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OZET

Son yillarda viral replikasyon kaybi olmaksizin anti-HBe serokonversiyonu gosteren bazi hastalardan izole edilen Hepatit B Virus
(HBV) DNA'larin incelenmesi ile prekor/kor geni tzerindeki mutasyonlarin varligi ortaya konmustur. Bu ¢alismada anti-HBe ve HBV
DNA pozitifligi saptanan hastalarda prekor ve kor bolgesindeki mutasyonlar ile HBV genotip profili arasindaki iligkinin belirlenmesi
amaclanmistir. Hastalarin serum 6rneklerinde HBV DNA duzeyleri gergek zamanli PCR yo6ntemi arastirildi. Hepatit B virus DNA
pozitifligi saptanan 6rneklerdeki prekor/kor mutasyonlari genomun prekor/kor bélgesinin sekans analizleri yapilarak incelendi. Yiz
hastaya ait anti-HBe pozitif kronik B hepatitli hastalara ait serum 6rneginin 51’inde HBV DNA pozitif bulundu. Hepatit B virus DNA
pozitif drneklerde HBV DNA miktari ise ortalama 4.5x10” kopye/mL idi. Olgularin tamaminda HBV genotipi (%100 ) genotip D olarak
tanimlandi. DNA Sequencing Analysis Software ile yapilan analizde HBV DNA dizilerinin higbirinde prekor/kor mutasyonu
saptanmadi. Bu sonuglar, olgularimizin hepsinin D genotipine ait HBV wild (sokak) tip ile infekte oldugunu ve elde edilen HBV DNA
viral yUk miktarinin da bu tipe ait oldugunu goéstermektedir. Hepatit B virusunun replikasyon hizi ve kronik HBV infeksiyonunda HBe
olusumunun kontroliinde dnemli rol oynayan prekor ve kor bélgesindeki mutasyonlarin daha genis kapsamli (¢ok merkezli) ve daha
fazla olgu ile arastiriimasi gerektigi distnilmektedir.

SUMMARY

In recent years with the investigation of HBV DNA isolated from patients showing anti-HBe seroconversion without the loss of viral
replication revealed precore/core gene mutations. In this study, we aimed at investigating the relationship between precore/core
mutations and HBV genotype profile in anti-HBe and HBV DNA positive patients. In the sera of these patients HBV DNA levels
were investigated by Real-Time PCR method. In the HBV DNA positive specimens precore/core mutations were detected by
sequence analysis. Of the 100 anti-HBe positive chronic hepatitis B patients’ serum samples HBV DNA was found positive in 51.
The median HBV DNA viral load was 4.5x10” copies/mL in HBV DNA positive specimens. All of the HBV (100%) genotyped was
found in genotype D. There were no precore/core mutations by using DNA Sequencing Analysis Software. These results show that
all patients investigated in this study were infected with wild-type HBV and the viral loads obtained belonged to the wild-type HB
virus. Multicenter studies with more cases are needed to investigate the precore/core mutations which play an important role in the
replication rate of HBV and in the control of the HBe production in chronic HBV infections.
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GIRIS
Hepatit B virusu (HBV)'nun neden oldudu infeksiyon,
Ozellikle gelismekte olan ulkelerde énemli bir saglik ve
ekonomik sorundur (1). Hepatit B virusu tipik bir non-
sitopatik virustur, immin sistem aracili doku hasari ve
hepatosit 6limiine neden olabilir (2). Hepadnaviridae
ailesinde yer alan HBV, ailenin diger Uyeleri icinde
insanlarda infeksiyon olusturan tek turdir. Ayrica ‘revers
transkriptaz’ enzimi sayesinde, RNA aracili replike olan
tek DNA virusudur. ‘Revers transkripsiyon’ ile ¢cogalma
sirasinda viral genomda mutasyonlar olusmakta ve
bdylece ¢esitli mutasyonlar iceren HBV alt-tirleri ortaya
cikmaktadir. Bu mutasyonlardan bazilari virus tahrip
edici olmakla birlikte, bazilari da virusun yasami ile
uyumludur. Bu mutasyonlarin ¢ogu fonksiyonel olarak
belirgin degisikliklere yol agmamakla birlikte, bazilari tst
Uste binen genler ve onlarin translasyonel Urinlerinde
degisiklere neden olabilmektedir. Son yillarda ortaya
konan bu HBV mutasyonlari klinik ve tanisal olarak
gosterdikleri degisikliklerden dolayi ilgi cekmistir. Hepatit
B virusunda ilk saptanan ve Ulzerinde en ¢ok durulan
mutasyonlar prekor/kor mutasyonlaridir (3). Bu mutas-
yonlar HBeAg ekspresyonunu azaltan ya da bloke eden
mutasyonlardir. Prekor mutasyonlari prekor gen bdlge-
sinde (c1814 - c1901 sirali nikleotitler) translasyonel
stop-kodon mutasyonu sonucu meydana gelmektedir.
Prekor genini epsilon (g¢) yapisinda iken 1896 sirali
nikleotitte tek baz degisimi ile TGG, TAG’ye donuslr ve
TAG stop-codon fonksiyonunu ustlenir. Béylece HBeAg
Uretimi baskilanir. Nikleotit (nt) c1896 halka olusumun-
da c1858 ile baz ifti olusturur ve viral replikasyonda
kritik dneme sahiptir. Nulkleotit 1896 sayili amino asit
dizeyinde olusan bu mutasyon kronik karaciger
hastaliginin inaktivasyonuna katki saglamaktadir. Diger
bir mutasyon grubu olan kor mutasyonu, c1742 - ¢c1849
nikleotit grubunu igeren bazal core promoteri (BCP)
etkilemekte ve transkripsiyonel prekor ve kor mRNA
azalmasina neden olmaktadir. Kor mutasyonlari gogun-
lukla c1762 (A-T) (CA1762T) ve c1764 (G-A) (cG1764A)
seklinde olmaktadir ve genotipler ile yakin iligkilidir. Bu
mutasyonlar genotip A, B ve C’de sik gorilur iken diger
genotiplerde heniiz tanimlanmamistir. Her iki noktada
(nt1762/nt1764) mutasyonun birlikte olmasi viral yUku
artirirken, HBeAg Uretimini azaltmaktadir. Ancak HBeAg
Uretimini tamamen durdurmamaktadir (4).

