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ARIKAN A. K.K.T.C’de Tedavi Naif Hepatit B’li Hastalarda HBV
Genotip/Subgenotip Dagilimm ve Niikleoz(t)id Analog Direnci. Yakin Dogu Uni-
versitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Programm, Doktora Tezi, Lef-
kosa, 2015.

OZET

Hepatit B viriisit (HBV) ile enfekte hastalarda etkin bir surveyans igin dolagimdaki
HBV suslarinin tanimlanmasi ve molekiiler epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi
onemlidir. Bu calismada Kuzey Kibris’ta HBV genotip/subgenotip dagiliminin
belirlenmesi, NA ile iliskili dogal gelisen primer ve kompansatuvar nitelikteki HBV
polimeraz (pol) geni mutasyonlart ile tipik HBSAg kag¢is mutasyonlarinin molekiiler
karakterlerini ortaya ¢ikarmayi amacladik. Yakin Dogu Universitesi Hastanesi En-
feksiyon Hastaliklart ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina hepatit testlerini
yaptirmak lizere bagvuran kisilerde, HBSAg pozitif olarak saptanan serum 6rnekleri
calismaya alind1 ve hepatit belirtegleri HBsSAg (Architect i200, Abbott) anti-HBc,
HBeAg, anti-HBe (Liaison XL Murex, DiaSorin) kemiluminesan enzim immunoas-
say yontemiyle arastirildi. HBSAgQ pozitif olgularda HBV DNA kantitasyonu real -
time PCR yontemiyle (Artus, HBV QS RGQ Qiagen) iiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda calisild. Izole edilen HBV suslarinda genotip/subgenotip tayini HBV
pol geni (ters transkriptaz (rt) bolgesi, 80. - 250. amino asitleri arasi) sekans analizi
ile yapildi. Bilinen tiim primer/kompansatuvar NA direnci mutasyonlart HBV pol
geni (ters transkriptaz; RT bolgesi, 80.-250. aa arasi) dizilenerek analiz edildi. Bu
amagcla serum 6rneginden HBV DNA izole edildi (Qiagen, Artus HBV RGQ). HBV
pol geni amplifikasyonu real-time PCR ile gergeklestirildi. Elde edilen diziler Ge-
no2pheno Drug Resistance programinda (Center of Advanced European Studies and
Research, Almanya) analiz edildi. Tarama testlerini yaptirmak {izere basvuran
13,892 kisinin 160’1 (%1,1) pozitif olarak saptandi. Altmis olguda zayif HBV DNA
yikii (<10001U/ml) nedeniyle sekanslama yapilamadi. Olgularin 32’sinde, HBV
DNA kantitasyon sinirlart disinda kaldigr i¢in (<30 1U/ml) sekanslama islemi disinda
birakildi. Altmissekiz olguda HBV suslarinin genotip/subgenotip tayini yapildi ve
48’inde (%71) D/D1, 4%iinde (%6) D/D2, 1’inde (%1) D/D3, 5’inde (%7) A/AL,
2’sinde (%3) A/A2 ve 8’inde (%12) E saptandi.. Pol geni mutasyonlar
incelendiginde 1/68° inde (%1) (rtV173M) primer /parsiyel ilag direnci saptandi.
Yirmibes olgu’da (%37) telbivudine (LdT), lamivudin (LAM) ve adefovir (ADV) ile
iliskili  (rtL911, rtQ149K, rtQ215H/P/S ve rtN238D) kompansatuvar direng
mutasyonlar1 tanimlandi. S gen bolgesi mutasyonlart; Altmis sekiz hastanin 16’sinda
(%24) bagisik yanit kagagi (SY100C, s1110L, sP120L/R, sT123N, sT127L, sP127T,
sSA128V, sT131N, sS132P, sY134F/H, sT1401/S, sS143T, sD144E, sS144T,
sP210S), 7’sinde (%10) HBSAQg as1 kagagr (sT1261, SD144A/E, sG145A/R, sS193L,
sP210T), 4’tiinde (%6) hepatit B immunglobulin (HBIg) kacagi (ST118A, sP120T,
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sD144A/E, sG145A/E/R) ve 3’linde (%4) HBsAg tani kagagi (ST118A, sT131l,
sP120T, sC121Y, sD144A, sG145R) mutasyon paternleri belirlendi. Alt1 hastada
(%9) ise kombine S geni mutasyon paternleri mevcuttu. Bulgularimiz Kuzey
Kibris’da HBV’nin A, D ve E genotiplerinin, D1, D2, D3 ve Al, A2
subgenaotiplerinin  bulundugunu, dolasimda bulunan NA ile iliskili pri-
mer/kompansatuvar mutasyonlarin tedavi basarisini etkileyecek paternlere ve preva-
lansa sahip olmadiklarini gostermektedir. Bununla birlikte bulgularimiz Kuzey
Kibris’ta kronik hepatit B’li hastalarda, tipik HBSAg kag¢is mutasyonlarmin epide-
miyolojik 6nemde oldugunu gostermektedir. Tedavi naif ya da oral antiviral tedavi
izlenen kronik hepatit B’1i hastalarda HBV pol geninin yani sira S geninin de analiz
edilmesi halk sagliginin korunmasi bakimindan yararli ve gerekli olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kuzey Kibris, Hepatit B viriisii, molekiiler epidemiyoloji, pol/S
geni, mutasyon.

