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KISALTMALAR

HBV: Hepatit B virusu

PZT: Polimeraz zincir tepkimes
“Real-time’” PCR: Gergek zamanh PZT
HCC: Hepatoselller karsinom

DR: “Direct repeats’ tekrarlayan bolgeler
pg: Pregenomik

KC: Karaciger

ORF: “Open reading frame”, acik okuma ger ceves, protein kodlayan bdlge
HepaRG: Insan hepatoma hiicre hatti
PHH: Primer insan hepatosit hiicre hatti
PTH: Primer tupaia hepatosit hiicre hatti



1. OZET

Serumda Hepatit B virus DNA Kantitasyonu icin “real-time’” PCR Testi
Gelistirilmes

Dr. Guines Ozcolpan
Dokuz Eylul Universites Tip Fakiiltes
Mikrobiyoloji veKlinik Mikrobiyoloji A.D.

inciralt/izmir

Anahtar sozcikler: Hepatit B virusu, “real-time PCR”, hepatit B virustams, hepatit
B virus DNA.

Hepatit B virusu, dinyada iki milyar kisinin karsilastigi, bunlarin 400 milyonunda
kronik enfeksiyona yol agmis énemli bir enfeksiyon etkenidir. Ulkemiz, ortalama %5’ lik
(bGlgelere gore %1 - 14,3 arasinda degismektedir) HBSAQ pozitifligi ile orta endemisite
Ulkeleri arasinda yer almaktadir.

HBV infeksiyonunun virolojik tamsi ve izlenmesi, 6zgul antikorlarin, antijenlerin ve
nikleik asidin saptanmasi ve nukleik asitin kantitasyonu ile yapilmaktadir. HBV DNA’nin
kanda gosterilmesi aktif HBV infeksiyonunun guvenilir bir gostergesidir ve infeksiyon
tamsinda, evrelendirilmesinde, tedaviye karar vermede ve tedavi basarisinin izlenmesinde
Oonemli rol oynamaktadir. HBV DNA, HBsAg'den 3-5 hafta 6nce kanda saptanabildigi icin
erken tamda onemli bir parametredir ve kan bankaciliginda, donor taramasinda kullammi
gundeme gelmistir.

Gunumuiizde HBV DNA saptamada, siklikla, nukleik asit amplifikasyon testlerinden
olan PZT esasli testler kullamImaktadir. Kalitatif konvansiyonel PZT testlerine bakildiginda,
duyarliliklarinin  yoksek olmasi, tekrarlanabilirliklerinin  distk olmas, “carryover”
kontaminasyon oranlarinin yiksek olmasi gibi nedenlerle kullanimlart simirhidir. Gergek
zamanli PZT yonteminde amplifikasyon sirasinda saptama yapildigindan kontaminasyon
riski, klasik PZT yontemine gore daha azdir. Ayrica amplifikasyon sirasinda her dongtide
prob sinyali Olculerek, esik degeri asan donglye (ct) gore kantitatif deger belirlendiginden,
gercek zamanl PZT yontemiyle, klasik PZT yontemine gore daha dogru kantitatif sonuclar



elde edilebilmektedir. Dinamik araliginin genis olmast da gergek zamanlt PZT ydnteminin
avantgjl1 yonlerindendir. Boylece kanda genis bir aralikta saptanabilen HBV DNA'nin (> 9
logaritma) takibi yapilabilmektedir.

Bu calisgmada, rutin hasta hizmetinde kullanilabilecek, maliyeti ticari testlerden daha
disUk, gercek zamanli PZT yontemiyle HBV DNA kantitasyonu yapabilen, internal kontrol
iceren, tum HBV genotiplerini saptayabilen ve ticari kitlerin performansina sahip bir test
gelistirilmesi hedeflenmistir.

Calismamizda internal kontrol olarak, insanlarda enfeksiyon yapmayan, zarfli bir
DNA virusu olan, hiicre kulttrinde Uretilmis bovin herpes virustip 1 (BHV-1) kullamlmis ve
Ornege ekstraksyondan oOnce eklenmistir. Boylece yalanci negatiflige yol agabilecek
ekstraksiyon ve amplifikasyon basamaklarindaki sorunlar izlenebilmistir.

Standart olarak kullaniimak Uzere, tez primerleriyle elde edilen Urina tasiyan plazmid
olusturulmus ve Escherichiae coli’ de gogaltilmistir. Absolu kantitasyon yontemi kullamlan
testte, her calismaya alinan bes adet plazmid dilisyonu ile elde edilen standart egri
kullanil mstur.

Yeni testin dinamik aralig1 5x10" - 5x10™ 1U/ml ve en diisiik saptama sinir1 48 1U/ml
(32 — 129) olarak saptanmustir. Bu parametreler, HBV infeksiyonu tamsi ve izlemi icin uygun
bulunmustur.

Testin tekrarlanabilirligi sonuglarin guvenilirligi ve hasta izleminde anlam ifade
edecek degisiklik miktarimin belirlenmesinde 6nemlidir. Ct degerleri Uzerinden yapilan
degerlendirmede, yeni testte % CV degerleri, test ici degerlendirmede % 0,7 - % 4,1; testler
arasi degerlendirmede % 0,3 - % 1,9 olarak saptanmustir. Bu degerler ticari testlerle
karsilastirildiginda kabul edilebilir sinmirlar icindedir.

A, B, C, D, E, G genotiplerini iceren genotip panelindeki tim oOrnekler yeni testle
saptanmustir. Ancak genotip B ve C iceren panel Uyelerinde beklenen degerin yaklasik iki
logaritma altinda kantitatif sonuglar elde edilmistir. Bu sorunun nedeni tez siresi
sonlandigindan  aydinlatilamamustir.  Ulkemizdeki  calismalarda sadece genotip D
saptanmaktadir. Bu nedenle yeni testin genotip B ve C'deki kismi kantitasyon sorununun
rutin hizmette soruna yol agmayacag: varsayilabilir.

Dogruluk calismasinda 2007 HBV DNA dis kalite kontrol panelinin (QCMD,
Ingiltere) yeni testle calisiimasi ile elde edilen sonuglar, beklenen degerlerle uyumlu olarak
saptanmistir (R? = 0.92).



Ticari testle HBV DNA pozitif saptanan 180 adet, HBV DNA negatif saptanan 80 adet
plazma 6rnegi yeni testle de calisilmistir ve her iki test arasindaki uyum degerlendirilmistir.
Kalitatif degerlendirmede, ticari test atin standart olarak alindiginda yeni testin duyarliligi %
99, ozgulligu % 94 olarak saptanmustir. Her iki testle de HBV DNA pozitif saptanan
orneklerde ki testin uyumu lineer regresyon analizi ile degerlendirilmis, aralarinda gucli ve
anlaml1 bir korelasyon oldugu saptanmistir (r= 0.86, p=0.000, R 0.74).

Yalanci pozitiflik olasiligim degerlendirmek icin HCV RNA pozitif, HBSAgQ negatif
26 ornek yeni test ile calisilmistir. TUmi HBV DNA negatif saptanmustir.

Maliyet analizine gore yeni test, ticari teste gore, test basina 45 TL daha ucuzdur.
Laboratuvarimizda yilda yaklasik 1500 HBV DNA testi yapildigi g6z oniine alindiginda, yeni
testin rutinde kullamilmasi durumunda elde edilecek yararin yaklagik 67500 TL/yil olacag:
hesaplanmustir.

Sonu¢ olarak, gercek zamanli PZT yontemini kullanan, internal kontrol iceren
kantitatif bir HBV DNA testi gelistirilmistir. Testin duyarlilik, 6zgullik, tekrarlanabilirilik ve
dogruluk calismalarinda elde edilen basarili sonuglar ve tasidigi maliyet avantaji, rutinde
kullanima uygun oldugunu gostermistir.



2. SUMMARY

Developing a Real-Time PCR Assay to Deter mine the HepatitisB VirusDNA in
Serum

Dr. Guines Ozcolpan
Dokuz Eylul University Faculty of M edicine
Microbiology and Clinical Microbiology Department

inciralt/izmir

Keywords: HepatitisB virus, “real-time PCR”, hepatitis B virus diagnos's, hepatitis
B virus DNA, hepatitis B virusreplication

Hepatitis B virus is an important infectious agent, infected two billion people
worldwide and caused chronic infection in 400 millions. Turkey is one of the modereately
endemic countries with an average HBsAg positivity rate of 5% (differs between 1 and 14,3
% according to the region).

Virologic diagnosis and follow-up of HBV infection is made by the detection of
specific antigens, antibodies and HBV DNA. Presence of HBV DNA in blood is a reliable
indicator for active HBV infection and is an important marker for staging and managing the
infection and following the sucess of the treatment. HBV DNA can be determined 3-5 weeks
earlier than HBsSAQ in blood, therefore is useful for the early diagnosis and currently in use for
screening of the donors in blood banks.

Nucleic acid amplification assays using PCR method are frequently used for HBV
DNA determination. There are some limitations of conventional qualitative PCR assays, such
as high sensitivity, low reproducibility and high carryover contamination rates. Real-time
PCR method has a lower contamination risk compared to classical PCR since the detection is
performed during amplification. In addition, quantitative results of real time PCR is more
accurate, because the quantification is made according to the number of the cycle in which the
signal crosses the threshold (cycle threshold, ct) by measuring the probe signal in every
cyclus during amplification. Therefore, rea-time PCR has a wider dynamic range of
guantification. These advantages make the real-time PCR method ideal tool for HBV DNA



monitoring which fluctates over a wide dynamic range (> 9 logarithma).

The aim of this study was to develop a quantitative real-time PCR assay for HBV
DNA that can be used for routine patient management, with a performance similar to
commercial assay but with alower cost. The new assay is expected to have an internal control
and to detect al six genotypes of HBV.

An enveloped, cell cultured DNA virus, bovine herpes virus type 1 (BHV-1), which
does not infect human, used as an internal control. Internal control added to the patient
sample before the extraction in order to monitor the problems of both extraction and
amplification steps.

Plasmid standart carrying the amplicon was generated and transfected into
Escherichiae coli. Absolute quantitation method was used by drawing a standart curve with
five plasmid diluents in each run.

Dynamic range of the developed HBV DNA assay was between 5x10" and 5x10°
IU/ml and the limit of detection was 48 IU/ml (between 32 and 129 IU/ml). These parameters
were suitable for diagnosis and monitoring of the HBV infection.

Reproducibility of the assay is important in order to determine the reliable differences
in HBV DNA levels during the follow-up of the patients. Intra- and interassay CV % values of
the developed assay were 0.7- 4.1% and 0.3 - 1.9%, respectively. These values were
comparable to commercial assays.

The developed assay was able to detect all the samples of a HBV genotyping panel,
containing genotype A, B, C, D and G. However, quantitative results of the samples
containing genotype B and C were approximately 2 log;o below the expected value. The cause
of this variation could not be determined since primers and probes were designed to detect all
the genotypes. It isunlikely that this quantitation problem of the developed assay will cause a
major problem in the routine patient service, since D is the only genotype detected in Turkey
to date.

The accuracy of the new assay was tested with the QCMD - 2007 HBV DNA
proficiency panel. Results were correlated with expected results (r?=0.92).

The correlation of the developed assay and the commercial test used in the routine
laboratory was evaluated by 180 HBV DNA positive and 80 HBV DNA negative plasma
samples. The sensitivity and specificity were 99% and 94%, respectively, when the
commercial assay was accepted as the gold standart. Quantitative results of the samples



detected by two assays (178 samples) showed a strong and significant correlation (r=0.86,
p=0.000, R*=0.74).

No false positivity was detected by the new assay, when 26 HCV-RNA positive,
HBsAg-negative samples were tested.

Cost analysis showed that the new assay was 45 TL/test cheaper than the commercial
assay. If the annual HBV DNA test number (approximately 1500) taken into account, the
benefit would be 67500 TL/year, if the developed assay is used for the routine diagnostics.

As a result, we developed a quantitative real-time PCR assay for HBV DNA.
Sensitivity, specificity, reproducibility and accuracy of test results and cost benefit showed
that it is convenient for routine use.



3. GIRIS VE AMAC

HBV infeksiyonu dinyada ve Turkiye'de onemli bir saglik sorunudur. Dinya
nifusunun Ucte biri (iki milyar insan) bu virtsle karsilasmstir, yaklasik 400 milyonu HBV
tastyicisidir.  Her yil  bir milyondan fazla insan HBV ile ilgili kronik karaciger
hastaliklarindan (siroz ve hepatoselller karsinoma) 6Imektedir (3, 52).

HBV infeksiyonunun virolojik tanmisi ve izlenmesi, 6zgul antikorlarin, antijenlerin ve
niklelk asidin saptanmast ve kantitasyonu ile yapilmaktadir. HBVY DNA’mn kanda
gogerilmes aktif HBV infeksiyonunun guvenilir bir gostergesi olup, infeksiyon tamsinda,
evrelendirilmesinde, tedaviye karar vermede ve tedavi basarisinin izlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir.

HBY DNA saptanmast ve kantitasyonunda nikleik asit amplifikasyon
yontemlerinden olan gergek zamanli PZT yontemi sik kullamlimaktadir. Bu yontem, isima
Ozelligine sahip molekiller kullanarak, PZT'yi amplikon olusurken izleme ve miktar
belirleme (kantitasyon) yontemidir. Klasik PZT'ye tstunlUkleri:

1) Dinamik aralik, klasik PCR’ a gore oldukca genistir (en az 6 logaritma).
2) Hesaplanan viral yik gergege daha yakindir ve tekrarlanabilirligi yuksektir.
3) PCR sonrasi Uruniin saptanmast igin ek islem gerekmez. Kontaminasyon riski daha

azdir (40).

Calismamizda rutin hasta hizmetinde kullanilabilecek, maliyeti ticari testlerden daha
distk, gercek zamanli PZT yontemiyle HBV DNA kantitasyonu yapabilen, tim HBV
genotiplerini  saptayabilen ve ticari kitlerin performansina sahip bir test gelistirilmesi
hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tarihge

Uzun kulugka sireli hepatit, serum hepatiti, MS-2 hepatiti ve viral hepatit B olarak
isimlendirilen hepatitin etkeni hepatit B virusi (HBV)'dir.

Ilk serum hepatiti olgular:, 1833 yilinda Bremen'deki tersane iscilerine cicek asisi
yapilmasinin ardindan gorulmustir.

19. yy ortalarinda kizamik ve kabakulak immunprofilaksisi amaciyla plazma verilen
kisilerde, insan serumu igeren sart humma asist yapilanlarda, kontamine ignelerin kullamldig:
cinsel yolla bulasan hastalik kliniklerinde tedavi goren hastalarda HBV enfeksiyonu, yaygin
olarak saptanmustir. 1. Dinya savasi sirasinda kan transflizyonu yapilan askerlerde de
gorulmastur (59).

1930’ larda mahkumlar Gzerinde yapilan calismalar, “enfeksiydz/bulasici hepatit” ve
“serum hepatiti” etkenleri ile gelisen enfeksiyonlarin klinik 6zelliklerinin ayirdedilmesini
saglamustir.

1943 yilinda ABD’de bulasici hepatit “enfeksiyoz hepatit” olarak isimlendirilmis; ayn
yil Ingiltere’de kan, serum ve plazma naklinden sonra gelisen sariliklar ‘homolog serum
sariligr’ olarak tammlanmustir.

1947 yilinda MacCallum, enfeksiyoz hepatit icin “hepatit A”, serum hepatiti icin
“hepatit B” deyimlerini kullanmustir (30).

1960’ larin baglarinda Krugman ve arkadagslar1 tarafindan 6zirli cocuklar Gzerinde
yuritulen calismalar sonucunda epidemiyolojik, Klinik ve immunolojik olarak birbirinden
farkli iki ayr1 hepatit virdstinin varligi dogrulanmistir (30).

1965 yilinda Blumberg ve arkadaslar1 tarafindan Avustralyal: bir yerlinin serumunda,
cok kez transflzyon yapilmis bir hastamin serumuyla presipitasyon veren bir antijen
saptanmustir ve bu proteine “Avustralya antijeni — Au ag” ach verilmistir (30). Daha sonra
“Avustralya antijeni” , akut hepatit B geciren bir hastada gosterilmis ve enfeksiyon igin
spesifik bir test oldugu bildirilmistir (52).

1970"de Dane ve arkadaslar1 tarafindan; HBV igeren, kismen saflastirilmis 6rneklerde
elektron mikroskobunda Ug¢ farkli partikil gézlenmistir (30). Bunlardan 42 nm ¢apinda ve
infeksiydz olan partikillere “Dane partikult” adi verilmistir. Dane partikili yan: sira, 22 nm



capinda “sferik” ve 22 x 100-200 nm boyutlarinda “filamentdz partikiller” de elektron
mikroskobunda tanimlanmistir. Dane partikillerinin = “Avustralya antijeni” serumu ile
presipite olduklar1 saptanmistir. Dane partikilinin yizeyinde “Avustralya antijeni” olarak
daha dnceden tamimlanmus yiizey antijeni ve bir gekirdek antijeni icerdigi gosterilmistir. Dane
partiktlinun HBV oldugu anlasilmistir (72).

1971 yilinda, 151 ile inaktive edilen HBV yuzey antijeni pozitif serumlarin immunojenik
oldugu ve as1 olarak kullamlabilecegi Krugman tarafindan gosterilmistir.

1972’ de Magnius ve Espmark tarafindan HBV *“e antijeni” (HBeAg) tammlanmustir.

1979'da Pasek ve arkadaslari tarafindan, virisin DNA’si Escherichia coli’ye
klonlanarak tam nikleotid dizisi ¢ikarilmistir. Ayrica Escherichia coli’den eksprese ettirilen
HBCAg, tavsana enjekte edilerek ve antikor yanmiti olustugu ve olusan antikorlarin insan
kaynakl1 antijenlerle presipite oldugu gozlenmistir (56).

Son kirk yil igcinde HBV' nin molekiler biyolojisi, epidemiyolojisi, patogenezi, tam ve

tedavisi ve korunma yollar1 konularinda 6nemli bilgilere ulasiimustir. (52).

4.2. Siniflandirma

HBV’ nin bulunmasinin ardindan bazi memeli hayvanlar ve kuslarda hepatite neden olan
farkli yeni virisler saptanmustir.

1978 yilinda kronik aktif hepatit ve hepatomali dag sicani otopsilerinde (Marmota
monax) sik rastlanan “Woodchuck hepatitis virus® (WHV) adi verilen yeni bir virls
bulunmustur. Morfolojik olarak insan HBV'sine ¢ok benzeyen WHV'’ nin, daha sonra yapilan
nikleik asit dizi analizlerinde, HBV ile % 60 benzerlik gosterdigi saptanmustur.

1980 yilinda Kuzey California’ daki vahsi yer sincaplarindan (Spermophilus beecheyi)
“ground squirrel hepatitis virus’ (GSHV) izole edilmistir. GSHV ve HBV arasinda nikleik
asit dizi analizine gore % 55 oraminda benzerlik saptanmustir (65).

Sonraki yillarda ABD’de HCC' li Pekin 6rdeklerinde (Anus domesticus) “Duck hepatitis
B virus’ (DHBV)’ un varhg: saptanmus, Virginia, California, llionis eyaletlerindeki ticari
Ordek slrllerinde de bu virise rastlanmistir. DHBV deneysel olarak evcil kazlara
nakledilebilmistir. Bu virusler ortak ozellikleri nedeniyle hepadnaviridae ailesi olarak aym
cat1 altinda toplanmuslardir. Hepadnaviridae ailesi:

a) Viriyon biyukltkleri ve morfolojilerinde benzerlikler vardir.



b) Viriyon DNA buyUkltgu, yapisi ve genetik organizasyonlarinda benzerlikler vardir.

¢) Genom replikasyonunda revers transkripsiyon gereklidir.

d) Pankreas, dalak, bobrek, kemik iligi, kan beyaz kure hicrelerinde viral replikasyon
bildirilmistir ancak bu viruslar karacigere tropizm gosterirler ve yasam donguleri benzerdir.

e) Kisith konak spektrumuna sahiptirler. Ornegin HBV, insan ve sempanzelerde
enfeksiyona yol acar.

f) Persistan enfeksiyon olusturabilirler ve hepatoselltler kanser (HCC) ile iligkilidirler.
WHYV genellikle, GSHV seyrek olarak kronik hepatit ve HCC' ye neden olurlar.

g) Enfekte hepatositlerde enfeksiydoz viriyonlarla birlikte kanda yiksek
konsantrasyonlarda saptanabilen non-enfektif kilif antijeni iceren partiktller Gretirler (30).

Hepadnaviridae ailesinde bulunan viruslar; konak farkliligi, viriyon yapisi, polipeptid
blyuklGgl, gen sayisi, genom nikleotid dizi benzerligi ve antijenik capraz reaksiyonlar
dikkate alindiginda, memeli hayvan viruslarinin bulundugu orthohepadnavirus (HBV, WHV,
GSHV) ve kanatli hayvan viruslarinin bulundugu avihepadnavirus (DHBV) olmak Uzere iki

cins altinda siniflandiril maktadir.

