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1. OZET
Hepatit B virus genotiplerinin S geninin niikleotid dizi analizi ve RFLP

yontemleri ile belirlenmesi
Anahtar Sozciikler : HBV, Genotip, PZT, RFLP

Hepatit B virus (HBV) infeksiyonlari tilkemiz agisindan Snemli bir saglik sorunu
olmasina karsin , genotip dagilimina iligkin yeterli veri yoktur. Bu tez ¢alismasinda ,
laboratuvarimizda HBV-DNA olumlu bulunan 23 ornekte DNA dizi analizi ve RFLP
yontemleri ile genotiplendirme yapilmuastir.

Bu amagla serum 6rneklerinden proteinaz - K / fenol- kloroform yontemi ile ekstrakte
edilen HBV-DNA dizileri ““ S >’ genine 6zgii 6nciiller kullanilarak PZT y6ntemi ile ¢ogaltildi.
Toplam 541 niikleotidlik bir bolgenin (256-796) ¢ogaltildig1 bu tepkimenin analitik duyarlilig:
19 kopya /mL olarak belirlendi. Etanol ¢tkeltme yontemi ile saflastirtlan PZT iirtinleri
“Sequitherm Excel II DNA Sequencing’’ kiti ve LI-COR dizileme aygiti kullanilarak
dizilendi. Bu yolla 356 ile 775. pozisyonlar arasinda kalan 420 bazlik diziler elde edildi. Bu
diziler, Gen-Bank’ten elde edilen ve genotipleri belli diziler ile evrimsel uzakliklan agisindan
karsilastinilarak , ‘“Neighbour-Joining’’ y6ntemi ile filogenetik aga¢ olusturuldu. Bu analiz
sonucu, incelenen 23 &rnegin tamaminin genotip D iginde kiimelendigi gortildii. Bilgisayar
yardimu ile diziler aminoasit koduna cevrilerek HBsAg subtipleri belirlendi. Yirmibir 6rnekte
ayw2, iki drnekte ise ayw3’e uyan diziler saptandu.

Diger yandan, dizileme yaklagimlarimin zaman alici ve pahali olmasi gézoniine
alinarak epidemiyolojik ¢aligmalara uygun, lizli ve kolay uygulanabilir bir RFLP yontemi
gelistirildi. Bu amagla Gen-Bank’ten elde edilen ve genotipleri belli 68 HBV-DNA dizisinde
256-796. pozisyonlar arasindaki bolgenin restriksiyon haritalamasi yapildi. Elde edilen veriler
is1ginda Mva I, Rsa I ve Hinf I enzimlerinin tek ve birarada kullamlmas: ile olusan
restriksiyon kaliplart belirlendi. Caligmaya alinan 23 serum 6rneginin tamaminda genotip

D’ye 6zgiin kaliplar saptandi.



2.SUMMARY e

Analysis of S gene nucleotide sequence of hepatitis B virus genotypes and determining

them with RFLP methods

Key Words : HBV, genotype, PCR, RFLP

Although hepatitis B virus (HBV) infections are a major health problem in Turkey,
there is a little information on the genotype distribution of the virus. In this study, DNA
sequencing and RFLP methods were used to genotype 23 HBV-DNA positive samples

originating from Turkey.

HBV-DNA was extracted by proteinase k / phenol-chloroform method and 541
nucleotide fragment between positions 256 and 796 was amplified using ‘S’ gene specific
primers by single-step PCR. The analytical sensivity of the procedure was 19 copy/mL. PCR
products purified by ethanol precipitation were then used in sequencing reactions utilizing
‘“‘Sequitherm Excel II DNA Sequencing”’ kit and a LI-COR sequencing apparatus. A 420 bp
fragment of the S gene between nucleotide positions 356 and 775 was sequenced and aligned
with a data set of 19 HBV S gene sequences available from Gen-Bank. Phylogenetic trees

were reconstructed using. a neighbour-joining method. All samples were clustered with

genotype D sequences.

A RFLP based genotyping assay using Mva I, Rsa I and Hinf I enzymes were

developed as an easier and less expensive alternative to sequencing. The results of the RFLP

analysis of the samples were consistent with the phylogenetic analysis.



3. GIRIS ve AMAC

Akut ve kronik karaciger hastaligina neden olan hepatit B virus (HBV) &6nemli bir
saglik sorunudur. Bugilin tiim diinyada ligyliz milyondan fazla kisinin HBV tasiyicist oldugu
(1) ve her yil 500,000 ile 1,000,000 kisinin HBV ile iliskili karaciger hastaligindan 6ldiigu
tahmin edilmektedir (2).

HBV’unun bulagsma yollar1 ve virolojik Ozellikleri gibi konularda yeterli bilgi
olmasina kargin sagaltima yamti belirleyen, kroniklesme ve hepatoselliiler karsinom
gelisiminde rol oynayan viral ve konaga ait faktorlerin neler oldugu, nigin bazi iilkelerde
dikey gegcisin daha sik goriildiigii gibi birgok 6nemli soru yanit beklemektedir.

Gegtigimiz yllAlarda HBV kokenlerinin niikleotid dizilerindeki farkliliklara gore
genotiplere ayrildigi saptanmis ve birbirine benzerlik orant % 92 ve daha fazla olan HBV
suslari aynm1 grupta toplanarak 6 farkli genotip (A-F) belirlenmistir (3-6). Cok yakin zamanda
Stuvyer ve arkadagslar1 yeni bir genotip olarak genotip G’yi tanumlamuglardir (7).

Bilinen dokuz HBsAg subtipi (ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq” ve
adrq” ) bu genotiplerden biri veya birkagci ile iligkilidir. HBV genotipleri ile virus suslarimin
cografik koékeni arasinda HBsAg subtiplerine gore daha iyi bir korelasyon oldugu
diigtiniilmektedir. Genotip A Kuzeybat1 Avrupa ve Sahra alt1 Afrika’da, genotip B ve C Uzak
Dogu’da bulunmaktadir. Genotip D tiim diinyada yaygin olarak goériilmekle birlikte Akdeniz
bolgesi ve Yakin Dogu’da baskindir. Genotip E Bati Afrika’da, genotip F ise Amerika’ da
gozlenmektedir (8).

HBV genotipleri ile bulag yolu, onkojenite, asilama ile olusan bagisik yanita
duyarlilik ve sagaltima yamt gibi 6zellikler arasinda da iligki oldugu belirtilmektedir (9).
HBYV genotip B ve C’nin baskin oldugu Dogu Asya iilkelerinde dikey ge¢is, genotip A ve
D’nin hakim oldugu Afrika ve Akdeniz iilkelerinde yatay gegis ilk sirada yer alan bulag
yollaridir (10).

HBYV genotip C ile infekte bireylerde siddetli karaciger hasarmin goézlendigi (11,
12), genotip A ile olan infeksiyonlarda interferon sagaltimina yamitin daha iyi oldugu
belirtilmigtir (13). Asiya yamtsiz vakalarda genotip E (6), birden ¢ok genotiple olan
infeksiyonlarda genotip F gozlenmistir (8).
Ayrica HBV genotipleri ile mutant suslar arasindaki iliski dikkat ¢ekici olup



prekor mutantlar1 genotip A’ da nadir, genotip B,C ve D’de yaygin olarak gézlenmektedir
(13-15).

HBV kokenlerinin genotiplendirilmesi infeksiyonun epidemiyolojik ve klinik
ozelliklerine agiklama getirebilir. HBYV infeksiyonlarinin iilkemiz agisindan da 6nemi
gozoniine alindiginda Tiirkiye’deki HBV genotiplerinin dagilimina iliskin aragtirmalara gerek
oldugunu diisiindiirmektedir. Ulkemizde bu konu ile iligkili veriler son derece siurlidir. Biz
bu ¢alismamizda  niikleotid dizilerinin filogenetik analizi ile iilkemizde var olan HBV
kokenlerinin genotiplerini belirlemeyi, ayrica daha kolay ve ¢ok sayida drmege uygulanabilir

yeni bir RFLP analiz y6ntemi tamimlamay1 amagladik.



4. GENEL BILGILER
4.1 HBYV : Siniflandirma ve genel dzellikler

Hepatit B virusu (HBV) Hepadnaviridae ailesinde yer alan zarfli bir DNA virusudur
(16). Tiim hepadnaviruslar hepatotropizm gosterirler ve kendilerine 6zgii konaklarinda benzer
yasam dongiisiine sahiptirler. Cogu kronik hepatit ve hepatoselliiler karsinoma ile iligkilidir
(17). Hepadnaviruslarin viryon yap: ve genetik organizasyonlart benzer olup yaklasik 3.0-3.3
kb biiyiikliiginde, kismen ¢ift sarmalli bir DNA molekiilii tasirlar. DNA replikasyonu RNA
ters transkripsiyonunu gerektirir (18).

Bu ailede memeli hepatit viruslarinin bulundugu Orthohepadnavirus ve kanatli hepatit
viruslarimin bulundugu Avihepadnavirus cinsleri yer alir. Orthohepadnavirus cinsi i¢inde
HBYV, woodchuck hepatitis virus (WHV), ground squirrel hepatitis virus (GSHV) bulunur. Bu
viruslar arasinda niikleotid diizeyinde yaklasik %70 oraninda bir homoloji vardir (19-22).
WHB ve GSHYV insan ve diger primatlan infekte etmezler. Orthohepadnaviruslarda bulunan
X geni avihepadnaviruslarda bulunmaz. Orthohepadnaviruslar 3 yiizey proteini (S, M, L),
avihepadnaviruslar ise 2 ylizey proteini (S, L) tasirlar (23).

Son yillara kadar HBV’nun sadece insanlarda infeksiyon olusturdugu diisiiniilmekle
birlikte yakin zamanda sempanze ve orangutan gibi primatlarda HBV infeksiyonlarinin
tanimlanmasi virusun kdkeni ve yayilimi hakkinda tartigmalar yaratmagtir (24-28).

HBYV ile infekte kisilerin serumlarinda birbirinden farkli ii¢ tip partikiile rastlamr.
Bunlardan yaklagik 42 nm ¢apinda olan kiiresel sekilli Dane partikiilleri tam bir viryon
yapisinda olup infeksiydzdiir. Dane partikiiliiniin yapisinda ¢embersel bir DNA molekiilii,
DNA polimeraz , protein kinaz aktivitesi ve DNA’ya bagli bir protein i¢eren niikleokapsid ile
bunu ¢evreleyen bir zarf vardir. Viral zarf yiizey antijenini (HBsAg) , niikleokapsid ise kor
antijeni (HBcAg) ve bu antijenin yapisal degisiklige ugramis sekli olan HBeAg’yi igerir.
Yaklagik 22 nm. ¢apinda olan kiiresel ve tiibiiler partikiiller ise non-infeksiy6z olup sadece
yiizey antijeni tasirlar. Bunlar daha fazla iiretilir ve kanda dolasan HBsAg’nin biiyiik kismim

olustururlar (29-31).
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Sekil 1: HBV partikiillerinin sematik yapisi
(Kaynak 2’den uyarlanarak alinmistir)

4.2 Genom Yyapisi

HBYV, kismen ¢ift sarmalli, cembersel bir DNA molekiilii tagir ve 3200 niikleotidden
olusan genomik yapisi nedeniyle bilinen tiim hayvan DNA viruslan i¢inde en kiigiik olanidir
(18).

Genom 3200 niikleotid tastyan uzun (L veya negatif) ve 1700-2800 niikleotid igeren
kisa (S veya pozitif) zincir olmak tizere iki sarmaldan meydana gelir (32). Her iki zincirin 5'
uglart sabit ancak kisa zincirin 3' degiskendir. Genomun gembersel yapisi uzun ve kisa
zincirin  5' uglarindan birbirlerine tutunmalarn ile saglanmir. Uzun zincirin 5' ucu 1826., kisa
zincirin 5' ucu 1601. niikleotidde bulunur. Tutunma Bélgelerinde 11 baz ¢iftlik DR (direct
repeats) olarak adlandirilan yineleyen diziler (5' TTCACCTC TGC) vardir. DR1 1590.
niikleotidden, DR2 ise 1824. niikleotidden baslar (31).

HBV’nda uzun sarmal genetik bilginin tamamum tasir ve dort degisik protein
kodlayan niikleik asit dizisi (open reading frame : ORF) igerir. Bunlar S, C, P ve X genleridir.
Bu genler baz1 bslgelerde birbiriyle binisik durumdadir. Ornegin P geni diger ii¢ gen ile de
binisiktir. S geni yiizey proteinlerini, C geni kor proteinlerini , P geni DNA polimerazi ve X
geni de X proteinini kodlar. S geninde pre-S1, pre-S2 ve S olmak iizere i¢, C geninde de
pre-C ve C olmak {iizere iki farkli baslangi¢ kodonu bulunur (31).



HBV genomunda iki adet enhancer ( enh = gii¢lendirici) yap1 saptanmistir. Enhancer
1 -doku spesifik - olup sadece -hepatositlerde.-etkindir . ve  gen ekspresyonunda rol oynar.
Enhancer 2 ise ylizey gen promoterlarinin transkripsiyonel etkinligini artirir (33).

Sekil 2 : HBV genom yapisi
(Kaynak 31’den uyarlanarak alinmigtir)



4. 3 Replikasyon

Hepadnaviruslarin replikasyonu ile ilgili bilgilerin ¢ogu hayvan modelleri iizerinde
ylrtitiilen ¢aligmalar sonucu elde edilmistir. Viral replikasyonda {i¢ Snemli 6zellik vardir (33).

I-DNA sarmallarmin sentezi sirasinda negatif iplik¢igin sentezi pozitif iplik¢igin
sentezinden 6nce tamamlanmalidir,

2-Viral polimeraz ayni zamanda ters transkriptaz olarak fonksiyon gortir.

3-Negatif iplik¢igin sentezinde 5° ucuna kovalen olarak bagli terminal protein 6nciil
olarak kullanilir. Pozitif iplik¢igin Onciilii ise viral genomik RNA’dan tiireyen bir
oligoriboniikleotiddir.

Replikasyonun ilk agamasinda hepatosit ylizeyine baglanan virus hiicre i¢ine girer.
Hepatosit i¢inde niikleokapsid viryondan ayrlir ve islenmeden konak hiicre ¢ekirdegine
taginir. Kismen ¢ift sarmalli ve her iki ucu serbest halde bulunan viral DNA tiimiiyle ¢ift
sarmalli, kovalan bagl, siiper kivrimli, uglari kapali, ¢embersel yapida bir DNA’ya
(covalently closed circular DNA, cccDNA) doniisiir. cccDNA, viral RNA sentezinde kalip
olarak ig goriir ve konak hiicre RNA polimerazimin yardimiyla 4 tip mRNA sentezlenir.
Bunlar (33):

1- 3.5 kb mRNA : En uzun pargadir. Genom replikasyonunda, precore/core ve

polimeraz proteinlerinin sentezlenmesinde kullanilir.

2- 2.4kb mRNA : Pre-S1, pre-S2 ve S proteinlerinin sentezlenmesinde kullanilir.

3- 2.1 kb mRNA : Pre-S2 ve S proteinin sentezini saglar.

4- 0.7 kb mRNA : X proteinini sentezletir.

Sentezlenen mRNA’lar sitoplazmada P,C, preS/S ve X gen iriinlerinin sentezini
saglarlar. Bu sirada 3.5 kb mRNA’larin bir kismi yeni sentezlenen kor (core) partikiilleri
i¢ine yerlesirler. Bu RNA’lar genom sentezinde kalip olarak kullanmilir ve bu nedenle de
pregenomik RNA (pgRNA) olarak adlandirilir. Kor partikiilleri i¢inde viral polimeraz
enziminin ters transkriptaz aktivitesi ile pgRNA’dan negatif iplik¢ik sentezlenir. Sentez

DRI’in 3' ucundaki terminal proteinin bulundugu yerden baglar ve bu devam ederken

pgRNA, RNAz H aktivitesi ile yikilir. Pozitif iplik¢igin sentezi polimeraz aktivitesi ile
negatif iplik¢ik kalip olarak kullamilarak gergeklestirilir. Sentez DR2’nin 3’ucundan baglar ve

uzun zincirin 5’ucundaki terminal protein gecilinceye kadar devam eder. Kismen ¢ift sarmalli,



cembersel yapidaki kor kisminin kilif proteinleri tarafindan gevrelenmesi ve aym zamanda
polimerazin da tiikenmesi nedeniyle kisa zincirin sentezi tamamlanamaz ve bu sarmal eksik
kalir. Viral genom olugtuktan sonra endoplazmik retikulum i¢inde glikoprotein zarfini kazanir
ve vezikiiler taginim ile hiicre disina salinur (31, 33).

Kor iginde stirekli bir cccDNA havuzu vardir ve bu yeni sentezlenen HBV DNA
molekiillerinin bir kismimin kora tasinmasi ile olusur. HBsAg’nin cccDNA olusumunu

inhibe etmesinden dolayr bunun HBYV replikasyonunda negatif feedback mekanizmas:

olabilecegi diistiniilmektedir (34).

Baglanma vai&ﬁcm igine giriy

Transiasyon Repiikasyon
HBV RNA (3.5 Kb)
Virgl proteinier @ Negatif DNA Ipiikgidiriin sentezi
(HEsAg, HBcAY ¥ .
HBeAg, palimeraz, X) @ Poztit DNA Iplikgiginin-sentezi

Endoplazmik retikulum’

Paketlenme ve salinim

Sekil 3 : HBV replikasyonunun sematik gosterimi
(Kaynak 2’den uyarlanarak alinmstir)



4. 4 Viral proteinler

4. 4.1 Kulif (yiizey) proteinleri

HBV-S geni iizerinde baglangi¢ kodonlar farkli ancak ortak 3 ucuna sahip ii¢ ayrn
gen bolgest bulunmaktadir ve bunlar tarafindan {i¢ degisik protein molekiilii
sentezlenmektedir. Okuma islemi gen {izerindeki ilk kodondan baglarsa pre-S1 + pre-S2 + S
gen bolgelerinin timii okunacagindan kilifin biiylk proteini ( L protein: LHBs ) , ikinci
kodondan baslarsa bu kez pre-S2 + S bolgelerinin iiriinii olan orta protein ( M protein :
MHBs ), tiglincli kodondan baslarsa sadece S bolgesi okunacagindan kilifin kiigiik proteini ( S
protein: SHBs ) sentezlenir (23, 35).

HBV’nun hepatositlere baglanmasinda pre-S proteinlerinin 6nemli rol oynadig
diisiintilmektedir. In-vitro galismalarda pre-S1 ve pre-S2 bolgelerinde karacigere 6zgii
baglanma bolgeleri saptanmustir (36-38). Ayrica pre-S2 gen bolgesi polimerize insan serum
albuminine ( poly-HSA) baglanma 6zelligine sahiptir. Hepatosit yiizeyinde resept6rii olan bu
albuminin ¢“virus - konak hiicre’’ baglanmasinda aracilik ettigi tahmin edilmektedir (37).

SHBs kilifin major proteini olarak bilinir 226 aminoasitten olusmustur (35). Tam bir
viryonun yapisinda  300-400 molekiil SHBs proteini , 40-80 molekiil MHBs ve LHBs
proteinleri bulunur. Tubuler partikiillerin yiizey proteinlerinin bilesimi tam viryon ile esdeger
iken, 22 nm c¢apindaki kiiresel partikiillerinki olduk¢a farklidir. Viral replikasyonunun
oldugu kronik tastyicilarda non-infektif kiiresel partikiiller SHBs ve MHBs proteinlerini tam
bir viryondaki oranda tagidiklan halde LHBs miktari 20 kez daha azdir. Viral replikasyonun
olmadig1 durumda ise kiiresel partikiillerde ylizey proteinlerinin ¢ogunlugunu SHBs olusturur,
MHBs %1’in altindadir ve LHBs hi¢ bulunmaz (23).