Destekleyen Kurum: Celal Bayar Universitesi, Bilimsel Arastirma Projesi (BAP)
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 2013-097
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ARIKAN A. Genotype/Subgenotype Distribution and Niikleoz(t)id Analog
Resistance of Treatment Naive Hepatitis B Patients in TRNC. Near East

University Graduate School of Health Sciences, Microbiology Program,
Doctoral Thesis, Nicosia, 2015.

ABSTRACT

It is important to identify genotypes and epidemiology of Hepatitis B virus (HBV)
within blood circulation of HBV infected people for an effective surveillance. The
current study was aimed to identify HBV genotypes/subgenotypes,
primer/compensatory (pol) gene and HBsAg escape mutations in Northern Cyprus.
Patients who came to Near East University, Infection Disease and Microbiology
laboatory with HBsAg positive results were taken to the study. Hepatitis markers;
HBsAg (Architect 1200, Abbott) anti-HBc, HBeAg, anti-HBe (Liaison XL Murex,
DiaSorin) were investigated by chemiluminesan enzyme immunoassay. HBV DNA
quantitation of HBsSAgQ pozitive cases was investigated by real - time PCR (Artus,
HBV QS RGQ Qiagen). Genotype/Subgenotype analysis of HBV strains was done
by sequencing of HBV pol gene (reverse transcriptase (rt) region, 80. - 250. between
amino acids). All known primer/compensatory oral antiviral resistance mutations
were analysed by sequencing HBV pol genes (reverse transcriptase; RT region,
between 80.-250. aa ). For this aim, HBV DNA was isolated from serum (Qiagen,
Artus HBV RGQ). HBV pol gene amplification was carried out by real- time PCR.
The obtained datas were analysed by using Geno2pheno Drug Resistance program
(Center of Advanced European Studies and Research, Almanya). Out of 13,892
people, 160 (1.1%) had positive result for HBsAg. All positive samples were
analyzed for HBV DNA. Because of low level of HBV DNA gquantitation (<10000
IU/ml), 60 cases weren’t sequenced. Thirthy two cases with higher HBV DNA level
(<30 1U/ml) could not be sequenced successfully. Genotypes and subgenotypes were
determined by sequencing HBV pol gene (reverse transcriptase (rt) region, between
80 - 250. aminoacides in 68 patients. Genotype/subgenotype analysis of 68 cases
were; 48 (%71) D/D1, 4 (%6) D/D2, 1 (%1) D/D3, 5 (%7) A/AL, 2 (%3) A/A2 and 8
(%12) E. Only one cases (%1) had (rtvV173M) primer /parsiel drug resistance.
Twenty five cases (%37) had telbivudine (LdT), lamivudin (LAM) and adefovir
(ADV) related (rtL91l, rtQ149K, rtQ215H/P/S ve rtN238D) compensatory resistance
mutations. S gene mutations were; 16 (%24) immune response escape (sY100C,
sI110L, sP120L/R, sT123N, sT127L, sP127T, sA128V, sT131N, sS132P, sY134F/H,
sT1401/S, sS143T, sD144E, sS144T, sP210S), 7 (%10) HBsAg vaccine escape
(sT1261, sD144A/E, sG145A/R, sS193L, sP210T), 4 (%6) hepatitis B immunoglobu-
lin (HBIg) escape (ST118A, sP120T, sD144A/E, sG145A/E/R) and 3 (%4) HBsAg
diagnosis escape (sT118A, sT131l, sP120T, sC121Y, sD144A, sG145R) mutations.
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Six cases (%9) had also combined S gene mutation. Our results shows that, HBV
genotypes A, D and E; subgenotypes D1, D2, D3, Al and A2 are found in Northern
Cyprus. It is also found that primer/compensatory mutations does not effect the
treatment whereas, HBsAQ escape mutations are epidemiologically important. So, it
is important and beneficial for public health to analyze S gene together with pol gene
in both treatment naive and oral treated patients.