Bu calismada viral replikasyon kaybi olmaksizin anti-
HBe serokonversiyonu gosteren hastalarda, HBV’nin
replikasyon hizi ve kronik HBV infeksiyonunda HBe
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olusumunun kontroliinde énemli rol oynayan prekor ve
kor bolgesindeki mutasyonlar ile HBV genotip profili
arasindaki iligkinin belirlenmesi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

A) Serum o6rneklerinin toplanmasi: Calismaya HBsAg
ve anti-HBe pozitif olup, HBeAg negatifligi saptanan
kronik B hepatitli 100 hasta alindi. Hasta serumlarinda
HBsAg, anti-HBe ve HBeAg varligi uretici firma kitleri
(Dade Behring, Almanya) kullanilarak mikro ELISA
yontemi ile arastirildi. Segilen serum &rnekleri arastirma
baslayana kadar -65° C’de derin dondurucuda saklandi.

B) Gergek zamanl (real-time) polimeraz zincir reak-
siyonu (Polymerase Chain Reaction=PCR) yoéntemi
ile viral yiik miktarinin saptanmasi: HBV DNA'nin
eldesi icin ekstraksyon kiti (Invisorb, Instant Spin DNA/
RNA Virus Mini Kit, Aimanya) kullanilarak, kitte belirtilen
protokole gore yapildi. Ornek serumlarindan elde edilen
HBV DNA'nin viral yik tayini Taq Man (Roboscreen,
Almanya) proseduriine goére gergcek zamanli PCR teknigi
uygulanarak arastirildi. Gergek zamanli PCR i¢in 5 plL’si
ornege ait olmak Uzere toplam hacim 25 pL olacak
sekilde karisim hazirlandi. Standartlar 2x 108, 2x107,
2x10°, 5x10°, 2x10°, 5x10*, 1x10* ve 2x10° kopya/mL
olmak lzere sekiz tane standart kullanildi. Viral yik ABI
PRISM 7700 Sequence Detector cihazinda Real-Time
PCR ile saptandi. Calismada cihaz Stage 1 (hold)'de 95°
C’de 10 dakikalik tek bir dongiden sonra Stage 2’de
(Cycle) 95° C’de 15 sn. ve 59° C’de 1 dak. olmak lizere
40 kez dongu yapildi. Déngll sonunda sonuglar
standartlarin siklus sayisi ile birlikte artan floresan isiga
gore cizilen logaritmik egriye gore degerlendirildi. Egride
1x10° kopya/mL ve altindaki degerler negatif olarak
kabul edildi.