4. 4. 2 Kor proteinleri

HBV genomunda C geni iizerinde okuma isleminin basladig: iki farkli kodon
(niikleotid 1814 ve niikleotid 1901) bulunmaktadir. Bu sekilde pre-C ve C olmak iizere iki
bolgeye ayrilan C geni tarafindan antijenik 6zellikleri farkl iki degisik protein (HbeAg ve
HbcAg) sentezlenmektedir. Okuma iglemi C baslangig kodonundan basladiginda tam
uzunluktaki C polipeptidi (HbcAg) sentezlenir; pre-C baslangi¢ kodonundan bagladiginda ise
HbeAg proteini sentezlenir (31, 39, 40).
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HBYV ile infekte hasta serumlarinda eriyik bir antijen olarak tammlanan HbeAg aktif
HBV. replikasyonunun .iyi.bir gstergesi olmakla birlikte in vitro arastirmalar sonucunda
HbeAg’nin viral replikasyon i¢in gerekli olmadig1 belirlenmistir (39, 40). Viral paketlenmede
onemli rolii olan HbcAg ise dolagimda serbest halde bulunmaz. Akut ve kronik HBV

infeksiyonu olan hastalarin karaciger dokularinda saptanabilir (2).

4. 4. 3 P proteini

P proteini ; ters transkriptaz, endoniikleaz (RNAz H) ve DNA’ya bagumlt polimeraz
aktivitesine sahiptir. Aminoterminal pargasi DNA negatif sarmal sentezini bagslatacak olan
terminal proteini olusturur. Orta pargasi DNA negatif sarmal sentezi i¢in ters transkriptaz1 ve
DNA pozitif sarmal sentezi igin DNA’ya bagimli polimerazi olugturur. Karboksi ucundaki

parca ise DNA negatif sarmal sentezi sirasinda RNA pregenomunun degredasyonu igin

gerekli olan RNAz H’yi olusturur (41).

4. 4.4 X proteini
X geni tarafindan sentezlenen HBxAg, 154 aminoasitten olusmus, kiigiik, bazik bir

proteindir (31). HBxAg ; HBV transkripsiyonun aktivasyonu, sinyal iletimi yoluyla endojen
protein kinaz C ( PKC ) aktivitesinin artis1 ve ribo/deoksi ATPase aktivitesi gibi biyolojik
etkilere sahiptir (42, 43). Ancak in vitro ¢aligmalar bu proteinin gen ekspresyonu veya HBV
replikasyonu igin mutlaka gerekli olmadigini ortaya koymustur (44).

X proteinin gesitli hiicresel ve viral genleri transaktive ettigi aym zamanda tiimor
supressdr gen {rliniintin ( p53 ) islevini bozdugu gosterilmis olup, HBV ile iliskili

hepatoselliiler karsinom patogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (45,46).

4.5 Subtip ve genotipler

S proteinini olusturan aminoasitlerin belli bslgelerdeki dizilis farkliliklarina gére
dokuz ayri HBV subtipi ( aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq’" ve adrq” )

saptanmustir (47, 48).
Tim subtiplerde ortak olarak bulunan gruba 6zgil ‘‘a’ determinanti viryonun dis

yiizeyinde 124 ile 147. aminoasitler arasinda yer alir ve intramolekiiler disiilfit kopriilerince
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olusturulan iki ilmik igerir. Notralizan antikorlar igin major determinant 139 ile 147.

aminoasitler arasinda bulunan ikinci ilmik tizerindedir (49).

Sekil 4 : “‘a’’ determinantinin sematik gosterimi

HBsAg igin tanimlanmis iki ayrn determinant daha vardir. Bunlardan biri “*d”’ ya da
“y”? dzgtlliigiinde digeri ise “‘w’’ ya da “‘r’’ Ozgiilligiindedir. SHBs’nin aminoasit 122
pozisyonunda lizin varsa ‘‘d’’, arginin varsa ‘‘y’’ determinanti olugmakta ; aminoasit 160
pozisyonundaki lizin ‘‘w>’> determinantim1 olustururken, arginin “‘r”’ - determinantinin
tanimlanmasina yol agmaktadir (50,51).

Ortak determinant ‘a’ ve iki set ( d/y ve w/r ) allel determinant ile HBsAg’nin dort
major subtipi ( adw, ayw, adr, ayr ) tanimlanmistir (52,53). Ancak w subdeterminantlar
( wl- w4 ) ile ayw i¢in dort ( aywl, ayw2, ayw3, ayw4 ) ve adw igin iki ( adw2 ve adw4)
serotip belirlenmistir. Baglangicta q determinant1 adw4 digindaki tiim subtiplerde belirlenmis
(54) fakat daha sonra Pasifik bolgesindeki adr tiirlerinde de bulunmadifi gozlenmis ve
bdylece adr subtipi " veya q olarak tammlanmigtir (48).

w subtiplerinin belirlenmesinde SHBs’ nin 127. pozisyonundaki aminoasit 6nem tasir.
wl ve w2 subtiplerinde bu pozisyonda prolin bulunur. Bunun yamsira w1 aktivitesi igin
122. pozisyondaki argininin 134. pozisyondaki fenilalanin veya 159. pozisyondaki alanin
ile birlikteligi gerekir. w3 subtipinde 127. pozisyondaki aminoasit treonindir. w4 subtipinde
127. pozisyonda 16sin ve 140. pozisyonda serin yer alir (55).

q ve q tiirlerde ortak farklilik 177 ve 178. aminoasit pozisyonlarindadir. q” tiirlerde

177. aminoasit pozisyonunda valin yerine alanin ve 178. aminoasit pozisyonunda prolin

yerine glutamin bulunur (56).
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Tablo 1: HBsAg determinantlarim 6zgitillestiren aminoasit pozisyonlari

Pozisyon Aminoasit Ozgtillik
122 Lys d
Arg b2
127 Pro: wi*Ani2
Thr w3
Leuw/lle w4
160 Lys W
Arg r
*w reakiivitesi‘ayni zamanda Arg 122, Phe 134 ve Ala 159 birlikteligini gerektirir.

HBsAg subtiplerinin yeryiiziindeki dagilimlari farklidir. Bu nedenle epidemiyolojik
calismalarda, infeksiyon kaynagmmn izinin stirtilmesi ve HBV’nun bireyler ve toplumlar
arasindaki yayiliminin izlenmesinde HBsAg subtiplerinin saptanmasi 6nemli ipuglan verir,
aywl subtipi Vietnam’da, ayw2 subtipi Akdeniz iilkelerinde gozlenirken, ayw3 subtipi
Yunanistan ve Yugoslavya’da ayw2 ile birlikte izlenmektedir. ayw4 subtipi Bati1 Afrika’da ve
ayr sadece Vietnam’da dikkati ¢ekmektedir. adw?2 subtipi Kuzey ve Orta Avrupa ile Dogu
Asya’da, adw4 subtipi ise Amerika, Arjantin ve Polinezya’ da baskindir. adrq™ tiirler sadece
okyanus bdlgesine ait olup Polinezya ve Avustralya’da , adrq’ tiirler ise Vietnam hari¢
Giineydogu Asya’da goriiliir (4, 48).

Son yillarda molekiiler diizeyde yapilan g¢aligmalar sonucunda HBV genomlan
arasinda farklilik oldugu saptanmig ve birbirine benzerlik oran1 % 92 ve daha fazla olan HBV
suslar1 ayn1 grupta toplanarak 6 farkli genotip (A-F) belirlenmigstir ( 3-6 ). Cok yakin zamanda
Fransa ve ABD’de tiim genom diizeyinde diger genotiplerden % 11.7 - %15.3 farklihk
gOsteren yeni bir genotip bulunmug ve genotip G olarak adlandinlmistir (57).  Bilinen 9
HBsAg subtipi bu genotiplerden biri veya birkag: ile iligkilidir. adw?2 tiirlerinde belirgin bir
genetik heterojenite saptanmig olup bunlar genotip A, B ve C i¢inde bulunmaktadir. Vietnam
kokenli aywl ftiirleri genotip B, Afrika kékenli aywl tiirleri ise genotip A iginde yer
almaktadir. ayw2 ve ayw3 tiirleri genotip D’ye aittir. ayw4 ve adw4 tiirleri digerlerinden
biiyiik farkliliklar gostermektedir ki bu da onlarin iki yeni genomik gruba simiflandirilmasim
saglamstir : genotip E ve genotip F. Tiim adw4 tiirleri genotip F iginde yer almaktadir. r
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determinantini eksprese eden tiirler ( ayr, adrq” ve adrq” ) sadece genotip C iginde gézlenir (4,
58). Yeni saptanan genotip G- i¢indeki orneklerin. adw2 subtipine ait olduklari tahmin
edilmektedir (57).

' adw?2 subtipinde gbzlenen genetik heterojenite HBsAg subtiplerinin genomik farklilig:
dogru olarak yansitmadigini distindiirmektedir (3, 59).

HBYV genotipleri ile virus suglarinin cografik kokeni arasinda HBsAg subtiplerine gore
daha 1yi bir korelasyon oldugu diisiiniilmektedir. Genotip A’nin yeryiiziindeki dagilimi adw2
subtipi kadar yaygin degildir. Bu subtipin Dogu Asya’l: tasiyicilar1 genotip B ve genotip C
icinde yer almaktadir.

Genotip A Kuzeybat1 Avrupa ve Sahra alti Afrika’da yaygin olarak bulunmaktadir.
Genotip B ve C esas olarak Uzak Dogu’ya aittir. Genotip D tiim diinyada yaygin olarak
goriilmekle birlikte Akdeniz bolgesi ve Yakin Dogu’da dominanttir. Genotip E sadece Bati
Afrika’da gozlenmektedir. Genotip F ise Amerika’nin yerli halkinda dikkati ¢ekmektedir.
Genotip E ve F de tek bir subtip gdzlenirken, genotip A ve B de 2, genotip C de 4, genotip D
de 2 farkli subtip yer almaktadir. Genotip D iginde Avrupa’ya ait tlirler intravendz ilag
bagimlilig ile iligkili oldugu diigtiniilen ayw3 subtipi ile ayr: bir grup olusturmaktadir (4).

Tablo 2 : Diinya iizerinde HBV genotipleri ve HBsAg subtiplerinin dagilimi

HBV genotipi HBsAg subtipi Cografik dagilimu

A adw2 Kuzeybati Avrupa
aywl Afrika
adw2 Endonezya, Gin

B8 ayw1 Vietnam
adw2 Dogu Asya

c adrq* Kore, Cin, Japonya
adrg- Polinezya
ayr Vietnam

D ayw2 Akdeniz Boigesi
ayw3 Hindistan

E aywd Bati Afrika

F adwiq Amerika, Polinezya
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HBYV genotipleri arasinda cografik dagilim yan: sira bulag yolu, onkojenite, agilama ile
olusan bagisik yanita duyarlilik ve interferona yanit gibi dzellikler yoniinden de farkliliklar
oldugu ileri stiriilmektedir (8).

HBV bulasginda dikey gegcisin ilk sirada oldugu Dogu Asya tilkelerinde genotip B ve
C’ nin prevalans: yiiksektir. Bu durum, kismen dikey gegisten sorumlu olan HBeAg pozitif
(replikatif) donemin daha wuzun olusu ile agiklanmaktadir. Bunun aksine anti-HBe
serokonversiyonunun daha erken olustugu genotip A ve D nin baskin oldugu Akdeniz ve
Sahra alt1 Afrika tilkelerinde yatay gecis daha 6n plandadir. HBV genotipleri vertikal gegisle
ilgili olarak replikatif basamagin stiresinin belirlenmesinde 6nemli olarak goériinmektedir.
Dikey gegisle infekte olan ¢ocuklarda kroniklesme orami yaklasik % 80 dir. Bu nedenle
hepatit B’nin endemik oldugu bolgelerde yiiksek tasiyicilik oraninin siirmesinde en dnemli
mekanizmanin dikey gegcis oldugu kabul edilmektedir (9).

HBV genotip C ile infekte bireylerde siddetli karaciger hasar1 s6z konusudur. Bu
hastalarin karaciger biyopsilerinde nekroinflamatuar aktivite ve fibrozis skorlarimin ¢ok
yiiksek oldugu gézlenmistir. Dogu Asya’da yapilan galigmalarda hepatoselliiler karsinomali
hastalarin % 90°min genotip C ile infekte oldugu saptanmistir (10,11).

Genotip E ve F’de S geninin 140. pozisyonunda treonin yerine serin bulunmakta, bu
da “‘a” determinantinin immunodominant halkasim etkilemektedir. Bu durum genotip E’nin
hakim oldugu Bat1 Afrika {ilkelerinde as1 basarisizliklarinin nedeni olarak gériilmektedir (6).
Gambia’da yapilan bir ¢alismada koruyucu diizeyde anti-hepatit B ylizey antikoru tasiyan
agili cocuklarda genotip E infeksiyonlar: saptanmigtir (60).

Birden cok genotiple infekte olan bireylerde ortak olarak genotip F gézlenmistir ve bu
vakalarin tlimii parenteral gegisli virus infeksiyonlar agisindan yiiksek risk grubunu olusturan
hemodializ hastalaridir (8). Giiney Amerika’da ciddi karaciger hasari olan olgularda HBV -
HDV koinfeksiyonlar: tanimlanmis ve bu vakalarda HBV genotip F ile HDV genotip III
birlikteliginin hastaligin siddetinden sorumlu olabilecegi diisiintilmiistiir (61).

HBV genotip A ile infekte olan hastalarin diger genotiplerle infekte olanlara gore
interferon tedavisine daha iyi yamt verdikleri, bu yamtin tedavi 6ncesi viral replikasyon
diizeyi ve dozdan bagimsiz oldugu saptanmugtir (12).

Prekor mutantlar1 genotip A’ da nadir iken genotip B, C ve D’de yaygin olarak
gozlenmektedir (13-15).

Kor promoter mutantlari ise siklikla genotip C i¢indeki tiirlerde saptanmigtir (62).
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4. 6 HBV mutantlan

HBV genomu mutasyonel degisimlere agiktir. Ortalama niikleotid degisim hiz1
4 x 10° olarak hesaplanmaktadir (63). Bu oran HIV’ de goriilen mutasyon hizindan daha
diisiik olmakla birlikte, bir ¢ok DNA genomundaki hizlardan ¢ok daha yiiksektir. HBV
replikasyon donglisli sirasinda pregenomik RNA’dan  ters transkripsiyonla DNA’ya
déntigmesi agisindan  retroviruslere benzer. Ters transkriptaz enziminin hata diizeltme
yetenegindeki zayiflik nedeniyle bu asamada niikleotid yerlesiminde yanlighiklar meydana
gelmekte ve sonugta genom yapisinda molekiiler diizeyde mutasyonel degisimler ortaya
cikmaktadir (3).
HBV genomunun bir diger 6zelligi 4 adet ORF ile kompakt bir yap1 gostermesidir.
Bu genomik yap: nedeniyle viral replikasyon sirasinda mutasyonlar dogal olarak ortaya
cikabilmektedir. Ayrica genom iizerinde genler birbirleri ile binisik durumdadir ve bir gende
olan mutasyonel degisiklik birlikte bulundugu diger gen(ler)i de etkilemektedir (64).
HBYV mutantlarimin varligindan yillardir kuskulanilmakla birlikte bunlarin sistematik

olarak saptanmasi PZT ’nin gelistirilmesi ve ardindan DNA dizi analizlerinin yapilmas ile

miimkiin olmustur (65,66).

4. 6. 1 Yiizey gen mutantlar

Bu gen bolgesinde ortaya ¢ikan mutasyonlar virusun antijenik yapisimi etkileyerek
asili bireylerde infeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina ve HBV tarama testlerinde yanlis negatif
sonuglara neden olur (67).

HBV S gen boélgesinde 124-147. aminoasitler arasinda yer alan ‘‘a’’ determinant:
tiim genotiplerde korunmustur ve agilama sonucu olusan nétralizan antikorlarin hedefidir. Bu
bolgede ortaya ¢ikan mutasyonlar anti-HBs varligina ragmen varlifim stirdiirebilen as1 kagis
mutantlarina yol agar (64, 68, 69).

Italya’da HBV immiinizasyon g¢alismalar1 sirasinda bir ¢ok ¢ocufun asiya ragmen
HBYV ile infekte oldugu gozlenmistir. HBsAg ve anti-HBs’nin birlikte goriildiigii bu vakalarda
yapilan molekiiler c¢aligmalarda ‘‘a’’ determinantin 145. pozisyonunda glisin-arginin
degisimi saptanmustir (69).

Singapur’da yapilan genis kapsamli bir ¢alismada agili olmalarina ragmen HBV

infeksiyonu saptanan 41 gocukta ‘‘a’’ determinantimin degisik pozisyonlarinda mutasyonlar
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(Gly-145-Arg, Asp-144-Ala, Met-133-Leu, Gin-129-His, lle/Thr-126-Ala) belirlenmistir (70).
Bu tiir a1 kagak mutantlar Japonya ve Cin’de de gézlenmistir (71, 72).

Fulminant hepatit gelismis asili Taiwan’li gocuklarda Thr-126-Ala degisimi olan
HBYV mutantlar dikkat ¢cekmistir (73).

““a’’ determinantinin 141. pozisyonunda lizin-glutamin degisimi olan as1 kagak
mutantlar Bati Afrika’da gozlenmis ve ilging olarak bu mutasyonun sadece ayw4 subtipi
dolayisiyla genotip E iligkili oldugu dikkat cekmistir (4).

As1 kagis mutantlar1 Ispanya, Ingiltere, Gambia, Zimbabwe ve Almanya’da da
saptanmugtir ancak bu tilkelerdeki siklig: bir gok Asya tilkesinden daha diigiiktiir (64).

HBsAg mutantlar1 kronik HBV infeksiyonu nedeniyle karaciger transplantasyonu
uygulanan ve bu nedenle monoklonal veya poliklonal anti-HBs antikorlar1 verilen hastalarda
da bildirilmistir (74, 75).

Yiizey geninin diger bolgelerinde de mutasyonlar goriilebilir. Pre-S1 ve pre-S2 gen
bolgeleri delesyonlara egilimli olarak gériinmektedir. Pre-S1 geninin ilk yaris1 delesyonlardan
ve nokta mutasyonlardan nadiren etkilenmektedir (67).

Pre-S1 gen bolgesinin ikinci yarisinda ve pre-S2 gen bdlgesinde interferon
tedavisinden sonra genis delesyonlar goriilmektedir. Pre-S2 gen bélgesi HBV’nun Onemli
bir immunolojik yapis1 olup bu bdlgedeki delesyonlar virusun konagin bagisik yanmitindan
ka¢masina yardimc1 olmaktadir (76, 77).

Pre-S2 defektif HBV varyantlarimin fulminant hepatit ve hepatoselliiler karsinoma
geligimi ile ilgili olabilecegi distiniilmektedir (78).

4. 6. 2 Prekor/kor mutantlari

HBeAg viral replikasyonun ve infektivitenin bir gostergesi olup anti-HBe
serokonversiyonu genellikle serumdan viral DNA’ temizlenmesi ve hastalifin remisyonu ile
iligkilidir (79). Bununla birlikte baz: hastalarda anti-HBe serokonversiyonuna ragmen HBV-
DNA’min  pozitif oldugu gozlenmis ve bu hastalardan elde edilen viral DNA’larin
incelenmesi ile prekor/kor bolgesindeki mutasyonlarin varlifi ortaya konmustur.

Prekor boélgesinde gorilen en 6nemli mutasyon 1896. niikleotiddeki guaninin (G)
yerine adenin (A) gelmesi sonucu triptofan kodonu da denilen kodon 28’ in (TGG) stop
kodon (TAG) haline déniigmesi ve HBeAg’in sentez edilememesi ile karakterizedir (80, 81).

17



HBeAg ‘nin hepatosit yiizeyinde ekspresyonunu engelleyen stop kodon mutasyonu
virusun, konagin sitotoksik yanitindan kagarak yasamin siirdiirmesini saglar (82).

Ayrica, Akdeniz bolgesindeki bir ¢ok hastada niikleotid 1899 ° da (kodon 29)
G—A, baz1 Cin’li hastalarda da niikleotid 1898’de G—A mutasyonu tanimlanmigtir (83).

Prekor stop kodon mutantlarinin varlifl asemptomatik HBV tasiyicilarinda (81,84),
fulminant hepatit (85, 86) ve kronik aktif hepatit olgularinda (80, 87), karaciger
transplantasyonu sonrast HBV reinfeksiyonu gézlenen olgularda saptanmistir (88). Bazi
calismalarda bu mutantlann antiviral sagaltima yamtlarinin zayif oldugu belirtilmektedir (89,
90).

Prekor TAG mutantlarinin tanisi hastaligin gidisinin izleminde ve sagaltim se¢iminde
Oonemlidir (91).

