri kalp
olarak kullamlarak, HBMF2 ve HBMR2 primerleriyle semi-nested PZR
amplifikasyonu gergeklestirildi. Amplifikasyon triini %3’lik agaroz jelde

yiritillerek 485 bp uzunlugundaki S gen bolgesi gortntalendi (Sekil-6).

Sekil — 6 : HBMF2 ve HBMR2 primerleriyle yapilan semi-nested PZR sonucu
elde edilen 485 bp’lik S gen bolgesi
M; 100 bp’lik DNA markeri, Siitun 1-4 S gen bolgesi semi-nested PZR Grtnleri



5.4. Enzim kesim deneyleri ile HBV genotiplerinin belirlenmesi
HBV DNA’larindan, semi-nested PZR ile ¢ogaltilan 485 bp’lik PZR
drtinlerinden 5’er pl alnip, bes farkli enzimle (A1, Earl, Hphl, Ncil ve NlalV)

enzim kesim deneyi yapilarak her bir 6rnegin genotipi belirlendi.

5.4.1. Hepatit B viriisit PZR diriinlerinin Alwl enzimiyle kesini

Semi-nested PZR ile ¢ogaltilan HBV S geni, AWl enzimiyle kesildi. Al
kesim uriinleri jelde yuritilerek, 485 bp’lik § gen bolgesinin 251. pozisyonda
kesildigi ve 234 bp uzunlugunda fragmentin varhigi gorildiu. Genotip C digindaki
biitiin genotipler de bulunan bu enzim bolgesi kullanilarak, 6rneklerimizin genotip

C olmadi@ ortaya konuldu (Sekil-7).

Sekil-7: Alwl enzimi ile kesim sonrasi PZR triinlerinin %3°lik agaroz jeldeki
gorunamleri. ‘

M; 100 bp’lik DNA markeri, Sutun 1-13 Al enzim kesim Griinleri

N
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6. TARTISMA

Bitin dinyada yaygin olarak gérilen hepatit B viriisiine bagh akut
hepatitlerin - %5’inin  kroniklestigi bunlarin  6nemli bir boliminin  siroza
doniistigl, sitozlu olgularda da hepataceliiler karsinoma (HCC) gelisme riskinin
vitksek oldugu bilinmektedir (36,60). Bu yuzden 6énemli bir saghk sorunu olan
HBV ile mucadelede basarilt olabilmek i¢in HBV epidemiyolojisinin ve
molekiler yapisinin gok 1yi bilinmesi gerekmektedir.

Bu calismada, toplum saghgni tehdit eden ve ilkemizde de endemik
enfeksiyon olusturan HBV nin epidemiyolojik ¢aligmalara uygun, hizli ve kolay
uygulanan RFLP (restriction fragment length polymorphism) yoéntemi ile
genotiplendirmesi  yapilmstir.  Toplam 127  &rek  kullaminug  ve  bitiin
orneklerimiz genotip DD olarak tespit edilmistir.

Son yillarda rekombinant DNA teknolojisinin gelismesine paralel olarak
HBV’nin  genotiplendirilmesi  konusunda yogun arastumalar  yapilmigtir
(35,37,54). Okomato ve arkadaslann HBV’nin tim genomunun dizisint
belirleyerck, genomlar arasinda en az %8’lik bir fark bulmusglar ve bu farkliliga
gore HBV’yi (A-D) 4 genotip olarak smiflandirnusglardir (36,66). Norder ve
arkadaslart, S geni dizisinin genotiplerle baglantisini inceleyerek, S geni dizileri
arasinda farkhbliklan ortaya koyarak B ve F olmak tizere iki yeni genotip daha
tammlamuslar ve béylece HBV’vi 6 genotip olarak belirlemiglerdir (64,65).
Stuyver ve arkadaslar, 2000 yilinda Belgika’da yaptiklan bir ¢aligmada, 3248 baz
uzunlugunda ve filogenetik olarak bilinen, higbir genotipe uymayan HBV
genomlari belirlemislerdir. Bunlars bir grupta toplayarak genotip G olarak

adlandirmislardir (77). Arauz-Ruiz ve arkadaglar, 2002 yilinda yaptiklan bir
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caligmayla, yeni bir genotipin varlifimi ortaya koymuglar ve genotip H olarak
tammlamiglardir  (3). Béylece glinimiizde, HBV’nin (A-H) 8 genotipi
tammlanmistir (3,34,68,83).

Hepatit B viriis genotiplerinin dagilimi cograft bolgelere gore farkliliklar
gostermektedir (10,34). Bu farkhiliklar nedeniyle diinya; diigiik, orta, ve yiksek
endemisite bolgelerine ayriimistir. Stmiflandirimanin olusturulmasinda, bolgedeki
HBsAg ve anti-HBs pozitifligi oranlar, enfeksiyonun alinma yagi ve viriisiin
hangi bulas yoluyla alindigi gibi kriterler géz oniinde tutulmaktadir. Orta
endemisite profili; Giiney ve DoZu Avrupa, Giiney ve Orta Amerika, Orta Asya
ile Turkiye'nin de iginde bulundugu Ortadogu’da izlenmektedir. Bu grupta
toplumdaki HBsAg pozitifligi %2-10 arasinda degigsmektedir ve erigkinlerin %20-
60’inda anti-HBs pozitifligl bulunmustur (8,45).