C) Nested PCR ile DNA amplifikasyonu: HBV
genotiplendirme ve prekor/kor mutasyonu igin Nested
PCR yontemi kullanildi. Nested PCR, iki asamali bir
amplifikasyon yéntemidir. ilk PCR sonucu elde edilen
uriinler ikinci PCR icin kalip DNA olarak kullanilir.
PCR’'da S boélgesine yonelik kendi dizaynimiz olan pol1
(5'-CACCTGCAGCCTCATTTTGTGGGTCACCATA-'3) ve
pol2 (5'-ATTGGAAAGTCTGTCAACGTATTGTG-'3) dis
primerleri ve OP1 (5-CTGCGCTGAACATGGAGAAC-'3)
ve NP2 (5-CCTTTTTACCGCTGTTACCA-'3) i¢ primer-
leri Nested PCR analizi i¢in kullanildi. Primerler ticari bir
kaynaktan (Makro Saglik A.S) elde edildi. ilk amplifikas-
yon 50 pL’lik reaksiyon hacminde gergeklestiriimis olup
reaksiyon karigim 6rnegi; 10 yL genomik DNA, 25 pmol
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pol1 ve pol2 primerleri, 2mM dNTP, 25mM MgCl,, 10X
PCR buffer ve 1 tinite Tag DNA polimeraz olacak sekilde
dizenlendi. Birinci tur PCR reaksiyonu i¢in program, 94°
C’de 5 dak. bekletildikten sonra bir siklusu 94° C’de 1
dak., 45° C'de 2 dak. ve 72° C’de 2 dak. olmak Uzere
toplam 35 dongl yapihp 72° Cde 7 dak. Gene Amp
9700 PCR (Applied Biosystems, ABD) cihazi ile istenilen
riin amplifiye edildi. ikinci tur PCR reaksiyonu igin ilk
PCR reaksiyonundan elde edilen trinden 3 pL alinarak
reaksiyon karigimi hazirlandi ve 94° C'de 5 dak.
bekletildikten sonra bir siklusu 94° C’de 1 dak., 55° C’de
2 dak. ve 72° C’de 90 sn. olmak uzere toplam 35 siklus
yapiip 72° C'de 7 dak. olacak sekilde PCR programi
uygulanarak S gen fragmenti amplifiye edildi. Amplifiye
edilmis PCR drlnlerinin  her birinden 10 pL alinip
etidyum bromir (0.5 pg/mL) ile boyanmis %1’lik agaroz
jele ylklendi. Daha sonra agaroz jel elektroforezi
gerceklestirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi
purifikasyon icin Invisorb Spin PCRapid Kiti (Almanya)
kullanildi.

D) Cycle Sequencing PCR: Nested PCR reaksiyonu ile
¢ogaltilan ve pdrifiye edilen DNA floresan isaretli
dideoksinukleotitler iceren BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA,
ABD) kullanilarak CycleSequence PCR’I yapildi.

PCR reaksiyonu: 8 uyL Ready Reaktion Miks, 0.5 pL(3.2
pmol) Sequencing Primer, 6 yL ddH,0, 4 pL PCR Urini
kullanilarak 96° C’de 10 sn. denatiirasyon, 50° C'de 5 sn.
baglanma ve 60° Cde 4 dak. uzama reaksiyonlarini
iceren 25 dongi olarak gergeklestirildi. Cycle sequencing
purifikasyonu 50 puL %95’lik etanol, 2 pL (pH:4.6) NaAC/
EDTA ve 10 pL ddH2O kullanilarak yapildi. Kurutulan
orneklere, ornek basina 20 pL formamit eklenerek ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer cihazinda (PE Biosystems,
Foster City, CA, ABD) 47 cm’lik kapillerde 50° C’de 36
dak. elektroforez iglemi gergeklestirildi. Toplanan veriler
Molecular Evolutiona Genetics Analysis 2.1 (MEGA 2.1)
bilgisayar programi kullanilarak DNA dizilerinin genotip
tayini ve prekor/kor mutasyon analizi degerlendirildi.