Prekor bolgesinde 1896. niikleotiddeki stop kodon mutasyonu niikleotid 1858
varyantlan ile yakin iliskilidir (15, 92). Bu pregenomik RNA halkasinda 1858 ile 1896.
niikleotidlerin baz ¢ifti olusturmasina baglidir (93, 94).

Niikleotid 1858’ de prekor kodon 15’deki prolin i¢in timin (T) veya sitozin (C)
olabilir (CCT veya CCC). Nﬁkleotid 1858’de C bulunan tiirlerde 1896. niikleotiddeki stop
kodon mutasyonu gelismez iken, T bulunan tiirlerde gelismektedir (15, 92).

Genotip A iginde yer alan tiirlerde prekor mutantlarinin diisiik prevalans: niikleotid
1858 de C bulunmasi ile agiklanabilmektedir. Genotip D’ye ait tiirlerde ise prekor
mutantlarinin prevalansi ¢ok yiiksektir, bu da niikleotid 1858 de T varlig: ile iliskilidir.
Niikleotid 1858°de T varligi genotip B ve E’ya ait tlirlerde %100, genotip C’ye ait tiirlerde
%85 ve genotip D’ye ait tiirlerde %99 oraminda gozlenmistir. Bu da genotip B, C ve D’nin
yaygun oldugu Dogu Asya ve Akdeniz bdlgesinde TAG mutasyonlarinin yiiksek prevalansim
aciklamaktadir (13).

Genotip F’ye ait tiirlerde de niikleotid 1858 de timin varligi ile prekor TAG
mutantlarinin varligi saptanmagtir (95).

HBYV kor bélgesi mutasyonlari, prekor mutasyonlari ile birlikte veya bunlar olmadan
da ortaya ¢ikabilir. Bu bolgedeki mutasyonlarin replikasyonu etkiledigi bildirilmektedir (96).

Kor bolgesindeki mutasyonlar siklikla kronik HBV infeksiyonu olan hastalarda
saptanmaktadir. Bu mutasyonlarin HBV infeksiyonunun seyri sirasinda esit hizda ortaya

¢ikmadigi, esas olarak HBe serokonversiyonu sirasinda meydana geldigi diistiniilmektedir

(81, 97-99).
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Kor promoter’un 1762. (A-T) ve 1764. (G-A) niikleotidlerinde saptanan iki Snemli
nokta mutasyonu genotip C iginde siklikla gézlenmektedir. Bu mutasyonlarin ciddi karaciger
hastalig1 ve hepatoselliiler karsinoma ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (11, 62).

Kor gen bolgesindeki missens mutasyonlar ( Ile 97 Leu ve Pro 130 Non-Pro ) ciddi
karaciger hastaligt gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (100).

Niikleotid 1858’de C bulunan tiirlerde HBe serokonversiyonu sirasinda siklikla kor
promoter mutasyonlan gelismektedir ve bu da ciddi karaciger hasan ile iligkilidir (101, 102).

HBYV genotip A’nin baskin olarak goriildiigti bolgelerde fulminant hepatit nedeninin

kor promoter mutasyonlarinin olabilecegi diigtiniilmektedir (103).

4. 6. 3 Polimeraz gen mutantlari

HBV polimeraz genindeki mutasyonlar kronik hepatit B nedeniyle karaciger
transplantasyonu uygulanan ve hepatit B reaktivasyonu sirasinda lamivudine ile tedavi edilen
hastalarda tamimlanmustir (104). Bu hastalarda polimeraz geninde ters transkriptazin aktif
bolgesinde ( domain C ) yer alan YMDD ( tirozin, methionin, aspartat, aspartat ) motifinde
mutasyonlar saptanmistir. Bu mutasyonlar methioninin valin ( Met-552-Val, YMDD —
YVDD) veya izolgsine (Met-552-1le, YMDD — YIDD) déniisti  seklinde olup lamivudine
direncine neden olmaktadir (105, 106).

Cok yakin zamanda Bozday:r ve arkadaglari kronik hepatit B infeksiyonunda
lamivudine direnci ile iligkili olarak YMDD motifinde Met-552-Ser  degisimi olan
(YMDD—YSDD) yeni bir mutasyonu tanimlamiglardir (107).

Transplantasyon sonrasi tekrarlayan HBV infeksiyonu nedeniyle tedavi edilen
hastalarin % 22’sinde YMDD mutasyonlar1 saptanmigtir (104). Yapilan ¢alismalarda bu
mutasyonlarin lamivudine duyarhliginda 45 kat azalmaya neden oldugu gdzlenmistir (106).

DNA polimerazin B domaininde ortaya ¢ikan mutasyonlar (Val-521-Leu ve Leu-
528-Met) famsiklovir direncine neden olmaktadir (108).

Polimeraz geninde ortaya ¢ikan mutasyonlar virusun replikasyon yetenegini
etkilemektedir. Sadece C domaininde ortaya ¢ikan mutasyonlar ( M5521 ve M552V) virusun
replikasyon yetenegini belirgin bir sekilde azaltmaktadir. Bununla birlikte hem C hem de B
domaininde mutasyonlarn oldugu suglarda ( L528M / M552I ve L528M / MS552V )

replikasyon sadece C domaininde mutasyon olan suslardan daha iyidir (109).
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4. 6. 4 X gen mutantlar:

X gen bolgesinde ortaya ¢ikan mutasyonlarin fonksiyonel Onemi tam olarak
bilinmemekle birlikte bu tip mutantlarin infektiviteleri ve replikasyon diizeyleri diisiiktiir
(44).

Kronik HBV infeksiyonlu, fulminant hepatitli, hepatoselliller karsinomal1 ve sirozun
son doneminde bulunan hastalarda X geni lizerinde 130. (AAG—ATG, lizin—methionin) ve
131. (GTC—ATC, valin—izoldsin) kodonlarda nokta mutasyonlari bildirilmistir. HBV
genomunda enhancer II- kor promoter bélgesinde yer alan bu mutasyonlarin HBV
replikasyonunu veya X gen transaktivasyonunu etkilemeleri olasidir (46).

HBV mutantlarina bagli olarak atipik serolojik profiller (tek bagmma HBsAg
pozitifligi, anti-HBs ve HBsAg’nin birlikte pozitifligi gibi) gézlenmektedir (110). Bu
mutantlarin molekiiler olarak tamimlanmasi daha iyi tam sistemleri ile daha etkin profilaktik

ve terapOtik ajanlarinin gelistirilmesine yardime: olacaktir (64).

4.7 Epidemiyoloji

Akut ve kronik karaciger hastalifina neden olan hepatitis B virus tiim diinyada énemli
bir saglik problemidir. HBV’na bagli akut hepatitin yaklasik %5’inin kroniklestigi ve bu
vakalarda siroz ve hepatoselliiler karsinoma gelisme riskinin yiiksek oldugu bilinmektedir
(111). Tum diinyada her yil 500,000 ile 1,000,000 kisinin HBV ile iligkili karaciger
hastaligindan 51di{igii tahmin edilmektedir (2).

HBV infeksiyonunun diinyadaki dagilim: cografi bolgelere gore farkliliklar
gostermektedir. Kronik HBV infeksiyonu prevalansi, genel infeksiyon orani, infeksiyonun
alinma yag1 ve virusun en sik hangi bulagsma yoluyla alindig1 gibi kriterler g6z 6niine alinarak
diinya diisiik, orta ve yiiksek endemisite bolgelerine ayrilmistir. Toplumda HBsAg pozitifligi
yiiksek endemisite bolgelerinde % 8’in iizerinde iken orta derecede endemik bolgelerde % 2
ile % 7 arasinda ve diisiik endemisite bolgelerinde %2’nin altindadir. Diinya niifusunun
yaklasik % 45°1 yiiksek, % 43’1 orta ve % 12’si diisiik endemisite bolgelerinde yagamaktadir
).

Giineydogu Asya, Afrika ve Pasifik adalart gibi yliksek endemisite gosteren
bolgelerde yasam boyunca HBV ile karsilagma riski %60°1n {izerindedir. Bu bélgelerde
hemen tiim HBV infeksiyonlart yeni dogan ya da erken ¢ogukluk doneminde alinir. Ana
bulasma yolu perinatal veya yatay bulasdir. Giineydogu Asya’da perinatal billas 6n planda




iken, Afrika ve Pasifik bolgesinde erken g¢ocukluk cagindaki aile igi yatay bulas Onem
kazanmaktadir. Kronik infeksiyon ve hepatoselliiler karsinom gelisme orami yiiksektir (112-
116).

Bu bolgelerde HBsAg pozitif kadinlarin % 35 ile % 50 si HBeAg pozitifdir. HBsAg
ve HBeAg pozitif annelerden dogan bebeklerin % 70 ile % 90 kadari immunoprofilaksi
yapilmadig1 takdirde HBV ile infekte olurken, bu oran HBsAg pozitif, HbeAg negatif
annelerden dogan infantlarda yaklasik % 5 ile % 20 dir.Dogumda infekte olmayan bebeklerde
ise erken gocukluk ¢aginda aile i¢i temas ile bulas riski yiiksektir (117).

Ulkemiz ile birlikte Giiney ve Dogu Avrupa, Giiney ve Orta Amerika, Orta Asya ve
Ortadogu tilkeleri orta derecede endemik bolgeler iginde yer almaktadir. Bu bélgelerde
infeksiyon c¢ogunlukla gocukluk, ergenlik ve geng erigkinlik d6énemlerinde alinmaktadir.
Eriskinlerin % 20-60’1 daha &nce gegcirilmis infeksiyon kanitina sahiptir. Baglica bulagma yolu
yatay olmakla birlikte diger bulagma yollar1 da infeksiyonun yayilmasinda rol oynarlar.
Perinatal bulasma tasityici annelerde HBeAg pozitifliginin diisiik olmasi nedeniyle daha
nadirdir. Bu bolgelerde hamile kadinlarda HBsAg pozitifligi % 2-7 arasinda olup bunlarin da
% 20’den azinda HBeAg pozitifligi s6z konusudur (2).

Diistik  endemik bolgelerde eriskinler arasinda infeksiyonla kargilasma orani %
20’nin altindadir. Hastalik ile ¢ogunlukla erigkin dénemde karsilasilir ve cinsel temas en
6nemli bulag yoludur. Diisiikk endemisite profili Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa,
Avustralya, Yeni Zelanda gibi gelismis iilkelerde goriilmektedir. Bu iilkelerde genel
populasyonda hepatit B insidans1 diigiik iken damar igi uyusturucu bagimlilar, escinseller,
cok esli heterosekstieller, hemofili ve hemodializ hastalar gibi risk gruplaninda yiiksektir (2).

Ulkemizde bugiine kadar cesitli gruplarda HBsAg seroprevalansinin arastirildig: gok
sayida ¢aligma yaymlanmigtir. Bu aragtirmalarda ySntem, bolge ve ¢alisma grubuna bagimli
olarak HBsAg olumlulugu % 1.9 ile % 15.8 arasinda degismektedir. Bu ¢aligmalardan bazilar
tablo 3 de 6zetlenmistir.

Ulkemiz orta derecede endemik bir bolgede yer almaktadir. Viral Hepatitle Savasim
Dernegi kronik tagtyicilik oraninin bati bolgelerinde % 3.5, dogu bolgelerinde ise % 7
oldugunu bildirmigtir. Niifusun 1/3 1 anti-HBs pozitif olup, her yil 100 000 yeni HBV
infeksiyon olgusunun ortaya ¢iktig1 tahmin edilmektedir (110).
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Tablo 3 : Ulkemizde cesitli gruplarda HBsAg seroprevalansi

Aragtirict (Kaynak) Calisilan grup Bolge HBsAg olumlulugu (%)
Atmaca ve ark. (118)  Genelev kadmlar Diyarbakir 14.70
Bahar ve ark. (119) Saglik ¢aliganlar [zmir ve Usak 2.80
Bor ve ark. (120) Cocuklar Eskigehir 7.00
Glineri ve ark. (121)  Saglik ¢aliganlart [zmir 3.44
Kalkan ve ark. (122)  Psikiyatri hastalar Elazig 8.90
Kaygusuz ve ark. (123) Askerler Amasya 9.60
Ozgiines ve ark. (124) Donérler Istanbul 3.40
Ozsoy ve ark. (125) Saglik galiganlan Istanbul 2.60
S6nmez ve ark. (126) Cocuklar Malatya 3.09
Stimer ve ark. (127)  Hemodializ hastalan Sivas 15.8
Siinbiil ve ark. (128)  Saglik galisanlarn Eskisehir 1.90
Tavmergen ve ark.(129) Infertil kadinlar [zmir 2.85
Tiirk ve ark. (130) Gebe kadmnlar [zmir 7.40

4.7.1 Bulasma yollarl

HBV’nin baslica bulagma yollar1 infekte kan ya da viicut salgilart ile parenteral
temas (perkiitan), cinsel temas, infekte anneden yeni dogana bulasma (perinatal-dikey),
infekte kisilerle cinsellik igermeyen yakin temas (yatay) dir. Infeksiyonun yayilmasinda su ve
gidalarin 6nemi yoktur, ¢ilinkii fekal-oral yolla HBV bulasmaz. Oral yolla bulasma ancak
infekte materyalin hasarlanmig oral mukozaya temas: ile miimkiin olabilir. G6z ve biitiinltigii

bozulmug deri de virus bulaginda dnemli rol oynar (131).

Perkiitan bulasma
HBYV bulagsmasinda en 6nemli kaynak infekte bireylerin kam ve viicut sivilaridir.

Kan ve kan iirlinlerinin transfiizyonu, hemodiyaliz, endoskopi, yapay solunum cihaz
gibi tibbi aletlerin kullanimi, akupunktur uygulamalari, aymi enjektoriin farkli bireylerde
kullamimi, dovme (tatuaj) yaptirma ayrica havlu, jilet, tras makinesi, dis fircasi, banyo

malzemeleri gibi egyalarin ortak kullanimi perkiitan bulagma yollaridir (131).
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Kan transfiizyonu aracilifiyla bulagsma kan bankalarinda HBsAg taramalarinin zorunlu
kilinmas: ile en aza indirilmisse de HBsAg negatif infeksiy6z saglikli tasicilarin varliga ve

taramalarda kullarulan kitlerin duyarlilik farklihiklar: nedeniyle bu yolla bulagma heniiz

ortadan kaldirilamamistir (132, 133).

Cinsel temasla bulag

HBV’nin baglica bulasma yollarindan biridir. Tiim endemisite bélgeleri igin gegerli
olmakla birlikte diisiik endemisite bolgeleri icin daha Onemli bir bulas yoludur.
Homoseksiieller arasi cinsel iliski en riskli seksiiel bulasma yoludur. Rektal mukoza
mikrotravmalarina bagli infekte kan veya semen temas: riski artirmaktadir. Kandan daha az
konsantrasyonda virus bulunsa da genital salgilar heterosekstiel temas sirasinda bulasa neden

olmaktadir ve bu yolla bulasmada HBV tasiyicilarinin esleri en gok tehlike altinda olanlardir
(134-136).

Perinatal bulasma

Tastyic1 annenin perinatal dénemde infeksiyonu bebegine ge¢irme olasihigi % 40-
50°dir. Bu oran HbeAg pozitif bir annede daha yiiksektir. Annenin HBV tasiyicisi olmasindan
bagka, hamileliginin ti¢lincii trimesterinde veya dogum sonrasi ilk iki ay i¢inde akut hepatit B
infeksiyonu gegirmesi de bu tip bulasmaya neden olabilir. Anneden ¢ocuga gegis genellikle
dogum sirasinda veya dogumdan sonra HBV ile infekte maternal sivilarla bebegin temasi ile
olur. Dogum sirasinda bulag, cilt siyriklari, mukoza penetrasyonu, vaginal kanaldan gegis
sirasinda anne kanmin yutulmasi, sezeryan sirasinda anne kaniyla temas ve plasenta hasar
sonucu f6tal ve maternal dolasimmn karigmas: gibi nedenlerle meydana gelir. Intrauterin
bulagma orani ise nadirdir (%5-10) (137-139).

Anne siitinde HBsAg gosterilmis oldugundan kuramsal olarak bulastiric1 olabilir.
Fakat anne siitiiniin var olan riske ek bir risk olusturmadig bildirilmistir (140).

Yatay(horizontal) bulas
Parenteral, cinsel ya da perinatal temasla bulasmanin sz konusu olmadigi durumlarda

ortaya ¢ikan bulagma, yatay bulas olarak tanimlanir.
Yatay yol 6zellikle ev i¢i bulasmada onemlidir. HBV tasiyicisi bulunan ailelerde

infeksiyonlu sayisimin arttigi, HBsAg pozitif bireylerin seronegatif diger aile fertleri ve
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akrabalarina HBV bulastirdig1 gosterilmistir. Bu tiir durumlarda cinsellik igermeyen yakin
temasin rolii oldugu disiiniilmektedir. Kigisel esyalarin ortak kullanimi , bulagmig
yiizeylerden infeksiyon alinmasi gibi yollarin da yatay bulagda etkin olabilecegine iligkin
kanitlar vardir (141).

Diisiik endemisite bslgelerinde ev i¢i temaslarla yatay gegis nadir olmakla birlikte
ozellikle zihinsel ©ziirlii bireylerin yakinlarina HBV bulagsmasinda etkin olarak
gbzlenmektedir (142).

Kalabalik yasam sartlari, kotii hijyen ve diislik sosyo-ekonomik diizey HBV’nun
yatay bulagsma oranim artirmaktadir. Zeka oziirli gocuk bakimevleri basta olmak tizere
anaokulu, kres, yatilh okul, kisla, yurt, hapishane gibi yerlerde virusun kolay yayildig:
belirlenmisgtir (143).

Ulkemizde HBV’nun temel bulagma yollarim ve infeksiyonun alindig: yas gruplarim
kesin olarak s6ylemek zordur. Bizde infeksiyon, tiim bulagsma yollari ile gogunlukla ¢ocukluk
ve geng eriskin dénemlerinde alinmaktadir (144). Ancak aile ici gegisi aragtirmaya ynelik
caligmalar daha gok yatay gegcisin 6nemini desteklemektedir (145, 146). Erigkinlerde yapilan
genis kapsamli bir galismada olgularin yaklagik yarisinda bulag yolu saptanamamugtir (147).
Bu da diisiik sosyoekonomik diizey ve kalabalik yasam kosullari nedeniyle yatay bulasin
tilkemizde etkin bir yol oldugunu diistindiirmektedir.

4.7. 2 Risk gruplar

Perkiitan bulagma yolu agisindan en riskli grubu hemofili hastalar1 basta olmak {izere
stk sik kan ve kan iiriinleri verilen veya hastanelere bagimh olup sik perkiitan girisimlerde
bulunulan hematoloji-onkoloji ve hemodiyaliz hastalar1 olusturmaktadir. Daha ¢ok gelismis
iilkelerde goriilen bir diger risk grubu, ortak enjektdr kullanim:i nedeniyle damar igi
uyusturucu kullananlardir. Yeterince sterilize edilmemis aletlerle dovme yaptiranlar da
perkiitan bulasma agisindan risk tasirlar. Bu bulagma yolunda riskli olan bir difer grup ise
saglik calisanlandir. Bu grupta HBV ile kargilasma oraminin, hastayla temastan ¢ok kanla
temas etme oraniyla kosut olarak artig gostermesinden dolay: kanla temas: daha fazla olan
cerrahlar, dis hekimleri, hemgireler, laboratuvar teknisyenleri ve ilk yardim galiganlar1 daha
¢ok risk altindadirlar. Cerrahi girigimlerin % 5-10’unda kaza ile perkiitan yaralanma
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olmaktadir. HBeAg pozitif bir kanla deri yoluyla temas eden bir saglik ¢alisanina HBV
bulagma olasilif1 yaklasik % 30°dur (148, 149).

Saglik gorevlilerinden de hastalara HBV bulagsmas: olasidir. Evrensel korunma
Onlemlerinin  uygulanmasina  karsiik  HBV’nin  saglik  gorevlisinden  hastalara
bulastirilmasinda, bazi invazif cerrahi ve dental girisimlerin rolii oldugu 6ne siiriilmektedir.
Bu girisimler ‘‘temasa yatkin girisimler’’ olarak degerlendirilmekte olup bunlarin arasinda
bazi oral, kardiyotorasik, kolorektal ve kadin-dogum girigimleri bulunmaktadir (148, 150).
HBeAg pozitif olan saglik gérevlisinin uzman bir kurul tarafindan incelendikten sonra belli
sartlarda ¢alisabilmesine izin verilmektedir. Ancak HBeAg negatif olan saglik gorevlilerinden
de hastalara bulas oldugunu bildiren ¢aligmalar vardir (148, 151).