Key Words: Northern Cyprus, Hepatitis B virus, molecular epidemiology, pol/S
gen, mutation.

Supported by: Celal Bayar University, Scientific Research Project (BAP).
Grant No: 2013-097
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1. GIRIS

Viral enfeksiyonlarda; 6zellikle Hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonlarinda
etkin bir enfeksiyon kontrolii i¢in dolasimdaki HBV suslarinin tanimlanmasi ve

molekiiler epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi gerekmektedir.

HBV biitiin diinyada oldugu gibi tilkemizde de en yaygin ve ciddi saglik
sorunlarinin basinda gelmektedir. Diinya niifusunun tigte biri bu virtisle karsi-
lasmis olup, yaklasik 400 milyon kisinin kronik olarak enfekte oldugu bilinmek-
tedir (Yamazhan T., 2011). HBV enfeksiyonu klinik olarak akut veya fulminan
hepatit, kronik veya kronik tasiyicilik seklinde seyredebildigi gibi, karaciger Si-
rozu ve hepatoseliiler karsinomaya (HSK) da doniisebilmekte ve buna bagl ola-
rak oliimler goriilebilmektedir (Kiilah C., Cirak YM., 2010).

Hepatit B viriisii (HBV), ters transkriptaz (RT) enziminin hata diizeltme
(proofreading) aktivitesinden yoksun olmasi ve yiiksek replikasyon kapasitesi
nedeniyle (>10" virion/giin) viral replikasyon sirasinda yiiksek niikleotid degi-
sim sikhigma (10°substitution/baz/siklus) sahiptir (Schaefer S., 2005; Locarnini
SA., 2002). Bu nedenle HBV, genotip ve subgenotip seviyesinde genomik ve
cografik farkliliklar gostermektedir. Filogenetik analiz teknigi kullanilarak elde
edilen dizilere gore HBV, tim genomda genotipler i¢in >%7.5, subgenotipler
icin >%4 niikleotid dizi farklilign gostermektedir. Bu dizi farkliliklar1 dikkate
alinarak yapilan analizlerde giinimiize kadar HBV’nin kesinlesmis A — H’ye
kadar 8 farkli genotipi ve 25 farkli subgenotipi tanimlanmistir (Emektas G ve
digerleri, 2012; Okamoto H ve digerleri, 1988, Kurbanov H ve digerleri, 2010 ).

HBV genotipleri, cografik bolgelere gore farkli dagilimlar gostermekte-
dir. Kuzeybati Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika’da genotip A baskin olarak
goriilirken (genotip A’nin; Sahra Alti Afrikada yaygin olan Al, Kuzey Avru-
pa’da yaygin olan A2 ve Bati Afrika’ya 6zgii A3 olmak tizere 3 subgenotipi
bulunmaktadir), Dogu Asya ve Uzak dogu iilkelerinde genotip B ve C (Ja-
ponya’da B1l, Dogu Asya’da B2 - B5, Kuzey Kutup bolgesinde B6; Cin, Kore,