Tablo 1: Orthohepadnaviridae ve avihepadnaviridag’ nin farkliliklar: (30)

Ozellik Orthohepadnavirus Avihepadnavirus
(HBV, WHV, GSHV) (DHBV)
Bayuklak 40 — 42 nm 46 — 48 nm
Genom 3,2—-3,3kb 3,0kb
Genler SCPRX SCP
DNA Kismi ¢ift sarmall Tamam ¢ift sarmall
K onak Memeli hayvanlar ve insan Kanat!i hayvanlar
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HBV & Hepatitis B virus

HEI\{EDE HEMghe HBV-A & HBV genotip A
HEV-Ey, “F,fHEI*uturu > ;

HEW-D ~ HEVAG HBV-B & HBV genotip B

HE"-&, 7> HBV-C & HBV genotip C
\ ~HBV-F

mewe /| N HBV-D & HBV genotip D
] '. HEAV-H

N HBV-E & HBV genotip E

\ HBV-F & HBV genotip F

\‘x HBV-G & HBV genctip G

HBV-H & HBV genotip H

HBV cpz & Chimpanzee hepatitis B virus
HBVoru & Orangutan hepatitis B virus
HBVgbn & Gibbon hepatitis B virus
WMHBV & Wolly monkey hepatitis B virus
GSHV & Ground sguirrel hepatitis virus
ASHV & Arctic squirrel hepatitis virus

/\ WHYV & Woodchuck hepatitis virus

Sekil 1: Orthohepadnavirislerin tam genom dizilerine gore filogenetik agaci (64).
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SGHBV — Snow Goose hepatitis B virus
STHBV — Stork hepatitis B virus

CHBYV - Crane hepatitis B virus
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Sekil 2: Avihepadnavirislerin tam genom dizilerine gére filogenetik agaci (64).

Hepadnaviridae ailesnde HBV' nin yeri

HBV,; Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus cinsinde yer alan, hepatotropik,
zarfli, kismi ¢ift sarmalli gembersel DNA’ya sahip olan bir virtstir. Genomu 3020-3220
niikleotidden olusur. Bilinen hayvan virtsleri arasinda genom yapisi en kiiguk olant HBV' dir.

HBV, Hepadnaviridae ailesinde insanlarda enfeksiyon olusturan tek tirdur.

4.3. HBV' nin kanda bulunan partikulleri

HBV igeren serumdan hazirlanan preparatlar elektron mikroskobunda incelendiginde, t¢

farkl: tip partikil gozlenmistir (25, 60):
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a) Serumda ortalama 42 nm (40-48 nm) capinda, kiresel formdaki Dane
partiktlleri saptanmustir. Tam bir viriyon yapisinda olan Dane partikilleri,
enfeksiyozdur. Dane partikilinde:

a Bir adet sirkiler, kismi ¢ift sarmalli DNA, DNA polimeraz ve Rnase H
aktiviteli enzim,

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

c. Virisin kodladigi U¢ adet protein (HBsAg) ve hicreden kazamlan

lipidlerden olusan zarf bulunur.

Dane partikdilt
Kiresd partikl

Tubtler partikdl

Sekil 4: Serumda gozlenen HBV partikillerinin elektron mikroskobu ile elde edilen
fotografi (http://web.uct.ac.za)
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b) Serumda yaklasik 22 nm (16-25 nm) ¢apinda, icinde nikleik asit bulunmayan,
kiresel (sferik) partikiller saptanmustir. Kiresel partikillerin  enfeksiy6z
olmadiklar: bildirilmistir.

C) Serumda yaklasik 22 nm c¢apinda ve 200 nm uzunlugunda, nikleik asit
icermeyen, tubuler (filamentdz) partikiller saptanmustir. Tubller partikillerin
enfeksiydz olmadiklar: bildirilmistir.

Her ¢ partikil de HBSAg adh verilen ve enfekte konak serumunda 100-500 pg/ml
diizeylerinde saptanabilen ylizey antijenine sahiptir. Bu partikiller immunojeniktirler ve anti-
HBs antikorlar1 ile reaksiyon verirler. Enfeksiydz olmayan partikiller daha fazla miktarda
uretilirler. Serumda Dane partikillerinin sayisi 10* — 10™ partikiil/ml arasinda saptanirken,
enfeksiydz olmayan tubiler partikiiller yaklasik 10* partikiil/ml, enfeksiydz olmayan ve
kanda en fazla bulunan kiresel partikiiller ise 10" partikil/ml veya daha fazla miktarda
saptanmaktadir (25, 30, 60).

4.4. HBV' nin viriyon yapis ve genom or ganizasyonu

HBV DNA’min molekil agirligi 2,3x10° dalton, G+C oran ise %49 dur. Y aklagik 3200
nikleotid tastyan uzun (L veya negatif) ve boyu degiskenlik gosteren (1800 — 2700 niikleotid)
kisa (S veya pozitif) iplik olmak Uzere iki iplikten meydana gelmistir. Bu iplikler kismen gift
(yaklasik %70), kismen tek (yaklasik %30) iplikli ¢embersel genomu olusturmaktadir.
Ipliklerde 3' ve 5 uclar birlesik degildir bu nedenle iplikler aslinda lineer molekdillerdir. ki
iplik arasinda degisen uzunlukta tek iplikli bir bolge vardir.

Virah DNA’'mn yapisal batunlagu her iki ipligin 5 uglarinda bulunan koheziv
bolgelerden birbirlerine tutunmalariyla saglamir. Bu bdlgeler 10 — 12 nikleotidlik tekrarlanan
dizilerden meydana gelmis sabit bolgelerdir ve “direct repeats’ (DR) olarak adlandirilirlar.
HBV genomunda iki adet DR bdlgesi vardir: Uzun ipligin 5 ucu 1826. niukleotidde DR1
icinde, kisaipligin 5" ucu 1592. nikleotidde DR2 iginde yer alir.

Negatif ipligin 5 ucunda, sentez sirasinda 6ncill olarak gorev yapan terminal bir protein
; pozitif ipligin 5 ucunda 6ncul olarak gorev yapan bir RNA oligomeri yer alir. Negatif
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ipligin 3" ucu 9 - 10 nukleotidlik artik ug ile sonlanir. Bu artik ug viral replikasyon sirasinda

pozitif ipligin tamamlanmasi ve super kivrimli, gember seklinde, ¢ift sarmalli (ccc) DNA
molekiliniin olusumunda rol oynar (30).

£
()
YNVY-ooueBe1d NN

Wrzg-aid

b?ll"E:’U.L S

Sekil 5: HBV’nin translasyonel ve transkripsiyonel genom haritas: (66).

Ikozahedral yapida bir kapsid genomu sarmaktadir. Kapsidin disinda ¢ farklh yizey
antijenini (S,M,L HBsAQ) tasiyan lipid yapili zarf bulunmaktadir.

HBV' de genetik bilgi negatif sarmal tizerinde tasinmaktadir. HBV genomu dort agik
okuma cercevesi (open reading frame = ORF) icermektedir. Bu gen bolgeleri C (core), S
(surface), X ve P (polimeraz) proteinlerini kodlamaktadir. ORF bolgeleri, transkripsiyonu
baglatici (promoter = prom) ve guclendirici (enhancer - Enh) olarak gorev yapan, dizenleyici
dizinler tarafindan kontrol edilmektedir. HBV genomunda islevsel olarak tanimlanmis dort

baglatict (pre-S1 prom, S prom, X prom, ve pre-C prom) ve iki gliglendirici (Enh 1 ve Enh 2)
bdlge bulunmaktadir (30).
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HBV, bilinen hayvan virisleri iginde en kuglk, ancak kendini kodlama kapasitesi en
fazla olan virustur ¢linkli HBV' de protein kodlayan genler st Uste binisik durumdadirlar. En
blylk gen olan P geni, S geni ile tamamen, X ve C genleri ile kismen binisik durumdadir.

S geni, yluzey proteinlerini; C geni, kapsid proteinlerini; P geni, DNA polimerazi; X
geni de X proteinini kodlar. S geninde tg (Pre-S1, Pre-S2, S), C geninde iki (Pre-C, C) farkl
baslangi¢c kodonu bulunmaktadir. Bu farkli baslangi¢c kodonlarindan baslanarak sentezlenen
proteinler de farkli olmaktadir bu nedenle HBV’' nin dort ORF bolgesi, yedi protein
kodlamaktadir (30).

Tablo 2: HBV' nin kodladig: proteinler (30)

Gen bolges Nukleotid yerlesimi | Protein Aminoasit sayi1s
Pre-S1 2850-3174 LHBs 389
Pre-S2 3174-157 MHBs 281
S 157-833 SHBs 226
Pre-C 1816-2452 HBeAg 212

1903-2452 HBCcAg 183
P 2309-1623 DNA pol 832

1376-1838 HBxAg 154

HE

Wirion

Sekil 6: Sematik olarak HBV' nin yapisi (21)
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4.5. Replikasyon

HBV ile enfekte hiicreden giinde 10*-10" viriis saliir (64). Viriisiin plazma yar
Omrinin 4,4 saat oldugu ve hepatosite girdikten sonra replikasyonun 17 saat — 1,5 giin kadar
slrdugl saptanmustir (45). Vucuttaki virus yukunin yaklasik %50'si her guin yenilenmektedir
(49).

HBV replikasyonu sitopatik olmadigindan hiicrede belirgin morfolojik degisiklik
olusturmamaktadir (21). HBV ile enfekte hicrelerin yasam sireleri 10 — 100 gin oldugu
belirtilmistir. Bu degiskenlik virusun hepatoksik olmayip hiicre hasarimin immun sistem
kaynakli olmasina baglanmaktadir (49). HBV’'nin tek kanitlanms replikasyon bdlgesi
hepatositlerdir. DHBV ile enfekte ordeklerde yapilan calismalarda safra kanali epitelyum
hicreleri, bobrek proksimal tubuler epitelyum hicreleri, pankreasin endokrin adaciklari ve
lenfoid doku da enfeksiyon hedefi olabilir ancak hepatosit dis1 replikasyon bolgelerinin viral
patogenezde roli olmadigi  dUsunilmektedir. Lenfositlerde de virus DNA’st
saptanabilmektedir. Bu durumun fagositoz nedeniyle mi yoksa lenfositlerin virusun
replikasyonunda rezervuar olmasi nedeniyle mi oldugu netlik kazanmamistir (66).

HBV replikasyonu in-vitro olarak primer tupaia hepatosit (PTH), primer insan hepatosit
(PHH) ve insan hepatoma (HepaRG) hiicre hatlarinda incelenebilmektedir (21).

HBYV replikasyonu basamaklarz:

4.5.1. Virusin hicreigine girmes

LHBs Ag ve diger HBV zarf proteinlerini baglayan cesitli hicresel ligantlar
tanimlanmustir. Hicreye tutunmada en etkin islevi olan viral tutunma ve hticre igine giriste rol
alan hepatosit reseptort heniiz bilinmemektedir.

L-HBsAQ’' nin amino terminalinde bulunan pre-S1 proteini, genotiplere gore degisen 108
ya da 119 aminoasit biyutklugindedir ve hedef hiicreye tutunmada oOnemli islevi olan
epitoplart igerdigi saptanmistir. Pre-S1 bolgesinde 21-47. aminoasitlerin tutunmada etkin
oldugu ve bu bodlgenin virisin HepG2 hiicrelerine tutunmas igin gerekli ve yeterli oldugu
saptanmustir. Bu epitop igerisinde yer alan ve hicreye tutunmada 6nemli rolti olan QLDPAF
dizisi tammlanmustir. QLDPAF dizisi bircok viral, bakteriyel ve hiicresel proteinlerde bulunan
bir bolgedir bu ve benzeri dizileri tasiyan proteinler hiicreye tutunma ve membran flizyonu
olaylarinda gorev amaktadir. Bu durum hedef hicrelere baglanmak igin birgok
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mikroorganizmamn benzer molekulleri kullandigint dustindirmektedir. HBV'nin organ ve
doku 6zgulltginun belirlenmesinde QLDPAF dizisi disinda yer alan pre-S1 kissmlarinin da
etkili oldugu saptanmustir. Ozellikle Pre-S1 proteininde 9-18. aminoasitlerin virusun
hepatosite baglanmasi ve enfektivitesinde etkili oldugu goserilmistir. L-HBSAg ve M-
HBsAQ' de bulunan Pre-S2 proteini, 55 aminoasitten olusur ve serum albuminine baglanarak
hepatosite baglanmada albumini araci olarak kullamr. Tum HBV ylzey antijenlerinde
bulunan S proteini 226 aminoasitten olusur. S proteininin hiicreye tutunmada etkili epitoplar
icerdigi ancak bu epitoplarin hepatosite 6zgu olmadig: distnilmektedir (15, 21, 67, 68).

A HE'
(0G) (NG
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1058/119aa 55 aa 225 aa
NG (0G) {hG)
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aa EE]
ey
5
226 aa
B HEY
FMECessary
:* """""" for infection TTTTTTTTTTT *:
i Receptor- g i
- binding site? - l?tsgrminrg i Important for
S N r_‘_"_”_‘:”_r]f_‘:['in_ap_‘?’]__ (0G)
bil o1 Essertial | ; | 41 52
Myr- 1 [0
I o 15 | 92 5 37
2 7 10871 55
presil presz

Sekil 7: A) HBV yuzey antijenlerinin sematik gorinima
(OG: O-glikozilasyon boélgesi, NG: N-glikozilasyon bolgesi,
Ac: Asetillenme, TLM: Translokasyon motifi)
B) HBV’ nin Pre-S gen bolgesinin sematik gorinuima (66)
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4.5.2. Cekirdektecift iplikli DNA’mn tamamlanmas

Viral tutunmay: takiben membran flizyonu ile nikleokapsid sitoplazmaya girmektedir.
Nukleokapsidin pasif diftizyon veya tubiler tasinim ile ¢ekirdege tasindig: distinilmektedir
ancak bu konu tam olarak aydinlanmamistir (46). Nukleer pora ulasan nukleokapsidin
icindeki gevsek sirkiler DNA (relaxed circular DNA = rcDNA) niklusa gecer. Niukleusta,
pozitif iplik¢ik, 5 ucuna tutunmus olan kisa RNA dizisinden baglanarak viral polimeraz
enzimi tarafindan tamamlanir ve polimeraz, oligonukleotid RNA, ve negatif iplikcikteki 8
nikleotidlik fazla diziler molekilden ayrilr. Bu ayrilmalarin  mekanizmalarr tam
aydinlanmamustir (5). Her iki iplikgik 3' ve 5 uglarindan birbirine baglanmir ve kovalan bagl
sirkiler DNA (covalently closed circular DNA = cccDNA) yapisi olusur. cccDNA’dan
hiicresel RNA polimeraz Il enzimi araciligiyla viral pregenomik RNA ve mRNA’lar
olusturulur. Bu mRNA’lar virus proteinlerinin sentezinde kullaniir. Virls alimindan 24 saat
sonra karacigerde cccDNA varligi gosterilmistir. cccDNA oldukga stabil bir yapidir.
Hepatosit icinde DNA giraz ve topoizomerazlarin etkisiyle stipersarmal olusturur ve bir mini
kromozom halinde kalir. Enfekte hepatositlerde yaklasik 10 - 100 kopya bulunan cccDNA’ nin
yart omrl 14-50 gun kadardir (52). DHBYV ile nefekte edilen PDH (primer duck hepatosit )
hiicre hattinda % 90 hiicrede 1-17 adet cccDNA oldugu, kalan % 10’ luk hticre grubunda
>17 adet cccDNA oldugu saptanmustir (5). Hepatosit cekirdeginde olusturulan cccDNA
rezervuari, HBV enfeksiyonunun persistansinda en 6nemli faktordur (52).

4.5.3. Pregenomik ve subgenomik RNA'’larin sentezi ve enkapsidasyon sinyali

Cekirdekte, cccDNA'nin negatif iplikgiginden hicresel RNA polimeraz Il enzimi
kullamlarak mRNA’lar sentezlenmektedir. HBV'nin mRNA sentezi dort promoter bolgesi
tarafindan yonetilmektedir bunlar preC/C, pre-S1, S, X promoter’laridir. Bu promoter
bolgeleri farkli baslangic kodonlarini kullanarak yedi farkli proteinin sentezlenmesini
saglarlar. Bu bolgelerin aktivitesi, genomdaki enhancer (Enh | ve Enh I1) olarak adlandirilan
bolgeler tarafindan dizenlenmektedir. Hepatositlerde bulunan bazi molekdiller, bu bolgelerin
gucli aktivasyonunu saglacigindan HBV'nin hepatositlerde daha gucli replike oldugu
dustnulmektedir (52).

Core promoter bolgesi 3,5 kb'lik en buyuk RNA olan pregenomik RNA’y1 (pgRNA)
sentezletir.
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Sekil 8: Sematik olarak pg RNA (27)

PgRNA, iki adet DR1 ve enkapsidasyon sinyali dizileri igerir ve poli-A kuyrugu tasr.
Bu nedenle viral genomdan yaklasik 150 nikleotid daha buyuktir (52). pgRNA’dan hem
revers transkripsiyonla viral genom sentezlenir, hem de diger mRNA'lar gibi translasyona
ugrar ve gekirdek proteini (HBcAg), HBeAg ve polimeraz proteinleri (P proteini) sentezlenir.
pgRNA’dan 200-300 molekil HBCcAg sentezletildikten sonra, polimeraz proteini sentezletilir
(52). Sentezlenen P proteini, pregenomik RNA'mn 5 e-dizis’ ne (enkapsidasyon dizisi)
baglanir ve bu enkapsidasyon sinyalini olusturur (46).
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Sekil 9: pgRNA enkapsidasyon dizisi (27)
5 cap bolgesinin de enkapsidasyon sinyalinin  olusumunda etkili oldugu

dustnulmektedir. Enkapsidasyon esnasinda 5’ cap bolgesi ile HBV polimerazin etkilesimi
oldugu dustntlmektedir (27).
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Sekil 10: pgRNA 5’ cap bolgesi (27)

4.5.4. Viral kapsidin sentezi ve genomun replikasyonu

HBcAgQ ikiserli olarak bir araya gelirek, distlfid baglari ile stabilize olur. Bu
birimlerden 180-240 tanesi bir araya gelerek ikozahedral kapsidi olusturur. E - dizisi ve
gekirdek proteinin C-terminali etkilesir ve pgRNA kapsid icine yerlesir. pgRNA’dan revers
transkripsiyon ile negatif DNA iplikgiginin sentezi, hiicre sitoplazmasinda, viral kapsid icinde
gerceklesir. E - dizisinin, gekirdek icine bir kopya pgRNA yerlesmesini saglama gorevi
yaninda viral DNA sentezini baslatmada da gorevi vardir (52).

Negatif iplikgigin sentezi icin pgRNA'min 5 ucundaki e - sinyaline tutunan polimeraz
enzimi, sinyal dizisi igindeki 5 UUC dizisinden 3 nikleotidlik bir sentez yapar. Polimeraz
enzimi, sentezlenen 5 GAA dizisi ile beraber 3' ucundaki DR1 dizisine tasimir ve revers
transkripsiyonla negatif iplik¢ik sentezi buradan devam eder.

® & LR
_ ;.

_—

P
e

Sekil 11: pgRNA’dan reverse transkripsiyonla negatif DNA iplikgiginin

sentezlenmesinin sematik goranima (5)
Sentez sirasinda enzimin C-terminalinde bulunan RNazH bdlgesi, pgRNA yikimini da

gerceklestirir. Ancak enzimin revers transkriptaz ve RNazH aktiviteleri gosteren katalitik
bolgeleri arasindaki 18 nlkleotidlik mesafe nedeniyle pgRNA’'mn 5 ucundaki 18 baz
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yikilamaz ve sentezlenen negatif iplikgige bagli olarak kalir. DR1 dizisi ve Uzerindeki bu
oligonukleotid RNA, pozitif iplikgik sentezi igin Oncul olarak kullamlir. Pozitif iplikgik
sentezi, kapsid icine yerlestikten sonra gekirdek proteinleri ve polimeraz proteininin etkilesimi
ile baslar (52). Negatif iplik¢igin 5 ucundaki DR1 bolgesindeki dncul ve polimeraz enzimi,
iplikgigin katlanmasiyla 3' ucundaki DR2 bdlgesine tasinir ve pozitif iplikgik sentezi buradan
baglar.

Pozitif iplikgigin sentezi tamamlanmaz ve eksik olarak kalir. Pozitif iplik¢igin boyu
degiskendir ve kapsidin zarflanma zaman ile iliskilidir. Zarf yapisi dNTP gegisine izin
vermediginden kapsid igindeki dNTP miktar1 pozitif iplikcigin boyunu belirler (5). Her iki
iplikgik 5’ uglarindan kovalan baglarla baglanmr ve rcDNA sentezi tamamlanmus olur (52).

HBV’nin viral polimerazi, aminoasit dizilimi ve fonksiyon agisindan retroviral revers
transkriptaz enzimine benzemektedir. Her iki enzim de viral ¢ekirdek icinde aktivite gosterir.
Hepadnavirus revers transkriptazi DNA sentezi igin, kendisini bir protein primeri olarak
kullanir. Bu 6zellik hepadnaviriislere 6zgu bir durumdur (5, 16, 52).

HBV integraz icermemektedir; genomu gekirdekte cccDNA formunda, epizomal olarak
bulunur. HBV' nin replikasyonu icin mutlaka revers transkripsiyon gereklidir. Hucre iginde
otonom bir epizom olarak bulunan cccDNA, konak hticre enzimlerini kullanarak replikasyonu
baglatabilmektedir. Kronik HBV enfeksiyonunda viral DNA’nmin konak genomuna entegre
oldugu da gosterilmistir. Bu entegrasyonun karsinogenezde onemli oldugu fakat halkasal
bicimini kaybeden genomun replikasyon potansiyelinin azaldig: bildirilmistir (52).