Cinsel iliski ile bulag yoniinden baglica risk grubunu erkek escinseller olustururlar.
Bunun yamisira HBV tagtyicilarinin cinsel esleri, fahigeler, cok esli heteroseksiieller genital
salgilarda virus bulunmasi nedeniyle cinsel yolla bulasma agisindan risk tagirlar.

Perinatal bulasma yolu agisindan riskli grup, HBV tasiyicist olan, hamileliginin son
trimesterinde veya dogum sonrasmn ilk iki ay1 iginde akut HBV infeksiyonu gegiren

annelerin bebekleridir (111).
4. 8 Patogenez

HBV infeksiyonuna karsi gelisen hiicresel ve sivisal bagistk yanit oldukga

karmasiktir. Bir ¢ok ¢aligma HBV’nin direkt sitopatik etkili olmadigm ve gesitli viral

~ proteinlere karsi olusan hiicresel yamit ile hastalifin klinik gidisi arasinda korelasyon
oldugunu géstermistir (152).

HBV’ye kars1 konagin bagigik yaniti karaciger hasarina yol agmaktadir. Bu hasarin
hepatosit yiizeyinde siif I molekiilleri tarafindan sunulan kor peptidlerini taniyan CD8+
sitotoksik T lenfositleri (CTL) tarafindan olusturuldugu diistiniilmektedir. CD4+ lenfositler,
antijen sunan hiicreler, 6zellikle de makrofajlar tarafindan sunulan viral peptid parcalarint
tanirlar. CD4+ hiicreler tarafindan viral protein epitoplarinin taninmast T hiicre
proliferasyonunu ve sitokin sentezini uyarir, B hiicre yanitina yardimei olur (1).

Akut hepatit B’de, iyilesen olgularda giiglii bir CD4+ T hiicre ve CD8+ T hiicre yaniti
s0z konusu iken kronik B hepatitli olgularda CTL yamtlarinin zayifladig: veya hi¢ olmadigi
goriilmiistiir. Bu defektif CTL yamtlarindan bir ¢ok mekanizma sorumlu olabilir. Kronik
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hepatitlerde CD4+ T hiicre yanit1 ortadan kalkmistir, oysa CTL yanit1 tiimiiyle CD4+ T
hiicre yamitimin yardimina baghdir. Bir bagka olasilik ise kronik hepatitli hastalarda
HBV’nin kodladig1 antijenlere yonelik T hiicre repertuarinda bir eksiklik olmasidir. HBV
antijenlerinin sunulmak {izere islemlenmelerinde bir defekt bulunmasi, peptidlere baglanma
yetenegi olmayan varyant HLA simf I allel ekspresyonu, virusun temizlenmesi i¢in gerekli
epitoplar igermeyen viral varyantlarla infeksiyon ve HBV antijenik uyarimina kars: bu
hastalarin supressif T hiicre yanitt olugturmasi ise diger olasiliklardir (33).

Ayrica kronik B hepatitlilerde HLA smuf I protein ekspresyonunda ve IFN-a
{iretiminde bir yetersizlik oldugu ileri siiriilmektedir (153).

Konak immun cevabinda degisikliklere yol agan birtakim genetik farkhiliklarin da
hastaligin gidisi iizerine etkili oldugu diistiniilmektedir. Kronik HBV infeksiyonu olan
bireylerde bir viral opsonin olan mannoz baglayan proteinde virusun opsonizasyonu ve
fagositozunu bozan mutasyon saptanmigtir (1, 154). Diger yandan Gambia’da yapilan bir
galismada HBV infeksiyonundan iyilesen gocuk ve erigkin hastalarda 6zel bir MHC sinf II
allel DRB1 1302 * nin kronik infeksiyon gelisenlere gore anlamli diizeyde daha sik
ekspresse edildigi saptanmig ve bu allelin kroniklesmeyi 6nledigi ileri stirtilmiistiir (155).

HBYV infeksiyonu immunopatogenezinde hepatosit hasarina humoral immiinitenin de
katkida bulundugu ve bu hasarlanmada kompleman ile dolasan intraselliiler immun
komplekslerin ( HBsAg /anti-HBs, HBcAg /anti-HBC ) rolii oldugu diistiniilmektedir (156).

HBeAg pozitif annelerden dogan bebeklerde plasentadan gegen diisiik molekiil
agirlikli niikleokapsid proteinlerine (HBc ve HBe) karsi immun tolerans gelistigi ve sonug

olarak infekte hiicrelerin immun mekanizmalarla ortadan kaldirilmasinda yetersizlik

olustugu ileri stirtilmektedir (157, 158).

4. 9 Klinik bulgular

HBYV infeksiyonu asemptomatik formdan fulminan hastalia kadar degisen farkli
klinik tablolar gdstermektedir. Hastalik gocuklarda ve genglerde yetiskinlere gore daha hafif
ve asemptomatik olarak seyretmektedir. Klinik bulgularin ortaya ¢ikigt gogunlukla yas ile
bagintilidir. Yenidoganlarda genellikle higbir bulgu gozlenmez iken, 1-5 yas arasi ¢ocuklarin
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sadece % 5-15’inde klinik belirtiler dikkat ¢ekmektedir.Daha biiyiik ¢ocuk ve eriskinlerde ise
infekstyonlarin %33-50’si semptomatikdir (2, 114).

Akut HBV infeksiyonunun kulugka dénemi 4-28 hafta olarak belirlenmis olup bu siire
bir ¢ok vakada 60-110 giindiir (131).

Akut hepatit B’li hastalarin yaklagik % 10-20’sinde klinik olarak belirgin karaciger
hastalig1 belirtilerinin baslamasindan birka¢ giin veya hafta 6nce eritemat6z makiilopapiiler
dokiintd, tirtiker, artralji, nadiren artrit ve bazen de ates ile kendini gdsteren serum hastalig:
benzeri bir tablo gelisir (159).

Genellikle 3-10 giin siiren prodrom donemi belirtileri sariliin ortaya ¢ikisiyla geriler
ve kaybolur. Sariligin baglamast ve koyu idrar ¢ikmas: ile ikterik dénem baslar. Tipik
semptomlan halsizlik ve yorgunluk olup bunu istahsizlik, bulanti, kusma ve sag iist kadranda
hafif kiint bir agn takip eder. Ikterik vakalarda semptomlar ilerleyebilir, degismeden kalabilir
veya hizla diizelebilir. Sklerada ikter serum biluribin diizeyi 2.5-3 mg/dL iistinde olunca
g6zlenebilir. Hastalarin bir kisminda birkag giin siliren hafif kagint1 olusur, nadiren kasinti
uzayabilir. Idrar koyu, diski agik veya ¢camur rengindedir. Olgularm biiyiik bir boliimiinde
hepatomegali, % 20 kadarinda da splenomegali vardir. Bazi hastalarda servikal lenf
diigimlerinde biiylime gozlenir. Cocuklar genellikle 2 haftada, eriskinler ise 4-6 haftada
iyilesirler (131). .

Akut hepatit B’de hematokrit ve hemoglobin konsantrasyonlar1 normal veya orta
derecede azalmistir. Lokosit sayist normal sinirlarda olup, graniilositopeni ve relatif
lenfositoz gozlenebilir. Sariligin baslangicindan 6nce idrarda saptanan iirobilinojen ve
bilirubinin miktarlar1 sarilifin baglamasi ile birlikte azalir. Gegici steatore hastalifin erken
d6néminde olabilir,

Total serum bilirubini genellikle 10-14 giin yiiksektir ve ¢ogu hastada 10 mg/dL’1
geemez. Akut viral hepatitin esas gOstergesi serum transaminaz aktivitesindeki hizh
yiikseligtir. Transaminazlarin yiikselmesi semptomlar ortaya g¢ikmadan once baglar ve
genellikle semptomlarin birinci haftasinda zirve yapar. Serum zirve diizeyi genellikle
1000U/mL’ nin tizerindedir ve alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST) ’ dan daha yiiksektir. Zirve diizeyleri karaciger hastaligi ile dogru orantilidir ancak
prognostik faktor degildir. Hastalifin gerilemesi ile birlikte serum transaminaz aktivitesi de
normale dbner. Serum alkalen fosfataz seviyesi normal veya hafif ylikselmistir. Serum

albumin ve globulin konsantrasyonlar1 genelde normaldir ancak ciddi olgularda albumin
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seviyesinin azaldig1 ve y globulin konsantrasyonunun normalin iki katina kadar yiikseldigi
gbzlenebilir (131).

Akut ikterik hepatit B olgularinin sadece % 3-5’inde anormal laboratuar bulgular,
hafif semptomlar ve anormal fizik bulgular 3-4 aya kadar devam edebilir, nadiren 12 aya
kadar uzayabilir. Bu uzamis akut hepatit B vakalarinin prognozu tipik kisa gidisli hepatitden
farksizdir ancak HBsAg’nin negatiflesmesi ve hepatitin diizelmesine kadar hepatitin kronik
formundan ayirmak zor olabilir (131).

Akut HBV infeksiyonu subfulminan ya da fulminan gidigli de olabilir. Fulminan
hepatit, karacier yetmezligi ve ensefalopatinin eslik ettigi ciddi bir formdur ve HBV
fulminan viral hepatit olgularimin biiyilk bir boliimiinden sorumludur. Hastalarda
huzursuzluk, dalginliktan komaya kadar degisen biling degisiklikleri goriiliir. Hepatik
nekrozla iliskili olarak karacigerde kiigiilme, serum transaminaz diizeylerinde ani azalma,
protrombin zamaninda uzama dikkat geker. Oligiiri ve azotemi ile birlikte 6dem ve asit
gelisebilir. Prognoz kétiidiir ve her tiirlii tibbi destege ragmen mortalite %60 diizeyindedir.
Genellikle semptomlarin baglangicindan itibaren 1-3 hafta i¢inde 6liim gézlenir. Fulminan B
hepatiti erigkinlerde, yaslilarda, kadmlarda ve immunokompetan kisilerde ¢ocuklara gore
daha siklikla goriilmektedir (131).

Akut HBV infeksiyonlu hastalarda infeksiyonun alinma yagina bagh olarak degisen
oranlarda kroniklesme goriiliir. Perinatal dsnemde alinan infeksiyonda kroniklesme orani en
yiiksek olup, HBeAg pozitif annelerden dogan bebeklerde bu oran % 80-90°dir (161). Bir ile
bes yas aras1 infekte olan gocuklarda bu oran % 25-50 arasinda iken daha biiyiik ¢ocukluk ve
eriskin dénemde alinan infeksiyonlarda % 6-10" dur.

Kronik HBV infeksiyonu serumda en az 6 ay siiren HBsAg pozitifligi veya HBsAg
varhig1 ile birlikte anti-HBc IgM’in olmamasi olarak tamimlanir (2). Hastaligm kroniklesmesi
karacigerde viral replikasyonun devam etmesine ve hastanin immunolojik durumuna baglhdir.
Eger konagin bafigik yaniti zayif ise karaciger hasari olugmaksizin normal karaciger
fonksiyonu ile birlikte virus gogalmaya devam eder. Boyle hastalar saglikli tagiyicidir. Serum
transaminaz degerleri normal olan ve karaciger hastaligimn diger belirtileri olmayan HBsAg
pozitif bireyler i¢in saglikli tagiyict terimi kullamimaktadir. Hiicresel bafigik yamiti biraz
daha iyi olan hastalarda hepatoselliiler nekroz devam eder, fakat hiicresel yamit virusu

temizlemek igin yetersiz oldugundan hastalik kronik hepatitle sonlanir. Kroniklesme daha
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¢ok yenidogan, homoseksiiel, AIDS’li, 16semi ve kanser, bobrek yetmezligi ve
immunsupressif sagaltim alanlar gibi bagigiklik sistemi yetersiz olan hastalarda goriiliir.

Kronik HBV infeksiyonu klinik olarak genellikle sessizdir. Hastalarin ¢ogu akut bir
hastalik dénemi gecirdigini hatirlamaz ve genellikle don6r veya rutin kan taramasi sirasinda
tani konulur. En 6nemli genel semptom yorgunluk olup hafif ve intermittan 6zellik gdsterir.
Diger semptomlar bulanti, iist abdominal agn, kas ve eklem agrilaridir. Semptomlar ve
serum transaminazlari karaciger hasarinin ciddiyeti ile korele degildir (131).

Kronik HBV infeksiyonu olan bireylerde karaciger sirozu ve primer hepatoselliiler
karsinom geligme riski yliksektir ve bu risk kronik infeksiyonun ortaya ¢iktigi yas ile
bagintilidir. Ad6lesan ve geng eriskin doneminde ortaya ¢ikan kronik infeksiyonlarda siroz

ve hepatoselliiler karsinom gelisme riski % 15 civarinda iken erken gocukluk déneminde bu

oran % 25’in lizerindedir (2).
4.10 Tam

Akut ve kronik hepatitin klinik tamsinda karaciger fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi agisindan hematolojik ve biyokimyasal testler cok yardimcidir. Bu amagla
total, direkt ve indirekt bilirubin, ALT, AST, alkalen fosfataz, gama glutamil transpeptidaz,
laktik dehidrogenaz, albiimin, globiilin, total kan sayimi ve koagiilasyon deneyleri yapilir.
Karaciger parankim hasarim saptamada aminotransferazlar (ALT, AST ) oldukg¢a duyarhidir
ve Ozellikle ALT primer olarak karaciferde lokalize oldugundan en anlamlisidir. Ancak
HBV’una bagl olarak olugan hepatit tablosunun diger etkenlerle olusan hepatit tablolarindan

ayrilmast igin 6zgiil tan1 yontemlerinden yararlanilir (162).

4.10. 1 Ozgiil tam

Akut ve kronik seyirli HBV infeksiyonunun 6zgiil tanis1 virusun antijenleri ve onlara
kars1 geligen antikorlarimin gosterilmesi ve bunun yanisira replikasyonun ya da replikatif
tipteki viryonlarin varligina isaret eden gostergelerin aragtirilmasi ile konulmaktadir (131).

Ozgiil serolojik tamda genel olarak HBV nin iki antijeni ( HBsAg, HBeAg ) ve iig
antijenine karsi gelismis antikorlar ( anti-HBs, anti-HBc, anti-HBe ) kullanilir. HBsAg, HBV
ile temastan 1-12 hafta sonra serumda ortaya ¢ikar ve bundan ortalama 4 (1-7 ) hafta sonra

hepatit bulgular: belirginlesir. HBsAg hastalik boyunca pozitif kalir ve iyilesme déneminde




titresi diigerek kaybolur. Genel bir kural olarak HBsAg’si kaybolan ve klinik hepatiti diizelen
hastalarda karaciger hasari ve virus persistansi s6z konusu degildir. HBsAg’nin serumdaki
varligin 3 aydan daha uzun stirdlirmesi kronik hepatit B infeksiyonu gelisecegine isaret eder.
HBsAg’nin ilk saptanmasindan itibaren 6 ay ya da daha uzun siire ile pozitif kalmasi
durumunda kronik tagiyiciliktan s6z edilir. Kronik olarak HBV ile infekte bireylerde akut
hepatit déneminden daha diisiik diizeyde de olsa anormal (yiiksek) ALT diizeylerine rastlanir.
Diger yandan HBsAg persistansina ragmen normal sinirlar icinde ALT degerine sahip olan
bireyler asemptomatik ( inaktif, saglikl1 ) tastyict olarak tanimlanirlar.

Akut viral hepatit tanis1 i¢in tek basina HBsAg varlig: yeterli degildir, tam anti-HBc
IgM pozitifligi ile dogrulanmalidir. Bunun iki nedeni vardir: Birincisi kisi HBV tasiyicisi
olabilir ancak olusan hepatit tablosundan bir bagka virus sorumludur; ikincisi ise hastalik
HBsAg’nin kayboldugu ancak anti-HBs’nin heniliz gosterilebilir diizeylere ulagmadig:
pencere doneminde olabilir. Bunun yanmisira HBsAg’nin gosterilebilir diizeylere ulasmadig
akut HBV infeksiyonu vakalar1 bildirilmistir ve bu vakalarda anti-HBc IgM tam agisimndan
¢ok 6nemlidir (131).

Anti-HBs, HBsAg'nin konformasyonel epitoplarina karsi gelisen antikorlar olup
HBsAg’nin serumda kaybolmasindan sonra ve genellikle hastaligin baslangicindan 3 ay
sonra ortaya ¢ikar, iyilesmeyi ve bagigikligi gosterir. lyilesmis hastalarm biyik
¢ogunlugunda omiir boyu pozitif kalir. Anti-HBs ile birlikte antt HBc IgG pozitifligi dogal
bagisiklig, tek basina anti-HBs pozitifligi agilama ile olusan koruyuculugu gésterir (131).

Tipik bir akut HBV infeksiyonunda ilk antikor yamti anti-HBc’dir. Hastaligin
baslangicinda ya da hemen 6ncesinde ortaya gikar. Ilk yanit baslica Ig M tipindedir (163) ve
bunu hemen Ig G antikorlar1 izler. IgM birkag ay pozitif kalir ve hastalifin baglangicindan 4-
8 ay sonra serumda tespit edilemez. Anti-HBc IgM’ in sebat etmesi hastalifin
kronikleseceginin isaretidir. Kronik hepatitlilerde diigiik titrede anti-HBc IgM  bulunur.
HBV’ne maruz kalanlarda anti-HBc IgG yillarca veya hayat boyu pozitif kalabilir. HBsAg
tagtyicilarinda anti-HBc IgG  yliksek titrede bulunur. Anti-HBs olmadan yiiksek titrede
anti-HBc IgG olmas: viral infeksiyonun devam ettigini gosterir. Anti-HBs ile birlikte anti-
HBc IgG’nin disiik titrelerde bulunmasi hepatit B infeksiyonunun ¢ok &nceden gegirildigini
gosterir (131).

HBeAg, akut HBV infeksiyonunda, hastaligin baslangicinda, HBsAg’den kisa bir

siire sonra pozitiflesir ve 10 haftadan daha uzun siire devam etmesi infeksiyonun
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kronikleseceginin belirtisidir. HBeAg’ nin kaybolmasindan sonra serumda anti-HBe ortaya
¢ikar. Kimi olgularda serumda kisa bir siire igin HBeAg ve anti-HBe birlikte bulunurlar.
Anti-HBe nisbeten diisiik infektivitenin ve hastalifin tamamen iyileseceginin gii¢lii bir
gostergesi olup genellikle akut infeksiyondan yillar sonra kaybolur (131).

HBeAg vireminin gostergesi olarak kabul edilmis olmakla birlikte son yillarda HBeAg
negatif mutantlarin varlig1 ortaya konulmus ve HBeAg negatif, anti-HBe pozitif vakalarda
viral replikasyon gosterilmistir (164). Bu nedenle klinik uygulamalarda anti-HBe
antikorlarinin varligimin saptanmasinin HBV replikasyonu ve karaciger hastaligi olmadig:
anlamina gelmedigi unutulmamalidir. Viral replikasyonun direkt gostergesi HBV DNA’dir
(131).

HBV DNA’nin serumda gosterilmesi son yillarda gittikge 6nem kazanmustir. Cogu
kez arastirma, hastaligin prognozunun tayini ve sagaltimin izlenmesi amacina yonelik olarak
HBV DNA serum ve dokularda dot blot hibridizasyon, serumda sivi faz hibridizasyon ve
dallanmug (branched) DNA sinyal amplifikasyon yontemleri ile kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Son yillarda serumda HBV DNA’simi kalitatif ve kantitatif olarak
saptamaya yOnelik ¢ok daha duyarli PZT yo6ntemleri gelistirilmistir. Bu yontemler sayesinde
serumda 10 kopya HBV-DNA / mL saptanabilmekte ve duyarhlik dot blot hibridizasyondan
100-1000 kez fazla olmaktadir (165).