Gilineydogu Asya ve birgok Giiney Pasifik ada iilkelerinde C3 bulunmaktadir)
daha baskindir. Genotip D (D1- D7 olarak subtiplendirilmektedir) tiim diinya
genelinde yaygin olmakla birlikte Akdeniz bolgesi, Yakin Dogu ve Orta Dogu
tilkeleri ile Giiney Asya’da daha sik goriilmektedir. Bat1 Afrika’da genotip E;
Orta Amerika bolgesinde genotip F (F1-F4 olarak subtiplendirilmektedir) daha
baskindir (Pourkarim MR. Ve digerleri, 2014). Genotip G’nin orjini tam olarak
bilinmemekle birlikte Tirkiye, Amerika, Fransa, Kanada, Almanya, Vietnam,
Taylan ve Japonya’dan, Genotip H ise Tirkiye, Alaska, Orta ve Giiney
Amerikaayni1 zamanda Polinezya’dan bildirilmistir (Sayan M. Ve digerleri, 2014;
Ural O. Ve digerleri, 2013; Lindh M. ve digerleri, 2005; Stuyner L. Ve digerleri,
2000; Silva AC. Ve digerleri, 2010).

Yapilan ¢aligsmalara gore Giineydogu ve Dogu Anadolu bolgelerinde da-
ha yiiksek olmakla birlikte Tiirkiye, %2.5 - %9.1 arasindaki HBSAQ pozitifligine
gore orta/yiiksek endemisiteli tilkeler arasinda yer almaktadir (Van DP., 2010).
Ayrica, genotip A, E, G ve H ile enfekte olgular bildirilse de Tiirkiye’de hepatit
B’li kisilerde genotip D’nin baskin oldugu gésterilmistir (Sayan M., ve digerleri,
2012; Ural O. Ve digerleri, 2013; Sayan M. Ve digerleri, 2010; Sayan M. Ve
digerleri, 2010; Bozday1 G. Ve digerleri, 2005). Ancak Kuzey Kibris’ta HBV

genotip/subgenotip dagilimi hakkinda elimizde hig bir veri bulunmamaktadir.

Gilinimiizde kronik HBV (KHB) enfeksiyonu tedavisinde interferon-o
(IFN-a) ve ped-interferon gibi immiinmodiilator ajanlar, niikleoz(t)id analoglari
(NA); lamivudin (LAM), telbivudin (LdT), deoksiguanozin analogu (entekavir
(ETV) ve asit fosfonatlar (adefovir (ADV) ve tenofovir (TDF) gibi oral
antiviraller ((niikleoz(t)id ters transkriptaz inhibitorleri (NRTI)) kullanilmaktadir
(Sayan M., Hiilagi S., 2009; Sayan M., Bugdact S.M, 2013). Ancak tedavide
kullanilan oral antivirallerle HBV polimeraz (pol)/yiizey S genlerinde kompleks
paternler olusmaktadir. HBV nin yiiksek replikasyon kapasitesi (10*?virion/giin)
ve ters transkriptaz isleminde hata diizeltmeme ozelliginden dolayr meydana ge-

len bu mutasyonlar (10substitusyon/baz/siklus), HBV genomundaki her bir



niikleotidin giin icerisinde degisip tedavi oncesinde NA direnci meydana getire-
bilmesi anlamina gelmektedir (Sayan M., Bugdaci S.M, 2013).

Ayrica, HBV’nin genom organizasyonunda pol ve S genleri st tiste ¢aki-
sir pozisyondadir. Buna bagli olarak gelisen ilag direnci mutasyonlari, hepatit B
yiizey antijeni (HBsAQ) yapisinda aminoasit degisikliklerine neden olabilmekte-
dir. Bu nedenle, HBV enfeksiyonlarinda dogal gelisen ila¢ direnci mutasyonlari
bulunabilmektedir (Sayan M., Bugdaci SM., 2013).