4.5.5. Diger viral proteinlerin sentezi
Y uzey (zarf) proteinleri (HBSAQ):

21 kb ve 24 kblik subgenomik mRNA’lardan G¢ farkli ylzey proteini
sentezlenmektedir. Bunlar: blyik (L-HBsAQ), orta (M-HBsAQ) ve kiclk (S-HBsAQ), ylizey
proteinleri olarak adlandirilmaktadirlar. Y Gizey proteinleri nikleokapsidin zarf kazanmasi igin
gereklidir. Her Ug yUzey proteini de glikozillenmistir.

Dane partikilinde Ug tip ylzey proteini de yer aimaktadir. L-HBsAg ve M-HBsAg
Dane partikilinde esit miktarda bulunurlar ve toplamda %30’ luk kismui olustururlar. S
HBsA(g, Dane partikilinde en fazla bulunan ytizey partiktlGdr.

S-HBsAg, virion igin gerekenden 100 kat fazla sentezlenmektedir ve enfekte hiicreden
salinmaktadir. S HBsAg, M-HBsAg ile birlikte flament6z partikilleri, yalmz basina ise sferik
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partikilleri olusturmaktadir. Enfekte kisilerde fazla miktarda kana salinan sferik ve flament6z
partikiller antikorlarla kompleks olusturarak ve immun kompleks sendromlarina neden
olabilmektedirler (52).

L-HBsAgQ, cekirdek proteini ile etkileserek pgRNA ve polimeraz enziminin
paketlenmesini ve sitozol membramndan tomurcuklanmay: saglamaktadir. Hicreden disart
salinamayan L-HBsAgQ, fazla miktarda sentezlendiginde birikerek, patolojik kesitlerde
buzlucam gorintisiine yol agmaktadir. Buzlu cam hticrelerinde endoplazmik retikulum icinde
filament6z formda L-HBsAg birikimi oldugu gosterilmistir (52). HBV replikasyonu sirasinda
L-HBsAg endoplazmik retikulum zarina transmembrantz olarak yerlesmektedir. i¢c kisimda
kalan LHBsAg dizileri nikleokapsidin zarf kazanmasini saglamakta, cis tarafa yerlesen
dizileri hepatosit reseptori olarak gorev amaktadir (68).

HBV enfeksiyonu sirasinda S-HBsAQ'ye karsi olusan antikorlar enfeksiyonu 6nlemede
yeterli olmaktadir. SSHBSAQ proteininin 120-147. aminoasitleri arasi “a determinanti” olarak
tammlanir. Bu bdlgenin viris ylzeyinde iki ilmik olusturdugu tahmin edilmektedir.
Notralizan antikorlar igin major determinantlar ikinci ilmik Uzerinde yer almaktadir (139-147.
aminoasitler)(41).

Sekil 12: a determinantinin sematik goruntimu (41)

Enfektivite proteini (HBeAQ):
3.5 kb'lik pregenomik RNA’dan sentezlenmektedir. HBeAg, HBcAg baslangig
kodonunun 6ncesinde yer alan preC baslangi¢c kodonundan baslayarak sentezlenmektedir. Pre

core bolgesi, HBeAg'yi endoplazmik retikuluma yonlendiren sinyali icermektedir. PreC
baslangic kodonundan baslanarak serntezlenen protein, tasidigi yonlenme sinyali ile
endoplazmik retikuluma gider. Endoplazmik retikulumda, konak proteazlari, proteinin
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karboksi terminalini ayiwrir ve HBeAg olusur. HBeAg' nin tam fonksiyonu bilinmemektedir.
HBcAQ sadece karacigerde saptanirken HBeAg hiicreden disar1 salinir (44). Replikasyon igin
gerekli olmadigi, konak immun yamtim virlsle enfekte hicrelerden uzak tutma gorevini
Ustlendigi  dustnilmektedir. Konakta immun tolerans gelisimine neden olarak ve
kroniklesmeye zemin hazirladig: disuintlmektedir. HBeAg sentezleyemeyen mutant viruslarla
olan enfeksiyonlarda daha agir hepatik hasar gorilmesi bu hipotezi desteklemektedir (44).
HBeAg, viral DNA sentezi igin kalip olarak kullamlan pgRNA’dan sentezlendigi igin
HBeAg nin yiksek miktarda olmas: dolayl olarak fazla miktarda pgRNA sentezlendigini de
gosterebilmektedir. Bu nedenle HBeAg aktif replikasyonu gostermekte énemli bir gosterge
olarak kullanlmistir (52).

X proteini (HBx):

0.7 kb'lik subgenomik mRNA’dan sentezlenmektedir. Dogal enfeksiyondaki yeri tam
bilinmemektedir. In vitro olarak AP-1, NF- B gibi sinyal yolaklarim aktive ettigi ve p53'e
baglandig1 bilinmektedir. P53, HBV core promoter’: transkripsiyonel olarak inhibe ederek,
hepatositi HBV' den koruyucu bir gérev Ustlenmektedir. X proteini p53’e baglanarak bu etkiyi

ortadan kaldirmaktadir. intrahepatik plrin ve primidin metabolizmasini gliclendirerek
HBV’'nin replikasyonuna katkida bulundugu bildirilmistir (79). Viral genleri ve MHC
genlerini aktive ettigi gosterilmistir. Viral genom transkripsiyonu igin X proteinine ihtiyag
duyulmaktadir. HBx bircok promoter bolgeyi aktive etmekte, viral RNA’'nmin stabilitesini
saglamaktadir.  Sitoplazmada mitojenik  sinyal  yolunu aktive etmekte, cekirdekte
transkripsiyon faktorlerini etkileyerek hepatokarsinogenezi desteklemektedir (52).

4.5.6. Zarfin kazanilmasa ve hiicreden salinma

Icinde DNA sentezi devam eden viral kapsid, endoplazmik retikulumdan gegerken
ylzey proteinlerini tasiyan zarfla kaplanmaktadir.
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Sekil 13: Endoplazmik retikulumdan tomurcuklanmis Dane partikilt (bar: 50 nm) (36)

Zarfin kazanilmasi igin L-HBsAg gereklidir. L-HBsAg endoplazmik retikulum zarina
yerlesmektedir, zarin i¢ kisminda kalan bolumleri gekirdek proteinleri ile baglanarak virtisun
tomurcuklanmasim saglamaktadir (11).

Her Ug yuzey proteinini de igeren zarfli virisler golgi aygitina tasinirlar. Burada S
HBSAQ'nin bir asparajin rezidisu glikozillenir ve olgun viriyonlar vezikiler transport ile
hiicre yuzeyine tasinarak salinirlar. Sadece olgun virionlar salinabilmektedir (52, 66).

M-HBsAg ve S-HBsAQ, zarf yapisina katilmanin disinda, post endoplazmik retikulum —
pre golgi membranindan intraselller ortama ve oradan hticre disina salinirlar. Oktahedral
simetride dizilerek enfeksiydz olmayan partikilleri  olustururlar. L-HBsSAg tek basina
eksprese oldugunda hiicreden salinamaz ve birikir. SSHBsAg ile birlikte eksprese oldugunda
ise doza bagiml1 olarak, HBsAg salimmini inhibe eder (11).
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Sekil 14: HBV replikasyon dongusli (76)

4.6. Subtip ve genotipler

HBV, S - HBsAg antijenik determinantlarina gore subtiplere ayrilir. SHBSAQ' nin tim
HBV kokenlerinde ortak olan “a’ determinantindan baska (¢ determinanti daha
tanmmlanmistir. Bu determinantlar: 122. aminoasitteki “d” (lizin) ya da “y” (arjinin)
Ozgulligindeki determinant ve 160. aminoasitteki “w” (lizin) ya da “r* (arjinin)
Ozgulligindeki determinant ve “q” determinantlaridir. “w” determinantinin  127.
pozisyondaki aminoasite gore dort ayri tipi bulunmaktadir. Bu determinantlarin cesitli
kombinasyonlarina toplamda dokuz adet HBV antijenik subtipi tammlanmstir. Bunlar: ayw1,
ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg+, adrg- olarak isimlendirilmislertir (52, 41). S
geninde olan mutasyonlar, subtip degisikliklerine neden olabilmektedir. Serolojik subtiplerin
saptanmast  enfeksiyon kaynagimin  belirlenmesinde yardimcicir.  Farkli  subtiplerle
koenfeksiyon, tum HBV subtiplerinde ortak olan “a’ determinanti nedeniyle nadir olarak
gorulmektedir (41, 52, 25).
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Tdm genom dizisi incelendiginde; HBV' nin birbirlerinden %8 farklilik gosteren sekiz
genotipi tammlanmistir. Bunlar: A, B, C, D, E, F, G, H olarak adlandirilmiglardir (64).
Antijenik subtipler bir veya daha fazla genotipte olabilir (52).

Serolojik subtiplerin cografi dagilimi farklidir ancak genotipler cografi dagilimda
subtiplere gore daha belirleyicidir.

Ulkemizde yapilan calismalarda genotip D ve subtip ayw2 saptanmustir (8, 34, 62, 71).

Prototip HBV genomu olarak kabul edilen B, C, F ve H genotipleri 3215 bp
uzunlugundadir. Diger genotiplerde delesyon ve insersiyonlar vardir. Ornegin genotip D’ de
preS1 bdlgesinde 33 bp’lik delesyon ile 3182 bp uzunlugundadir. HBV genotip E’de genom,
polimeraz geninde 3 nukleotidlik bir delesyon nedeniyle 3212 bp uzunlugundadir. HBV
genotip A’da polimeraz geninin terminal proteini kodlayan bolgesinde alti nikleotidlik bir
insersiyon nedeniyle genom 3221 bp uzunlugundadir (77).

HBV genotipleri de subgenotiplere ayrilir. Subgenotiplerin genetik dizileri arasinda
%4’ ten fazla farklilik bulunur. Genotip A, B, C, D’de beser, genotip F de ise dort subgenotip
bildirilmistir. Birden fazla genotiple olusan enfeksiyonlar ve bu genotiplerin
rekombinasyonlar: da bildirilmistir (64).

HBV genotiplerinin cografi dagilim farklart disinda klinik seyir ve virllans farklar:
oldugu dustunilmektedir. Bat1 Avrupa da yaygin olan A ve D genotiplerinin arastirildig: bir
calismada A genotipine bagli enfeksiyonlarda, kroniklesme oraninin, B genotipine gore daha
yuksek oldugu ve A genotipinin daha agir KC hasarina yol agtigi gdzlenmistir (43). Tayvanda
yapilan bir calismada B genotipinin 50 yas altinda HCC gelisimi ile, C genotipinin daha agir
karaciger (KC) hastaligi ile iligkisi bildirilmistir (29).

Farkli genotiplerde virusun replikasyon kapasitesitesi de degisebilmektedir. Ornegin
anti-HBe pozitif olan HBV genotip B ile enfekte hastalarda, genotip C ile enfekte olan
hastalara gore daha disuik viral replikasyon kapasitesi oldugu belirtilmistir (62).
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Tablo 3: HBV genotip ve subtiplerinin cografi dagilim
(* : nadir gorulen serolojik subtip)

Genotip Subtip Cografi dagihm
A adw? Kuzeybati Avrupa, ABD, Sahara-ati Afrika,
Dogu Afrika, Japonya, Filipinler
aywl* Orta Afrika, Kenya
ayw?2 Giney Afrika, Ma awi
adw4 Venezuela
B adw? Endonezya, Cin, Japonya
aywl Guneydogu Asya, Vietnam, Endonezya,
Brezilya, Filipinler
adr* Venezuela
C adrq® Kore, Cin, Japonya
adrq Polinezya
ayr Vietnam
adw Tibet
adw2 Dogu Asya, Japonya, Filipinler
ayw2 Tibet
ayw3 Avustralya (Aborjinler)
aywr Japonya
D ayw?2 Afrika, Akdeniz Bolgesi, Hindistan, Tunus,
Dogu Avrupa
ayw3 Akdeniz Bolgesi, Dogu Avrupa
ayw4* Ortave Bat1 Afrika, ABD
adw3* Orta Amerika
ayw4 Ortave Bat1 Afrika, Nijerya
F adw4 Fransa, Alaska, Brezilya, Kolombiya,
Venezuela
adwaq Amerikayerlileri, Polinezya
adw2* Venezuela
ayw4* Venezuda, Orta Amerika
G adw?2 Fransa, ABD
H adw4 Latin Amerika mn kuzey kismi,
Orta Amerika ve Meksika
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4.7. Mutant virudar

HBV ile enfekte kisilerde enfeksiyon yasi blyudikge, viral populasyonda mutant
virtslerin ortaya ¢ikmaktadir. HBV' nin mutasyon hizi, her yil, 10 000 bp igin bir nikleotid
olarak hesaplanmistir. Bu mutasyon hizi diger DNA virtslerinden 10-100 kat fazladir. Bu
durum HBV’'nin RNA aracist kullanarak revers transkripsiyonla replike olmasina
baglanmaktadir (52).

Kronik HBV enfeksiyonunda viral replikasyon hizinin ve revers transkriptaz enzimi hata
oraninin  yuksek olmasi, populasyon iginde mutant kokenlerin zamanla artisina neden
olmaktadir. Replikasyon tstunligi olan mutant virlsler antiviral tedavi verilmesi durumunda
secilerek yeni kosullara uyum saglayabilmektedir ve “wild type” virus yerine mutant virus
populasyonu virus havuzunda hakim hale gelebilmektedir (52).

4.7.1. Precor bélges mutasyonlari

HBeAg negatif olup agrr KC hastaligi ve aktif viremisi olan hastalarda yapilan
calismalarda bu hastalarin bazilarinda precore/core geninde 1896. nikleotidin mutasyonu
(TGGITAG) ile stop kodon olustugu ve HBeAg sentezinin engellendigi saptanmistir. HBCAg
sentezi bu kodondan sonra basladig: icin mutasyondan etkilenmemektedir. “HBeAg negatif”
olarak adlandirilan bu varyant virtslerin, fulminan hepatit ve agir kronik KC hastalarinda
daha sik saptanmistir (1, 19, 50, 52).

G1896A mutasyonu aynmi zamanda e-dizisini de etkilemektedir. Genotip B, D, E, G ve
baz1 C genotiplerinde 1858. pozisyonda timin vardir. G1896A mutasyonu oldugunda; mutant
nikleotid, 1858. nt ile baz eslesmes yaparak e-dizilerinin sekonder yapisini stabil halde
tutulabilmekte ve boylece replikasyon etkilenmemektedir. Ancak A, F ve bazi C
genotiplerinde 1858. pozisyonda sitozin oldugundan G1896A mutasyonunda baz eslesmesi
olamamaktadir. Replikasyon olabilmesi igin bu genotiplerde ikinci bir mutasyonla (C1858T)
e-dizileri stabil hale getirilmesi gerekmektedir (69, 79).
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Sekil 15: G1896A mutasyonu ve e-dizisi Uzerindeki yeri (79)

4.7.2. Core promoter bélges mutasyonlari

HBcAg, pgRNA’dan transkripte edilir (69). A1762T ve G1764A ikili mutasyonunda
precore  mRNA transkripsiyonu baskilanmakta ve HBeAg salinimi %70 oraninda
azalmaktadir (69, 79). Bu mutasyonlar aym zamanda Enh |l bolgesinin 3' ucunu da
etkilemektedir (4). Bu bolgede daha az siklikta C1653T ve T1753V (C/A/G) mutasyonlar: da
gorulmektedir (79).

Genotip C'de gorulen bazal core promoter bdlgesinde 8 bp’lik delesyonlar da vira
replikasyonu zayiflatmaktadir (69). Precore mutasyonlari, tek basina viral replikasyonu fazla
etkilememektedir ancak lamuvidine direngli mutantlarda ise replikasyon kapasitesinin
onarimina katkida bulunabilmektedir (69).

4.7.3. Sgeni mutasyonlari

S-HBsAQ'nin 100 — 169. nukleotidleri arasinda kalan bolgesi, major hidrofilik bdlge
(MHR) olarak bilinmektedir. Bu bolgenin konformasyonel yapisi korunmus sistein reziduleri
arasindaki distilfid kopruleri araciligiyla saglamir. Daha 6nce de bahsedilen HBV subtiplerinin
ayriminda 6nemli olan nikleotidler de bu bolgede yer alirlar (s122, s127, s160). MHR bdlgesi
en az bes antijenik bolgeye ayrilmistir. Bunlar: HBs1 (upstream of aal20), HBs2 (aa 12-123),
HBs3 (aa 124-137), HBsA (aal39-147), HBs5 (aal4d8-169) (62). HBV'ye karsi ndtralizan
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antikor yamtina neden olan “124-147. aminoasitler arasi bolgeye &' determinant:
denmektedir. Bu bolge tim subtiplerde oldukca korunmus bir bolgedir. 145. pozisyonda
bulunan glisinin, arjinine degismesiyle sonuglanan mutasyon (SG145R) viruste blyuk
antijenik degisiklige neden olur. HBsSAg'nin U¢ boyutlu yapisi degiserek anti-HBS nin
notralizan etkisi ortadan kalkar. Rekombinant HBsAg iceren as1 uygulanmis kisilerde HBsAg
ve anti-HBs birlikteligi ile gorilen bu mutant virisler, as1 ile indiklendigi icin “as1 kagak
mutantlar’”  olarak tammlanamaktadir. Karaciger transplantlart  sonrasinda HBV
reenfeksiyonu onlemek icin uygulanan hepatit B hiperimmunglobulini kullanim sirasinda da
12 ay icinde hastalarin %20’ sinde “a mutantlart” secilmektedir (52). Antikor etkisinden kagan
bu virisler “immun kagak mutantlar” olarak tammlanmaktadir. “a mutantlar1”, antijenik
yapilarindaki degisiklik nedeniyle HBsAg tamisinda kullamlan testlerle yakalanamamalar:
nedeniyle “tamsal kagak mutantlar” olarak ta adlandirilmaktadirlar (4, 63).

P ve S genleri Ust Uste binisik olduklarindan; S geninde olusan mutasyonlar, P genini de
etkiler. As1 veya immun globulin uygulamasi ile segilen “& mutasyonlarindan sG145R ve
sP120T, polimeraz enziminde rtT128N ve rtW153Q mutasyonlarina karsilik gelir.
Lamuvidine direncli HBV'nin azalmis in-vitro replikasyon kapasitesi bu mutasyonlarla
parsiyel olarak artmaktadir (69).

4.7.4. P geni mutasyonlari

P geni, genomun %80'ini kapsamaktadir ve diger U¢ genle ortak olan bdlgeleri
bulunmaktadir. Kodladigi 90 kD& luk polimeraz proteini pgRNA’dan sentezletilir. Polimeraz
proteininin terminal protein, spacer bolge, revers transkriptaz-DNA polimeraz ve RNazH
aktivitelerine sahip boltmleri bulunmaktadir (69).

Enzimin revers transkriptaz aktivitesi gosteren C katlantisinda yer alan tirozin (Y),
metionin (M), aspartat (D), aspartat (D) aminoasitlerinden olusan bolimi (YMDD motifi)
nikleotid baglayan katalitik bolgesidir.

Revers transkriptaz inhibitort olan nikleotid/ntkleozid analogu ilaglarin kullanimindan
sonra P geni mutasyonlar1 gorilmeye baslanmustir.

Lamuvidin kullamm: ile bu bolgedeki metioninin izolosin veya valine degismesi
(rtM 2041 veya rtM204V) virusun replikasyon kapasitesini disurmektedir. rtM 2041 mutasyonu
oldugunda virusun replikasyon kapasitess rtM204V mutasyonuna gore daha az
etkilenmektedir (69). Lamuvidin ile tedaviye devam edildiginde rtL80V/I, rtL82M, rtF166L,
rtvV173L, rtA200V, rtvV2071 gibi virusun replikasyon kapasitesini arttiran kompansatuvar
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mutasyonlar da gelisir (4, 69, 79). En sik saptanan profil, rtL180M + rtM204V; ikinci siklikta
isertL180M + rtM204V + rtV173L mutasyonlar: birlikteligidir.

YMDD motifi, tum rerevers transkriptaz enzimlerinde benzer ve korunmus olan bir
yapidir. YMDD motifinde metioninin valin veya izolosine degismesi hem HIV, hem de
HBV'’ de gosterilmistir (52).

Adefovir, lamuvidine direncli HBV kokenlerine de etkili olabilmektedir. Adefovir
kullamminda direng, lamuvidin'e oranla daha zor gelismektedir. Doksan alti hafta
kullanimdan sonra %2 direng oran bildirilmistir. Direnci saglayan; D katlantisinda rtN236T,
rt1233V, rtR217R; B katlantisinda rtA181T/V; A katlantisinda rtV84M, rtS85A mutasyonlari
tanimlanmustir (69).

Lamuvidin ve adefovirin yant sira farkli ilaglar da HBV enfeksiyonunu tedavide
kullammma baglanmustir. Bu ilaglarin direng oranlari ve direng profilleri ile ilgili ¢alismalar
devam etmektedir. Dirence yol agabilecek yeni mutasyonlarin varlig arastirilmaktadir (9).

YMDD bolgesindeki mutasyonlar, tamamen Ust Uste binisik olduklarindan S genini de
etkiler. Lamuvidin direncine neden olan rtA181T mutasyonunda, HBsSAg' de sW172stop
degisikligi olusur ve bu mutasyon nedeniyle HBSAg sekresyonunun ve virusun replikasyon
kapasitesinin azaldig:r bildirilmistir. Ancak lamuvidin varhginda virisin replikasyon
kapasitesi onarilmaktadir (78). Antiviral tedavi altinda rtM2041 mutasyonuyla sW194stop, ve
rtV2071 mutasyonuyla sSW199stop degisiklikleri oldugu bildirilmistir(69).