HBYV infeksiyonunun varli1 in-situ hibridizasyon, spot hibridizasyon veya PZT ile
saptandigi halde HBsAg ile birlikte diger antijen ve antikorlarn yoklugu ile karakterize
‘immunolojik negatif * HBV infeksiyonlari saglikli bireyler, hepatoselliiler karsinoma, kronik
karaciger hastaligi, akut iyilesen ya da fulminan hepatit, agik kalp cerrahisi sonrasi gelisen
posttransfiizyon hepatit ve karacier transplantasyonu sonras: gelisen hepatit olgularinda

bildirilmistir (166).
4. 11 Sagaltim

Akut HBV infeksiyonu erigkinlerde % 90-95 oraninda kendiliginden iyilesmektedir
ve sagaltim genellikle destekleyicidir. Diger yandan sonuglari agisindan 6nemli olmast
nedeniyle kronik hepatit B’nin sagaltimi i¢in yogun g¢aligmalar yapilmakta ve ¢ok sayida
antiviral ajanin HBV’ye kars1 etkinligi aragtirilmaktadir.
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Kronik HBV infeksiyonlarinin  sagaltiminda asil amag¢ siroz ve hepatoselliiler
karsinom geligmeden 6nce HBV’nin replikasyonunu baskilamak ve miimkiinse organizmayi
timiiyle HBV’den temizlemektir. Interferonlar (IFN), o6zellikle de IFN-02 HBV’nin
replikasyonunu baskilamakta ve hastaliin remisyonunu saglamada belli bir etkinlige sahiptir
(167, 168). Gerek spontan gerekse IFN sagaltimi sonucu HBeAg kaybi olan vakalarda
prognozun daha iyi oldugu gosterilmistir (169).

Serumda yiiksek aminotransferaz konsantrasyonu ile saptanabilen diizeyde HBsAg,
HBeAg ve HBV DNA bulunan, karaciger biopsisi kronik hepatit olarak degerlendirilen
kompanse karaciger hastaliginin s6z konusu oldugu kronik hepatit B infeksiyonlu hastalara
alfa interferon sagaltimu 6nerilmektedir. Klasik sagaltim semas: IFN’un 4 ay siireyle giinde
5MU veya haftada 3 kez 10 MU subkutan uygulanmasidir. Serum aminotransferaz diizeyi
normal olan vakalarda sagaltim uygulanmaz. Karacier biyopsisi yapmak sagaltim 6ncesi
fibrozisin derecesini belirlemek agisindan gereklidir (2, 170). Alfa interferon sagaltimi
uygulanan hastalarin % 25-40’1nda uzun siireli bir remisyon gozlenmekte ve sagaltima yanit
veren vakalarda karaciger ile iligkili komplikasyonlarin ortaya ¢ikist daha nadir olmaktadir
(171).

Yapilan galigmalarda hastalara iligkin bir ¢ok faktériin interferon sagaltimina yaniti
olumlu ya da olumsuz olarak etkiledigi gozlenmistir. Baslica olumlu faktorler yiiksek
aminotransferaz (>100 IU/ml) ve disik HBV DNA (<200pg/ml) diizeyi ile birlikte
karaciger biopsisinde 1liml1 veya siddetli inflamatuar aktivitedir (1). Sagaltima yanit oram
HBYV DNA diizeyi 100 pg/mL’nin altinda olan hastalarda % 50 iken, HBV DNA diizeyi 200
pg/ mL’nin tizerinde olan hastalarda % 7 civarindadir (111). Uzerinde en gok durulan olumlu
ve olumsuz faktorler tablo 4’de gosterilmisgtir.

IFN sagaltimi uygulanan hastalarda bir yil iginde HBeAg’ nin yok olma oram
yaklasik %30-40 iken, HBsAg negatifligi sadece % 5-10 hastada go6zlenmektedir (172).
HBeAg kaybina ragmen yiiksek enzim diizeyleri safaltim sirasinda ortaya gikan HBeAg
negatif bir mutantin varligim diisiindiiriir ki bu olasili§1 dogrulamak i¢in serum HBV-DNA

diizeyinin 6lgtimii gerekir(1).
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Tablo 4 : Kronik Hepatit B’de IFN Sagaltimima Yanmitt Etkileyen Faktorler

Faktorler Olumlu Olumsuz

ALT diizeyi yiiksek hafif yiiksek,normal
HBV DNA diizeyi diistik yiiksek

Hastanin yas1 yetiskin gocuk

Infeksiyonun stiresi kisa uzun

Cins kadin erkek

Seksiiel ilgi heteroseksiiel homoseksiiel
Histopatoloji KAH KPH

Sagaltim stiresi >4 ay <3 ay

Immun sistem normal stiprese (AIDS v.s)

Yakin zamana kadar IFN sagalttminin siroz ve hepatoselliiler karsinom gelisimini
onlemeye etkili olup olmadig: tartigthirken Ikeda ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada
IFN’un hepatoselliiler karsinom riskini azalttii gosterilmistir. IFN ile sagaltilan ve
sagaltilmayan hastalarda 5 yillik karsinogenez orani strasiyla % 7.0 ve % 19.6, 10 yillik
karsinogenez orani yine sirastyla % 17.0 ve % 30.8 olarak bulunmustur (173).

Interferon sagaltimi zahmetli, yan etkisi fazla ve olduk¢a pahali bir sagaltimdir.
Ayrica sadece aktif bagisik yaniti olan hastalarda etkin olmasi (1), immiinsiiprese
hastalarda, perinatal infeksiyonlarda ve sirozlu hastalarda yararinin olmamasi bagka sagaltim
arayiglarina yol agmistir. Bir ¢ok antiviral ilag kronik HBV sagaltiminda denenmis ve
burﬂar i¢inde yalmizca lamivudin ve famsiklovirin yarar1 gorilmiistiir. Niikleozid analogu
olan her iki ilacin oral alimindan sonra absorbsiyonunun iyi oldugu, uzun siireli kullaniminda
gayet iyi tolere edildigi ve bazi hastalarda HBeAg kayb: ile birlikte serum HBV-DNA ve
aminotransferaz diizeylerinde hizli diigiise neden olduklar1 saptanmugtir. Ancak kisa siireli
sagaltim sonrasi viral DNA’nin hizla sagaltim 6ncesi seviyeye dondiigii gézlenmistir (2,
170).

Ters transkriptaz aktivitesini engelleyerek DNA sentezini inhibe eden lamivudin
kronik hepatit B infeksiyonu olan hastalarda HBV-DNA diizeyini hizla saptanamayacak
diizeye diigtiriir (174). Ayn1 zamanda serum HBeAg ve HBsAg konsantrasyonlarini anti-

HBe ve anti-HBs olusumundan bagimsiz olarak % 80 oraninda azalttigt (175) ve hastalarn
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%68’inde ALT seviyesini normale getirdigi saptanmistir. Aym1 zamanda giinde 100 mg
lamivudin alan hastalarda HBeAg serokonversiyonunun kontrol grubuna gore ¢ok daha
yliksek oldugu ve fibrozis olusumunun 6nlendigi gozlenmistir (176). Interferon alfa’mn
aksine lamivudine yanit safalttm oncesi birtakim Ozelliklere bagli degildir. Yapilan
calismalarda HBV-DNA diizeyi yiiksek ve ALT seviyesi normal olan, interferon sagaltimina
yanit vermeyen vakalarda lamivudinin etkin oldugu gézlenmistir (174, 175). Ancak kalict
yamt vakalarin sadece % 19’unda s6z konusudur ve sagaltimin kesilmesi ile birlikte viremi
tekrar baslamaktadir (1). Uzun siire uygulanan sagaltim sonucunda DNA polimeraz geninin
YMDD lokusunda mutasyonlar ve bunun sonucu olarak da sagaltima direncli mutantlar
ortaya ¢ikmaktadir (1, 177).

DNA polimeraz inhibit6rii olan famsiklovir ile sagaltim deneyimleri daha azdir ve
etkisinin lamivudine gore daha zayif oldugu gézlemlenmistir. Ancak lamivudin ile kombine
kullanimi s6z konusu olabilirse etki mekanizmasmin farkli olmasi nedeniyle direngli
kokenlerin ortaya ¢ikmast geciktirilebilir veya engellenebilir. Halen uzun siireli lamivudin,
uzun streli famsiklovir ve lamivudin ile alfa interferon birarada kullaniminin etkinligini

aragtiran ¢caligmalar devam etmektedir (178-180).
4. 12 Korunma

4.12.1 Ozgiil Olmayan Korunma

Amag¢ HBV infeksiyonunun bulasma zincirinin kirilmasidir. Cinsel yolla bulagmanin
Onlenmesi i¢in prezervatif kullanimi, kan transflizyonu ile bulagin engellenmesi agisindan
kan ve kan {irlinlerinin HBsAg yoniinden taranmasi, nozokomiyal bulagi Onlemek igin
sterilizasyon ve dezenfeksiyon kurallarina tam olarak uyulmas: 6zgiil olmayan korunmanin

temel unsurlandir (162, 181).
4.12. 2 Ozgiil Korunma

Pasif immunizasyon
Hepatit B immun globulin (HBIG), yiiksek titrede anti-HBs’ye sahip donérlerin
serumlarindan elde edilir ve 100 000 IU/ml. anti-HBs igerir.

HBIG temas sonrasi korunma amactyla su durumlarda 6nerilmektedir (2):
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o HBsAg pozitif anneden dogan bebekler
e HBsAg pozitif kanla kaza sonucu perkiitan ya da mukoza temasi

o HBsAg pozitif kisi ile cinsel temas

HBIG ayni zamanda karaciger transplantasyonu sonrast hastalar1 tekrarlayan HBV

infeksiyonlarindan korumak i¢in de kullanilmaktadir (2).

Aktif immunizasyon
Hepatit B asilar1 saflastiriimis HBsAg igerir. Genelde iki tip as1 kullanilmaktadir:

e Plazma kokenli agilar; kronik tastyicilarin plazmalarindan elde edilen 22 nm’lik
subviral partikiillerin 1st ile veya kimyasal olarak inaktivasyonu sonucu elde
edilen agilar

o Rekombinant asilar; HBsAg partikiillerinin maya hiicresinde (Saccharomyces

cerevisiae) rekombinant DNA’dan ekspresyonu ile elde edilen asilar

HBsAg’ine karsi olusan antikorlar (anti-HBs) notralizandir ve tiim subtiplerde ortak
olarak bulunan ‘a’ determinantim nétralize ettiginden farkli subtiplerle olusan infeksiyonda
capraz korunma s6z konusudur (182).

Kullanilmakta olan rekombinant hepatit B asilari oldukga giivenli olup, asilanan
kisilerin yaklasik % 22’sinde injeksiyon yerinde hafif reaksiyon meydena gelebilir. Ates ve
diger sistemik semptomlar son derece nadirdir. Tek kontrendikasyonu , maya proteinlerine
veya a1 igerigindeki bilegenlerden birine kiginin asir1 duyarlihifinin olmasidir (182).

Tiim yas gruplarn icin birinci ve ikinci doz arasinda 1 ay, ikinci ve iigiincii doz
arasinda 5 ay bulunan 0-1-6 semas: standart uygulama olarak Onerilmektedir. Asinin
etkinligi anti-HBs gelisimi ile iligkili olup 10mIU/ml, tizerindeki degerler koruyucudur. Ug
doz intramuskiiler hepatit B agis1 uygulanan 40 yasin altindaki saglikli bireylerin % 90’indan
(2), infantlarn ise % 95’inden fazlasinda koruyucﬁ antikor diizeyi (anti-HBs > 10mIU/mL)
olugur. 40 yasin iizerindeki bireylerde asilamaya yamt daha diisiiktiir. Ileri vas, obezite,
sigara kullanimi, erkek cinsiyet, HIV infeksiyonu, immun yetmezlik ve kronik bir hastaligin
varligi antikor olusumunu olumsuz etkileyen faktorlerdir (2, 183, 184). Asimin HBIG veya

diger agilarla birlikte uygulanmas:t immunojenitesini azaltmaz (182).
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Ast uygulanmasindan sonraki birka¢ yil iginde anti-HBs seviyelerinin diismeye
bagladigi, asiya yanit veren eriskinlerin yaklagik % 7-50’sinde asilamadan 5 yil sonra, % 30-
60’1nda ise agilamadan 9-11 yil sonra antikor seviyesinin 10mIU/mL’nin altina diistiigii
saptanmugtir. Immunize bireylerde akut hepatit B infeksiyonu hig bildirilmemis olup, yapilan
calismalar agilama sonucu olusan koruyuculugun eriskinlerde en az 11 yil (2), infantlarda ise
2-8 yil devam ettigini gbstermektedir. Antikor titresinin saptanabilen diizeylerin altina indigi
durumda bile anamnestik antikor yamti ile hastalia karsi koruyuculugun devam ettigi
diistintilmektedir (182, 184).

HBYV infeksiyonu agisindan risk tasiyan ve HBV ile infekte olmamis gruplar igin

temas Oncesi profilaksi 6nerilir (182).

Temas Oncesi Hepatit B asis1 Onerilen Gruplar

Rutin immunizasyon

« Tiim infantlar ve daha 6nce agilanmamis 11 yas civari ¢ocuklar

HBYV infeksiyonu agisindan risk tasiyan gruplar

» Birden fazla cinsel partneri olan bireyler

» HBsAg pozitif bireyle cinsel veya ev i¢i temasi bulunan kigiler

» Homoseksiiel erkekler

» Intravenéz ilag bagimlilart

« Endemik bolgelere 6 aydan uzun siireli seyahat edecek bireyler

» Mesleki olarak kan veya viicut sivilart ile temas eden kisiler (doktorlar, dis
hekimleri, hemgireler, laboratuvar ¢alisanlari, hemodiyaliz iinitesi ¢aliganlar1 gibi)

*» Bazi hasta gruplari; sik kan ve kan tirlinii transfiizyonu gerektiren hastalar, kronik

renal yetmezligi olan hastalar, mental retardasyonu olan hastalar

Perinatal HBV infeksiyonunun 6nlenmesinde HBIG ile hepatit B agisimin birlikte
kullanimi ideal olarak kabul edilmektedir (186). HBsAg pozitif anneden dogan bebeklere
HBIG ile birlikte hepatit B asisinin uygulanmas: kronik HBV infeksiyon geligimini % 79-98
oraninda dnlemektedir (2). Immunize infantlarda kronik infeksiyon oram immunize olmayan
infantlara gére oldukga diisiik olup, asiya yanit vermeyen ¢ocuklarin % 40°inda ge¢ kronik

infeksiyon séz konusudur (186).
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Baglangigta hepatit B agisimin risk gruplarina uygulanmas: onerilmis ancak riskli
bireylerin saptanmasi ve agilanmasindaki zorluk nedeniyle hastaligin insidansinda azalma
olmadip1 gézlenmistir (2, 182). Bu nedenle 1991 yilinda universal agi1 uygulamasina

gegilmesi ve agimnin rutin gocukluk ¢ag1 asilari arasina girmesi Onerilmistir (187, 188).
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4.13 Filogenetik analiz

Organizmalarin evrimse] tarihi filogeni olarak adlandirilir ve farkli tiirler arasindaki
evrimsel iliskileri ortaya koymak amaciyla filogenetik analiz teknigi kullanilir (189).
Molekiiler filogenetik ¢alismalar ise DNA ve proteinlerde olusan degisikliklerin hizim ve
paternini saptamaya dolayisiyla da genler ve organizmalarin evrimsel tarihini olusturmaya
yoneliktir. Filogenetik ¢aligmalarda tiirler arasindaki evrimsel iligkiyi gostermenin en uygun
yolu filogenetik aga¢ olusturmaktir (190).

Bir filogenetik aga¢ diiglimlerden ve dallardan olusur. (Sekil 5) Her bir diigiim
evrimsel yoldaki ayrimin karsiligi olup, taksonomik bir grubu temsil eder. Agactaki dig
dallar taksonlari, i¢ dallar ve diigiimler ise taksonlar arasindaki iliskiyi gOsterir. Birbiri ile
yakin iligkili tlirler agagta birbirine komsu dallarda yer almalan ile ayirt edilirler. Agacin
dallarimin paterni topoloji olarak adlandirilir ve dal uzunlugu genellikle dalda olusmus
degisikliklerin sayisini ifade eder (190, 191).

Baz filogenetik analiz tipleri evrimlesme hizimin agacin dallarinda aynt oldugunu,
bazilar1 ise farkli oldugunu varsayar. Agacin dallarinda mutasyon hizinin aynmi oldugu
varsayim1 molekiiler saat hipotezi olarak bilinir ve birbiri ile yakin iligkili tiirler igin olduk¢a
uygundur (191).

Filogenetik aga¢ koklii veya kokstiz olabilir. Koklii agaclarda kok agacin herhangi bir
yerinde yer alabilir ve ortak bir atay: temsil eder. Kéksiiz agag ise ortak atay: belirtmeksizin

sadece tiirler arasindaki iligkileri gosterir (190, 191).

Dﬁgiim\ A

1(/]/T—

Pal

N

Sekil 5 : Filogenetik agac
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Degisik tlirlerin niikleik asit/ aminoasit dizilerinin kargilagtirilmasina dayanan
molekiiler filogenetik analizin temelinde elde edilen dizilerin referans diziler ile ne kadar
benzer ya da farkhi oldugu sorusu yer alir (192).

Bu amagla 6ncelikle incelenecek dizilerin elde edilmesi ve bunlarin 6nceden bilinen
diziler ile karsilagtinlmasi gerekir. Son yillarda molekiiler filogenetik alaninda 6nemli
gelismeler kaydedilmis ve ¢esitli tlirlerden elde edilen diziler diinya tizerindeki veri tabani
sistemlerinde toplanmistir. Bylece arastiricilar elde ettikleri dizileri var olan diziler ile
karsilastirma imkanina sahip olmuslardir (189).

Filogenetik analiz tekniginde dort basamak yer almaktadir (190):

1- Hizalama

2- Yer degistirme modelinin(substitution model) saptanmas

3- Agag olusturulmasi

4- Agacin degerlendirilmesi

Hizalama
Niikleotid veya aminoasit dizilerinin karsilagtinlabilmesi igin bu dizilerin alt alta aym

hizada dizilmesi (alignment) gerekir. Bunun i¢in ¢ok ¢esitli yontemler vardir (192):
1- Elle yapilan hizalama

3- Bilgisayarla ikiden fazla dizinin hizalanmasi

Kullanilacak y&ntemin se¢imi hizalanacak dizilerin sayisina ve uzunluguna baghdir.
Dizi sayis1 ve uzunlufu arttikga elle yapilan hizalama karmasik ve zaman alict hale gelir.
Bunun i¢in gelistirilmis bilgisayar programlar1 vardir. ClustalW ve TreeAlign programlan en
cok kullanlanlardir (189).

Hizalama, dizilerde hangi pozisyonlarm korunmus oldugunu ve hangilerinin ortak
diziden farklilagtigini gosterir. Evrimsel iligki g6steren diziler homolog olarak tanimlanir.

Birbiri ile homolog olmayan iki dizinin bosluklar birakilarak hizalanmas: riski vardir.
Cok sayida dizinin birbirleri ile kargilagtirnldigy durumlarda bu bosluklarn ortaya ¢ikma
olasilig1 daha da artar. Hizalamadaki bosluklar evrim siireci i¢inde bir veya daha fazla dizi
karakterinde ortaya gikan insersiyon veya delesyonu ifade eder (189, 191).
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A dizisi TGAACTC - - - CACCAAAAAGGAAGACTG
B dizisi TAGGCTCACGCACCAACAT - - CATACTG

Bu dizilerde (-) ile gosterilen bosluklarin bir dizideki insersiyonlart m: yoksa diger
dizideki delesyonlar1 mu1 gésterdigine karar verilemez. Bu durumda nétral bir terim olan indel
(insersiyon-delesyon) kullanilir (189).

Birgok yontem bu bosluklar1 dikkate almaz ve hi¢ bosluk icermeyen hizalama
bolgelerine odaklarur. Bir diger yaklasim ise bosluklar i¢in bir ceza puam (gap penalty)
verilerek skor matriksi olusturulmasidir. Bu skorlar uzaklik skorlarina doniistiiriilebilir, bu da
uzaklik metodlar: ile olusturulan filogenetik analiz i¢in olduk¢a uygundur.

Diziler ve bunlarin olusturduklar: gruplardaki degisikliklerin gzlenmesinde en iyi yol
agac olusturmaktir (191). Burada hizalama kritik bir noktay1 olugturur. Kétii bir hizalama
yapilmig ise filogenetik aga¢ yanlis olur, bu da kendini ¢ok uzun dallarin varlif: ile gésterir
(193).

Filogenetik analiz olduk¢a subjektif olup bazi varsayimlarda bulunmak gerekir.
Bunlardan en &nemlisi bir niikleotidin digeri ile yer degistirme hizinin (olasilifinin) ne

oldugudur. Bu yer degistirme modeli (substitution model) olarak tanimlamr (194).