HBV’nin genomik organizasyonunda pol/S gen ortiismesi nedeniyle
KHB’nin tedavisinde kullanilan oral antivirallerin as1 kacagi, tam kagagi,
immunglobulin (HBIg) kacagi, bagisik yanittan kagis HBSAgQ varyantlar1 olusa-
bilmekte ve bu varyantlarin olusturdugu mutasyonlara bagli olarak farkli klinik
sonuglar meydana gelmektedir (Baument TF. ve digerleri, 2007). Kullanilan
antiviral ajanlara karsi direncin gelismesi NA tedavisinde karsilasilan en 6nemli
sorunlardan olup, mutasyonlara bagl olarak HBV DNA yiikiinde artis ve netice-

sinde tedavide basarisizliklar goriilmektedir.

Bu ¢alismada Kuzey Kibris’taki HBV genotip ve subgenotip dagiliminin
belirlenmesi ve HBV ile enfekte NA naif hastalarda dogal gelisen pol ve S geni

varyantlarinin arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Viral hepatit ilk olarak MO 460-370 yillarinda Hipokrat tarafindan tanim-
lanmastir. Yillar boyunca kullanilacak olan “kataral ikter” terimi 1865 yilinda ilk
olarak Virchow tarafindan giindeme getirilmistir. Ik salgin (sarilik epidemisi)
Napoleon’un Misir seferi sirasinda gergeklesmistir. Daha sonra, 1883 yilinda
Almanya Bremen’de insan lenf sivisi kullanilarak hazirlanan sugigegi viriis asisi
yapilan gemi calisanlarinda kan kaynakli hepatit salgin1 gériilmistiir. Denizcile-
rin %15’inde birkag hafta ile 8 ay igerisinde sarilik hastaligi goriilmiistiir. Salgin-
lar devam etmekteydi ve 20. YY in ilk yarisinda kizamik ve kabakulak immiin
proflaksisi amaciyla plazma verilen kisiler ile insan serumu igeren sari humma
asis1 yapilan askeri personelde ve kontamine ignelerin kullanildig1 cinsel yolla
bulasan hastalik kliniklerinde tedavi goren hastalarda sarilik salginlar goriillmeye
baglamis; Il. Diinya Savagsi sirasinda kan transfiizyonu yapilan askerlerde ciddi
sorunlara neden olmustur (Oznur Oztiirk, 2010).

Viriislerin kesfinden 6nce, epidemiyolojik gézlemlere dayali olarak 2 tiir-
lii hepatit bulas1 oldugu belirtilmistir. Bunlar; ¢ogunlukla fekal-oral yolla bulas-
tig1 diisiiniilen Tip A ve parenteral olarak bulastigi diigiiniilen Tip B’dir. 1947
yilinda Maccallum ve Bauer enfeksiy6z hepatit i¢in hepatit A ve serum hepatiti
icin hepatit B terimini kullanmiglardi ve bu iki hastaligin epidemiyolojisinin
farkli oldugu saptanmustir. 1973 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO), hepatitin
iki farkli etkenini birbirinden ayirmak igin hepatit A ve hepatit B terimlerini
onermistir (Oznur Oztiirk, 2010).

HBV kan yoluyla bulasan sarilik etkeni olarak ilk kez Blumberg ve arka-
daslar tarafindan 1965 yilinda “Avusturalya (Au) Antijeni” ‘HBsAg’ olarak ta-
nimlanarak, bir serum proteini olarak rapor edilmistir (Br Med Bull, 1972). Daha
ileriki yillarda, 1970 yilinda Dane DS ve arkadaslari elektron mikroskopisi tek-
nigini Kullanarak inceledikleri hasta serumlarinda yiizeylerinde ayn1 antijeni tasi-

yan viriis benzeri partikiilleri saptamislar ve bu partikiillerin HBV oldugunu ileri



stirmiislerdir. Elektron mikroskobik olarak goriintiiledikleri bu partikiillere “Da-
ne Partikiilleri” adin1 vermislerdir. HBV enfeksiyoz partikiilii olan 42 nm biiyiik-
luglindeki Dane partikiilleri disinda 22 nm’lik sferik ve 22 x 100-200 nm biiyiik-
lugiindeki filament6z partikiiller (eksik virtis partikiilleri) de elektron mikrosko-
bunda tarif edilmis, ilerleyen yillarda gergeklestirilen c¢alismalarda virtisun
genomik yapist ve proteinleri karakterize edilmistir (Dane DS. ve digerleri,
1970).