BULGULAR

HBsAg ve anti-HBe pozitif olup, HBeAg negatifligi
saptanan kronik B hepatitli 100 hastaya ait hastalarin
serum Orneklerinin 51’'inde HBV DNA dlzeyi pozitif
saptanmistir. Arastirmaya alinan serum érmeklerinde en
diistik HBV DNA diizeyi 2x10? kopya/mL ve en yiiksek
1.1x10° kopya/mL olarak bulunmustur. Ellibir rnege ait
ortalama HBV DNA miktari ise 4.5x10’ kopya/mL’dir.
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Calismada elde edilen HBV DNA dizilerinde prekor/kor
mutasyon varligini arastirmak icin DNA Sequencing
Analysis Software ile analiz edilerek degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonucunda hem dusuk viral yike sahip
hem de yiksek viral yike sahip hastalara ait 6érneklerde
prekor mutasyonlari icin 1896. ve 1899. kodonlarda
herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Kor mutasyonu
icin 6nem tasiyan 1762-8. kodonlarda da mutasyon
belirlenememistir.

GenBank’tan saglanan genotipleri belli HBV DNA dizileri
ile bu calismada elde edilen hizalanmigs dizilerden MEGA
versiyon 2.1 yaziimi kullanilarak filogenetik agac¢
olusturulmustur (Sekil 1 ve 2). Filogenetik analiz
sonucunda incelenen 51 érnegin tamami (%100) genotip
D bulunmustur.

TARTISMA

Hepatit B virusunda genetik degisimlerin HBV infeksiyo-
nunun dogal seyrinde 6nemli rol oynadigi ve ilerleme-
sine katkida bulunduguna inanilmaktadir. Mutant suslar
kroniklesmede, hepato-karsinogenezde, fulminan hepatit
gelismesinde veya asemptomatik seyirde 6nemli rol
oynayabilir. Hepatit B virus ylzey antijen varyantlarinin
klinik 6nemi, birka¢ ¢alismada vurgulanmistir (3). Cin’de
Du ve ark. (5) kor bélgesindeki nt1762/1764 mutasyon-
larinin HBV kroniklesmesinde 6nemli rol oynadiklarini
bildirmiglerdir. ki farkli calismada (6, 7) ise prekor stop
kodon mutantlariyla infekte sirozlu hastalarda karaciger
transplantasyonu sonrasi B hepatiti rekirrensi ve buna
bagl graft kaybi, sokak tipi ile infekte olanlara gére daha
fazla oldugu belirlenmigtir.

Chu ve ark. (8) yaptiklar galismada, prekor mutasyon-
larin kronik hepatit B’li HBeAg pozitif hastalarda olma
olasiliginin yuksek oldugunu bulmuslardir. Ayrica galig-
mada prekor mutant oraninin anti-HBe ve serum ALT
dizeyleri ile uyumlu oldugu ve yiiksek prekor mutasyon
oraninin anti-HBe serokonversiyonu sonrasi gelisen
persistant hepatitle birlikte siroz riskinin ylksek oldugu
bildirilmistir (8). Fakat bugin icin henliiz HBeAg negatif
mutantlar ile hastaligin klinigi arasinda iligki tam olarak
anlagilamamistir. Muhtemelen HBeAg'ninin immin he-
def antijen olma 6zelligi ve immin toleransa olan etkisi
ile arasindaki denge hastaligin aktivitesini belirlemek-
tedir. Hastaligin baslangi¢ evrelerinde tamamiyla HBeAg
pozitif suslarin varhidinda immun toleranstan dolayi
genellikle hastalik aktivitesi azdir. Bu ddnemde karaciger
hasari olmadigindan transaminaz duzeyleri dusuk
kalmaktadir. Buna karsin sokak tipin temizlendigi HBeAg
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Sekil 1 ve Sekil 2. Hepatit B virus S bolgesine ait dizilerin filogenetik agaci . Referans diziler Gen-Bank erisim numaralari ile, bu
calismada elde edilenler “6rnek” 6n eki ile gosterilmistir.
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negatif mutantlarin hakim oldugu dénemde ve HBeAg
pozitif viruslardaki replikasyon artiglari dénemlerinde,
zeminde immin tolerojen bu maddenin bulunmamasi,
fakat HBeAg'nin hepatositlerin ylizeyinde salinmasi yeni
bir immin saldiriya neden olmaktadir. Bu saldirinin
arkasindan HBeAg negatif viruslar var olmaya devam
etmekte ve tim populasyona hakim oldugunda hastalik
genellikle inaktif veya hafif transaminaz yuksekligi ile
seyretmeye devam etmektedir (9).