Yer degistirme modeli (substitution model)

Bu modelde yer alan yontemlerden bazilann genel &zellikleri ile asagida
tanitilmaktadir.
1- Jukes-Cantor : Yer degistirmelerin rastgele ortaya ¢iktin ve mutasyon hizinin

tiim niikleotidler i¢in esit olasilikta oldugu varsayilir.
2- Kimura 2-parameter : Transisyonlarin (A->G , C->T ), transversiyonlardan (A->T ,

C->G ) daha sik oldugu varsayilir.
3- Tajima-Nei : Jukes-Cantor’a benzer. Farkli olarak yer degistirme oraninin tiim
niikleotidlerde aym oldugunu varsayar. { A->T oram1 G->T orani ile aynidir.)

4- Jin-Nei Gamma : Gama dagilima goére niikleotid yer degisim oraminin bélgeden

bolgeye farkli oldugunun varsayar.

5- Tamura : Sabit bir yer degistirme oramim varsayar. Fakat transisyon ve

transversiyondaki farkliliklar: da dikkate alir.
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Oncelikle Jukes-Cantor yontemi ile uzaklik hesaplanir. Tiim uzakliklar her 100 bazda
10 yer degistirmeye esit veya daha az ise bagka bir yontem kullanmilmasina gerek yoktur.
Uzakliklar her 100 bazda 10 yer degistirmenin iizerinde ise asagidaki kriterlere gére diizeltme
metodlarindan birisi segilir.
¢ Jukes-Cantor uzakligi 10 ile 30 yer degistirme arasinda, transisyon ve transversiyon
oranlari farkli ise Kimura 2-parameter yontemi kullanilir.
¢ Jukes-Cantor uzakhig 30 ile 100 yer degistirme arasinda ve yer degistirme oranlar
belirgin olarak bdlgeden bolgeye farkl: ise Jin-Nei Gamma yontemi kullamlir.
¢ Uzakliklar 30 ile 100 arasinda ve dort niikleotidin de@isimi aymi ise Tajima-Nei
yontemi kullanilir.
¢ Jukes-Cantor uzaklig: bir ¢ok dizi ¢ifti icin 100°den daha fazla ise, uzaklik verileri
ile olusturulan agag giivenilir olmaz. Bu durumda su 6nerilerden biri yardimei olabilir :
» Kodlayan bolgeler i¢in, kodonun birinci veya birinci ve ikinci pozisyonlari
kullanilarak uzaklik hesaplamasi tekrar edilir.
» Kodlayan bolgeler igin, protein dizisi hizalanir ve aminoasit yer degisimleri
ile uzaklik hesaplanar.
« Dizinin hizla degisen bolgeleri kesin olarak biliniyorsa bu bolgeler ¢ikarilarak
hizalama diizeltilir ve uzaklik yeniden hesaplanir.
¢ Transisyon ve transversiyon oranlarinda belirgin bir farklilik ve gii¢lii bir G + C

icerigi varsa Tamura yéntemi kullanilir (193).

Filogenetik aga¢ olusturma

Genellikle 1i¢ metod kullanilir :
1-Maximum parsimony
2-Distance

3-Maximum likelihood
Her bir metod farkli bir analiz y6ntemi kullanir. Asagidaki akis semasi metod

se¢iminde izlenecek yolu gostermektedir (191).
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fliskili dizilerin segimi '

!
Hizalama
l Evet
Giiglii bir dizi benzerligi var mi? ® — Maximum parsimony
| Hayrr
Evet
Agikga tamnabilir dizi benzerligi var m?* — Distance
| Hayrr

Maximum likelihood °

1- DNA veya protein dizileri segilir. Secilen diziler hizalanir.

2- Hizalanmig dizilerde fazla sayida bosluk olmamalidir. Filogenetik analiz sadece
uygun bir sekilde hizalanmis dizilerde yapilabilir. Genelde, filogenetik metodlar tiim
dizilerdeki korunmus bélgeleri analiz eder. En basit evrimsel model ¢oklu dizi
hizalanmasinda her bir kolondaki degisikligin tek basamakli degisiklik oldugunu ve tersine
doniis olmadigim ( A— T — A) varsayar. Daha fazla basamakli degisiklikler (A— T — G)
ve tersine doniisler olasidir. Bu degisimler igin diizeltmeler uygulanabilir. Béylece
degisikliklerin miktar1 daha kabul edilebilir bir degere ulagir. Diizeltmeler degisikliklerin
dizideki tiim pozisyonlarda aym oranda oldugunu varsayar.

3- Bu soru maximum parsimony analizi i¢in uygun dizilerin se¢ilmesini saglamak
amaciyladir. Ayni olan bu diziler i¢in diger yéntemler de kullanilabilir. Parsimony analizi igin
en iyi sonuglar diziler arasindaki degisim miktarinin benzer oldugu durumlarda alimir. Eger
cok fazla degisim varsa ¢ok fazla atasal iliski olasidir. Maximum parsimony metodu verilere
gore olast tlim agaclar olusturmaya yoneliktir ve 11 veya 12 diziden fazlasi i¢in uygun
degildir.

4- Bu sorunun amact uzaklik metodlan ile filogenetik analiz gergeklestirmek igin
uygun dizilerin se¢imidir. Diziler arasinda orta derecede degisim varliginda uzaklik metodlar
kullanilarak evrimsel aga¢ olusturulabilir. Hizalanan iki dizi arasinda degismis pozisyonlarin
sayisimun eslesen pozisyonlarin toplam sayisina orani diziler arasindaki uzakligi tamimlar.
Uzaklik metodlart fazla sayidaki diziler i¢in uygundur. ClustalW programi g¢oklu dizi
hizalamasinin yanisira uzaklik metodu ile agag¢ olugturur.
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5- Maximum likelihood metodu birbiri ile iligkili herhangi bir dizi seti igin

kullanilabilmekle birlikte 6zellikle diziler ¢ok degisken oldugunda uygundur.

Maximum Parsimony Metod

Incelenen diziler ile agag olugturmak igin gerekli en az degisikligin belirlenmesine
dayanan bir yontemdir.Bu nedenle bazen minimum evrimsel metod olarak da isimlendirilir.
Benzer ve az sayidaki dizi igin kullanilir. Zaman alic1 olup dizi sayist ya da degisim miktan
fazla oldugunda yararl1 degildir. SeqLab ve PAUP programlar1 bu metodu kullanr,

Coklu hizalamada sadece belli dizi degisimleri parsimony analizi i¢in uygundur. Bu

analizde olas1 tiim kokstiz agaglar dikkate alinir.

Uzaklik Metodlar:

Hizalama tamamlandiktan sonra bu veriler evrimsel uzaklifin hesaplanmasinda
kullanilabilir. Burada dogru y6éntemin segimi 6nemlidir.

Uzaklik metodlar1 ile, hizalan diziler arasindaki farkliliklarin miktarina gore agag
olusturulur. Agacin dallar1 boyunca ortaya ¢ikan degisiklik sayis1 diziler arasindaki uzaklig:
gosterir. Bu metodlar digerlerinden daha kolay ve hizli olup, ¢ok sayida dizi igin de
uygundur. Bunlar i¢inde en ¢ok kullamlanlar: sunlardir :

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)

Agag olusturulmasinda basit bir yontem olup agacin dallar1 boyunca degisim oramimn
degismez oldufunu varsayar. Bu yontemde once birbirleri ile ¢ok yakin iligkili diziler
arasindaki uzaklik hesaplanir, daha sonra bunlarin ortalama degeri ile diger diziler arasindaki
uzaklik hesaplanir ve bu tiim diziler agaca dahil oluncaya kadar devam eder. SeqWeb ve
SeqgLab programlan -tarafindan kullanilan UPGMA metodu, agacin dallarindaki mutasyon
orani ayni olmadiginda yanlis aga¢ olusumuna neden olur.

Neighbour Joining (NJ)
Dogru agacin olusturulmasinda en uygun yontemlerden biri olup 6zellikle ayn

tiirlerin evrimlesme oraninm farkli oldugunun diistiniildiigi durumlarda uygundur. Agacin
toplam dal uzunlugunu en aza indirgeyerek birbirine komsu olan dizileri belirler. ClustalW

programi neighbour — joining y6ntemini ¢oklu hizalamaya bir rehber olarak kullanir.

43



Fitch — Margoliash (FM)

Bu metod bir uzaklik tablosu kullanir ve uzaklik sapmalarini en aza indirir. Agacin

dallarini tanimlamak i¢in diziler agacta birlestirilir ve agacin dal uzunlugu hesaplanir. Bes
veya daha az taksonomik birim varhifinda kullanilabilir. Phylip program paketi i¢inde yer
alir.

Maximum Likelihood Metod

Dizilerdeki degisime en iyi karsilik gelecek agaci bulmak icin hesap olasiliklarim
kullanir. Maximum parsimony metoduna benzer. Sadece az sayidaki diziler i¢in kullanighidir.
Olas: tiim agaglar dikkate alinir. SeqlLab ve PAUP programlari iginde yer alan bu y6ntem ¢ok
farkli diziler arasindaki iligkiyi agiklamak igin kullamlabilir (191, 193)

Parsimony yontemleri siklikla skorlar1 ayni olan bir¢ok agag¢ olusturur. En iyi agaci
bulmak igin ileri islemlere gerek vardir. Bunlar ;

1- Exhaustive search (ayrintili inceleme) : Olasi tlim agaclar gbzden gegirilerek
kullanilan optimalite Slgiitiine gére en uygun agag belirlenir. Cok zaman alici olup , yirmiden
fazla dizi varliginda kullamlamaz.

2- Branch and bound : Bu y6ntemde 6nce dizilerin bir b6liimi ya da baz1 niikleotid
pozisyonlar1 kullamilarak alt-agaglar olusturulur (branch). Bunlarda optimalite o&lgiitleri
degerlendirilir ve hesaplanan deger belli bir sinir1 (bound) asarsa, o alt agagtaki verileri igeren
tim agaglar inceleme disi birakilir. Boylece inceleme az sayidaki alt- kiimelere
yogunlastirilarak zamandan kazanilir.

3- Heuristic search : En ¢ok kullanilandir. Suboptimal agaglarin olusturdugu grubu
inceler ve her bir grup i¢in en uygununu bulur (189, 193).

Agacin Giivenilirligi

Filogenetik analizde énemli sorunlardan biri olusturulan agag topolojisinin dogru olup
olmadigidir. Agagtaki her bir dalin istatiksel olarak anlamlilifim tahmin etmek i¢in yaygin
olarak kullanilan yontem rastgele drnekleme (bootstraping) dir. Burada incelenen dizilerden
rastgele niikleotid pozisyonlart segilerek ¢ok sayida alt-veri kiimeleri yaratilir. Bu verilerin
her biri i¢in bir aga¢ olusturulur ve bunlar birbiri ile kiyaslanir. Bunun sonucunda dal
paterninin aym oldugu 6rnek sayis1 bootstrap degeri olarak agacin her bir diiglimiinde 0-100
arasindaki sayilarla gosterilir. Bu deger, yiize ne kadar yak1ﬁsa agacin topolojisinin o kadar
giivenilir oldugu varsayilir. Genel olarak herhangi bir dal % 70’in {izerinde bir bootstrap

degerine sahipse bunun dogrulugu % 95 seviyesindedir (189, 191, 193).



5. GEREC ve YONTEM
5.1 GEREC
5.1.1 Cahsma Grubu
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji

Laboratuarinda HBV — DNA olumlu saptanan 23 serum oOrnegi ile calisildi. Serum

Ornekleri steril eppendorf tliplerde -70°C ’ de dondurularak ¢alismaya kadar saklandi.

5.1.2 Ayraclar

1-4 M NaCl
NaCl 11.68 g
Distile su 50 mL’ye tamamlandi. Otoklavlanda.

2-1M Tris (pH:8) (Sigma,T8524)

Trizma base 93¢g
Distile su 100 mL’ ye tamamland.

3- EDTA (etilendiamintetraasetikasit) (Sigma, E5134) (pH:8)

02M 0.5M
NaEDTA 744 g 18.6¢g
Distile H,O 100 mL 100 mL
Otoklavlandi.
4~ SDS %10 (Sigma)
Lauryl sulfate 10g
Distile su 100 mL’ye tamamlandi.
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5- TNE Buffer + SDS

Final Kons
4M NaCl 6.9 mL 0.11M
IM Tris (pH:8) 13.75 mL 55mM
0.2M EDTA 1.375mL 1.1mM
%10 SDS 13.75 mL %0.55

Distile H,O 2143 mL -

6- Proteinaz — K (10mg/mL) (Promega, V3021, 100 mg)
Proteinaz K 100 mg
Steril distile su 10 mL
1 mL’lik alikotlarla -70°C’ de saklandu.

7- Glikojen (20 pug/ 50 uL ) ( Sigma, G1767)
Glikojen 4 mg
Steril distile su 10 mL
1 mL’lik alikotlarla -70°C * de sakland.

8- Phenol (pH : 8) (Sigma, P-4557)

9- Kloroform : isoamilalkol

Kloroform (Sigma, C2432) 49 kisim
Isoamilalkol 1 kastm
Her ¢aligmada taze hazirlandi.

10-Sodyum asetat 3M (pH :5.2) (Sigma, S2889)

NaOAc(anhidroz) 2461 g
ya da NaOAc.3H,0 3901 g
Distile H,O 100 mL’ye tamamlandi.

pH glasiyel asetik asit eklenerek ayarlandi.Otoklavlandi.

11- Ethanol % 100 (Merck)
% 80 Ethanol i¢in % 100 Ethanol 40 mL
Steril Su 10 mL




12- dNTP karigimi ( 4 pmol her birijtoplam 16 mM ) ( Promega, U1240 )

dATP (100 mM)
dCTP (100 mM)
dGTP (100 mM)
dTTP (100 mM)

Steril distile su

-20°C de saklandi.
13- 10X Taq buffer (Promega, M190A)
14- 25 mM MgCl, (Promega, A351B)

40 pL
40 pL
40 uL
40 pL

840 pL

15- Taq DNA polimeraz(5U/pL) (Promega, M186A)

16- Kullanilan primerler,dizileri ve hedef bélgeleri :

Primer Ad1 Tip
P7 Sense

P8 Antisense

Sekansi

Niikleotid pozisyonus*

5’-GTGGTGGACTTCTCTCAATTTTC 256-278
5’-CGGTA(A/T) AAAGGGACTCA(A/C)GAT 796-776

* HBV genomunda EcoR1 bolgesi baslangi¢ pozisyonu olarak almmustir (13).

17- Poliadenilikasit ( Poly-A ) ( 2 mg/mL) (Boehringer Mannheim, 108626)

Poly-A 100 mg

Steril distile su 50 mL
18- TBE ( 5X)

Tris base (Sigma,T8524)

Boric asid (Sigma, B6768)

0.SM EDTA

Distile su

54g

275¢g

20 mL

1000 mL’ye tamamlanda.

Otoklavlandi. Oda 1sisinda 1 ay stabildir.

19- Jel yiikleme tamponu ( Tip III, 6X)

%0.25 bromfenol mavisi (%10 stoktan) 0.75 mL.
%0.25 xylene siyanol FF (%S5 stoktan) 1.5mL
%30 gliserol (su i¢indeki karigimi) 9mL
Distile su 18.75 mL
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20- Etidium bromid (1000X,5mg/mL) (Sigma, E8751)
Etidium bromid 05¢g
Distile H,O 100 mL
Isiktan korumak i¢in aluminyum folyo ile kaplandi1.4°C de saklandi.

21- %10 DMSO (dimetilsiilfoksid) (Sigma, D8418)
DMSO 1 mL
Steril distile su 10 mL.” ye tamamlandi.

22- Ure (Sigma, U5378)
23- Rapid-Gel XL %40 (Amersham, US75863)
24- TEMED (N,N,N'N'-Tetramethylenediamine) (Sigma, T7024)

25- Amonyum persulfat(APS) %10 (Sigma, A9164)

APS Ol1lg
Distile su 1 mL

26- Long Run Buffer, 10X TBE
Tris base 162.0 g (1340 mM)
Boric acid 27.5 g (450 mM)
EDTA(Nay,2xH;0) 9.3 g (25 mM)
Distile su 1 L’ye tamamlandi.

27- Restriksiyon enzimleri ve bufferlar

Mva I (Boehringer-Mannheim, 1288067) 10U /pL
Rsal (Boehringer-Mannheim, 779124) 10U/ puL
Hinf I (Boehringer-Mannheim, 779652) 10U/ pL
Buffer H (Boehringer-Mannheim, 1417991)
Buffer M (Boehringer-Mannheim, 1417983)
Buffer L (Boehringer-Mannheim, 1417975)

28- Akrilamid (Sigma, A8887)

29- Bis-akrilamid (N,N'-Methylene-bis-acrylamide) (Sigma, M7256)
30- Agaroz (Sigma, A9539)

31- $X174 DNA/ BsuRI(Hae III) marker (MBI Fermentas, SM0251)

32- $X174 DNA/ Hinf I marker ( MBI Fermentas, SM0261)
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5.2 YONTEMLER

Serum Orneklerinden HBV — DNA ekstraksiyonu proteinaz-K / fenol-kloroform
yontemi ile yapildi. PZT reaksiyonu ile HBsAg gen bolgesi amplifiye edildi ve niikleotid
dizi analizi yapildi . PZT reaksiyonu sonucu elde edilen S gen bolgesine ait tiriinler Mva I,

Rsa I ve Hinf I enzimleri ile kesilerek RFLP analizi gerceklestirildi.

5.2.1 HBV -DNA’nin PZT ile gisterilmesi
HBYV — DNA Ekstraksiyonu

Serum 6rneklerinden HBV — DNA ekstraksiyonu icin proteinaz-K / fenol-kloroform

yontemi uygulandi. Bu amagla sirasiyla su islemler gerceklestirildi.

1. Dokuz voliim TNE buffer, 1 volim proteinaz-K ve bir test miktar1 i¢in 20pg
glikojen igeren ekstraksiyon buffer (EB) hazirlandi.

2. Her eppendorf tiiptine 400 pL. EB ve 100 pL serum 6rnegi konuldu. Vorteks ile
karistirildi. 37°C de 1.5 -2 saat inkiibe edildi.

3. Ekstraksiyon tiiplerine 450 pl.  fenol eklendi. 1100 — 1400 devirde 5 dakika
karigtirildi. 1500 rpm de 10 dakika santrifijj edildi.

4. Olusan iist tabaka 450 pL kloroform / isoamil alkol (50:1) igeren tiiplere aktanldi.
1100 - 1400 devirde 5 dakika karistirildi. 1500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

5. Ust tabaka 40 pL.  3M NaOAc igeren tiiplere aktarilip, {izerine 800 uL ethanol
(%100) eklendi ve vorteks kullanmadan yavasca elde karigtirilda.

6. Bir gece -20°C de bekletildi.

7. Tipler 1500 rpm de 20 dakika santrifiij edildi.

8. Stv1 kisim bosaltildiktan sonra dipteki ¢okelti 600 pL ethanol (%80) ile 1500 rpm
de 5 dakika santrifiij edilerek yikandi.

9. Cokelti kurutuldu ve 25 pL. steril distile su ile sulandirildi. Test 6ncesinde en az 10

dakika oda 1sisinda bekletildi.

PZT

HBV — DNA PCR i¢in kullanilacak ayraglarin miktarlarini belirleyebilmek i¢in ¢esitli
optimizasyon ve standardizasyon ¢aligmalart yapildi. Elde etti§imiz sonuglara gore toplam

hacim 50 pL olacak gekilde hazirlanan karigim su sekilde idi:
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10x Taq buffer 5 puL (1x final)

25mM MgCl, 3 pL (1.5 mM/ final)
Primer 7 (40 pmol / pl) 0.5 uL. (20 pmol/ final)
Primer 8 (40 pmol / pl) 0.5 uL (20 pmol / final)
dNTP (4 mM / herbiri) 1.25 uLL (100 uM / final)
Taq polimeraz (SU/pL)  0.25 pL (1.25 U/ final)
DNA 5uL

Steril distile su 34.5 uL

Amplifikasyon programi: 94°C de 1 dakika 6n denatlirasyon sonrasi, 94°C 1 dakika,
50°C 1 dakika, 72°C 2 dakika thermocycler programi ile 30 dongii gerg:eklestirildi.. Son
uzatma (final ekstensiyon) i¢in 6rnekler 72°C de 7 dakika tutuldu.