2.2. Taksonomi

Hepatit B viriisii; Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsinde
yer alan, hepatotropik, zarfl1 ve kismen ¢ift sarmalli bir DNA viriisiidiir (Ozdemir
D, Balik 1, 2002). Hepadnaviridae ailesinde yer alan HBV, ailenin diger iiyeleri
igerisinde insanlarda enfeksiyon yapan tek ve bilinen tiim hayvan DNA viriisleri
icerisinde en kiigiik olan tiirdiir (Arslan U, Tuncer i ve digerleri, 2008); (Ali
Asan, 2007). Hepadnaviriisler memelilerde ve kuslarda olmak iizere iki farkli
cinse ayrilirlar. Orthohepadnaviriisler memelilerde, Avihepadnavirisler ise
kuslarda goriiliir. Orthohepadnaviriis liyeleri; insanlari, dag siganlarii1 (Marmota
monax), yer sincaplarim1  (Spermophilus lateralis), Arktik sincaplari
(Spermophilus parryii), ylinli maymunlari, orangutanlari, sempanzeleri ve
gibbon tiirii maymunlar1 enfekte etmektedir. Avihepadnaviriis iiyeleri ise ordek,
gri balik¢il (Ardea cinerea), kii¢iik kar kazi (Anser rossii), kar kazi (Anser
caerulescens) ve beyaz leyleklerde bulunmaktadir. Memeli ve kus
hepadnaviriisler: genomik yapilar1 birbirine benzemektedir (Oznur Oztiirk,
2010).

2.3. Virion Yapisi ve Genomik Organizasyon

Virlis elektron mikroskobunda ¢ift katmanli olarak gorilmektedir.
Distaki katman HBsAg proteinlerinden olusan viral zarftir. HBsAgQ; genis (L),
orta (M), ve kiigiik (S) olmak tiizere ii¢ protein gesitinden olugsmaktadir. Bu
proteinler ayni diziyi paylasirlar ancak, L ve M proteinlerinde farkli uzunluklarda



amino ucu uzantilart bulunmaktadir. L-HBSAQ; pre- S1 ve pre-S2 bolgelerini; M-
HBsAg ise pre-S2’yi icermektedir. 37 nm ¢apinda DNA’y1 saran icteki katman
ise Kor partikiilii veya kapsit olarak adlandirmakta ve HBCAQ proteinlerinden
olusmaktadir. Kandaki titresi 10 titre/ml den 10%itre/ml’'ye kadar
¢ikabilmektedir. Kanda saptanan HBsAg’ler virionlar degil, HBsAg’den olusan
ve viral DNA icermeyen 20 nm ¢apinda 16-25 nm uzunlugunda kiiresel
partikiillerdir. Bu bos partikiiller DNA igermedikleri i¢in hastalik yapma
yetenegine sahip degildirler (Ali Asan, 2007).

DNA’nin bu formlar1 enfekte kan serumunda yiiksek miktarda sptanabilir
(200-500 ug/ml) ve HBsAg yiizey antijenine sahiptirler. Imminojenik olan
partikiiller anti HBs antikorlar1 ile reaksiyon verirler. DANE partikiillerinin
sayist serumda 10%- 10° /ml olurken, non infektif formlar serumda 10**/ml’den
daha yiiksek miktarda bulunurlar. Serumdaki HBsAg’nin biiyiik kismini 22

nm’lik kiiresel partikiiller olusturmaktadir (Davut Ozdemir).