1980’li yillarda prekor stop kodon mutasyonlu virus ile
infeksiyonun Akdeniz lkeleri (Yunanistan, israil ve
italya’da %50-80) ve Uzak Dogu’yla (Hong Kong,
Taiwan ve Japonya'da %40-55) sinirli olduguna inanih-
yordu (10). Bu HBV'nun genotiplerinin cografik dagili-
minin farkhihgr ile iligkilendirilmisti. Clnki prekor stop
kodon mutasyonu ancak virus genomunun 1858.
nikleotidinde timin bulunan genotiplerde (genotip C ve
D) meydana gelebilmektedir. Buna karsilik, ayni
numarali nukleotit de yani virus genomunun 1858.
nikleotidinde sitozin bulunduran genotip A'da C1858T
mutasyonu olmadikga hicbir zaman stop kodon mutas-
yonu meydana gelmemektedir. Genotip A'da eger stop
kodon mutasyonu meydana gelirse C1858 ile G1896
arasindaki varolan baz eslesmesinin kirilmasi gerekmek-
tedir. Bu da sekonder yapinin stabilitesini bozmakta ve
virus igin avantaj kaybina neden olmaktadir. Halbuki
1858'de T bulunduran genotip C ve D'de G1896A
mutasyonu iki nukleotit arasindaki baz eslesmesini
saglayip yapiyl daha stabil hale getirmektedir (11).

Bu konuda vyapilan c¢alismalarin artmasi ile prekor
mutantlara bagh HBV infeksiyonunun genis bir cografik
dagilima sahip oldugu anlagiimistir (10). Brezilya'da
Rezende ve ark. (10) yaptiklari ¢alismada, 50 kronik B
hepatit'li iki grup hastada, HBeAg pozitif hasta grubunun
%4.8'inde ve HBeAg negatif hasta grubunun %58.6’sin-
da prekor mutasyonu bulmuslardir. Hastalarin %56.5'i
genotip D, %41.3'0 genotip A ve %2.2’si genotip F ola-
rak siniflandirlmis  ve ayrica prekor mutasyonun
karaciger hasar ile iligkili oldugu saptanmistir (10).
Vietnam’da Huy ve ark. (12) 39 akut ve 76 kronik hepatit
B’li hastayla yaptiklari galismada; kor mutasyon oranini
%38.4 ve prekor mutasyon oranini %25.6, kronik grupta
ise bu oranlar, sirasiyla, %61.7 ve %32.8 olarak
bulmuslardir. Calismada akut grubun %74.3’Un0 genotip
B ve kronik grubun ise %51.3 genotip B saptamislardir
(12). Singapur'da 776 hastada yapilan genis kapsamli
bir epidemiyolojik ¢alismada (13), en yaygin HBV
genotipleri, genotip B (%32.5) ve genotip C (%62.5)
olarak saptanmis ve genotipler arasinda HBV DNA viral
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yuk miktari arasinda farklilik olmadigini goésterilmistir.
Ayni calismada (13), ayrica genotip B’lerin %38.6’sinda
kor ve %83.6’sinda ise prekor mutasyonu, genotip C’de
ise bu oranlari, sirasiyla, %87.9 ve %29.1 olarak sapta-
mislardir. Yuen ve ark. (14) anti-HBe pozitif kronik
hepatit B'li Cinli hastalarda prekor mutasyon oranini
HBeAg pozitif olanlara gére daha ylksek bulmuslardir
(sirasiyla, %56.5 ve %44.2). Calismadaki ortalama HBV
DNA viral yuk miktar ise 1.5x10° olarak saptanmistir
(14). Sitnik ve ark. (15) 103 hasta Uzerinde yaptiklari
genotiplendirme calismasinda; genotip A, B, C, D ve F
oranlarini, sirasiyla, %49.5, %2.9, %13.6, %24.3 ve
%9.7 olarak, ayrica galismada prekor mutasyon oranini
ise %31.7 bulmuslardir. Hepatit B virus genotip dagilimi
ayni Ulkede bdlgeler arasinda da farkhliklar gostermek-
tedir. Ornegin, Yuan ve ark. (16) yaptiklari calismada;
HBV genotip dagiliminda Kuzey Cin'de %78 oraninda C,
subgenotipi saptamiglar, buna karsilik Giney Cin’de
%73 oraninda B, subgenotipi bulmuslardir. Arastiricilar
ayrica C4 subgenotipi HBV ile infekte kisilerde bazal kor
promotor bdlgede T1762/A1764 mutasyonuyla birlikte
V1753 mutasyonu eslik ettigi takdirde hepatoselller
karsinom gelisme riski ile iligkilendirmislerdir (16).