PZT>de olumlu kontrol olarak molekiiler hibridizasyonda HBV — DNA miktar1 sirasi
ile 73 pg/mL, 3500 pg/mL ve 8441 pg/mL olan ti¢ serum kullanildi. Olumsuz kontrol olarak
tiim hepatit gostergeleri olumsuz olan bir serum ve DNA yerine steril distile su eklenmis bir

karigim kullanildi.
PZT’nin analitik duyarliligim saptamak amaciyla molekiiler hibridizasyonda HBV —

DNA miktar1 57.10 pg/mL olan bir serum 6rneginin 100 pg/mL poly-A igeren distile su ile
sulandirimlart  yapildi. Amplifikasyon sonrasi olumlu sonu¢ elde edilen en diisiik
sulandirimdaki viral kopya sayist bir pikogram HBV-DNA’nin 3x10° kopyaya esdeger oldugu

varsayilarak hesaplandi (195).
Calisma sirasinda deneyler arasi tutarsizliktan ve kontaminasyondan korunmak igin

hazirlanan stok ¢ozeltiler bir-iki kullanimlik miktarlara béliiniip saklandi. Aerosollere kars:
filtreli pipet uglar1 kullanildi. Tiiplerin kapaklan siirekli kapali tutuldu. Deneyde olusabilecek
kontaminasyonun asamasini saptayabilmek amaciyla her etapta negatif kontroller kullanildi

(196).

Elektroforez :

Bu amagla, 1x TBE i¢inde % 2 agaroz jel hazirlandi ve manyetik 1siticida eritildi. 50
mL agaroz igerine, Smg/mL etidyum bromid ¢6zeltisinden 5 pL eklendi. Uygun taraklarin
takildigt jel kalibina dokiilen jelin donmasi beklendi. Donan jelden taraklar gikartildi ve
olusan bosluklara ¢$X174DNA/Hae III marker ve ornekler yiikleme tamponu eklendikten
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sonra (5 pL jel yikleme buffer + 25 pl. amplifiye tirtin) aktarildi. Jel 1x TBE icinde 80 V
uygulanarak 30-45 dakika yiiriitiildi. Sonuglar ultraviyole transilluminatérde 280-340nm
dalga boyunda incelendi. Bant biiyiikliikleri marker ile karsilastinldt ve 541 baz
biiyiikliigiindeki bantlar olumlu olarak degerlendirildi.

5.2.2 HBY Genotiplendirmesi

Genotiplendirme, PZT fdriinlerinin dizi analizi ve restriction fragment length

polymorphism (RFLP) teknigi ile gergeklestirildi.

1-Dizileme

HBYV dizilerinin belirlenmesi i¢in, polimeraz zincir tepkimesi sonucu elde edilen ve S
gen bolgesi iginde yer alan 541 bazlik ( 796-256) bir bélge kullanildi. PZT {iriinleri etanol ile
saflasgtirildi. Bu amagla 40 pl.  PZT trtinik  3M NaOAc igeren tiiplere aktarilip, iizerine
800ul. ethanol (% 100) eklendi ve vorteks kullanmadan yavasca elde karistirildi. Bir gece
-20°C de bekletildi. Tiipler 1500 rpm de 20 dakika santrifijj edildi. Siv1 kisim bosgaltildiktan
sonra dipteki ¢okelti 600uL ethanol (% 80) ile 1500 rpm de S dakika santrifiij edilerek
yikandi. Cokelti kurutuldu ve 25 pL steril distile su ile sulandirildi. Test 6ncesinde en az 10
dakika oda 1s1sinda bekletildi.

Dizileme tepkimeleri, Sequitherm Excel II DNA Sequencing Kits-LC ( Epicentre
SE9202LC ) ile iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda asagidaki sekilde gergeklestirildi.

1-Kit icerigi buz tizerinde ¢dzlinmeye birakild:. Ttim kit komponentleri vortekslenerek

homojen hale getirildi.

2-Premiks olarak isaretlenen bir eppendorfa (0.2 ml) toplam hacim 17 pL olacak
sekilde asagidakiler kondu.
3.5x SequiTherm Excel II Sequencing buffer 7.2 puL
Isaretli 6nciil (IRD80O isaretli P7) 2 uL
Kalip DNA ( Piirifiye edilmis 100-250 fmol /pl) 1 pL
SequiTherm Excel I DNA polimeraz (5U/ul) 1 pL

Deiyonize su ile 17 pL’ ye tamamlandi.
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3-Dizilenecek her 6rnek igin 4 adet O/.2 pL  eppendorf tipii G, A, T, C olarak
isaretlendi.Buz tizerinde

G tipline 2 pl SequiTherm Excel II-Lc Termination Mix G

A tipiine 2 pl SequiTherm Excel II-Lc Termination Mix A

T tiipine 2 pl SequiTherm Excel II-Lc Termination Mix T

C tipline 2 pl SequiTherm Excel II-Lc Termination Mix C’ den eklendi.
4-Buz lizerinde premiks tlipiinden her bir “ Termination Mix ” tiipline 4 ul. aktarild:.
5-Mineral yag eklendi.
6-Santrifiij yapilarak mineral yagin karigimdan ayrigmasi saglandi.
7-G, A, T, C tiipleri 5 dakika 95°C’ de 1sitilarak kalip DNA denatiire edildi.
8-Asagidaki 1silarda 30 dongli gerceklestirildi.

30 sn 95°C
15sn 50°C
1 dk 70°C

9-3 uL Stop/Loading buffer eklendi. Elektroforez i¢in jele yiikleninceye kadar -20°C
de saklands.

Camlarin temizlenmesi

Sicak musluk suyu ve ardindan distile su ile yikanan camlar bir kagit havlu ile
kurulandi. Camlarin her iki yiizeyi etanol ile silindi. Kulaksiz olan arka cam, ¢entikli tarafi
(dis yiizey) asag1 gelecek sekilde banko lizerine yerlestirildikten sonra her iki kenara spacer
konuldu. Ardindan kulakli olan 6n cam ¢entikli tarafi iiste gelecek sekilde spacerlarin
yerlesimlerini bozmadan arka camin {izerine yerlestirildi. Cam sikigtiricilar dikkatlice takilda

ve sikistirildi. Uste gelecek kisma “casting plate” yerlestirildi.

Jel hazirhg:
1- Yiiz ml beher igerisine sirasi ile, 21 g iire, 30.5 mL bidistile/deionize su, 5.6 mL

Rapid-Gel XL %40, 5 mL 10x Long Run TBE ve 500 pL. DMSO eklendi.
2- Manyetik kanstiricida ve oda 1sisinda tamamen berraklagincaya kadar (yaklagik 10

dk) karistinild.
3- Kangim 50 cc enjektdre ¢ekildi ve bir baska beher igerisine filtre edildi.

4- Elli uL. TEMED ve 350 uL %10 APS (taze hazirlanmis) eklendi.
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5- Zaman kaybetmeden temiz 50 cc enjektdre gekildi, enjektor ucu takilip, bir miktar

jel digar1 atilarak enjektdr ucu prime edildi.

6- Iki cam arasma 6n camin kulaklari arasinda kalan koseden baslayarak jel

dolduruldu.

7- Camlarin dip kismi tamamen jel ile dolduktan sonra doldurma islemi sonlandirildi

ve camlar hemen yatay konuma getrildi.
8- Tarak (0.25 mm) arka tarafi jel igerisine 0.5 cm girecek sekilde cama paralel olarak

jel igerisine yerlestirildi ve polimerizasyon i¢in 2 saat oda 1sisinda bekletildi.

Orneklerin yiiklenmesi

Jel yiikkleme tamponu eklenmis ve G, A, T, C olarak isaretlenmis 6rnekler 90°C ’ de 3
dakika denatiire edildikten sonra buz iizerine alindi ve her bir 6rnekten 1 uL jele aktarildi. LI-
COR DNA sequencer cihazinda agagidaki kosullarda elektroforez uygulandi. Yaklasik sekiz

saat sonra bant goriintiileri ve bu bantlarin semi-otomatik olarak degerlendirilmesi ile DNA

dizileri elde edildi.
Elektroforez kosullar

Voltaj Akim Giic  Sicaklik Taramahizz1 Frame Pre-run Buffer
2200V 40mA 45W  45°C 3 35 45 dakika 1x

Dizi Analizi

Elde edilen DNA dizileri, GenBanktan elde edilen Lindh ve ark. (13) tarafindan
genotipleri belirlenen HBV dizileri (Gen Bank No: M32138*, X75656, X75663, X75664,
X75657, X75658, 113994, D23677, 235716, X51970, L27106, X68292,X72702, M12393,
S50225, D00331, X04615, L.08805) ve Takahashi ve ark.’min (25) tanimladiklar1 bir
sempanze HBV dizisi (AB032433) ile Clustal W Multiple Sequence Aligment programi
kullanilarak hizalandi. Hizalanmis diziler TREECON programinda “Jukes-Cantor distance”
ile karsilastirildi, “neighbour-joining” yontemi ile filogenetik aga¢ olusturuldu ve

bootstraping degerleri elde edildi.

* Fransa’da yapilmis bir ¢aligmada Tiirk hastaya ait izolat (198)
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2-RFLP

Lindh ve ark. (13) ile Mizokami ve ark. (199) tarafindan genotipleri belirlenen 68
HBV-DNA dizisi Gen Bank’ten elde edildi. DNASIS v2.5 (200) ve DNA Club (by
Xiongfong Chen) programlar kullanilarak genotiplere ait restriksiyon enzim paternleri Mva I
ve Rsa I enzimleri ile olusturuldu. Genotipler aras: ayrimin glivenilirligini artirmak igin Hinf I
enzimi kullanildi.

Her bir serum 6rneginden ekstakte edilmis DNA ve yukarida belirtilen primerler
kullanilarak tekrar bir PZT reaksiyonu olusturuldu. PZT firiinlerinin % 2 agaroz jelde
yiriitiiliip, etidium bromide ile boyanmasi sonucu elde edilen bantlar standart marker ile
karsilagtirilarak degerlendirildi. PZT reaksiyonu sonucu elde edilen ve S gen bélgesine ait
irtinler Mva I, Rsa I ve Hinf I enzimleri ile ayri ayr1 uygun kosullarda enkiibe edildi.

Bu amagla olugturulan karigimlar ve enkiibasyon siireleri 6yleydi:

Mva I enzimi igin;  Buffer H 3.0 uL
Mval 1.0pL (10U /uL)
Steril distile su 1.0 pL
PCR firiinii 25 uL.

Bir gece 37°C de enkiibe edildi.

Rsa I enzimi igin ; Buffer M 1.5 uL
Buffer L 1.5 uL.
Rsal 1.OpL (10U /puL)
Steril distile su 1.0 uL.
PCR iirlinii 25 uL

Bir gece 37°C de enkiibe edildi.

Hinf I enzimi i¢in ; Buffer H | 3.0 uL
Hinfl 0.25uL (10U /L)
Steril distile su 1.75 ul
PCR firtinii 25 ul

Bir gece 37°C de enkiibe edildi.
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Enkiibasyon sonrast 6rnekler % 12 poliakrilamid jelde yiiriitiildi.

%12 Poliakrilamid jel hazirhigi, 6rneklerin yiiklenmesi ve degerlendirilmesi

1-

O-

50 mL beher igerisine sirasi ile 4.095 g akrilamid, 0.105 g bis-akrilamid, 14.7 g
tire ve 35 mL 1xTBE eklendi.

Manyetik kangtiricida ve oda 1sisinda tamamen berraklagincaya kadar (yaklasik 10
dakika ) kangtinldi.

Kanisim 50 cc enjektore gekildi ve bir bagka behere filtre edildi.

25 uL. TEMED ve 175 uLL %10 APS (taze hazirlanmis) eklendi.

Zaman kaybetmeden temiz 50 cc enjektore ¢ekildi,enjektér ucu takilip,bir miktar jel
disan1 atilarak enjektdr ucu prime edildi.

Yukarida sozii edildigi tizere uygun sekilde temizlenen iki cam arasmna 6n camin
kulaklar1 arasinda kalan kdseden baslayarak jel dolduruldu.

Camlarin dip kismi tamamen jel ile dolduktan sonra doldurma islemi sonlandirildi
ve camlar hemen yatay konuma getirildi.

Tarak ( 1 mm ) arka tarafi jel igerisine 0.5 cm girecek sekilde cama paralel olarak jel
igerisine yerlestirildi ve polimerizasyon i¢in 2 saat oda 1sisinda bekletildi.
Polimerizasyon sonrasi tarak g¢ikarilarak kuyucuklardaki jel artiklar temizlendi ve
jel, igerisine 1XTBE buffer doldurulmusg apareyine dikey olarak yerlestirildi.

10- Standart marker ($X174 DNA/Hinf I) ve her bir 6rnegin Hinf I, Mva I ve Rsa I

enzimleri ile enkiibe edilmesi sonucu elde edilen iiriinler jel ylikleme tamponu ile

birlikte (15 pL diriin + 3 pL jel ylikleme tamponu ) jele aktarildi.

11-2200 V, 40 mA de yaklagik 2 saat elektoforez uygulandi.
12- Elektoforez bitiminde camlann arasindan biitiinliigii bozulmadan dikkatlice

¢ikarilan jel etidium bromide ile boyandi.

13- Sonuglar ultraviyole transilluminatérde 254 nm dalga boyunda incelendi.

14- G6zlenen  bantlarin biiytikliikleri  standart marker ve RFLP paternleri ile

karsilagtirilarak genotip tayini yapildi.
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6. BULGULAR

6.1 PZT

Molekiiler hibridizasyonda HBV — DNA miktar1 57.10 pg/mlL olan bir serum
orneginin 10 kathk 5 diliisyon serisinde 100 pg/ml poly-A kullamilarak yapilan PZT
reaksiyonunda testin 19 kopya/mL. HBV-DNA’ y1 saptayabildigi gbzlendi (Sekil 6).

Sekil 6 : Diliisyonlu ¢alisilan serum 6rnegine ait PZT bant g6riintimleri
(M : marker) (Beklenen bant biiytikligii 541 bp)

6.2 Niikleotid dizi analizi bulgular:

Dizileme reaksiyonlarinda, tim Orneklerden PZT ile elde edilen ve S gen bdlgesine ait
olan 541 niikleotidlik Uriinler kullanildi. Ancak teknik sartlar nedeniyle ¢alisilan tiim
Orneklerden ortak olarak 420 niikleotidlik (356-775) diziler elde edildi (Sekil 7).

Bu dizilerle olusturulacak filogenetik agacin dogrulugunu sinamak i¢in referans diziler
ile bir ¢alisma gergeklestirildi. Referans dizilerin 541 ve 420 niikleotid igeren boliimleri ile
iki ayn filogenetik aga¢ olusturuldu. Bu agaglarin topolojisinin aym oldugu ve diigtimlerdeki
bootstrap degerlerinin birbirine yakin oldugu gozlendi (Sekil 8, 9). Bu nedenle 420

niikleotidlik b6lgenin genotiplendirmede kullanmlabilecegine karar verildi.
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Sekil 8 : 420 niikleotid igeren dizilerle Sekil 9 : 541 niikleotid igeren dizilerle
olusturulan filogenetik agac olusturulan filogenetik agac

Elde edilen diziler ClustalW programinda karsilastirilarak niikleotidler arasindaki
evrimsel uzaklik (distance) degerleri belirlendi. Bu degerler 0.0000 ile 0.0699 arasinda idi
(ortalama 0.0190) (Tablo 5).

Gen Bank’ten saglanan genotipleri belli HBV dizileri ile bu ¢aligmada elde edilen
diziler Treecon programinda Jukes-Cantor diizeltmesi uygulanmig evrimsel uzakhik degerleri
kullanilarak neighbour-joining yontemi ile kargilastirldi. Incelenen 23 &rnegin tamaminin
filogenetik agacta ggnotip D i¢inde kiimelendigi g6zlendi (Sekil 10).

Dértyiizyirmi niikleotidlik diziler DNASIS v2.5 ve DNA Club programlari
kullanilarak aminoasit kodlarina ¢evrildi. Bu dizilerde 122, 127, 134, 159 ve 160.
pozisyonlardaki aminoasitlere gore subtip tayini yapildi ( 4, 55, 195, 201). Dizilerin tiimiinde
122. pozisyonda arginin ve 160. pozisyonda lizin bulunmasi ile ayw subtipi belirlendi. w
determinantinin subtiplerini belirlemek i¢in dizilerde 127, 134 ve 159. pozisyonlardaki
aminoasitler incelendi. Bunun sonucunda 21 Ornekte 134. pozisyonda fenil alanin ve 159.
pozisyonda alanin bulunmaksizin 127. pozisyonda prolin bulunmas: ile ayw2 subtipi
tamimlandi. ki 6rnekte 127. pozisyonda treonin bulunmasi ile ayw3 subtipi saptandi (Sekil
11).
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Sekil 10 : HBV-DNA S gen niikleotid dizilerinin filogenetik analizi

Agactaki sayilar bootstrap degerlerini gostermektedir(6rnekleme sayisi 1000). TR ©n eki
bulunanlar bu ¢alismada yer alan dizileri, digerleri ise Gen-Bank’ten elde edilen dizileri
gostermektedir. D1 grup olarak sempanze HBV izolati (AB032433) kullamilmigtir (25).

63



!

m (ITpeR{BWRIWIUR) LIS[IZIP US[IPS 9P[ BPEWST[Rd IO[US[ILI[dq
wo:m,bo\/Noabmuo%ooquaFvEmméoONmwmﬁNmEco:voov_ozmpvﬁmméowzvCo:u%ﬁao&ﬁacoww<ZO->mm”:_Eow
w

SX”

S0°

mw- ... .. .. . . . .. . . _H. 4 . x

B.mdM&OEMAZZZH\wAJSEmAwaza?mm>aqmémhm<m¢3§d.m&wm¢3mmmHmHU.HUZOQmmM,HUUUmmgmhgﬁmghmomwhmammwmH.H&UN&ASUO%QAAEHA&H.HUJ.HAH&A@HHmM.MAUZZMMUmU.H W
A A A A

09T VET LTT gt

w
~
m

|

1




6.3 RFLP Bulgulan

DNASIS v2.5 (200) ve DNA Club programlan ile Gen Bank’ten elde edilen
genotipleri belli 68 HBV dizisi ilizerinde genotiplere 0zgii restriksiyon paternleri belirlendi.
Bunun sonucunda Mva I enzimine ait 10 ( M1-M10), Rsa I enzimine ait 8§ ( R1-R8 ) ve HinfI
enzimine ait 5 ( H1-HS5) kalip olmak tizere 20 bilesik kalip elde edildi. ( Tablo 6, 7, 8, 9,10)

Gen Bank dizilerinden genotip A’ y1 temsil eden 4 restriksiyon kalibi ( Al1-A4 )
belirlendi. Bunlara ait RFLP’nin karakteristik 6zelligi Rsa I enzimi ile elde edilen R1 ve R2
kaliplar1 olup, bu kaliplar diger genotiplerde gozlenmedi. Major genotip A kalibi A2 Gen
Bank dizilerinin % 62.5’inde ( 5/ 8 ) saptand.

Genotip B iginde 3 kombine kalip ( B1- B3 ) go6zlendi ve bunlardan B1’in Gen Bank
dizilerinin % 75’inde bulundugu dikkat ¢ekti. B genotipinde gézlenen M4 kalibi diger
genotiplerde gdzlenmez iken M3 kalibinin B genotipi disinda genotip A’ da da bulundugu
saptandi. Bu durumda genotip A’ dan genotip B’ nin aynminda genotip A’ da gézlenmeyen
R3 kalib1 yardimci oldu.

Tiim genotip C Gen Bank dizilerinde niikleotid 633° de Hinf I enzimine ait kesim
noktasi ile 6zellenen H4 kalibi saptandi ve bu kalip diger genotiplere ait dizilerde
g6zlenmedi. Bilegik kalip C1, 20 Gen Bank dizisinin 19’unda bulunurken sadece 1 Gen Bank
dizisinde bilesik kalip C2 belirlendi.