4.7.5. X geni mutasyonlari

X geninde olan mutasyonlar transkripsiyonun kontroltiini ve HBx fonksiyonunu
etkilemektedir. HBX, serin proteaz: inhibe ederek viral transkripsiyonu arttirir. Hicre icinde
p53 proteinine baglanir, birgok sinyal yolunu, purin ve primidin metabolizmasin: aktive eder.
P53 geninin HBV Uzerindeki baskilayici etkisini kaldirir (79).

Dogal olarak X geninde mutasyonlar: olan, fakat replike olabilen virtsler saptanmustir.
X geninin 3' ucunda bulunan Cp/ENII lokusunda 8-20 nt. delesyon olan HBV varyantlarinda
pre-C promoter aktivitesinin belirgin olarak dustigl ve HBsAg, HBCAg, HBeAg
sekresyonlarinda belirgin azalma oldugu saptanmustir(47).

C promoterda olan ikili mutasyon, nikleotidler cakistigi icin X geninde de nt
degisikligine yol agmaktadir, ancak bunun anlami heniiz anlagilamamistir. Bazal core

promoter bdlgesindeki delesyonlarin hemen timinde eksik/kisa HBx sentezine yol acar. Bu
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eksik HBx proteinlerinde p53 bagimli transkripsiyonel baskilama bdlgesi kaybolmaktadir. Bu
durum HCC olusum riskini arttrmaktadir (79).

4.8. Virusun dayaniklihg:

HBV, zarfli bir virus olmasina ragmen dustk PH, 1s, dondurma ve cbzmeye
dayaniklidir. Bu 6zelligi virisiin kisiden kisiye bulasimini kolaylagmaktadhr.
HBV, 30 - 32°C’ de en az alt1 ay, -20°C’ da ise 15 yil enfektivitesini korumaktadir.
Virus yuki az oldugunda, eter ve asit (PH 2,4) etkisinde alt1 saatte, 98°C’ da bir dakikada
veya 60°C' da 10 saatte virus enfektivitesini yitirmektedir. Serum icerisindeki virdisin
enfektivitesi, dogrudan kaynatmakla iki dakikada, 121°C'da ve 0,5 atm basing altinda 20
dakikada, 160°C’'da kuru sicak hava ile bir saatte kaybolmaktadir (52). HBV'nin 500 ppm
klor solisyonunda 10 dk.da, % 0,1 - 2 akoz gluteraldehid, %70 izopropil akol, %80 etil
alkolde iki dakikada inaktive oldugu gosterilmistir (25). HBsAg, %2,5 sodyum hipoklorit
varliginda U¢ dakikada antijenitesini ve enfektivitesini yitirmektedir (52).

4.9. Epidemiyoloji

4.9.1. Bulagma yollari

HBV; temel olarak parenteral yolla, enfekte kan ve swvilarla perkutan ve mukozal
temasla, enfekte kisiyle cinsel iliski ve perinatal yolla bulagsmaktadir (52). Kronik enfekte
bireyler bulastiricilik agisindan etkili gruptur.

Parenteral yol:

Enfekte kan ve kan Urtnleri uygulamalari, damar i¢i uyusturucu kullananlarda ortak
kullanilan enjektor ve diger kesici ve delici aletler araciligi ile bulasma, HBV’ nin en 6nemli
bulasma yoludur.

Kan bankalarinda vericilerden, HBsAg taranmasina baslandiktan sonra bu yolla bulasma
azalmistir ancak HBsAg negatif, anti-HBc pozitif kan ve dokularin aktarim: ile de virtsin
bulasabildigi gosterilmistir (52). Ulkemizde oldugu gibi HBV prevalansimin gorece yiksek
oldugu Ulkelerde anti-HBc taranmasi kan donoru belirlenmesinde uygun degildir. Kan
bankaciliginda bulasin en az diizeye cekilebilmesi amaciyla niklelk asit testlerinin (NAT)
kullanim giindemdedir ancak bu konu Uzerinde farkli gorusler mevcuttur. NAT' nin serolojik
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testlere oranla daha pahal1 olusu, donamml: personel ve laboratuar gerektirmesi gibi nedenler
bu testlerin kan bankaciliginda kullanmmini sinirlamaktadr.

ABD’de 1990’ larda yapilan ¢alismalarda damar ici uyusturucu kullananlarin % 70’ inin
bes yil icinde HBV ile enfekte oldugu saptanmustir. Bu gruptaki bulasta, en az enjektor ve vb
paylasimi kadar toplumdaki kronik hepatit B prevalansinin da etkili bir faktor oldugu
belirtilmektedir. DOgme ve akpunktur gibi uygulamalar sonucunda da HBV salginlari
bildirilmistir (70).

Cinsel yolla bulasma:

HBV, cinsel salgilarda bulunmaktadir ve esasen cinsel iligki ile mukozal giris
kapilarindan girerek bulasmaktadir. Travmatik iliskilerde ve baska bir cinsel hastaligin
bulunmast durumlarinda HBV bulasma riski daha da artmaktadir (32).

Y apilan galigmalarda kronik enfeksiyonlu kisilerle, cinsel iliskisi olanlarda ev ici cinsel
iliski dis1 temasli bireylere gore daha fazla bulas oranlar1 bildirilmistir. Heterosekstiel partner
sayisi arttikga HBV prevalans: da artmaktadir. Homoseksuel iligskisi olan erkeklerde genel
populasyona gore daha yiuksek HBV seroprevalanst bildirilmistir (70).

Anneden bebege bulasma:

Transplasental (anne karninda), perinatal (dogum sirasinda) veya postnatal (bebek

bakimi veya anne siti araciligiyla) bulas olabilmektedir. Transplasental bulasma, anneden
bebege olan bulasmalarin %2’ sini olusturmaktadir (70). Anneden fetusa transplasental olarak
sadece HBeAg' nin gegebildigi bilinmektedir. HBSAg genelde plasentadan gegememektedir.
Transplasental olarak fetusa gegen HBeAg'nin, fetusta, HBV'ye karsi immuntolerans
gelisimine yol actig1 dustnulmektedir (75).

En sk enfekte kan ve sivilarla dogum sirasinda bulasma olmaktadir. Bebege HBV
bulasmasi, HBeAg pozitif anneden %70-95, HBeAg negatif anneden ise %5-20 oranindadir
(70, 75). Bulas1 engellemek amaciyla yenidogana as1 uygulamasinda, koruyuculuk HBeAg
negatif annelerin bebeklerinde %100, HBeAg pozitif annelerin bebeklerinde %87 olarak
bildirilmistir (75).

Diger bulasma yollar::

Ayni evde, yakin yasama kosullarinda da HBV bulasmaktadir. Ozellikle HBV

tasiyicilarinin aile bireylerinde saptanan ve diger bulasma yollarimt s6z konusu olmachgi
olgularda ortak yasam kosullarinin bulasmaya neden oldugu dusunilmektedir (14, 52). Bu
horizontal bulasma yolu o6zellikle, 7-14 yas grubunda gorilen seroprevalans artisindan



sorumlu tutulmaktadir (52). Bulasmada, HBV ile enfekte kisilerin deri hasar1i veya
lezyonlarimin  ya da tukrik ve idrariin neden oldugu dusunilmektedir (70). Virusun
yuzeylerde yedi gun kadar canliligim ve enfektivitesini korumasi da aseksiiel bulasta
kolaylastirici bir faktor olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada HBeAg pozitif olgularda idrarda
HBV DNA pozitifligi %91, anti-HBe pozitif olanlarda %24 oramnda bulunmus ve idrar
araciligiyla bulasma yoluna dikkat ¢ekilmistir (31).

Saglik merkezleri aracili bulas:

Saglik personelinden hastaya, hastadan saglik personeline, hastadan hastaya bulas
olabilmektedir.

Saglik calisanlarina as1 uygulamasina baslanmadan 6nce, ABD’ de her yil 12.000 saglik
calisamna hastadan HBV bulas1 oldugu bildirilmistir (70). Saglik calisanina hastadan HBV
bulas riski maruz kalinan viriis miktarinin artis ile dogru orantilidir. Ornegin HBeAg pozitif
hastadan igne batmasi ile bulas riski % 30 iken, HBeAg negatif hastadan bulas riski % 6
olarak bildirilmistir (6).

Ozellikle gelismekte olan Uilkelerde hastadan hastaya bulas, 6nemli bulas yollar: arasina
girmektedir. Kontamine ekipmanla hastamn mukozal temast bulasmada 6nemlidir.
Enfeksiyon kontrol dnlemlerindeki eksiklikler, sterilizasyon ekipman eksiklikleri, ekonomik
olarak tek kullammlik ekipman kullammimin yerine ¢ok kullammlik enjektor ve benzeri
ekipman kullanimi gibi nedenler hastadan hastaya bulasa yol agabilmektedir (70). Birgok
Ulkenin verilerinin arastirildigr bir ¢alismada dinyada 2000 yilinda kontamine enjektorler
nedeniyle 21 milyon HBV enfeksiyonu oldugu ve bu rakamin tim yeni HBV
enfeksiyonlarinin % 32’ sini olusturdugu bildirilmistir (23).

Saglik calisamndan hastaya bulas nadirdir. Bu yolla bulaslarin  ¢cogunun as1
uygulamalarina baslanmadan oOnceki ve uluslararasi enfeksiyon kontrol Onlemlerinin
uygulanmadig1 donemde, invaziv islem uygulamalar: sirasinda oldugu saptanmustir (48, 70).

4.9.2. Dinyada HBV enfeksiyonu

Dunyada iki milyar kisi HBV ile karsilasmis oldugu ve bunlarin arasindan 400 milyon
kisinin kronik HBV enfeksiyonu oldugu bildirilmektedir. Her yil yaklasik bir milyon Kkisi
siroz ve HCC gibi HBV iliskili nedenlerle 6lmektedirler. Dunyadaki HCC enfeksiyonlarinin
%60-80'i HBV ile iliskili oldugu bildirilmistir (52).
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HBV enfeksiyonunun gorilme sikligi ve esas bulasma yolu, dinyanin farkl
bolgelerinde degisiklik gostermektedir. Ulkeler, HBsAg prevalansina gore (¢ gruba
ayrilmistir (52).

.s :
%1 HEsag Prevalence
i W :-3% - High
B 2.7% . Intermediate
Fh < - Lawe

Sekil 16: Dinyada HBsAQ prevalans haritasi (41)

1) Yiksek endemisite bolgeleri:

HBsAg pozitifligi %8 ve tzerinde oldugu bdlgelerdir. Dinya nufusunun % 45 kadar1 bu
Ulkelerde yasamaktadir. Cin, Endonezya, Nijerya ve diger bircok Asya ulkesi, Amazon
bolgesi, Pasifik adalari, Avustralya, Afrika Ulkeleri, Yeni Zelenda yerlileri ve Alaska bu
grupta bulunmaktadir (41).

Y iUksek endemisite Ulkelerinde, eriskinlerde HBV ile karsilasma orami % 70-90 olarak
bildirilmektedir (70). Enfeksiyon siklikla kroniklesme riskinin yiksek oldugu yenidogan ve
erken cocukluk doneminde kazamlimaktadir. Bu donemde asemptomatik enfeksiyon
gecirilmesi nedeniyle akut hastalik az goérulur, kronik KC hastaligi ve HCC riski yuksektir.
Bebekler, HBV tasiyicisi annelerinden dogum sirsinda enfekte olmamissa erken gocukluk
déneminde yakin temas ile enfekte olmaktadirlar (41, 52).

2) Ortaendemisite bolgeleri:

HBsAg pozitifligi %2-7 arasinda oldugu bolgelerdir. Dinya nufusunun % 43’0 bu
Ulkelerde yasamaktadr.

Bu ulkelerde eriskinlerde HBV ile karsilasma %20-60 olarak bildirilmektedir. HBV ile
tim yas gruplarinda siklikla addlesan ve genc eriskin donemde karsilasiimakta ve bu nedenle
akut enfeksiyon gorulmektedir. Kronik KC hastaligi sikhigi da yuksektir. Kuzey Afrika
ulkeleri, Ortadogu Ulkeleri, Turkiye'nin de yer aldigi Akdeniz havzasi, Dogu Avrupa ve
Rusya orta endemisite Ulkeleri arasinda yer almaktadir (41, 52).
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3) Dusuk endemisite bolgeleri:

HBsAg pozitifligi %2 nin altinda oldugu bolgelerdir. Dinya nifusunun %12'si bu
Ulkelerde yasamaktadir. ABD, Kuzey ve Bat1 Avrupa Ulkeleri, Avustralya disik endemisite
gorilen Ulkeler arasindadhr.

Bu uUlkelerde eriskinlerde HBV ile karsilasma oram %20’ den az olarak bildirilmektedir.
Enfeksiyonlarin ¢ogu eriskinlerde ve risk gruplarinda gorulir. HBV enfeksiyonu igin risk
gruplari, damar i¢i uyusturucu kullamcilari, homoseksiiel erkekler, cok esli heteroseksiieller,
hemofili hastalari, hemodiyaliz hastalari, kronik hastaligi olan ve sk invaziv girisime maruz
kalanlar, sik kan ve kan drunleri transfiizyonu yapilanlar, HBV prevalansinin yiksek oldugu
Ulkelere seyahat edenler, saglik calisanlar1 ve benzer sekilde mesleksel temas riski olanlar,
HBYV tasiyicisi Kisilerin cinsel esleri ve aile bireyleri, HBV tasiyicisi anneden dogan bebekler,
ve bakimevlerinde yasayanlar olarak saptanmistir (41, 52).

4.9.3. Turkiye' de HBV enfeksiyonu

Ulkemiz orta endemisite tlkeleri arasindadir. Ulkemizde HBsAg pozitifliginin %1-14,3
arasinda degismekte oldugu gozlenmistir. Istanbul, izmir gibi bat: illerinde %2 - 4,5 gibi daha
dustk oranda HBsAg pozitifligi bildirilmektedir; Diyarbakir, Van, Elazig gibi Guneydogu ve
Dogu Anadolu illerinde % 8-14,3 oraninda HBsAQ pozitifligi bildirilmistir (52).

2005 yilinda yayinlanan ve Ulkemizin sekiz ayr1 bolgesinden, 30 yas alti 2683 kiside
yapilan bir ¢alismada; HBsSAg %5,4; anti-HBc 1gG %17 oramnda pozitif bulunmustur. Guiney
ve dogu bolgelerde daha yuksek oranlar bildirilmistir (28).

Trakya bolgesinde yapilan bir cgaligmada 0-19 yas grubunda 717 kiside HBsAg
pozitifligi %1,7 bulunmustur. Bu grupta 10 yasindan sonra HBV enfeksiyon oramnin arttigi
bildirilmistir (51).

1989-2004 yillar1 arasinda kan dondrlerinde yapilan bir calismada, 22 ayr1 Kizilay kan
merkezinden gelen veriler incelendiginde; ortalama HBsAg pozitifligi oramt % 4,19 olarak
bulunmustur (22).
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Sekil 17: 1989-2004 yillar1 arasinda, Turkiye’ nin farkli bolgelerindeki HBsAg

prevalans (22)

4.10. Klinik belirti ve bulgular

4.10.1. HBV enfeksiyonunun seyri dort doneme ayrilmistir:

1. Yenidoganlarda gorulen immun tolerans donemi: 10-30 yil sirebilmektedir. Karaciger

fonksiyon testleri normaldir ve klinik belirti yoktur. Virus replikasyonu yiksektir.

2.Immunolojik cevap doénemi: inflamatuvar yamit ile hiicre harabiyeti gelismektedir.

Saglikli eriskinde akut hepatit tablosu gorilir. HBV DNA seviyes duser. Bu dénem

kronik hastalarda 10 yil veya daha uzun strebilir.

3. Viral replikasyonun baskilandigr dénemi: Konak immun yanit: ile viral replikasyon

sonlanir, HBeAg kaybolur ve anti-HBe ortaya ¢ikar. Karaciger fonksiyon testleri normal

duzeye iner. HBV bu donemde hepatosit DNA’ sina entegre olur. HBSAg halen pozitiftir.

4. HBsAg nin negatiflesip, anti-HBsnin saptandigi donem: Immun donem olarak
adlandiriimaktadir (35, 52).
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Sekil 18: HBV enfeksiyonu evreleri

4.10.2. HBV enfeksiyonunun klinik tablolar:

HBV’de klinik tablo, asemptomatik enfeksiyondan fulminan hepatit ve hepatoselller
karsinoma kadar uzanabilmektedir. Klinik tablonun olusumunda konak ve virusa ait faktorler
beraberce rol almaktadirlar.

Akut enfeksiyon:

Inkiibasyon dénemi, alinan virtis miktarina ve kisinin immunite durumuna bagl olarak
45-120 gun arasinda degismektedir. Akut enfeksiyon, asemptomatik enfeksiyon, sarilikli
kolestatik hepatit ve nadiren fulminan hepatit seklinde gorulebilir.

Virisin alinmasindan alt: hafta sonra HBsAg ve diger aktif viral replikasyon
gostergeleri pozitiflesir, karaciger fonksiyon testlerinde bozulma ve klinik belirtiler ortaya
cikar. Semptomlarin gorulmesi yas ile iligkilidir. Okul 0Oncesi c¢ocuklarda genellikle
asemptomatik enfeksiyon gortlmektedir. Erigkinlerde ise % 25 oramnda yorgunluk,
istahsizlik, kas agrilari, hafif ates, kokulardan rahatsiz olma, bulanti velveya sarilik,
hepatomegali gibi hepatik fonksiyon bozukluguna bagli semptomlar goéralir. Sarilikla
seyreden olgularda idrar renginde koyulasma, skleralarda ve ciltte sararma gibi

hiperbilirubinemi bulgular1 gorilebilmektedir. Nadiren fulminan seyreden olgularda hepatik
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ensefalopati, hepatorenal sendrom ve kanama diyatezi ile akut karaciger yetmezligi
gelismektedir. Fulminan hepatitte mortalite %75’ in Gzerindedir ve yasla birlikte artmaktadir.
Akut HBV enfeksiyonu gegirenlerin %10-20'sinde antijen-antikor komplekslerine bagli
olarak ekstrahepatik belirtiler gorilebilmektedir. Bunlar, serum hastaligi benzeri sendrom,
poliarteritis nodosa, membranoproliferatif glomerilonefrit ve gcocuklarda paptiler akrodermatit
seklindedir. Birgok olguda yeterli immun yanit ile virls karacigerden temizlenir ve olusan
anti-HBs ile kisi yeni bir HBV enfeksiyonundan korunur.

Anti-HBs ve anti-HBc pozitif olan (gegirilmis enfeksiyon profili) bazi hastalarda
karacigerde cccDNA saptanabilmektedir (42). Bu durum Ozellikle anti-HBc pozitif

donorlerden alinan karaciger ile yapilan transplantasyonda sorun olusturmaktadir (74).
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Sekil 19: Akut HBV enfeksiyonu (41)

Kronik enfeksiyon:

Olgularin bir kisminda akut enfeksiyondan sonra HBV' nin karacigerden temizlenmesi
basarili olamaz. Hastalarda HBsAg pozitifliginin alti ay1 asmasi, kronik enfeksiyon olarak
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kabul edilmektedir. Anti-HBs saptanamaz. Enfeksiyonun kroniklesmesinde yas ve immun
sistemin durumu 6zellikle etkili faktorlerdir.

Acute Chronic
{6 months) {Years)
| HBeAg [ anti-HBe |
HBsAg
#il_lI_II_II_II—II_I-I_II_II—II_II—
.t Total anti-HBc
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Weeks after Exposure

Sekil 20: Kronik HBV enfeksiyonu (41)

Hepatoseluler karsinom (HCC):

TUm dinyada her yil 500 000 kisi HCC'den dlmektedir. HCC gelismesinde HBV
enfeksiyonu en onemli risk faktori olarak kabul edilmektedir. HBV ile kronik enfekte
olgularda, yasam boyu HCC gelisme riski %10-25'tir ve enfeksiyonun baslamasindan 30-50
yil sonra gelismektedir. Hastada siroz gelismisse HCC riski daha da artmaktadir (52, 66).

Turkiye'de farkli bolgelerde yasayan HCC hastalarinda yapilan bir arastirmada 207
HCC'li hastanin 116’ sinda (%56) HBYV etiyolojik neden olarak saptanmistir (73).

Tayvan'da HBV enfeksiyonundan sonra HCC gelisme riski, diger tlkelere gore 200

kat fazla olarak bildirilmektedir. Enfeksiyonun perinatal kazanilmis olmasi, riski arttiran
genetik faktorler ve karsinojenlerin bu duruma neden olabilecegi diistinilmektedir.

HBV enfeksiyonu sirasinda viral genomun hepatosit DNA’sina entegrasyonu
onkogenleri aktive edebilmektedir ayrica kronik enfeksiyonda artan hepatosit yenilenme hizi,
HBV' nin baz: viral proteinleri (X proteini) HCC'ye zemin olusturmaktadir (52, 66).
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4.11. Tam

4.11.1. Serolojik tan

HBV’ye ait antijen ve antikorlarin hasta serumunda saptanmasi, tanida yaygin olarak
kullamImaktadir. Virlse ait antijen (HBsAg ve HBeAg) ve antikor (anti-HBc IgM, total anti-
HBc veya anti-HBc 1gG, anti-HBs, anti-HBe) saptanmasi, HBV enfeksiyonunun akut ve
kronik donemlerinin ayrilmasinda, enfektivitenin degerlendirilmesinde, immunitenin
arastirilmasinda, kan ve organ vericilerinin taranmasinda rutin olarak kullamImaktadir (52).