Arastirmamizdaki tim olgulara ait HBV’ler genotip D
olarak siniflandirildi. Olgularimizda A, B, C, E, F, Gve H
genotipleri saptanamadi. Ayrica 51 olgunun hig birinde
prekor/kor mutant bulunmadi. Ulkemizde Bozdayi ve ark.
(17) 67 HBV infekte kisi ile yaptiklari galismada, olgularin
hepsinde (%100) HBV genotip D saptamislardir. Serin ve
ark. (18) calismalarinda, olgularin %94’tGni genotip D ve
%6’sini genotip D’nin alt grubu olarak bulmuslardir. Yine
Ulkemizden Sinbil ve Leblebicioglu (19)'nun yaptidi
calismada, olgularinin %88.7’sini genotip D ve geri
kalanini ise yine D’nin alt grubu olarak siniflandiriimistir.
Onganer ve ark. (20) 50 hastanin genotiplendirmesinde
olgularin %84’linde genotip D, %12’sinde genotip A ve
%4’inde genotip F bulmuslar ve olgularin %61’inde
1858 (sitozin-timin degisimi) mutasyonu ve %Z2’sinde
1896 (guanin-adenin degisimi) prekor mutasyonu goz-
lemlemiglerdir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan galismalarda (21,
22) fulminan B hepatitli hastalarda prekor/kor mutant-
larinin seyrek olarak bulundugu bildirilmistir. Bu durumda
hastaligin klinik sireci ile prekor/kor mutantinin iligkili
oldugu gorusu tehlikeye girmistir. Cesitli arastirmalar
(23, 24) bu mutasyonun hastaligin immin temizlenme
doénemlerinde secildigini ve muhtemelen bu nedenle aktif
hastaligi olanlarda daha fazla saptandigini belirtmis-
lerdir. "Prekor/kor mutasyonu agir klinik tablonun nedeni
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degil, sonucudur" goristi konusulmaya baslanmistir.  hepatit B hastaiginin aktivasyonu ile iligkili bir risk
Bazi arastiricilar (25, 26) ise bu tir mutant suslarin  faktori olabilece@i unutulmamalidir.

kronik hepatit B’nin dogal seyrinde ortaya ciktigini

belirtmiglerdir. Hatta mutantlarla infekte hastalarda akut TESEKKUR

alevlenmeler gelistiginde, yukselen HBV DNA titresinden
¢ogunlukla wild tip sorumlu tutulmustur (11). Arastir-
mamizda 51 olgunun hi¢ birinde prekor/kor mutanti
belirlenemedi, tamami sokak tipiydi. Elde edilen HBV

Bu galisma, Selguk Universitesi Bilimsel Aragtirma Proje
Koordinatérliglu tarafindan desteklenen (BAP Proje No:
2003/83) proje kapsaminda gerceklestiriimistir. Katkila-
rindan dolayi tesekkiir ederiz.

DNA dlzeyleri de muhtemelen bu tiplere aitti. Fakat
prekor ve kor bodlgesindeki nukleotit degisikliklerinin
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