Genotip D iginde 6 bilesik kalip ( D1-D6 ) belirlendi. Major bilesik kalip D1 Gen
Bank dizilerinin % 36.8’inde ( 7/ 19 ); D2 % 31.5’inde (6 /19 ); D3, DS ve D6 % 5.3’ {inde
(1/19); D4 ise % 15.8’inde ( 3 / 19 ) inde saptandi. Mva I enzimine ait kaliplardan M7,
M8, M9 genotip D igindeki dizilerde bulunurken genotip A, B, C ve F’ye ait dizilerde
saptanmadi. Ancak M8 kalib1 aym zamanda genotip E dizilerinde gézlendi. Bu noktada
genotip D iginde yer alan Rsa I kaliplarindan R3, R4 ve R5’ in genotip E i¢indeki dizilerde
bulunmadig: dikkat ¢ekti.

Genotip E’ ya ait dizilerde iki bilegik kalip ( E1- E2 ) gézlendi. Rsa I enzimine ait
olan R6 ve R7 kaliplart bu genotipe 6zgii dizilerde saptamirken diger genotiplerde
bulunmadi.

Tiim genotip F dizileri ise Rsa I enzimine ait kesim bolgesine sahip olmamalar ile
diger genotiplerden ayrildilar. Bu genotip i¢inde 3 bilesik kalip ( F1- F3 ) bulundu.

Degerlendirmeler sonucunda galismamizda yer alan 23 6rnegin de genotip D kalibi
gosterdigi saptandi. Ondokuz 6rnekte ( % 82.6 ) D1 kalibi gozlenirken 4 6rnegin ( % 17.4)
D4 kalibina ait oldugu belirlendi. (Sekil 12)
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Tablo 6 : Mva I kesim noktalar (nt pozisyonu)

Genotip 218} 291 299 362 | 485 | 618 666 Fragmanlar NMva | Patern
X | X | X 178,133,123,107 M1
A x 434,107 M2
X | X 311,123,107 M3
X 1 X 311,123,107 M3
B
x X | x 311,123,84,23 M4
c x| x X! x| x 133,130,123,63,48,44 M5
X | X | X X 181,130,123,63,44 M6
x| x| x| x 133,130,123,107,48 M7
D x| x X 181,130,123,107 M8
X X | x| x 207,133,130,48,23 M9
E x| x X 181,130,123,107 M8
X|{x | X |x X 181,130,123,63,36,8 M10
F X | x | x X 181,130,123,63,44 M6
X | X | X x| x 133,130,123,63,48,44 M5
Tablo 7 : Rsa I kesim noktalar (nt pozisyonu)
Genotip | 489 504 570 754 769 Fragmanlar Rsa | Patern
i - x 249,199,66,27 R1
A
X X X 315,181,27,18 R2
B X X 315,199,27 R3
c x X 315,199,27 R3
X 315,226 R4
D X X 315,199.27 R3
X X X 234,199,81,27 R5
X 514,27 R6
E
X X 265,249,27 R7
F 541 R8
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Tablo 8 : HinfI kesim noktalar: (nt pozisyonu)

Genotip | 482 529 633 781 Fragmanlar Hinf | Patern
X 274,267 H1
A
X X 274,252,15 H2
x x 274,252,15 H2
B
X 526,15 H3
c X X X 274,148,105,15 H4
X X X 252,227,47,15 H5
D x 526,15 H3
X b 4 274,252,15 H2
E X X 274,252 .15 H2
F X 526,15 H3
Tablo 9 : Genotiplere 6zgii bilesik kaliplar
Genotip Bilesik Kaliplar Gen Bank. Say
M1, R1.H1 —> A1 1
A M1, R1,H2 —> A 5
M2, R1,H1 —> A%l 1
M3, R2,H2 —> Ad 1
MERREHYIN  — B1 12
B W3MR3,H2 = B2 3
M4, R3,H3 ——> B3 1
c M5, R3,H4 — 1 19
M6, R3,H4 — (C2 1
MAMR3, H2 — D1 7
M7HR3,H3 == D2 6
b M7, R4,H5 —=> D3 1
M8, R3,H2 ——> D4 3
M8, R5,H2 ——> D5 1
M9, R3,H2 —> D6 1
E M8, R6,H2 — E1 1
M8, R7,H2 —> E2 1
M5, R8,H3 —> F1 1
F M6, R8,H3 —> F2 1
M10, R8,H3 —> F3 1
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D4 PATERNI D1 PATERNI

Sekil 12 : Elde edilen RFLP kaliplarina iki 6rnek
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Tablo 10 : Gen-Bank’ten elde edilen DNA dizilerinin Gen-Bank No ve RFLP kaliplar:
Genotip Gen Bank No S gen Genotip Gen Bank No S gen
RFLP RFLP
L13994 A2 S75184 CI
X51970 A3 D16666 Cl
S50525 Al D50517 Ci
A V00866 A2 D50519 Cl1
Z35716 A2 C D50520 Cl
X70185 A2 D50489 C1
Z72478 A2 D16665 Cl1
M57663 A4 D16667 Cl
D50521 B3 M38636 Cl
D50522 Bl X14193 Cl
X98072 Bl M32138 D3
X98073 B1 X72702 D2
X98074 Bl 735716 D2
X98075 BI X85254 D4
X98076 Bl 702203 D2
B X98077 Bl X02496 D6
D23677 BI1 127106 D1
D236738 Bl X68292 D5
D23679 Bl X59795 D4
D00329 B2 D X65257 Di
D00330 Bl X65259 D4
D00331 B2 M12393 D1
M>54923 B2 X80925 D2
X97851 Bl X97849 D2
X75656 Cl U95551 D2
X04615 Cl Y07857 DI
X75665 C1 X97848 D1
L.08805 C2 X80924 D1
V00867 Cl X80926 D1
C D23680 Cl E X75664 El
D23861 Cl X75657 E2
D23682 Cl X69798 F1
D23683 Cl F X75658 F2
D23684 Cl X75663 F3
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7. TARTISMA

Hepatit B virus akut ve kronik hepatit yanisira siroz ve hepatselliller karsinom gibi
ciddi saglik sorunlarina neden olabilen ve tim diinyada yaygin olarak bulunan bir virustur.
Tiim diinyada ti¢yliz milyondan fazla kisinin HBV tagiyicist oldugu tahmin edilmektedir (1).

Son yillarda HBV kokenlerinin niikleotid dizilerindeki farkliliklara gére 6 ayn
genotipe (A-F) aynldif gosterilmistir. Farkli genotiplerin niikleotid dizileri arasinda tiim
genom igin en az % 8, S geni diizeyinde ise yaklasik % 4 oraminda farklilik vardir (3-6, 55).

HBsAg subtipleri (ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq” ve adrq” ) bu
genotiplerden biri veya birkag1 ile iligkilidir (4). Yakin zamanda Stuyver ve arkadaslan
tarafindan yeni bir genotip ( genotip G) tamimlanmig ve bu genotip igindeki tiirlerin adw2
subtipine sahip olduklar bildirilmistir (7).

HBV genotiplerinin yeryliziindeki dagilimlar1 cografi bolgelere gore degismektedir.
Kuzeybat1 Avrupa ve Sahra alti Afrika’da genotip A, Uzak Dogu’da genotip B ve C, Bati
Afrika’da genotip E, Amerika’da genotip F dikkati ¢gekmektedir. Tiim diinyada yaygin olarak
g6zlenen genotip D esas olarak Akdeniz bslgesinde baskindir (4).

Ayrica infeksiyonun bulas yolu, hepatoselliiler karsinoma gelisimi, asilama ile olusan
bagisik yamta duyarlilik ve tedaviye yamit gibi 6zellikler genotiplerle yakin iligkilidir. Bu
nedenle HBV suglarimin genotiplendirilmesi infeksiyonun epidemiyolojik ve patojenik
Ozelliklerine agiklama getirebilir (6).

HBV genotiplerinin belirlenmesinde en dogrudan yaklasim niikleotid dizilerinin
filogenetik analizidir.

Filogenetik analiz ile HBV genotiplerinin belirlenmesinde ideal olan tiim genoma ait
dizilerin kullanilmasidir. Ancak bu zaman alic1 ve pahali oldugu igin bu tiir ¢aligmalarda S
geni gibi subgenomik diziler kullanilmaktadir (5). Norder ve arkadaslan yaptiklari bir
calismada farkli genotiplere ait HBV suslarinda pre-S1, pre-S2, S, C, P ve X gen dizileri ile
olusturduklar1 filogenetik agaglan, tiim genomik dizi kullanilarak elde edilen agag ile
karsilagtirmiglardir. Bu ¢alismada S geninde niikleotid 155-832 arasinda yer alan bolgenin
(HBsAg) HBV genomunda olduk¢a korunmusg bir bolge oldugu ve genotiplendirme igin
kullamlabilecegi bildirilmigtir (5). Degisik aragtiricilar S geninin dizi analizi ile
gergeklestirilen HBV genotiplendirmesinin , tiim genom ile yapilanlarla tutarli oldugunu
bildirmislerdir (56, 199).
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Biz de c¢aligmamizda S gen bolgesine ait dizileri kullandik. Bu bélgenin
amplifikasyonu i¢in S gen bolgesinin korunmus bolgelerine ait olan onciiller (13) ile
olusturdugumuz PZT’de testin 19 kopya/mL. HBV-DNA’ y1 saptayabildigini belirledik.
Analitik duyarliligt yiiksek olan bu protokoliin tam amagh testlerde de kullanilabilecegini
diistiniiyoruz.

PZT’de tim serum Orneklerinden HBV S gen boélgesine ait olan 541 niikleotidlik
diziler elde edilmekle birlikte dizileme analizinde teknik sartlar nedeniyle tiim 6rneklerde
ortak olarak 420 niikleotidlik dizi verisi saglandi. Bu dizilerle olusturulacak filogenetik
agacin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla referans dizilerin 541 ve 420 niikleotid igeren
boliimleri ile iki ayn filogenetik aga¢ olusturuldugunda agag topolojilerinin benzer ve
bootsrap degerlerinin birbirine yakin oldugu gézlendi. Filogenetik analiz galigmalarinda
bootsrap degeri yiize ne kadar yakinsa agacin topolojisinin o kadar giivenilir oldugu varsayilir
(189). Genel olarak herhangi bir dal % 70’in {izerinde bir bootstrap degerine sahipse bunun
dogrulugu % 95 seviyesindedir (191, 193). Bu nedenle, 356 ile 775. pozisyonlar arasindaki
420 niikleotidlik b&lgenin genotiplendirme i¢in uygun oldugu diisiintildi. S gen bélgesine ait
yaklastk 240 niikleotid igeren genom pargalari ile yapilan genotiplendirme ¢alismalan da
vardir (60, 202).

S gen bolgesine ait nitkleotid dizileri ile gergeklestirdigimiz filogenetik analizde
diziler arasindaki uzakligi Jukes-Cantor yontemi ile hesapladik. Tiim uzakliklar her 100
bazda 10 yer degistirmeye esit veya daha az ise Jukes-Cantor diizeltmesi uygun bir
yaklasimdir (193). Bizim dizilerimizde de niikleotid yer degisim hiz1 en fazla % 6.99°dur.
Genotipleri belli referans diziler ile bu c¢alismada elde edilen diziler karsilagtinldiginda
genotip F’ye ait 6rneklerle olan farklilik oranimin goreceli olarak ytiiksek oldugu belirlendi
(veriler gosterilmemistir). Bu bulgu , genotip F viruslanin diger genotiplerden %15’¢ varan
oranda farklilik géstermesi ile iliskili olabilir (59).

Elde ettigimiz diziler ve Gen-Bank’tan saglanan genotipleri belli HBV dizileri ile
filogenetik afa¢ olusturmak ic¢in neighbour-joining yontemi kulladik. Uzaklik metodlar
icinde yer alan bu yontem diziler arasinda orta derecede degisim varliginda ve fazla sayidaki
diziler i¢in uygun olup (191, 193) viruslara ait filogenetik analiz ¢aligmalarinda yaygin olarak
kullamilmaktadir ( 7, 13, 199, 203-205).

Filogenetik analiz sonucunda g¢alismaya alinan tiim Orneklerin genotip D i¢inde
kiimelendigi gériildii.

Ulkemizde var olan HBV genotiplerine iliskin veriler son derece smirhidir. Kiilah ve

arkadaglart HBV infeksiyonu olan 42 hastada S gen bolgesinin niikleotid dizi analizi ile
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yaptiklar1 calismada tlim izolatlarin genotip D i¢inde yer aldigiu gozlemislerdir (206).
Misirlioglu ve arkadaslan Iskenderun’da 57 HBsAg porzitif ilkokul ¢ocugunda S gen dizi
analizi ile HBV genotip D’yi saptamuglardir (207). Bozday1 ve arkadaslar1 67 hasta iizerinde
pre-S gen bolgesi dizileri ile yaptiklar genotiplendirme ¢aligmasinda tiim hastalarda genotip
D’yi ve multipleks PCR ile ayw subtipini saptamislardir. Ayrica genotip D iginde siklikla
gbzlenen prekor stop kodon mutasyonunun HBeAg negatif Tiirk hastalarda da varliina
dikkat cekmislerdir (208). Bu veriler ile bizim bulgularimiz uyumlu olarak gériilmektedir. Bu
caligmalarda tilkemizde genotip D ile birlikte bu genotipe ait ayw subtipinin varligindan s6z
edilmekle birlikte w determinantinin alt grubu hakkinda bilgi yoktur.

HBsAg subtiplerinin belirlenmesinde belirlenmesinde temel yaklasim subtiplere 6zgii
antikorlarin kullanildig1 immunoassay teknikleridir (209). Ancak, bu yontem ek bir ekonomik
yiik getirdiginden, niikleotid dizilerinin elde edildigi ¢alismalarda bu dizilerin aminoasit
dizilerine g¢evrilmesi ve belli bolgelerdeki aminoasit degisimlerinin incelenmesi ile de subtip
analizi yapilabilmektedir (7, 8, 56, 210).

Bizim dizilerimizin tiimiinde 122. pozisyonda arginin ve 160. pozisyonda lizin
bulunmas: ile ayw subtipi belirlendi. Yirmibir 6rnekte 134. pozisyonda fenil alanin ve 159.
pozisyonda alanin bulunmaksizin 127. pozisyonda prolin bulunmasi ile ayw2 subtipi, iki
ornekte 127. pozisyonda treonin bulunmas: ile ayw3 subtipi saptandi.

Elde ettigimiz bulgular, Akdeniz bélgesinde genotip D ile birlikte ayw2 ve ayw3
subtiplerinin gézlendigini belirten literatiir verileri ile uyumludur (4, 211).

Ayrica Akdeniz tilkelerinde baskin olan HBV genotip D i¢inde esas bulag yolunun
yatay gegis oldufunu belirten literatiir verileri (9) ile tilkemizde yatay bulagin 6n planda yer
aldigim gosteren bulgular (145, 146) birbirini destekler niteliktedir.

Genotiplendirmelerde niikleotid dizilerinin filogenetik analizi altin standart olmasina
karsin bu ydntem ¢ok sayidaki Ornek igin pahali ve zaman alicidir. Bu nedenle arastiricilar
HBV kokenlerinin genotiplendirmesi i¢in degisik yontemler aramaya yonelmislerdir. Tipe
Ozgii onciillerin kullanildigi PZT ile HBV genotiplendirme ¢aligmalar1 yapilmig ancak
bunlarin tiim genotipleri tanimlayamadigi ve genotiplerle degil serotiplerle iliskili oldugu
gozlenmistir (212, 213).

HBYV genotiplendirmesinde bir diger yaklasim PZT {iriinlerinin restriksiyon enzimleri
ile kesilerek, elde edilen kaliplarin ( paternlerin ) karsilastirilmasina dayanan RFLP
(restriction fragment length polymorphism ) yontemidir.

Lindh ve arkadaslar1 HBV S gen iirlinlerinin Hinf I, Tsp 5091 ve Bsrl enzimleri ile
restriksiyon analizini yaparak genotiplere 6zgii RFLP kalibi olusturmuslar ve S geninin RFLP
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analizi ile HBV genotiplendirmesinin yapilabilecegini ortaya koymuslardir (13). Bu
caligmalarinda 180 6rnegin 166’sinda tipik RFLP kalibi saptarken 14 &rnegin atipik kalip
gosterdigini gézlemislerdir. Daha sonra, yine Lindh ve arkadaslari pre-S gen bolgesinin
analizine dayanan yeni bir = RFLP kalbi ile HBV genotiplendirme c¢alismasi
gergeklestirmigler ve daha Once genotiplendiremedikleri 14 Ornegin  11°ini bu sekilde
genotiplendirebilmislerdir (203). Bu galigmalan ile pre-S gen bélgesinin RFLP analizinin
genotiplendirme i¢in uygun oldugunu belirtmislerdir.

Mizokami ve arkadaglar1 S gen bolgesine ait PCR {irlinlerinin sirasiyla Alwl, Earl,
Hphl ve Ncil, Nla IV enzimleri ile kesilmesiyle adim adim genotip analizi yapmuislar ve her
adimda farkli bir genotipi (A-F) tanimlamislardir (199). Bulgularimi niikleotid dizilerinin
filogenetik analizi ile dogrulayan arastiricilar S gen bdlgesinin genotiplendirme igin uygun
oldugunu bir kez daha vurgulamislardir.

Sheng Li ve arkadaglari, Mizokami ve arkadaglarinin tanimladiklart RFLP analizini
kullanarak genotiplendirme c¢aligmasi  yapmig ve  genotipler ile prekor/kor bdolge
mutasyonlar: arasindaki iligskiyi incelemislerdir (214). Ayrica epidemiyolojik aragtirmalarda
RFLP analizi ile HBV genotiplendirmesinin yapildig: ¢alismalar da vardir (215, 216). Biz de
calismamizda RFLP analizini S gen bolgesine ait iirtinlerde gergeklestirdik. Gen-Bank’ten
elde edilen genotipleri belli 68 HBV DNA dizisi iizerinde Mva I, Rsa I ve Hinf I enzimleri ile
olusturdugumuz genotiplere 6zgli RFLP kaliplan ile tlim 6rneklerimizin genotip D iginde
yer aldigim1 gézledik. Genotip D ic¢inde saptanan 6 bilesik kaliptan Gen-Bank dizilerinde
hakim olan D1 kalib1 bizim &rneklerimizde de baskindi.

Genotiplere 6zgli RFLP kaliplari her enzim i¢in ayn olarak incelendiginde M7
kalibinin genotip D’ye 6zgii oldugu, diger genotiplerde gozlenmedigi dikkati ¢ekti. Bizim
dizilerimizin de 19’unda M7 kalib1 saptanmistir. Bu bilgiler 15183inda genotip D’nin baskin
oldugu iilkemizde ve diger cografi bolgelerde sadece Mva I enzimi ile analiz yapilip M7
kalib1 saptandifinda bagka enzim analizine gerek olmadigi; M8 kalibi varlifinda ise Rsa I
analizi ile genotip D’nin tanimlanabilecegi sOylenebilir. Bu bakis agisiyla genotip A, E ve F
analizi sadece Rsa I enzimi ile, genotip C analizi ise sadece Hinf I enzimi ile
yapilabilmektedir. Bu veriler, s6z konusu genotiplerin baskin oldugu bolgeler i¢in
genotiplendirme calismalarinda tek enzim ile restriksiyon analizinin ekonomik bir yaklasim
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak RFLP uygulamalarinda bazen parsiyel kesimlere

bagli olarak atipik kaliplarin ortaya g¢ikabildigi, kaliplarin degerlendirilmesinin deneyim

gerektirdigi unutulmamalidir,
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Filogenetik analiz verileri ile birlikte degerlendirildiginde bu ¢alismada sunulan RFLP
yaklagiminin genotip D’ye ait diziler igin dogru sonug verdigi gériilmektedir. Ancak genotip
D dis1 virus kokenleri elimizde olmadigindan , kuramsal olarak buldugumuz kaliplarin gergek
Orneklerle sinanmasi gereklidir.

Sonug olarak, bu ¢alismada

» incelenen 23 &rnegin tiimii genotip D ve ayw3 olarak subtipi belirlenen iki érnek
disinda tiimii ayw2 olarak saptanmus,

* Dizi analizi uygulanan 356 ile 775. pozisyonlar arasindaki bélgenin izolatlar
arasindaki filogenetik iligkilerin tanimlanmasi agisindan uygun oldugu gésterilmis ve

* RFLP ile Mva I, Rsa I ve Hinf I enzimlerinin tek basina ya da birarada kullanilmasi

ile genotip analizinin yapilabilecegi ortaya konmustur.
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