HBV genomu yaklasik 3,2 kb uzunlugunda, kismen ¢ift (= % 70), kismen
tek iplikli (= % 30) ¢embersel DNA’dan olusup ikozahedral bir kapsid igerisinde
bulunmaktadir ve bu kapsid disinda 3 farkli yiizey antijenini tasiyan lipid yapili
zarf yer almaktadir HBV zarf proteinleri, protein ve glikoprotein yapisinda yapi
tas1 igeren kiigik, orta ve biiyiik yiizey antijenleri olarak adlandirilan
proteinlerdir. Bunlar; kiigiik olan HBs antijeni (SHBs Ag), orta HBs antijeni
(MHBs Ag) ve biiyiik HBs antijeni (LHBs Ag)’dir. Her ii¢ bilesen enfeksiy6z
dane partikiiliiniin yapisinda yer almaktadir. L ve M proteinleri daha az oranda
virlis zarfinin yapisinda bulunurken, S bileseni ise viriis zarfindaki ana proteindir.
Bu proteinlerin karboksi terminalindeki 225 aminoasiti ortaktir ve ti¢li de S
domaininde yer alan sistein gruplari arasinda olusan disiilfit baglariyla stabilize
edilen glikozile tip 2 transmembran proteini 6zelligi gostermektedirler. HBV

virionunun sematik yapisi Sekil. 2.3.1°de verilmektedir (Ali Asan, 2007).

HBV bir DNA viriisii olmasina karsin, genom replikasyonu bir RNA

aracisi ile olmaktadir ve DNA sentezi viral polimerazin ters (revers) transkriptaz



(RT) aktivitesiyle gergeklesmektedir. Zarfli bir viriis olmasina ragmen diisiik pH,
eter, 1s1, dondurma ve ¢6zmeye oldukca direngli olma 6zelligi HBV’ye Kisiden
kisiye geciste olumlu katki saglamakla birlikte dezenfektanlara kars1 direncini de
artirmaktadir (Esra Celik, 2011; Ali Asan, 2007; Nurettin Tung, 2009).

HBV genomu, oldukga siki bir yapidadir ve her biri eksi DNA iizerinde
kodlanmig ve iist tiste c¢akisir pozisyonda olan 4 6nemli gen bolgesi (Open
Reading Frame - ORF) (a¢ik okuma bolgesi) icermektedir. Bunlar pre-S/S, pre-
CIC, P ve X bolgeleridir. Sekil 2.3.2°de HBV genomunun organizasyonu
goriilmektedir. Bu gen bolgeleri birbirleri ile i¢ ige yerlesiktirler ve farkli
bolgelerden okunmaya baglayarak farkli proteinlerin kodlanmasinda gorev
alirlar. S geninde preS1, preS2 ve S bolgeleri olmak iizere ii¢ farkli baglangic
kodonu bulunmaktadir. C geninde ise, preC ve C bolgeleri olmak tizere iki farkli
baslangi¢ kodonu bulunmaktadir. C boélgesindeki translasyon C baslangig
kodonundan baslarsa “core” (niikleokapsid) polipeptidi (HBcAQ), pre-C balangig
kodonundan baslarsa infektivite proteini (HBeAg) sentezlenmektedir. P geni
viral genomun 3/4’tinii olusturmaktadir ve RT aktivitesine sahip DNA polimeraz
enzimini sentezlemektedir. X geni DNA polimeraz (RT) ve riboniikleaz
aktivitesine sahip temel polipeptidi kodlar ve transaktivasyon proteini olan x
proteinini sentezler. Ayrica iki ORF ¢oklu proteinler kodlarlar: kor/prekor ORF
iki protein iiretmektedir (kor proteini ve e antijeni), S-ORF ii¢ zarf proteini
kodlar. Bunlar; S, M (S + preS2), ve L (S + preS2 + preS1) proteinleridir. Ayni
ORF’de kodlanan bu proteinlerin bazilari, farkli mRNA’lar tarafindan {iretilirler.
Pol proteini kor ve prekor proteinlerinin translasyonunda kullanilan pregenom
RNA ile ayni translasyon i¢ baslangici tarafindan iiretilmektedir. X mRNA
sadece X proteinini tretmektedir (Ergil AA., 2003; Sirin EImi, 2007; Nurettin
Tung, 2009).