HBsAg:

HBsAg, akut enfeksiyonda semptomlarin baslamasindan 3-5 hafta 6nce kanda
saptanabilir diizeye ulasmaktadir. HBSAQ' nin varligit HBV enfeksiyonunu gosterir. Alt1 aydan
daha uzun siire kanda HBsAg saptanmasi kronik enfeksiyonu gosterir.

Kantitatif HBsSAQ testleri ile yapilan calismalarda HBsAg dizeyinin HBV DNA
diizeyi ile korele oldugu bildirilmektedir (12). Ancak lamuvidin tedavisi alanlarda HBsAg
miktarindaki azalmanin HBV DNA dizeyindeki azalmaya gore daha ge¢ oldugu
belirtilmektedir (33). Kantitatif HBSA(Q testlerinin, direng belirlemede HBV DNA ile beraber
kullaniminin mumkuin olabilecegi yontnde galismalar da vardir (17, 32).

HBeAQ:
HBeAg, akut enfeksiyonda HBSAQ' den hemen sonra pozitiflesmektedir ve genellikle

HBsAg' den énce kaybolmaktadir. HBeAg' nin pozitiflesmesi kanda viriistin 10° kopya/ml’ nin
Uzerinde oldugunu ve aktif viral replikasyonu gostermektedir. Ancak pre-core mutantlar
varliginda HBeAg sentezlenememektedir ancak viral replikasyon sirmektedir. Akut
enfeksiyonda HBeAg pozitifliginin  8-10 haftadan daha uzun sirmes hastaligin
kroniklestigini gostermektedir. Kronik enfeksiyonda HBeAg pozitifliginin devam etmesi, agir
karaciger hastaligi gelisme riskini arttrmaktadir. Enfeksiyon eskidikge hastalarin %50 sinde
aktif viral replikasyon azalmakta ve HBeAg kaybolup, anti-HBe saptanmaya baslamaktadir
(52).

Anti-HBe:

HBeAQg' nin kaybolmasinin hemen ardindan veya 1-2 hafta sonra HBeAg'ye karsi olan
antikorlar ortaya cikar. Akut enfeksiyonda anti-HBe nin saptanmasi, viral replikasyonun
azaldiginin ve iyilesmeye gidisin gostergesidir.
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Anti-HBe antikorlar1 hastalarin tgte birinde 6 ayda saptanamayacak diizeylere iner,
digerlerinde ise 4-6 y1l saptanabilir.

Kronik HBV enfeksiyonunda anti-HBe olusmasi, enfektivitenin ve viral replikasyonun
azaldiginin gostergesidir (52).

Anti-HBclgM:

Akut HBV enfeksiyonu gostergesidir. Akut enfeksiyonda hastalik belirtileriyle beraber
pozitiflesir, 3-12 haftada azalarak saptanamayacak diizeye iner.

Anti-HBclgM, HBsAg pozitifliginden 1-4 hafta sonra saptanir. Pencere déneminde
HBsAg ve HBeAg kaybolmus, ancak bunlara karsi olusan antikorlar hentiz saptanabilir
duzeye ulasamamustir. Bu donemde akut HBV enfeksiyonunun tek gdsterges anti-
HBclgM’dir. Pencere donemi ortalama 2-8 hafta kadar sirer. Pencere donemini uzadigi
durumlarda anti-HBclgM'’ nin kaybolarak, sadece anti-HBclgG antikorlar: saptanabilmektedir
(52).

Anti-HBclgG :

Akut HBV enfeksiyonunda anti-HBclgG, anti-HBclgM'yi izleyerek pozitiflesir ve

hayat boyu saptanabilir dizeyde kalir. Akut enfeksiyon doneminde pozitiflestigi ve hayat
boyu saptanabilir dizeyde kaldig: icin, akut, kronik veya dnceden gegirilmis enfeksiyonun
gostergesidir.

Anti-HBs:

Iyilesmeyle sonlanan akut enfeksiyonda HBsAg kaybolmakta ve anti-HBs saptanabilir
duzeye ulasmaktadir. Bir U anti-HBs, 0,9 ug HBsAg notralize eder (20, 52).

Anti-HBs antikorlarimin olusmast hastaligin iyilesme ile sonlandigim ve bagisiklig:
gogerir. Anti-HBc antikorlariyla birlikte genelde hayat boyunca saptanabilir diizeyde kalir.
%15 olguda alt1 y1l icinde kayboldugunu gosteren yayinlar da vardir (52).

Anti-HBs antikorlari, HBV asisi sonrast da gelisir. 10 IU/L ve Uzeri dizeyde olan
antiHBstitreleri koruyucudur (25).

4.11.2. HBV DNA testleri
HBV DNA, HBsAg'den 3-5 hafta tnce saptanabilmektedir ve tepe noktasina ulastiktan
sonra giderek azalmakta ve enfeksiyonun spontan olarak sonlanmasiyla kaybolmaktadir.

Kronik HBV enfeksiyonu gelisen hastalarda enfeksiyonun donemine bagl: olarak kan HBV
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DNA dizeyinde oynamalar saptanmakta, karaciger dokusunda ise HBV DNA olumlulugu
kalic1 olmaktadr.

Serolojik gostergelerin  yetersiz kaldigi gizli HBV enfeksiyonu, mutant virus
enfeksiyonlari, atipik serolojik profillerin saptanmasinda viral replikasyonun gosterilmesi
icin HBV DNA aragstirilmaktadr.

Ilk nikkleik asit testlerinin kalitatif olmas: nedeniyle, virlisin dinamik dongusinii
anlamada yetersiz kalinmigtir. Kantitatif yontemlerin gelistirilmesi ile viral yik miktar
belirlenerek virusun replikasyon aktivitesi hakkinda bilgi edinilmesini saglamustir.

HBV DNA'min serum / plazmada saptanmasimin ve kantitasyonunun kullanim
alanlari (57).

1) Erken tam:

Kanda, HBVY DNA HBsAg'den 3-5 hafta dnce pozitiflesmektedir. Bu durum 6zellikle
kan bankaciliginda 6nem kazanmaktadir.

2) Tedaviyekarar verilmes:

Hepatit B’ nin evrelendirilmesinde kullanilan parametrelerden biridir. HBV DNA miktari,
kanda > 10*° kopya/ml ve ALT yiiksekligi ile birlikte ise kronik hepatit B, HBV DNA
<10*° kopya/ml ve ALT normal sinirlarda ise inaktif HBsAg tasiyiciligi olarak
tammlanmaktadir. Viral yiikiin 10*° kopya/ml’ nin iizerinde olmasi, tedaviye baslama
kriterlerinden biri olarak alinmaktadir (3).

3) Tedaviyeyamtin izlenmes :

Tedavi bagladiktan sonra, tedavi Oncesindeki viral yuke oranla, en az bir logaritma
azalma beklenmektedir.

4) Tedaviyedirencli sus gelisiminin saptanmas :

Tedavi devam ederken HBV DNA diizeyinde; bir ay arayla iki kez bir logaritma artis
olmasi, kullanilan antiviral tedaviye direng gelistigini disundurdr.

5) Hastanmn bulastiriahk dizeyinin tahmin edilmesi:

Viral bulasicilik, viral yik ile dogru orantilidir (7).

HBV DNA’nin saptanmasi ve kantitasyonu igin ¢esitli yontemler kullamilmaktadir.
Yontemlerin duyarlilik sinirlart ve kantitasyon yapabildikleri aralik (dinamik aralik),
kullarilan teknige baglidir.



Temelde iki tip nukleik asit tabanh test (NAT) vardir:
a) Hibridizasyon temelli testler.
b) Nukleik asit amplifikasyon temelli testler: Siklikla PZT esash testler
kullanilmaktadir. Bunlardan biri olan gergek zamanli PZT, 1sima 6zelligine sahip molekuller

kullanarak, PZT’yi amplikon olusurken izleme ve miktar belirleme (kantitasyon) yontemidir.

Gergek zamanh PZT’nin klask PZT’ye Gstunltkleri:
1) Dinamik aralik, klasik PZT’ye gore oldukga genistir (en az 6 logaritma).
2) Hesaplanan viral yuk gercege daha yakindir ve tekrarlanabilirligi yuksektir.
3) PZT sonrasi Urtiniin saptanmast igin ek islem gerekmez. Kontaminasyon riski daha

azdir (40).
I —
HBV Digene Hybrid-Capture | | I
HBY Digens Hybrid-Capturs 11
Digene Corp. N | |
Ultra-Sensitive Digene
Hybrid-Capture I | | |
Foche Arnplicor HEV Maonitor | | |
sl LD N Cobas Amplicor HEV Monitor ‘
Systemns | | |
Cobas Tagrman 48 HEV | | | | | |
| ArtusBiotech | 4 Real Art HBV PCR Assay ‘ ‘
| Bayer Corp. | Wersant HEV DMA 1.0 ‘ ‘ ‘ L
Wersant HEWV DNA 3.0 | | | | |

1 10 107 10% 10" 105 16° 107 10" 10° 10"
HEW DMA 1L frl

Sekil 21: Ticari nikleik asit tabanli testlerin dinamik araliklarinin karsilastiriimast (Dog. Dr.
Cafer Eroglu’ nun “Kronik Hepatitlerde Virolojik Tam ve Tam Sorunlart” baslikl

sunumundan alinmistir.)
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5. GEREC VE YONTEM

Calismada, kanda, HBV DNA'nin genis dinamik aralikta kantitasyonunu yapabilen,
analitik duyarlig1 en az 100 IU/ml olan, internal kontrol iceren ve bu sayede ekstraksiyon
ve amplifikasyon basamaklar1 izlenebilen, tekrarlanabilirligi yiksek olan “in-house’
gercek zamanli PZT testi gelistilmesi amaclanmustir. Testin optimizasyon c¢alismalarinin
ardindan, yontem, ticari gergek zamanl PZT testi ile karsilastirilmistir (RealArt HBV RG

PCR Kit, QIAGEN, Almanya).
5.1. GEREC
5.1.1. Ayraglar
5.1.1.1. Viral nuklelk asit ekstraksiyon Kiti
Orneklerin ekstraksiyonu EZ 1 Virus Mini Kit v2.0 (QIAGEN, Almanya) ile EZ-1
cihazinda yapilmistir. Ekstraksiyona 400 pl 6Ornek girmistir, 60 pl elisyon hacmi ile

Gikilmugtir.

5.1.1.2. Kullanilan 6ncul ve problarin, dizileri ve hedef bolgeler

Onciil ad Tip Dizi
HBV icin (54, 55):
HBV-F On oncil 5'-GGA CCC CTG CTC GTG TTA CA-3

HBV-R Tersoncil 5-GAG AGA AGT CCA CCM CGA GTCTAGA-3
HBV-1 Prob-1 5'-FAM-TGT TGA CAA RAA TCC TCA CAA TAC CRC AGA-BHQ-1-3
HBV-2 Prob-2 5'-FAM-CGT TGA CAA RAA TCC TCA CAA TAC CRC AGA-BHQ-1-3

Bovine herpesvirustip 1 (internal kontrol) igin (39):

BHV-F On 6ncill 5-ATG TTA GCG CTCTGG AAC C-3

BHV-R Ters oncll 5-CTT TAC GGT CGA CGA CTC C-3

BHV-P Prob 5-ROX-ACG GAC GTG CGC GAA AAG A-BHQ-2-3
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Hedef bdlgeler:

HBV Pre-S bolgesinde 184 — 273. nikleotidler arasindaki 89 bp bolge ve bovine
herpes virus 1 (BHV-1) gC geninde 445 — 567. nikleotidler arasindaki 122 bp’lik bdlgenin
gercek zamanli PZT yontemiyle gogaltilmasi hedeflenmistir.

5.1.1.3. Gergek zamanh PZT miks ve cihaz

“QIAGEN no-rox multipleks PCR” miksi (QIAGEN, Almanya) kullanmlmstir. Tum
gercek zamanli PZT reaksiyonlari Rotor Gene 6000 cihazinda (Corbett Life Science,
Avusturalya) gerceklestirilmistir.

5.1.1.4. Klonlamada kullanilan kit ve ayraclar
a. Klonlamakiti: “pGEM T Easy Vector System |1 (Promega, ABD)
b. S.0.C. Medium liquid (Invitrogen, ABD)
c. LB broth (SSGMA-ALDRICH, ABD )
d. IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) (Fermentas, Litvanya)
e. X-Ga (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside) (AppliChem, Almanya)

5.1.1.5. Plazmid ekstraksiyon Kkiti
NukleoSpin Plazmid kit (MACHEREY -NAGEL, Almanya)

5.1.1.6. Ticari kantitatif gergcek zamanh PZT Kkiti
RealArt HBV RG PCR Kit (QIAGEN, Almanya)

5.1.1.7. Kalite kontrol serum o6rnekleri
a. “OptiQuant HBV DNA Quantification Panel” (ACROMETRIX, ABD)
b. “QCMD 2007 Hepatitis B Virus Genotyping HBV GO07 Proficiency Programme”’ (QCMD,
Ingiltere)
c. “Working Standart-HBV DNA Working Reagent for Nucleic Acid Amplification
Tecniques’ (NIBSC, ingiltere)
d. 2007 QCMD HBV DNA dis kalite kontrol paneli (QCMD, ingiltere)
e. 2008 QCMD HBV DNA dis kalite kontrol paneli (QCMD, ingiltere)
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5.1.1.8. Agaroz jel goruntulemede kullamlan ayraglar
5.1.1.8.1. EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) (Sigma-Aldrich, ABD)

05M
NaEDTA 1869
Distile su 100 ml

EDTA pH= 8de erimektedir. pH'1 ayarlamak i¢cin NaOH pelleti kullamlmistir. Daha
sonra otoklavlanmustir.

5.1.1.8.2. Tris-Borik asit-EDTA (TBE 10X)

Tris base (Sigma-Aldrich, ABD) 108 gr

Borik asit (Sigma-Aldrich, ABD) 55gr

0.5M EDTA 20 ml

Digtile su ile 1000 mlI’ye tamamlanmistir. Gerektiginde distile su ile, 1/10 dilte
edilerek 1X TBE elde edilmistir.

5.1.1.8.3. Agaroz (Sigma-Aldrich, ABD)

5.1.1.8.4. Etidyum bromid (1000X, 5mg/ml) (Sigma-Aldrich, ABD)

Etidyum bromid 0.5¢gr

Distile su 100 ml

Isiktan korumak icin aluminyum folyo ile kaplanmustir.

5.1.1.8.5. DNA biiyiiklugi belirleyicis

“50 bp StepLadder” (Sigma-Aldrich, ABD)

5.1.1.8.6. Yukleme boyas (“Loading dye”)

6X Orange Loading Dye Solution (Fermantas, Litvanya)

5.2. YONTEM

5.2.1. internal kontroliin belirlenmes

Internal kontrol (IK) olarak bovine herpes virus tip 1 (BHV-1) kullamlch. BHV-1,
sigirlarda ciddi solunum yolu infeksiyonu, konjuktivit, vulvovajinit, balanopodtit, disik ve
neonetal donemde sistemik infeksiyonlara neden olmakta ve insanlarda infeksiyon
yapmamaktadir (39).

Insanlarda infeksiyon yapmayan bir virus olmasi, gen bankasinda bulunan HBV
dizileriyle karsilastirilchginda benzer nikleotidler icermemesi nedenleriyle internal kontrol
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olarak BHV-1 secilmistir. BHV-1 hicre kdltiri ana stogu, Ankara Veterinerlik
Enstitusl’ nden saglanmustir.

BHV-1 DNA'mn saptanmasi, literatirde tanimlanmis (39) primerler ve prob
kullanilarak BHV-1 gC geninde 122 kb’ 1k bolge cogaltilarak saglanmustir.

5.2.2. “In-house” gercek zamanh kantitatif PZT testinin tasarlanmas

5.2.2.1. HBV PZT igin hedef bélge segimi

Pas S.D. ve arkadaslarinin ¢alismasinda kullamilan, HBV Pre-S bolgesinde 184 — 273
niikleotidleri arasindaki 89 bp bolgeyi gogaltan primerler ve isaretli problar kullamlmstir (54,
55). Primer ve prob dizileri, GenBank’tan indirilen farkli genotiplere ait 56 adet tam HBV
genom dizisi Uzerinde yeniden degerlendirilerek kullammlarimin uygun olacagina karar
verilmistir. Incelenen GenBank dizileri: NC003977, AF297621-A, AF297623-A, AF297624-
A, AF297625-A, U87742-A, AB033554-B, AB033555-B, EU306684-B, EU306704-B,
EU350409-B, AF282917-B, AF282918-B, AB368295, ABO033551-C, ABO033552-C,
AB195947-C, AB195948-C, AB195949-C, AB195950-C, AB195951-C, AB195952-C,
AB195953-C, AB195954-C, AB195955-C, AB195956-C, AB195957-C, AB202071-C,
AB202072-C, AB368296-C, AY066028-C, AB368297-C, AF411412-C, AF458664-C,
AF458665-C, EU306727-C, EU306728-C, EU306729-C, AJ344116-D, AJ344117-D,
ABO056515-D, AM422939-D, AF280817-D, AY721605-D, AY721606-D, AY721607-D,
X75657-E, X75664-E, AY090456-F, X75658-F, AY090458-F, AY 7090459-F, AF405756-G,
AY090460-H, AY090454-H, AY 090457-H.

5.2.2.2. Calisma programinin optimize edilmes

1) Rutinde 10° kopya/ml HBV DNA igerdigi saptanan hasta plazmasinin, HBV DNA
negatif plazmaile 1/10 katl diltsyonlar1 yapilmustr.

2) 10°, 10% 10° kopya/ml HBV DNA igeren diliisyonlardan DNA ekstraksiyonu
yapilmistir.  Ekstraktlar, gercek zamanli PZT  yontemiyle cogaltilarak, ©n denemeler

yapilmustir.
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PZT reaksiyonu icerigi (Toplam hacim 25pl) :
No-rox multipleks PZT miksi & 12,5 pl
Primer HBV-F (10 pmol) & 1 pl
Primer HBV-R (10 pmol) & 1 pl
Prob HBV-1 (10 pmol) & 0,5 pl
Prob HBV-2 (10 pmol) & 0,5 pl
9,5 ul DNA
| S1 d6nguisu:
- 95 °C a 15 dk (6n denatiirasyon)
- Iki basamakl1 toplam 40 dongu:
94°Ca 60
60 °C & 60 sn

3) IK eklenmesiyle sonuclarin degisip degismediginin arastirilmas: amaciyla aym
ornekler (10% 10% 10° kopya/ml HBV DNA iceren diliisyonlar) iK ile calisilmistr. DNA
ekstraksiyonu orneklere iK eklendikten sonra yapilmis ve ekstraktlar gergek zamanli PZT
yontemiyle calisilmustir.

Multipleks PZT reaksiyonu icerigi (toplam hacim 25 pl):

No-rox multipleks PZT miksi & 12,5 pl

Primer HBV-F (20 pmol) & 0,5 pl

Primer HBV-R (20 pmol) & 0,5 pl

Prob HBV-1 (20 pmol) & 0,25 pl

Prob HBV-2 (20 pmol) & 0,25 pl

Primer BHV-F (20 pmol) & 0,5 pl

Primer BHV-R (20 pmol) & 0,5 pl

Prob BHV (20 pmol) & 0,5 pl

9,5 ul DNA

| S1 donguisu:

- 95 °C a 15 dk (6n denatiirasyon)

- Iki basamakl1 40 dongu:

94°Ca 60
60 °C & 60 sn
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4) Reaksiyona girecek primer - prob konsantrasyonlarimin belirlenmesi amaciyla 10,
20 ve 50 pmol prob ve primer konsantrasyonlarimn kombinasyonlar1 satrang tahtas
yontemiyle denenmistir. Urlinler % 2'lik agaroz jel elektroforezi ile, 6zgll olmayan
bantlar ve primer-dimer olusumu agisindan degerlendirilmistir.

5.2.3. Kantitasyon standardinmin olusturulmas icin klonlama ¢alismas
Mutlak kantitasyona dayali bir test tasarlanmigtir. Kantitasyon standard: olarak,
klonlanmis plazmid kullamlmistir. Bu amagla, 89 bp uzunlugundaki HBV DNA PZT urinu
plazmide aktarilmig ve Escherichiae coli’ de gogaltilmistir.

“pGEM T Easy Vector System 11" (Promega, ABD) klonlama kiti igerigi
— 1.2 pg/ml pGEM T-Easy Vector (50 ng/ul)
— 100 Unite T4 DNA Ligase
— 200 pl 2X Rapid Ligation buffer, T4 DNA Ligase
— 1.2 ml IM109 Competent Cells, High Efficiency (6X200 pl)
Klonlama, Uretici firmamn onerilerine uyularak yapilmistir.