Yapilan ¢alismalarda, bolge sayismin ve hasta sayisinin smirli olmas,
calismalarin veterli dizeyde olmadigmi gostermektedir. Elde edilen sonuglara
gore HBV tagmtyicilik oranlar dinyamn degisik bélgelerinde onemli olglde
farkliliklar gostermektedir. HBY prevalansmm digik oldugu Kuzeybat: Avrupa,
Giney Afrika ve A.B.D "deki persistan tastyicilar arasinda genotip A baskindir.
HBV bulaginda vertikal gecigsin ilk swada oldugu Dogu Asya ilkelerinde
(Japonya, Tayvan, Endonezya, Cin, Kare, Avusturalya) genotip B ve C’nin
prevalans: yiksektir. Akdeniz Bolgesi, Rusya, Hindistan’da genotip D yaygmdir,
Bati Afrika’da genotip E goriilmektedir (50). Su ana kadar HBV suglaniyla ilgili
sinirls genetik bilginin elde edifebildipi Amazon bolgesi ve Peru gibi yiksek HBV
prevalansina sahip tilkelerde ise genotip F'nin sik oldugu tespit edilmistir. Bu

durum kismen, vertikal gegisten sorumlu olan HBeAg pozitif dénemin daha uzun
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olusu ile agiklanir. Vertikal gegisle infekte olan ¢ocuklarda kroniklesme oram
yaklasik %80°dir. Bu nedenle hepatit B’nin endemik oldugu bolgelerde, yiiksek
tasiyicilik oranmin devaminda en 6nemli mekanizmanin vertikal gegis oldugu
kabul edilmektedir. Bunun aksine genotip A ve D’nin dominant oldugu Akdeniz
ve Sahra alti Afrika iilkelerinde horizontal gecis daha 6nemlidir. Orta Amerika,
Almanya ve Fransa’da genotip G, Giiney Amerika, Meksika ve Ispanya’da ise en
son tanimlanan genotip H bulunmustur (3,10,34,35,59).

Hepatit B virlis genotiplerinin, virlis konak iliskisinde roli oldugunu
gosteren ¢alismalar vardir. Tayvan’da yapilan bir ¢alismada, hepatocelliiler
karsinomali (HCC) gen¢ hastalarin 6zellikle genotip B ile infekte oldugu, yash
hasta grubunda ise daha ¢ok genotip C’nin etken oldugu belirlenmistir. Buna
karsin Japonya’da yapilan c¢alismalarda, hem gen¢, hem de yasli HCC’h
hastalarda genotip C saptanmistir. Genotip C daha ciddi, uzun siireli karaciger
bozukluklariyla iliskili oldugu bilinmektedir (10,16,31).

Ulkemizde, HBV genotiplendirme ile ilgili yapilan calismalar vardir.
Leblebicioglu ve arkadaslari; nested PZR ve RFLP yontemiyle; 158 HBV
hastasinda yaptiklan ¢alismayla, 11 olguda PZR analizi negatif sonuglandif i¢in
genotiplendirme yapilamamuis, 147 olgunun tamami genotip D olarak bulunmugtur
(43). Kiilah ve arkadaslart HBV enfeksiyonu olan 84 hastada S gen bolgesinin
niikkleotid dizi analizi ile yaptiklari ¢alismada tiim orneklerin genotip D i¢inde yer
aldigini belirlemislerdir (39). Misirlioglu ve arkadaslari Iskenderun’da ilkokul
ogrencilerinde yaptiklart S geni DNA dizi analizi yapilan 5‘7 dgrencinin
tamaminda genotip D saptamislardir (53). Bozday: ve arkadaslart 67 hasta

tizerinde pre-S gen bélgesi dizileriyle yaptiklar1 genotiplendirme ¢alismasinda
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tim hastalarda genotip D’yi bulmuglardir (13). Sentiirker ve arkadaslari, HBV
DNA’st pozitif 23 kronik hastada yaptiklan niokleotid dizi analizi ve RFLP
yontemiyle, olgularin tiimiinde genotip D’yi saptanuslardir (75). Elazig ve
ybresinde yaptifimiz bu g¢aligmada, HBV DNA’si pozitif toplam 127 &rnek
kullamlmig ve tamani genotip D olarak tespit edilmigtir. Elde ettigimiz bu
sonuglar tlkemizin diger bolgelerinde yapilan galismalarla uyum gostermekte ve
Tarkiye’de sirkile olan HBV genotipinin  genotip D oldufu sonucunu
desteklemektedir.

Genotip DVnin gorildigy, ulkemizin de iginde bulundugu Akdeniz
bolgesinde erken horizontal bulag, enfeksiyonun yayiimasinda en énemli gecis
yoludur. Elde ettifimiz sonuglar bu yoniiyle HBV nin iilkemizdeki baslica gecis
yoluna da ik tutacaktir. Horizontal gegis mekanizmasi tam olarak anlasilamamis;
ancak HBV’ nin hepatositler yaninda periferik monontikleer kan hiicrelerinde de
replike olabilme yeteneginin oldugu bilinmektedir. Tikiiritk gibi viicut sivilarinin
veya ¢ok kiigiik miktarlarda infekte kammn bile, yakin temastaki bireylerde, hasarh
derilere temasinda bulasa neden olabilecegi bilinmektedir. Ayrica bulag yollariyla
HBV genotipleri arasinda iligki oldugu bildirilmigtir (2,41).

Hepatit B virtis enfeksiyonunda genotip tayini yapiimasi; farkli genotipler
arasinda hastalik siddeti, tedaviye cevap orani, virils konak iliskisi ve viriisiin
oldukga karmagik olan yapisinin bilinmesi énem arz etmektedir. Sonug olarak bu
galigmada; RFLP yontemivle bolgemizde HBVY geno?ﬁplendiriimesi yaptlarak
zaman alict ve pahali bir yontem olan DNA dizileme yontemi yerine RFLP
metodunun kullanilabilecegi ve kisa zamanda sonug vermesi agisindan, rutin HBV

genotiplendirme metodu olarak vararlanilabilecedi sonucuna vardmistir,
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