5.2.3.1. Ligasyon Onces
1) 10° kopya/ml HBV DNA igeren 6rnekten EZ1 cihazi ile DNA ekstraksiyonu
yapilmistir ve tez primerleri ile klasik PZT gergeklestirilmistir.
2) PZT urinu %2’ lik agaroz jelde goruntilenerek 89 bp’lik Griin saptanmustr. .
3) LB broth ve LB agar hazirlanmustir.
a. LB broth hazirlanmasi:

i. 20 gr toz besiyeri, 1 It distile su iginde homojenize edilip, 121°C'de 15
dk. otoklavlanmustir.
ii. Besiyeri, yaklagik 50-60°C 1siya ulastiginda son driinde 100 pg/mi
konsantrasyonda antibiyotik olacak sekilde ampisilin eklenmistir.
iii. 15 ml’lik steril falkon tiplere 5’ er ml dagitilmstur.
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b. LB agar hazirlanmasi:

i. 20 gr toz besiyeri, 15 gr agar, 1 It distile su iginde homojenize edilip,
121°C’ de 15 dk. otoklavlanmustir.

ii. Besiyeri yaklasik 50-60 °C 1siya ulastiginda, son drinde 100 pg/ml
konsantrasyonda antibiyotik olacak sekilde ampisilin eklendikten sonra
9 cm ¢apl1 petri plaklarina dokilerek ve + 4°C’ de saklanmustir.

iii.  Kullammdan 6nce plaklar oda 1sisina getirildi ve her plagin yilizeyine
20 pl X-Gal (50 mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltiden), 100 ul IPTG
(100 mM konsantrasyondaki ¢Ozeltiden) cam cubuk yardimiyla
yayilmustir.

iv. Plaklar, 30 dk. 37°C’'de bekletilerek IPTG ve X-Gal’'in emilimi
saglanmustir.

5.2.3.2. Ligasyon
Ligasyon reaksiyonu icerigi:

2X Rapid ligation buffer & 5 pl

PGEM T-Easy Vector (50 ng/pl) & 1 pl

PZT Grind & 1 pl / 2 pl (2 farkl konsantrasyonda ligasyon yapilmistir)
T4 DNA Ligaz & 1 pl

Distile su ile 10 pl’ye tamamlanmustur.

Y ukardaki karisim, 0,5 ml tuplerde, pipetle yavasca karistirilarak hazirlanmis ve bir

saat odasisinda ardindan bir gece + 4°C’de inktibe edilmistir.

5.2.3.3. Transfor masyon

1) Isiblogu 42°C’e ayarlanmustur.

2) LB agar plaklart ve SOC besiyeri, + 4°C ‘den cikarilarak oda 1sisina gelmeleri
saglanmustir.

3) Buz tzerindeki tuplere, 2 ul ligasyon sivisindan koyulmustur.

4) Kompetan hicreler 5 dk. buzda bekletilerek eritilmistir. Vorteks yapilmadan nazikce
karstirilmugtir. 50 pl hiicre, ligasyon sivisi iceren tuplere eklenmistir.

5) Tupler nazikce karistirilarak, 20 dk. buz Gzerinde bekletilmistir.
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6) Tupler, 42°C' 1k 1s1 blogunda 45-50 saniye tutularak 1s1 soku yapilmistir.

7) Hizlicatekrar buza alinarak, 2 dk buzda bekletilmistir.

8) Tuplere 950 ml odasisinagelmis SOC besiyeri eklenmistir.

9) 1,5 saat 37°C'da, karstirici Uzerinde (yaklasik 150 rpm hizda) inkuibe edilmistir.

10) IPTG ve X-Gal eklenmis LB agar plaklarina ekim yapildi. Ornekler kivrilmis cam
yardimiyla tiim yiizeye esit olarak yayilmistir.

a. Dort adet transformasyon tupt elde edilmistir. Her transformasyon ttptinden, 50ul
ve 100 pl alimp farkl: plaklara ekilmistir. Toplamda sekiz adet ekilmis plak elde
edilmistir.

11) Plaklar 37°C'de 16-24 saat inkiibe edilmistir.
12) Plaklar beyaz kolonilerin dahaiyi secilebilmesi amaciyla bir gece + 4°C’ de bekletilmistir.
13) Tam olarak beyaz olan koloniler isaretlenmistir.

5.2.3.4. Secilen koloniler ile PZT
Belirlenen on adet beyaz ve bir adet mavi koloniden klasik PZT yapilarak insert varlig
arastirilmistur.

PZT reaksiyonu icerigi: (toplam hacim 50 pl)

10X hot-gtart buffer & 5 pl

dNTP (4mM) & 2,5l

Primer HBV-F (10 pmol) & 1 pl

Primer HBV-R (10 pmol) & 1 pl

MgCl, (25mM) & 3 pl (son konsantrasyon 1,5 mM)

Hot start Tag & 0,25 pl

Sua 37,25 l

|st dOnguisi:
- 95 °C a 5 dk (6n denatiirasyon)
- Ug basamakl1 35 dongi:
9°Ca30:
57°Ca 30
72°Ca 30
- 72°Ca5dk



1) Koloninin bir miktar1 PZT miksine aktarilms, kalam 5 ml LB sivi besiyeri konmus falkon
tuplerinin icine eklenmistir. TUpler 37°C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra; + 4°C’'ye
kaldiril mistur.

2) PZT 0rund %2'lik agaroz jelde goruntulenmistir. Tum beyaz kolonilerde 89 bp’lik
beklenen bant gbzlenmistir.

3) Alt1 farkli koloninin, LB sivi besiyerindeki uremelerinden, plazmid ekstraksiyonu

yapilmustir.

5.2.3.5. Plazmid standardin kantitatif degerinin belirlenmes

1) Tek bir koloniden elde edilen plazmid ekstraktinin, 5 ng/pl poly A iceren distile su iginde
dilisyonlar: yapilmistir.

2) lcerdigi HBV DNA miktar: bilinen standartlar kullamlarak plazmidin HBV DNA degeri
belirlenmistir. Bu amagla, 500 1U/ml HBV DNA igeren standart (NIBSC, ingiltere) ve
Optiquant HBV DNA kantitasyon panelinden hazirlanan dilisyonlardan internal kontrol
eklenerek, EZ-1 cihazi ile DNA ekstrakte edilmistir. Standartlar ve plazmidden hazirlanan
dilusyonlar iki farkli galismada (her ¢alismada ikiserli olarak) calisilarak karsilastirilmistir.
Ct degeri kiyaslamalariyla plazmid standardimin degeri belirlenmistir.

Bu calismada kullamlan standartlar:
a) Optiquant HBV DNA kantitasyon paneli tyéeleri:
2X10’1U/ml HBV DNA
2X10°1U/ml HBV DNA
2X10°1U/ml HBV DNA
2X10*1U/ml HBV DNA
2X10°1U/ml HBV DNA
2X10?1U/ml HBV DNA

b) NIBSC 500 IU/ml HBV DNA igeren ¢calisma standar didr.

PZT reaksiyonu icerigi (Toplam hacim 25 pl):
No-rox multipleks PZT miksi & 12,5 pl
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Primer HBV-F (20 pmol) & 0,5 pl
Primer HBV-R (20 pmol) & 0,5 pl
Prob HBV-1 (20 pmol) & 0,25 pl
Prob HBV-2 (20 pmol) & 0,25 pl
Primer BHV-F (20 pmol) & 0,5 pl
Primer BHV-R (20 pmol) & 0,5 pl
Prob BHV (20 pmol) & 0,5 pl
9,5 ul DNA
| S1 donguisu:
- 95 °C a 15 dk (6n denatiirasyon)
- Iki basamakl1 40 dongu:
94°Ca 60
60 °C & 60 sn

5.2.4. “In-house’ testin validasyonu

5.2.4.1. Testin dogrusalhg: (“Linearite”)

a) Iki farkl: pozitif kontroliin, distile su ile 1/10 katl1 diliisyonlar: hazirlanmustir.

Her diltsyon iki farkli giinde ve her calismada cift olarak calisilmistur.

1) Birinci pozitif kontrol (“OptiQuant HBV DNA Quantification Panel” ve diltsyonlar::

— 2X10°IU/ml HBV DNA standard: ve

— 2X10° IU/ml HBV DNA,
— 2X10*IU/ml HBV DNA,
— 2X10°IU/ml HBV DNA,
— 2 X10% IU/ml HBV DNA iceren diliisyonlar:

2) lkinci pozitif kontrol ve dilusyonlar::
— 107 plazmid diliisyonu (5 X10 1U/ml HBV DNA icerdigi belirlenmistir)
— 10™ plazmid diliisyonu (5 X10° 1U/ml HBV DNA icerdigi belirlenmistir)
— 10° plazmid diltisyonu (5 X10° 1U/ml HBV DNA icerdigi belirlenmistir)
— 10°® plazmid diliisyonu (5 X10* IU/ml HBV DNA icerdigi belirlenmistir)
— 107 plazmid diliisyonu (5 X10® IU /ml HBV DNA icerdigi belirlenmistir)
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b) Dogrusallik uc noktalarinin belirlenebilmesi icin 5X10% ile 5X10* |U/ml arasinda HBV

DNA iceren plazmid ekstrakt dilusyonlart kullamlmistir. Her diltsyon ikiserli olarak

calisilmistir. Plazmid standartlar: ile kantitasyon yapil mistur.

5.2.4.2. Testin analitik duyarhhg: (saptama alt siniri)
2000 1U/ ml HBV DNA iceren “OptiQuant HBV DNA Quantification Panel” 6rnegi
IK ile beraber ekstrakte edilmistir, ve 5 ng/ pl poly A iceren distile su ile ekstrakt diliisyonlar:

yapilmistir. Her diltsyon g farkli glinde, giinde tiger kez galisilmistir. Caligilan diltsyonlarin
icerdigi HBV DNA miktarlar::

100 lU/ml HBV DNA
50 lU/ml HBV DNA
25 lU/ml HBV DNA

125 1U/ml HBV DNA
6.25 IU/m HBV DNA
3125 I1U/ml HBV DNA

5.2.4.3. Testin tekrarlanabilirligi (“precision”)

a) Test ici tekrarlanabilirlik

Alt1 adet pozitif 6rnek

Uc adet zayif pozitif 6rnek aym calismada, her birinden ticer kez olacak
sekilde calisilmugtir.

b) Testler araa tekrarlanabilirlik

iki adet pozitif 6rnek

Bir adet zayif pozitif drnek (g farkli glinde birer kez caligil mistir.

5.2.4.4. HBV genotiplerinin viral DNA kantitasyonuna etkisinin belirlenmes

“QCMD 2007 Hepatitis B Virus Genotyping HBVGO7 Proficiency Programme”
(QCMD, ingiltere) genotip paneli 1K eklenerek ekstrakte edilmistir. Yeni test protokoliine
uygun olarak ¢alisilmustir.
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Tablo 5: QCMD 2007 genotip paneli tyeleri

Ornek Ornek icerigi Ornek Igerik: (kopya/ml
matriks HBV DNA)

HBVGO07-01 HBV Genotip E serum 4x10"
HBVGO07-02 HBV Genotip A serum 4x10*
HBVG07-03 HBV Genotip C serum 4x10"
HBVG07-04 HBV DNA negatif serum
HBVG07-05 HBV Genotip D serum 4x10"
HBVG07-06 HBV Genotip B serum 4x10"
HBVG07-07 HBV Genotip A+G serum 4X10"+ 4X10°
HBVG07-08 HBV Genotip G serum 4x10"

5.2.4.5. Testin dogrulugu (“accuracy”)

Miktar1 belli standart 6rnekler yeni testle calisiimistir ve elde edilen degerin beklenen
HBV DNA ile uyumu degerlendirilmistir. Bu amagla; 2007 HBV DNA dis kalite kontrol
paneli (QCMD, Ingiltere) kullanilmstir.

Tablo 6: 2007 HBV DNA dis kalite kontrol paneli tyeleri

QCMDO7-1 D-10000 kopya/ml HBV DNA
QCMDO7-2 A—1000 kopya/ml HBV DNA
QCMDO07-3 D-1000 kopyaml HBV DNA
QCMDO07-4 D- 100000 kopya/ml HBV DNA
QCMDO07-5 A—100  kopyaml HBV DNA
QCMDO07-6 A-100000 kopya/ml HBV DNA
QCMDO7-7 Negatif

QCMDO07-8 A-10000 kopya/ml HBV DNA

52.4.6. Hasta oOrnekleri kullamlarak, “in-house” testin standart testle

karsilastirilmas

HBV RG PCR Kit ile ¢calisilarak HBV DNA pozitif oldugu saptanan 180 adet plazma
ve HBV DNA negatif oldugu saptanan 80 adet plazma gelistirilen yeni test ile ¢alisilmustir.
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Pozitif érnekler, kantitasyon araliginin farkli noktalarini degerlendirebilmek icin 107 ile 10°
kopya/ml arasinda degisen miktarlarda HBV DNA igeren plazmalardan secilmistir. Ticari test
altin standart olarak alinarak, kalitatif sonuclarla “in-house” testin duyarlilik ve 6zgullagu
belirlenmistir. Her iki testle de pozitiflik saptanan 6rneklerde testler arasi kantitatif sonuglarin
uyumu lineer regresyon analizi ile degerlendirilmistir.

5.2.4.7. Yalana poztifligin degerlendirilmes

Yirmialt: adet HBsAg ve HBV DNA negatif, HCV RNA pozitif hasta 6rnegi iK
eklenerek, EZ-1 cihazinda ekstrakte edilmis ve “in-house” testle calisil mistur.

5.25. Maliyet analizi

Rutinde kullamlan ticari HBVY RG PCR Kit ve yeni “in-house” testin birim
maliyetleri, kullamlan malzeme fiyatlarina gore hesaplanmustir, personel giderleri

hesaplamaya kat1lmamustir.
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6. BULGULAR

6.1. Teste girecek internal kontroliin miktarimin belirlenmes:
1/1000 BHV-1 dilisyonu gergek zamanli PZT yontemiyle ile calisildiginda 30.
donglde esik degeri asan bir sinyal elde edilmis ve bu dilisyon internal kontrol olarak

kullanlmstur.

6.2. Calisma programinin optimize edilmesi:

a) HBV RG PCR kit ile 10° kopya/ml HBV DNA igerdigi saptanan bir hasta
plazmasinin, HBV DNA negatif plazma ile yapilan sulandinmlarindan 10°, 10°, 10°
kopyayml HBV DNA iceren dilusyonlar1 ile optimizasyon calismalart yapilmstir.
DilUsyonlardan elde edilen DNA ekstraktlar, ikiserli olarak gergek zamanli PZT yontemiyle

caligilmistur.

On deneme PZT sonuglarina gore her diliisyonun ortalama ct degerleri:
§ 10° kopya/ml HBV DNA iceren ekstrakt diliisyonunun ct ortalamasi: 32.26
§10"kopya/ml HBV DNA igeren ekstrakt diliisyonunun ct ortalamasi: 29.54
§10° kopya/ml HBV DNA igeren ekstrakt diliisyonunun ct ortalamasi: 25.86

0,20 -

Marm. Fluara.
=
Ly
(]

0,03 4

Threshold _/’

0,00 - - - - . T T T
= 10 15 20 25 30 35 40 45
Zycle

Sekil 22: On deneme calismasinda elde edilen amplifikasyon egrileri

b) 1K eklenmesinin ct degerlerine olan etkisinin arastirilmas: amaciyla aym ornekler
(10%, 10%, 10° kopya/ml HBV DNA igeren hasta plazmalari) internal kontrol (iK) eklenerek
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ekstrakte edilmistir. IK iceren ve icermeyen ekstraktlar, ikiserli olarak, aym calismada birlikte

calisiimustir. iK iceren ve icermeyen 6rnekler arasinda bir ct’yi asmayan farklar saptanmustur.

c) Reaksiyona girecek optimum primer - prob konsantrasyonlarimin belirlenmesi
amaciyla 10, 20 ve 50 pmol prob ve primer konsantrasyonlarinin kombinasyonlar1 satrang
tahtas: yontemiyle denenmistir. Uriinler, % 2'lik agaroz jel elektroforezi ile 6zgul olmayan
bantlar ve primer-dimer olusumu agisindan degerlendirilmistir.

Primer ve prob konsantrasyonlar: 10 pmol oldugunda jel gorintilemede;

— Beklenen blyuklikte bant saptanmustir.
—  Primer dimer olusumu gozlenmemistir.
— Nonspesifik bant gozlenmemistir. Bu nedenlerle 10 pmol konsantrasyonda

devam etme karar1 alinmustur.

d) Amplifikasyon sinyalinin amplitidinin arttirilmasi ve ct degerlerinin iyilestirilmesi
amaciyla asagidaki parametrelerde degisiklikler yaplarak sonuclara olan  etkileri
degerlendirilmistir:

a) Reaksiyon hacmi 50 ul'ye cikarildi ve PZT tuptne giren DNA miktar iki kat
arttirdlmgtr.

b) Baglanmaisisi olarak 56°C, 60°C, 62 °C 1silar1 denenmistir.

c) Iki ve li¢ basamakli PZT dongleri karsilastiril mistar.

d) Farkl: bir ticari PZT miksi denenmistir (Premix EX Tag(2X), Takara, Japonya).

Bu degisikliklerle amplifikasyon sinyali ve ct degerlerinde ilk deneme testlerine gore
bir iyilesme saptanmamistir ve test prosedirriine degisiklik yapilmadan aynen devam etme
karar1 alinmugtir.

6.3. Plazmid standartin kantitatif degerinin belirlenmesi:

Bilinen miktarda HBV DNA iceren standartlar ile plazmid dilisyonlar: birlikte
calisilarak, ct degerleri karsilastirilmistir. Bu amagla iki farkli standart kullanidlmistir: 500
IU/ml HBV DNA igeren standart (NIBSC, ingiltere) ve Optiquant HBV DNA Kantitasyon
paneli (Acrometrix, ABD).
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1/10" plazmid ekstrakt diliisyonunun HBV DNA miktarinin, 5000 [U/ml oldugu

belirlenmistir.

6.4. “In-house” testin (yeni test) validasyonu:

6.4.1. Dogrusalhk (“Linearite”)

6.4.1.1. “OptiQuant HBV DNA Quantification Panel” ile dogrusallik

015
o040
[}
=
e
E
b=}
=

0,05 4

Threshold
0,00 4 1 1 1 1 ___--E_ 7 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Concentration

Sekil 23: Yeni testte “OptiQuant HBV DNA Quantification Panel” dillisyonlar:
calisildiginda elde edilen amplifikasyon egrileri ve standart egri

“OptiQuant HBV DNA Quantification Panel”

etkinligi: 0.89 - 1.068 olarak bulunmustur.

diltsyonlar: calisildiginda reaksiyon
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Standart egrinin 2x10° ve 2x10° |U/ml kantitasyon araliginda lineer oldugu
saptanmustir.

6.4.1.2. Plazmid standartlary ile dogrusallik
Plazmid standartlar1 ile reaksiyon etkinligi: 0.90 - 0.96 olarak bulunmustur.
Standart egrinin 5x10° ve 5x10” 1U/ml araliginda lineer oldugu saptanmustir.

6.4.1.3. Dogrusallikta ug noktalarin belirlenmes

Bu calismada, 5x10" ile 5x10™ 1U/ml arasinda HBV DNA igeren onar katlik plazmid
dilusyonlar1 kullanmilmigtir. Standart egrinin, eldeki en dusik ve en yiuksek miktarda HBV
DNA igeren Orneklerle sinirlanan aralikta lineer oldugu saptanmustir.

Concentration

Sekil 24: Dogrusallik ug noktalarinin belirlenmesi ¢alismasinda elde edilen
amplifikasyon egrileri ve standart egri
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6.4.2. Analitik duyarhhk (saptama alt sinir)

Saptama alt sinirint belirlemek amaciyla, 100 [U/ml’ den baslayarak azalan miktarlarda
HBV DNA igeren alti dilisyon kullamlarak probit analizi yapilmistir. Kullanilan diltsyonlar
ve calisma protokol U tablo 7’ de 6zetlenmistir.

Tablo 7: Probit analizinde kullanilan HBV DNA diltsyonlar1 ve saptanma sayilar

HBV DNA icerigi Tekrar sayis Saptama sayi1s
100 1U/ml 9
50 1U/ml
25 [U/ml
125 1U/ml
6.25 1U/ml
3.125 [U/ml

N PHh N0 |©

O |||V |©

Her bir diltisyon dokuz kez ¢alisilmis ve elde edilen saptanma sayilar: gosterilmistir.
Probit analizi sonucunda,% 95 oraninda pozitif saptanan en dusik konsantrasyon (yeni
testin analitik duyarliligi) 48 1U/ml (32 — 129) olarak saptanmustir.

6.4.3. Tekrarlanabilirlik (* precison™)
Tekrarlanabilirlik galismalar: ct degerleri Uzerinden yapil mistir.
a) Tedt ici tekrarlanabilirlik: Alt1 adet pozitif, U¢ adet zayif pozitif ornek ayni galismada Uger

kez calisilmistir. En dusik ve en yiksek % CV degerleri % 0,7 ile % 4,1 olarak saptanmustir.
b) Tedler arasi tekrarlanabilirlik: iki adet pozitif, bir adet zayif pozitif 6rnek i farkl: giinde
birer kez calisilmistir. En distk ve en yiuksek % CV degerleri % 0,3 ile % 1,9 olarak
saptanmustir.

6.4.4. HBV genactiplerinin, viral DNA kantitasyonuna olan etkisinin belirlenmes
Bu amagla, farkli genotiplerde ve bilinen miktarlarda HBV DNA iceren “QCMD 2007
Hepatitis B Virus Genotyping HBVGO7 Proficiency Programme” (QCMD, Ingiltere) paneli
kullanmlmistir. Paneldeki tim genotipler, yeni test ile saptanmistir. Ancak genotip B ve C
iceren panel Uyelerinde beklenen degerin altinda sonuclar elde edilmistir.



Tablo 8: “QCMD 2007 Hepatitis B Virus Genotyping HBV GO7 Proficiency Programme’
genotip paneli 6rneklerinde beklenen ve elde edilen sonuclar

Ornek Genotip Beklenen HBV DNA degeri Yeni test ile belirlenen
numarast HBV DNA degeri
kopya/ml IU/ml 0010 IU/ml 0010
HBVGO07-01 E 40000 5714 - 8000 3.7-39 5741 3.7
HBVGO07-02 A 40000 5714 - 8000 3.7-39 6552 3.8
HBVGO07-03 C 40000 5714 - 8000 3.7-39 119 2
HBVGO07-04 - Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
HBVGO07-05 D 40000 5714 - 8000 3.7-39 4533 3.6
HBVGO07-06 B 40000 5714 - 8000 3.7-39 99 2
HBVGO07-07 A+G 80000 11428-16000 | 4-4.2 82 882 4.9
HBVGO07-08 G 40000 5714 - 8000 3.7-39 8432 3.9

Genotip B ve C'de yasanan bu sorun nedeniyle, yeni testte kullanilan primer ve prob
dizilerinin farkli HBV DNA genotipleri ile uyumu yeniden degerlendirilmistir. Bu amagla
GenBank’den farkli genotiplerdeki 56 adet HBV tim genom dizisi indirilmis ve primer ve
prob dizileri tekrar incelenmistir. B ve C genotiplerinde saptama sorununa neden olabilecek
dizeyde bir primer — prob baglanma sorunu olmadigi gozlenmistir. Prob bdlgesindeki
genotipe bagli nlkleotid degisiklikleri nedeniyle, problarda dejenere nikleotidler
bulunmaktadir.

Y eni testte kullanilan primer ve prob dizilerinin ¢esitli HBV genotiplerine ait dizilerle

olan iliskisi asagidatablo 9’ da gosterilmistir.
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Tablo 9: Yeni testin primer ve problarinin GenBank dizileriyle uyumu
HBV F primeri: 5- GGACCCCTGCTCGTGTTACA -3

HC 003377

LF29TEZ21
AF29TE23
AFZ23THRZ4
AFZ2ITEZE
TE7T42

AR033554
AR033555
EU306654
EU306704
EU35040%
AFZ282317
AFZ2B82318
LR368295
AR033551
ARO33552
AR135347
LR135948
AR195949
AR135350
ABR135351
LR135952
AR195953
AR135354
AR135355
LR195956
AR195957
ARZ0Z2071
ARZ202072
LR368296
AYOE6028
ARIEEZ9T
AF411412
LFA5B664
AFARB66E
EU306727
EU306728
EU306723

AJ344116
AJ344117
ARO56515
AM422533
AM422535
AF280817
AYT21605
AYT21606
AYT21607
X75657

X75664

AY030456
XT75658

AY030458
AY030453
AF405706
AY030460
AY030454
AY030457

10 20
S [ [ —

GGACCCCTGCTCCGTGTTACA

[}
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HBV R primeri: 5- TCTAGACTCG.GGTGGACTTCTCTC -3
10 20
SIS e e
HC_ 003577 TCTAGARCTCCTCGETGCGACTTCTCTC
AF297621 A e eeeeao-
AF23T623 B—adw? e e
AF297624 RB-adwl? ... ...
AF297625 A—adw2 ... oao-o-
ugTTaz .
ARO33554 B-adw ... ..o
ABR0O33555 B-adw ... ..o
EUS0EEE4 B e
EU306TO4 B e oo
EU3504083 B e e o
AF282917 B-Bl e
AF282918 B-B2 oo
AR3IGB295 B-B4 L iiiaao--
ABO33EE]L C—adw ...t e e s
ARO33552
AR195547
AR195548
LR195545
AR195550
ABR195951
LR185852
AR195553
ABR1 95954
AR135355
AR195956
ABR1 95957
ARZ02071
AR202072
ABRIGE296
AYOGRE02E8 C-adw . e e
BBRIGB29T C-C2 oo
AF411412 C—adr ...ttt e e e e e
AF458664 C-adr . ..
AF458665 C—adr ... ... o
EU306727
EU30&6728
EU30&6725
AJ344116
LJ344117
ABOSE51S
AMA22939
AMAZZ2339
AF2B80817
AYT21605
AYT21606
AYT21607
XT75657
X75664
AYO0304568 F-aywd . e e e
XTE5658 E e aaaaaaaaaaaa-
AY030458 F-adwd . .. il
AY090459 F-adwd ... e
AFA05TO6 G e
AY030460 H-adwd . . e e
AY090454 H-adwd . il
AY030457 H-adwd . e e

\
]
=}
g

]
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HBV 1probu: 5- Fam- TGTTGACAARAATCCTCACAATACCRCAGA-BHQ-1- 3
HBV 2 probu: 5- Fam- CGTTGACAARAATCCTCACAATACCRCAGA-BHQ-1- 3

10 20 3aq
B T S [ [ (|

HC_ 002377 TCETTCACARCAATCCTCACARTACCACACE
AF29T621 A et G....
LAFZ29T7623 A-adw2 . e G....
AF29T7624 RA-adw2 e e e G....
AF29T7625 RA-adw2 e e G....
usTT4e2 B e e G....
ARO033554 B-adw C. e B e
ARO33555 B-adw  ......... B e
EU30&e684 B0 ... ... B e
EU306e704 B ... B e e
EU35040% B ... ... B e
AF282817 B-B1 . ... ..... B e
AF282318 B-B2 . ... ..... B e
AE368295 B-B4 . ........ B e e
BRO33IEEL C-adw ... e e e e e e
BRO3IBEZ C-adw . e e e e e
AR135347
ABR195948 C
AR155545 C
AR185350 C
AR135351 C
ABR195952 C
AR185353 C
AR1595354 C
AR135355 C
LR135356 C
AR185895T7 C
ARZ202071 C
AR202072 C
LR368296 C
AY0ee0ZE C
LR3E829T C
AF411412 C
LF458664 C
AF458665 C
C

C

C

O

O

O

O

O

O

O

O

O

E

E

F

F

9]

e G....
= 1
e
—adr
F = T
—adr

EUTI06727
EU306728
EUT306723
AJ344116
AJ344117
ABO56515
AM4225835
AM4Z22939
AFZ280817
AYT21605
AYT21606
AYT21607
X75657

75664

AY030456
XT75658

AY050458 F-adwd ... ... ... A ..
AY03045% F-adwd ... ... .. ..
AFA05TO6 G 3 = @ iiiice e ceemeeaam————-
AY050460 H-adwd ... .. ... B ..
AY050454 H-adwd ... ... .. A ..
AY030457 H-adwd .. ....... B .

[=]

-01

—aywW -
= G....
-ayw

aywd ... ... .. b e
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6.4.5. Dogruluk (“accuracy”)

Y eni testle, 2007 HBV DNA dis kontrol paneli (QCMD, ingiltere) calisilmustur.
Tablo 10: HBV DNA dis kontrol paneli kullanilarak yapilan dogruluk ¢alismasi sonuglar

Beklenen deger Yeni test ile sonug

Ornek ve

genotipi K opya/ml u/mi 10010 u/mi 10010
QCMDO07-1 (D) | 10000 1428 -2 000 31-33 1245 3.1
QCMDOQ7-2 (A) | 1000 142 - 200 21-23 403 2.6
QCMDOQ7-3 (D) | 1000 142 — 200 21-23 1096 3
QCMDOQ7-4 (D) | 100000 14285-20000| 4.1-43 10 239 4
QCMDO07-5 (A) | 100 14-20 11-13 31 14
QCMDOQ7-6 (A) | 100 000 14285-20000| 4.1-43 15 587 4.2

QCMDOQ7-7 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
QCMDOQ7-8 (A) | 10000 1428 -2 000 3.1-33 1670 3.2

Dis kalite kontrol panelinin yeni testle galisiimast ile elde edilen sonuglar, beklenen

degerlerle uyumlu olarak saptanmustir. Lineer regresyon analizinde, R degeri 0.92 olarak

saptanmustir.
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o) Linear Regresson

4,007 test =074+ 080* pane” ©
R-Syuar e = 0,92

3,007

Yeni test
(logio TU/ml)

2,004

1 [ [
2,00 3,00 4,00

Beklenen deger (logio 1U/ml)

Sekil 25: Dogruluk calismasi lineer regresyon analizi grafigi

6.4.6. Hasta ornekleri kullanilarak standart testleyeni testin karsilastiriimas

a) Ticari testle HBV DNA pozitif olarak saptanan 180 adet hastaya ait plazma Ornegi ve
ticari testle HBV DNA negatif saptanan 80 adet 6rnek yeni testle ¢alisilmustir.
a. ki tegtin sonuglarimin kalitatif degerlendirmesi yapilmistir. Ticari test altin
standart olarak alinarak yeni testin duyarlilik ve 6zgullugt belirlenmistir.
Ticari testle HBV DNA pozitif olan iki 6rnek yeni testle HBV DNA negatif
olarak saptanmustir. Ticari testle HBV DNA negatif olan bes 6rnek yeni testle
HBV DNA pozitif olarak saptanmustir. Test sonuglari uyumsuz olan yedi 6rnek
tekrar calisilmistir, ikinci calismada da sonuglar degismemistir. Kalitatif
sonuclar asagidaki tabloda 6zetlenmistir:
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Tablo 11: Hasta 6rneklerinin ticari test ve yeni test ile HBV DNA kalitatif sonuglart

Ticari test Ticari test
HBV DNA (+) HBV DNA (-)
Y eni test HBV DNA (+) 178 5
Y eni test HBV DNA (-) 2 75

Yeni testin duyarliligi(178/180) % 99,6zgulltgi(75/80) % 94 olarak saptanmustir.

b. Her iki testle pozitif saptanan 178 Ornegin kantitatif sonuclarinin arasindaki
uyum lineer regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Aralarinda gucli ve
anlaml1 bir korelasyon oldugu saptanmistir (r= 0.86, p=0.000, R- 0.74).

Linear Regression
rutinlog = 658,72 + 0,81 *dnhouoosefagb -
R-Juar e = 0,74 0 ~Y50%0
6000"
O
Yeni test
(|Oglo IU/mI) 4000
2000"
I I I I
2000 4000 6000 8000

Ticari test (logio 1U/ml)

Sekil 26: YUz yetmis sekiz 6rnegin ticari test ve yeni test ile elde edilen HBV DNA
kantitatif sonuglarimin lineer regresyon analizi grafigi

6.4.7. Yalana poztifligin degerlendirilmes

Y alanci pozitiflik olasiligint degerlendirmek igcin HCV RNA pozitif, HBsAg ve HBV
DNA negatif 26 0rnek yeni test ile ¢alisilmistir. TUmi HBV DNA negatif saptanmustir.
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6.5. Maliyet analiz:

Yeni testin birim maliyeti, kullamlan malzeme fiyatlarina gore hesaplanms, personel
giderleri hesaplamaya katilmamustir. Buna gore, yeni test ile 6rnek bagina maliyet 30 TL iken
ticari testin 2008 y1l1 igin 6rnek basina maliyeti 75 TL'dir.
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7. TARTISMA

Dunyada iki milyar kisi (dinya nifusunun yaklasik tgte biri) HBV ile karsilagmistir
ve bunlarin arasindan 400 milyon kisinin kronik HBV enfeksiyonu oldugu bildirilmektedir.
Her yil dinyada yaklasik 1.000.000 kisi, HBV enfeksiyonu ile ilgili komplikasyonlardan
kaybedilmektedir (3, 72). Ulkemizde HBsAg pozitifliginin %1-14,3 arasinda degismekte
oldugu gozlenmistir, ortalama esas alindiginda orta endemisite Ulkeleri arasinda yer
amaktadir (52). HCC gelismesinde HBV enfeksiyonu en 6nemli risk faktort olarak kabul
edilmektedir. HBV ile kronik enfekte olgularda, yasam boyu HCC gelisme riski %10-25'tir
ve enfeksiyonun baslamasindan 30-50 yil sonra gelismektedir. Hastada siroz gelismisse HCC
riski daha da artmaktadir (52, 66). Turkiye'de farkli bolgelerde yasayan HCC hastalarinda
yapilan bir arastirmada 207 HCC'li hastanin 116’ sinda (%56) HBV etiyolojik neden olarak
saptanmustir (73).

Ulkemizde de sik rastlanan bir enfeksiyon etkeni olan HBV’'nin erken tams: ve
tedavisi, bulasmanin kontrold, korunma ve komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir.
HBV infeksiyonunun virolojik tanisi ve izlenmesi, 6zgul antikorlarin, antijenlerin, ve nikleik
asidin saptanmasi ve kantitasyonu ile yapilmaktadir. HBV DNA’ nin kanda gosterilmesi aktif
HBV infeksiyonunun guvenilir bir gostergesidir ve infeksiyon tamisinda, evrelendirilmesinde,
tedaviye karar vermede ve tedavi basarisinin izlenmesinde dnemli rol oynamaktadir. Tipik bir
HBV infeksiyonu sirasinda HBV DNA HBsAQ'den 3-5 hafta 6nce saptanabilmektedir. Bu
nedenle HBV DNA testleri erken tamida ve kan bankaciliginda 6nem kazanmaktadir (3).

Bu calismada, internal kontrol iceren, kantitasyona dayali bir “in-“house” gergek
zamanli PZT testi gelistirilmistir ve ticari bir testle (HBV RG PCR kit, QIAGEN) uyumu
incelenmigstir. Kantitatif bir PZT testi gelistirilirken testin validasyonu icin genel kabul
gbrmus bir ¢alisma planm yoktur. Ancak 2007’ de yaymnlanmis olan bir derlemede (58) “in-
house” kantitatif PZT testinin validasyonunda hangi parametrelerin, nasil calisilacagina
deginilmistir. Calismamiz, bu oneriler dikkate alinarak dizenlenmistir. Gelistirdigimiz “in-
house” test, metinde yeni test ifadesiyle tanimlanmaktadir

Gunumuiizde HBV DNA saptamada, nukleik asit amplifikasyon testlerinden olan PZT
esasl1 testler en sik kullanilanlardir Ik nilkleik asit amplifikasyon testlerinin kalitatif olmast
nedeniyle, HBV’nin dinamik dongusini anlamada yetersiz  kalinmigtir.  Kalitatif
konvansiyonel PZT testlerine bakildiginda, duyarliliklarimin nisbeten yiksek olmasi,
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tekrarlanabilirliklerinin disik olmasi, “carryover” kontaminasyon oranlarimin yiuksek olmasi
gibi nedenlerle kullammlar: simirlanmaktadir. Gergek zamanli PZT dlstncesi Saiki ve
arkadaglar tarafindan 1985'te tammlanmistir (61). Holland ve arkadaslar1 1991'de gercek
zamanli PZT yontemini hayata gegirmiglerdir (24). PZT nin donemlerine bakildiginda
donguniin sonlarina dogru olusan Uruniin sayisal degerinin 6rnegin igindeki virus miktariyla
orantili olmadig: gorulir. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri son dongllere gelindiginde
kullanilma nedeniyle miks iceriginin (enzim, dNTP, primer) azalmasidir. PZT'nin ilk
dongllerinde ise Ornekteki virus miktariyla olusan Urin miktar1 dogru orantili olarak
artmaktadir (10). Gergek zamanli PZT yonteminde amplifikasyon sirasinda her dongtide prob
sinyali olgllerek, esik degeri asan donglye (ct) gore kantitatif deger belirlendiginden, bu
yontemle klasik PZT yontemine gore daha dogru kantitatif sonuclar elde edilebilmektedir.

Kronik  hepatitli  hastalarda, plazma HBV DNA dizeylericok farkl
konsantrasyonlarda bulunabilmektedir. Bazi hastalarda HBV >10° kopya/ml diizeylerinde
replike olurken, bazi kronik hastalarda (6zellikle HBeAg negatif olgularda) dusuk HBV
DNA duzeyleri saptanabilmektedir. Bu nedenle HBV DNA kantitasyonu yapilan testlerin
dinamik araliklarinin genis olmasi gerekmektedir. Gergek zamanli PZT’ nin dinamik araligi,
klasik PZT’ye oranla ¢cok daha genistir (en az alti logio). Hizli, dogru ve tekrarlanabilir
sonuclar elde edilebildigi icin tamida veya tedavi takibinde gergek zamanli PZT yonteminin
kullamim artmustir (38). Calismamizda bu nedenlerle gergcek zamanli PZT yontemi tercih
edilmistir.

Cok sayida HBV DNA saptayan ticari gercek zamanli PZT Kiti bulunmaktadir.
Dunyada oldugu gibi Glkemizde de ticari, kantitatif, gergcek zamanli PZT testleri HBV'nin
tan ve takibinde siklikla kullamlmaktadir. Ulkemizde kullamlan ticari gergek zamanli
kantitatif HBV DNA testlerinin hemen hepsi yabanc firmalarin Gretimidir. Tontek isimli yerli
firmanin  drettigi  ticari kit bu durumun tek istisnasidir ancak yaygin olarak
kullanilmamaktadir. Ticari ve “in-house” gercek zamanlit HBV DNA testleri gelistirilmekte
(10, 13, 26, 38, 53) ve “in-house” gergcek zamanli HBV DNA testleri de rutin olarak
kullanima girmektedir (54). Bu galismada rutin olarak hasta tan: ve takibinde kullamlabilecek
bir test gelistirilmesi planlanmustir. Calisma, bu yoniyle laboratuvarimiz igin ilk ornektir. .

PZT testlerinde sonucu etkileyebilecek onemli sorunlardan biri yalanci negatifliktir.
Ekzojen bir nikleik asidin 6rnege eklenmesi ile analitik dénemde yalanci negatiflige yol
acabilecek faktorlerin kontrolli saglanabilmektedir. Internal kontrol olarak nikleik asit ya da
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tam virus kullamlabilir.  internal kontrol ekstraksiyon veya amplifikasyon srasinda
eklenebilir. Tam virusun internal kontrol (IK) olarak kullamlmasi, hedeflenen virusa
benzedigi icin testteki sorunlart daha iyi gosterebilmektedir. Bu nedenle galismamizda
internal kontrol olarak, insanda enfeksiyon yapmayan, zarfli bir DNA virusu olan, hicre
kultiriinde dretilmis BHV-1 kullaniimustir. Internal kontroliin ekstraksiyondan énce rnege
eklenmesi hem ekstraksiyon hem de amplifikasyon basamaklarin izlemeyi saglamaktadir.
Calismamizda 1K oOrnege ekstraksiyondan o6nce eklenmistir. BOylece ekstraksiyon ve
amplifikasyon basamaklarindaki sorunlar dogru sekilde izlenebilmistir.

Kantitasyon standard: olarak, tam virus iceren orneklerin kullamilmas: idealdir.
Standardize edilmis, iginde bilinen miktarda HBV igeren ticari panellerin maliyeti gok
yuksek oldugundan her testte standart olarak kullaniimast mimkin degildir. Alternatif olarak
HBV pozitif hasta 6rneginden hazirlanacak serum/plazma havuzu veya klonlanmig Uriinler
standart olarak kullanlabilir. Ancak havuz hazirlamada dahil edilecek tim orneklerin genetik
incelemelerinin yapilarak kullamimas: ve havuz biydklGginin uzun vadeli calismalara
yetecek sekilde hazirlanmasi standardizasyonun saglanmasinda 6nemli parametrelerdir. Bu
nedenle ¢alismamizda, kosullarimiza daha uygun olan klonlanmis plazmid kullanim tercih
edilmistir. Paraskevis ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada “home-made” plazmid
standartlar: ile yiksek miktarda HBV iceren hasta serumu havuzundan olusturulmus
standartlar karsilastirilmis benzer sonuglar alindig: bildirilmistir (53). Absolu kantitasyon
yontemi kullamlan calismamizda, plazmid kokenli bes adet kantitasyon standardi, her
calismaya alinmis ve elde edilen standart egri kullamlmstir.

Gergek zamanlt PZT testlerinin duyarliliklari ve saptama limitleri, klasik PZT'ye
oranla on kat daha iyidir (13). PZT’ye alternatif bir diger yontem olan sinyal amplifikasyon
temeline dayanan dalli-DNA (bDNA) testleri HBV DNA saptanmast icin kullanilan,
tekrarlanabilirlikleri yuksek testlerdir. Bu grup testleri kullanmmlarini sinirlayan en onemli
dezavantaj duyarliliklarinin diisik olmasidir (7.5 X 10° kopya/ml) (13, 26). Gercek zamanl
HBV DNA PZT testlerinin duyarliliklart 10 -15 [U/ml, dinamik araliklar1 8-9 log10 1U/ml
olarak bildirilmektedir (18, 37). Kronik HBV hastalarinda serumda HBV DNA dizeylerinde
oynamalar olabilmektedir (0 ile >2 X10° IU/ml diizeyleri) (37). Bazi hastalarda HBV DNA
kanda 10° kopya/ml diizeylerini asabilmektedir (38). Yeni testin dinamik araligi 5x10" -
5x10™ |U/ml ve en duisiik saptama sinir1 48 |U/ml (32 — 129) olarak saptanmustir. Bu dinamik
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aralik ve duyarlihik HBV tamsi, takibi ve tedavi izlemi igin rehberlerde onerilen uygun
degerlerdir (18, 37).

Testin tekrarlanabilirligi, sonuglarin guvenilirligi ve hasta izleminde anlam ifade
edecek degisiklik miktarimn belirlenmesinde dnemlidir. Ct degerleri Uzerinden yapilan
degerlendirmede, yeni testte % CV degerleri, test ici degerlendirmede % 0,7 - % 4,1; testler
arasi degerlendirmede % 0,3 - % 1,9 olarak saptanmustir. Bu degerler ticari testlerle
karsilastiriichginda  kabul — edilebilir  simurlar  igindedir. Ornek olarak  calismanmizda
validasyonda kullandigimiz ticari testin ct degerleri Uzerinden yapilan % CV degerleri, test
ici degerlendirmede % 0.32 - % 1.06; testler arasi degerlendirmede % 0,49 - % 1 olarak
bildirilmektedir (2).

Kantitatif bir nikleik asid testinin, hedefteki genotip farkliliklarindan etkilenmemesi
istenir. HBV genotiplerinin  viral DNA kantitasyonuna olan etkisinin belirlenmesi
calismasinda kullamlan paneldeki tim genotiplere ait (A, B, C, D, E, G) 6rnekler yeni testle
saptanmustir. Ancak, genotip B ve C iceren panel Uyelerinde beklenen degerin yaklasik iki
logaritma altinda sonuglar elde edilmistir. Bu durumun nedenini arastirmak amaciyla farkl
genotiplerdeki 56 adet HBV tUm genom dizisi Uzerinde yeni testte kullanilan primer ve prob
dizileri hizalanarak tekrar incelenmistir. Hizalama sonucunda B ve C genotiplerinde saptama
sorununa neden olabilecek diizeyde bir primer — prob baglanma sorunu olmadig1 gbzlenmistir.
Kullamilan problar farkli genotiplerdeki G/Adegisikliklerini  yakalayabilecek sekilde
tasarlanmis iki adet dejenere nikleotid igermektedir (tablo 9). Sorunun kaynagini saptamaya
yonelik olarak B ve C genotipini tasiyan panel tyelerinin sekansinin yapilmas: distntlmastir
ancak calisma suresindeki kisithlik nedeniyle gergeklestirilememistir. Turkiye' deki hemen
tum hastalarin D genotipindeki HBV ile enfekte olmasi nedeniyle farkli genotiplere ait hasta
ornegi bulunamamustir. Yeni testin bu tir hasta ornekleriyle galisilmas: ve ticari testlerle
arasindaki uyumun farkli 6rneklerle arastirilmasinin uygun olacag: distnilmustdr.

Dogruluk calismasinda, HBV DNA dis kalite kontrol panelinin (QCMD, ingiltere)
yeni testle calisilmasi ile elde edilen sonuglar, beklenen degerlerle uyumlu olarak saptanmistir
(R?=0.92).

Ticari test ve yeni testin karsilastirildigi ¢alismada, ticari testle HBV DNA (+)
saptanan 180 oOrnek ve ticari testle HBV DNA (-) saptanan 80 0Ornek yeni testle de
calisilmistir. Kalitatif sonuclara bakildiginda toplam yedi 6rnekte uyumsuzluk saptanmistir
(ticari testle HBV DNA pozitif olan iki 6rnek yeni testle HBV DNA negatif olarak
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saptanmustir; ticari testle HBV DNA negatif olan bes 6rnek yeni testle HBV DNA pozitif
olarak saptanmustir). Test sonucglari uyumsuz olan yedi 6rnek tekrar calisilmistir, ikinci
calismada da sonuglar degismemistir. Bu orneklerin kantitatif sonuclarina bakildiginda
tuminun HBV DNA 1U/ml degerlerinin dusik oldugu saptanmustir ( < 20 1U/ml). Bu
orneklerin serolojileri degerlendirildiginde, timtnitn HBsAg (+) vetotal anti-HBc (+) oldugu
gordlmustar. Sonuglardaki uyumsuzlugun testler arast duyarlilik farkindan ve HBV DNA'nin
ekstraksiyona giren plazma Ornekleri igindeki dagilim farkindan (poisson dagilimi)
olabilecegi dusunulmustir. Her iki testle de HBV DNA pozitif saptanan orneklerin (178 adet)
kantitatif sonuglart arasindaki uyum, lineer regresyon analizi ile degerlendirilmistir.
Aralarinda giiclii ve anlamli bir korelasyon oldugu saptanmustir (r= 0.86, p=0.000, R?- 0.74).

Y alanci pozitifligin degerlendirildigi ¢alismada hepadnaviridaea ailesinde HBV DNA
ile genetik benzerlik gbsteren baska bir insan virusu bulunmamaktadir. Bu nedenle kronik
hepatit yapabilen HCV RNA pozitif plazmalar kullamilmigtir. Yalanct pozitiflik
saptanmamistir. Primer-prob dizilerinin Blast programiyla yapilan incelemesinde de capraz
pozitiflige yol acabilecek bir benzerlik belirlenmemistir.

Hastanemizde yapilan rutin molektler mikrobiyoloji laboratuvar: testlerinin yaklasik
yarisim HBV DNA testi olusturmaktadir, yilda yaklasik 1500 adet HBV DNA testi
calisiimaktadir. Maliyet analizine gore yeni test, ticari teste gore, test bagina 45 TL daha
ucuzdur. Y eni testin rutinde kullamImas: durumunda elde edilecek maddi yarar, yilda yaklasik
67500 TL olarak hesaplanmustir.

Calismanin sonuglar1 gostermektedir ki yeni test, duyarli bir saptama ve genis bir
dinamik aralikta kantitasyon olanag1 saglamaktadir. Testin tekrarlanabilirligi, halen rutinde
kullanilan ticari testle benzerlik gostermektedir. Testin dogrulugu, referans 6rnekler ve dis
kalite kontrol panelleriyle gosterilmis; duyarliligi % 99, 6zgulligl %94 olarak bulunmustur.
Ulkemizdeki calismalarda sadece genotip D saptanmustir. Bu nedenle yeni testin genotip B ve
C' deki kismi kantitasyon sorununun rutin hizmette soruna yol agmayacag varsayilabilir.
Sonug olarak; amacimizdaki kriterleri karsilayan (internal kontrol icerme, genis bir dinamik
aralikta kantitasyon yapabilme, en az 100 IU/ml’ lik analitik duyarliliga sahip olma, tim
genotipleri saptayabilme, yiksek tekrarlanabilirlik, disik maliyet) yeni bir HBV DNA
kantitasyon testi gelistirilmistir.

77



8. KAYNAKLAR

Aritomi T, Yatsuhashi H, Fujino T, Yamasaki K et a. Association of mutations in the
core promoter and precore region of hepatitis virus with fulminant and severe acute
hepatitis in Japan. J Gastroenterol Hepatol 1998; 13(11): 1125-32.

2. ArtusHBV RG PCR kit handbook — QIAGEN. Mart 2007: versiyon 1.
3. Badur S: Viral Hepatitler (HAV, HBV, HDV) Eds: Ustagelebi $. Abacioglu H, Badur

10.

11.
12.

13.

S. Molekiler Klinik ve Tamsal Viroloji. Ankara, 2004: 183 — 98.

Baumert TF, Thimme R, von Weizsacker F. Pathogenesis of hepatitis B virus
infection. World J Gastroenterol 2007; 13: 83-90.

Beck J, Nassal M. Hepatitis B virus replication. World J Gastroenterol 2007; 13: 48-
64.

Beltrami EM, Williams IT, Shapiro CN, Chamberland ME. Risk and management of
blood-borne infections in health care workers. Clin Microbiol Rev 2000; 13: 385-407.
Berger A, Preiser W. Viral genome quantification as a tool for improving patient
management: The example of HIV, HBV, HCV and CMV. J Antimicrob Chemother
2002; 49: 713-21.

Bozday1 AM, Aslan N, Bozday:1 G et al. Molecular epidemiology of hepatitis B, C and
D virusesin Turkish patients. Arch Virol 2004; 149: 2115-29.

Bozdayr AM, Uzunalimoglu O, Turkyimaz AR, Aslan N et al. YSDD: a novel
mutation in HBV DNA polymerase confers clinical resistance to lamivudine. J Viral
Hepat 2003; 10: 256-65.

Brechtbuehl K, Whalley SA, Dusheiko GM, Saunders NA. A rapid real-time
guantitative polymerase chain reaction for hepatitis B virus. J Virol Methods 2001; 93:
105-13.

Bruss V. Hepatitis B virus morphogenesis. World J Gastroenterol. 2007; 13: 65-73.
Chen CH, Lee CM, Wang JH, Tung HD et al. Correlation of quantitative assay of
hepatitis B surface antigen and HBV DNA levels in asymptomatic hepatitis B virus
carriers. Eur J Gastroenterol Hepatol 2004; 16: 1213-8.

Chen RW, Piiparinen H, Seppanen M, Koskela P et al. Real-Time PCR for Detection
and Quantitation of Hepatitis B Virus DNA. JMed Virol 2001; 65: 250-6.

78



14. Chen WN, Oon CJ, Koh S. Horizontal transmission of a hepatitis B virus mutant. J
Clin Microbiol 2000; 38: 938-9.

15. Cooper A, Paran N, Shaul Y. The earliest steps in hepatitis B virus infection.
Biochimica et Biophysica Acta 2003; 89-96.

16. Cakaloglu Y, Okten A. Hepatit B Ulusal uzlasma toplant: metinleri: Birinci
bask1. Istanbul Medikal Y ayincilik, istanbul, 2003; 99-137.

17. Deguchi M, Yamashita N, Kagita M, Asari S et al. Quantitation of hepatitis B surface
antigen by an automated chemiluminescent microparticle immunoassay. J Virol Met
2004; 115: 217-22.

18. European Association for the Study of the Liver. EASL Clinical Practice Guidelines:
Management of chronic hepatitis B. J Hepatol 2009; 50: 227-42.

19. Friedt M, Gerner P, Lausch E, Trubel H et al. Mutations in the basic core promotor
and the precore region of hepatitis B virus and their selection in children with
fulminant and chronic hepatitis B. Hepatology 1999; 29: 1252-8.

20. Gerlich WH. The enigma of concurrent hepatitis B surface antigen (HBsAg) and
antibodies to HBsAQ. Clin Infect Dis 2007; 44: 1170-2.

21. Glebe D, Urban S.Viral and cellular determinants involved in hepadnaviral entry.
World J Gastroenterol 2007; 13: 22-38.

22. Gurol E, Saban C, Oral O, Cigdem A et a. Trends in hepatitis B and hepatitis C virus
among blood donors over 16 yearsin Turkey. Eur J Epidemiol 2006; 21: 299-305.

23. Hauri AM, Armstrong GL, Hutin YJ. The global burden of disease attributable to
contaminated injections given in health care settings. Int J STD AIDS. 2004; 15: 7-16.

24. Holland PM, Abramson RD, Watson R, Gelfand DH. Detection of specific
polymerase chain reaction product by utilizing the 5' & 3' exonuclease activity of
Thermus aquaticus DNA polymerase. Proc. Natl. Acad. Sci 1991, 88: 7276-80.

25. Horvat RT, Tegtmeier GE (geviri: 1yigiin CP, Avci 1Y): Hepatit B ve D virtisleri. Eds:
Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller A, Yolken RH. Ceviri eds: Basustaoglu
A, Kubay A, Yildiran ST, Tanytksel M. Manual of Clinical Microbiology 2008. 9.
baski, Washington DC. ASM. 2008: 1641-59.

26. Jardi R, Rodriguez F, Buti M, Costa X et al. Quantitative detection of hepatitis B virus
DNA in serum by a new rapid real-time fuorescence PCR assay. J Viral Hepat 2001;
8: 465-71.

79



27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

35.
36.

37.

38.

39.

Jeong JK, Yoon GS, Ryu WS. Evidence that 5-end cap structure is essential for
encapsidation of hepatitis B virus pregenomic RNA. J Virol 2000; 74(12): 5502-8.
Kanra G, Tezcan S, Badur S, Turkish national study team. Hepatitis B and measles
seroprevalence among Turkish children. Turk J Pediatrics 2005; 47: 105-10.

Kao JH, Chen PJ, Lai MY, Chen DS. Hepatitis B genotypes correlate with clinical
outcomes in patients with chronic hepatitis B. Gastroenterology 2000; 118: 554-9.
Kiyan M: Hepatit B virusu. Eds: Kiligturgay K. Viral hepatit 1998. 1. baski, istanbul.
Viral Hepatitle Savasim Dernegi. 1998: 66-106.

Knutsson M, Kidd-Ljunggren K. Urine from chronic hepatitis B virus carriers:
implications for infectivity. JMed Virol 2000; 60: 17-20.

Kohmoto M, Enomoto M, Tamori A, Habu D et al. Quantitative detection of hepatitis
B surface antigen by chemiluminescent microparticle immunoassay during lamivudine
treatment of chronic hepatitis B virus carriers. JMed Virol 2005; 75: 235-9.

Kohmoto M, Enomoto M, Tamori A, Habu D et al. Quantitative detection of hepatitis
B surface antigen by chemiluminescent microparticle immunoassay during lamivudine
treatment of chronic hepatitis B virus carriers. JMed Virol 2005; 75: 235-9.

. Leblebicioglu H, Eroglu C, Members of the Hepatitis Study Group. Acute hepatitis B

virus infection in Turkey: epidemiology and genotype distrubution. Clin Microbiol
Infect 2004; 10: 537-41.

Lee WM. Hepatitis B virus infection. N Engl JMed 1997; 337: 1733-45.

Liou W, Sung YJ, Tao MH, Lo SJ. Morphogenesis of the hepatitis B virion and
subviral particles in the liver of transgenic mice. J Biomed Sci 2008; 15: 311-6.

Lok ASF, McMahon BJ. AASLD Practice Guideline - Chronic Hepatitis B.
Hepatology. 2007; 45(2): 508-39.

Lole KS, Arankalle VA. Quantitation of hepatitis B virus DNA by real-time PCR
using internal amplification control and dual TagMan MGB probes. J Virol Method
2006; 135: 83-90.

Lovato L, Inman M, Henderson G, Doster A et al. Infection of cattle with a bovine
herpesvirus 1 strain that contains a mutation in the latency-related gene leads to
increased apoptosis in trigeminal ganglia during the transition from acute infection to
latency. J Virol 2003; 77: 4848-57.

80



40.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Sl

52.

53.

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin Microbiol Infect
2004; 10: 190-212.

Mahoney FJ. Update on diagnosis, management, and prevention of hepatitis B virus
infection. Clin Microbiol Rev 1999; 12: 351-66.

Marusawa H, Uemoto S, Hijikata M, Ueda Y et a. Latent hepatitis B virus infection in
healthy individuals with antibodies to hepatitis B core antigen. Hepatology 2000; 31.:
488-95.

Mayerat C, Mantegani A, Frei PC. Does hepatitis B virus (HBV) genotype influence
the clinical outcome of HBV infection? JViral Hepat 1999, 6: 299-304.

. Milich D, Liang TJ. Exploring the biological basis of hepatitis B e antigen in hepatitis

B virus infection. Hepatology 2003; 38: 1075-86.

Murray JM, Purcell RH, Wieland SF. The half-life of hepatitis B virions. Hepatology
2006; 44 1117-21.

Nassal M. Hepatitis B viruses: Reverse transcription a different way. Virus Res 2008;
134: 235-49.

Ngui SL, Hallet R, Teo CG. Natura and latrogenic Variation in Hepatitis B Virus.
Rev Med Virol 1999; 9: 183-209.

Nigui SL, Watkins RP, Heptonstall J, Teo CG. Selective Transmission of Hepatitis B
Virus after Percutaneous Exposure. J Infect Dis 2000; 181: 838-43.

Nowak MA, Bonhoeffer S, Hill AM, Boehme R et a. Viral dynamics in hepatitis B
virus infection. Proc Natl Acad Sci USA 1996; 93: 4398-402.

Oketani M, Oketani K, Xiaohong C, Arima T. Low level wild-type and pre-core
mutant hepatitis B viruses and HBeAg negative reactivation of chronic hepatitis B. J
Med Virol 1999; 58: 332-7.

Oktun M, Erdogan MS, Tatman-Otkun M, Akata F. Exposure time to hepatitis B virus
and associated risk factors among children in Edirne, Turkey. Epidemiol Infect 2005;
133: 509-16.

Ozacar T: Hepatit B virusu. Eds: Topcu AW, Soyletir G, Doganay M. Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi. Nobel Tip Kitabevleri. 2008: 1882-1904.

Paraskevis D, Haida C, Tassopoulos N, Raptopoulou M et al. Development and
assessment of a novel real-time PCR assay for quantitation of HBV DNA. J Virol
Methods 2002; 103: 201-12.

81



54. Pas SD, FriesE, De Man RA, Osterhaus AD et al. Development of a quantitative real-
time detection assay for hepatitis B virus DNA and comparison with two commercial
assays. J Clin Microbiol 2000; 38: 2897-901.

55. Pas SD, Niesters HGM. Detction of HBV DNA using real time analysis. J Clin Virol
2002; 25: 93-4.

56. Pasek M, Goto T, Gilbert W, Zink B et al. Hepatitis B virus genes and their expression
in E. coli. Nature 1979; 282: 575-9.

57. Pawlotsky JM. Hepatitis B virus (HBV) DNA assays (methods and practical use) and
viral kinetics. J Hepatol 2003; 39, Suppl 1:S31-5.

58. Rabenau HF, Kessler HH, Kortenbusch M, Steinhorst A et a. Verification and
validation of diagnostic laboratory testsin clinical virology. J Clin Virol 2007; 40: 93-
8.

59. Robinson WS: Hepadnaviridae: Hepatitis B virus and hepatitis delta virus. Eds:
Mandell GL, Douglas RG, Bennelt JE. Principles and Practice of Infectious Disease. 5
th ed. Newyork, Churchill Livingstone, 2000: 1652-85.

60. Robinson WS: Hepadnaviridae: Hepatititis B virus and hepatitis delta virus.
EdsMandell GL, Douglas RG, Bennelt JE. Principles and Practice of Infectious
Disease. 5 th ed. Newyork, Churchill Livingstone, 2000: 1652-85.

61. Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB et d. Enzymatic amplification of beta-
globin genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell
anemia. Science 1985; 230:1350-4.

62. Sayiner AA, Ozcan A, Sengonil A. Naturally occurring MHR variants in Turkish
patients infected with hepatitis B virus. JMed Virol 2008; 80: 405-10.

63. Sayiner AA, Agca H, Sengonul A, Celik A et al. A new hepatitis B virus vaccine
escape mutation in arenal transplant recipient. J Clin Virol 2007; 38: 157-60.

64. Schaefer S. Hepatitis B virus taxonomy and hepatitis B virus genotypes. World J
Gastroenterol 2007;13: 14-21.

65. Seeger C, Ganem D, Varmus HE. Nucleotide Sequence of an Infectious Molecularly
Cloned Genome of Ground Squirrel Hepatitis Virus. JVirol 1984;51: 367-75.

66. Seeger C, Mason WS. Hepatitis B virus biology. Microbiol Mol Biol Rev 2000; 64:
51-68.

82



67. Seyec JL, Chouteau P, Canniel, et al. Role of the pre-S2 domain of the large envelope
protein in hepatitis B virus assembly and infectivity. JVirol 1998; 72: 5573-8.

68. Seyec JL, Chouteau P, Cannie I, Guguen-Guillouzo C, Gripon P. Infection process of
hepatitis B virus depends on the presence of a defined sequence in the pre-S1 domain.
JVirol 1999; 73: 2052-7.

69. Sheldon J, Rodes B, Zoulim F, Bartholomeuzs A et a. Mutations affecting the
replication capacity of the hepatitis B virus. JViral Hepat 2006; 13: 427-34.

70. Shepard CW, Simard EP, Finelli L, Fiore AE et a. Hepatitis B virus infection:
epidemiology and vaccination. Epidemiol Rev 2006; 28: 112-25.

71. SentUrkler Guldas N, Abacioglu YH. S-gene sequences and genotype-related
restriction sites in hepatitis B virus carriers in Turkey. Infection 2004; 32: 344-9.

72. Ustagelebi S, Erglinay K: Hepatit B virusunun molekuler virolojisi. Eds: Tabak F,
Balik I, Tekeli E. Viral Hepatit 2007. 1. baski, Istanbul. Viral Hepatitle Savasim
Dernegi. 2007; 96-107.

73. Uzunalimoglu O, Yurdaydin C, Cetinkaya H, Bozkaya H et al. Risk factors for
hepatocellular carcinomain Turkey. Dig Dis Sci 2001, 46: 1022-8.

74.Van Thiel DH, De Maria N, Colantoni A, Friandler L. Can hepatitis B core antibody
positive livers be used safely for transplantation: hepatitis B virus detection in the liver
of individuals who are hepatitis B core antibody positive. Transplantation 1999; 68:
519-22.

75. Vranckx R, Aligahbana A, Meheus A. Hepatitis B virus vaccination and antenatal
transmission of HBV markers to neonates. J Viral Hepat 1999; 6: 135-9.

76. Wands JR. Prevention of (HBV) hepatocellular carcinoma N Engl J Med 2004;
351:1567-70.

77. Weber B. Genetic variability of the S gene of hepatitis B virus: clinical and diagnostic
impact. J Clin Virol 2005; 32: 102-12.

78. Yeh CT, Chien RN, Chu CM, Liaw YF. Clearance of the original hepatitis B virus
YMDD-motif mutants with emergence of distinct lamivudine-resistant mutants during
prolonged lamivudine therapy. Hepatology 2000; 31: 1318-26.

79. Yokosuka O, Arai M. Molecular biology of hepatitis B virus: effect of nucleotide
substitutions on the clinical features of chronic hepatitis B. Med Mol Morphol 2006;
39: 113-20.

83