HBV genomu igindeki protein kodlayan bolgeler disinda iki direk tekrar
bolgesi vardir. 10-12 niikleotid uzunlugunda olan bu yapilar DR1 ve DR2 olarak
adlandirilir ve replikasyonda onemli rol oynarlar. Bu direk tekrar dizilerinin

birbirine tutunmasi ile viral DNA’nin yapisal biitiinligi saglamaktadir. DNA



tizerindeki ECoRI restriksiyon kesim bolgesi genomun numaralandirilmasinda ilk
referans bolge kabul edilmektedir. Kor geninin 5’ucunda bulunan TATA benzeri
diziler ise viral RNA polimerazin, promoter bolgesine baglanmasi igin sinyal
gorevi gormektedir. Genomun en uzun geni olan P geni; X ve C genleri ile
kismen, S geni ile tamamen cakismistir. Sonu¢ olarak uzun sarmal 1,5 defa
okunmaktadir. Bu &zellik nedeniyle HBV, bilinen hayvan viriisleri iginde en
kiiciik genomik yapiya sahip olmakla birlikte, kendini kodlama kapasitesi en

fazla olan viristiir (Ela Kesen, 2006).

Viral DNA

" Viral
Polimeraz

Sekil. 2.3.1. HBV virionunun sematik yapis1 (Ali Asan, 2007)



Pre-S2

Sekil 2.3.2. HBV genomunun organizasyonu (Mahoney FJ., 1999)

Sekil 2.3.3. Dane partikiilii, sferik ve filamentoz partikillerin

elekron mikroskobu goriiniimi (Ali asan, 2007)

HBV yiiksek derecede tiir ozgiilliigii gosterir ve sadece insanlar1 ve ileri
primatlar1 enfekte eder. Hepadnaviridae ailesinin duck HBV, woodchuck (dag
sigan1) hepatiti virtisu ve ground squirrel (tarla sincabi) hepatit visusu ve digerleri
de tiire 6zgiildii (Chemin 1., Zoulim F., 2009).
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2.4. HBV Genotip/ Subgenotip ve Subtipleri

Hepatit B viriisii, RT enziminin hata diizeltme (proofreading) aktivitesin-
den yoksun olmasi ve yiiksek replikasyon kapasitesi nedeniyle (>10" virion/giin)
viral  replikasyon  sirasinda  yiiksek  niikleotid  degisim  sikligina
(10°substitution/baz/ siklus) sahiptir (Schaefer S. 2005; Locarnini SA., 2002).
Bu nedenle HBV, genotip ve subgenotip seviyesinde genomik ve cografik
farkliliklar gostermektedir. Filogenetik analiz teknigi kullanilarak elde edilen
dizilere gére HBV, tiim genomda genotipler i¢in >%7.5, subgenotipler i¢cin >%4
niikleotid dizi farkliligi gostermektedir. Bu dizi farkliliklar1 dikkate alinarak
yapilan analizlerde giiniimiize kadar HBV’nin kesinlesmis A — H’ye kadar 8
farkli genotipi ve 25 farkli subgenotipi tanimlanmistir (Emektas G. ve digerleri,
2012; Okamoto H. ve digerleri, 1988; Kurbanov H. ve digerleri, 2010).

Subtip ve serotip terimleri, HBsAg antijenik determinantlarinin ve HBV
genotip subgruplarmin her ikisini de tarif etmek i¢in kullanilmaktadir. Karisiklig
onlemek ve uygunluk saglamak igin “serotip” veya “serolojik subtip” terimi
HBsAg antijenik determinantlarini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Tiim HBV
kokenlerinde ortak olan a determinantindan baska iki determinant daha tanim-
lanmigtir. Biri 122. aa’de olup “d” yada “y” 6zgiilligiinde, digeri ise 160. aa’de
ve “w” ya da “r” ozgilligindedir. Bu ii¢ determinantin kombinasyonlari ile 4
ana serotip olgmaktadir. Bunlar; adw, ayw, adr ve ayr’dir. Bu 4 serotipin klinik
onemi heniiz belirgin degildir. Ancak ‘a’ determinanti1 ‘immune dominant’ her 4
subtip i¢in de ortaktir ve hepatit B viral enfeksiyonunda (anti- HBsAg) antikor
notrlestirici igin targettir. Yakin gegmiste, ‘a’ determinantinda gergeklesen mu-
tasyonlarin serumda bulunan koruyucu antikorlara ragmen tekrarlayan HBV en-

feksiyonlarmdan sorumlu olduklari gosterilmistir (Ozdemir D. ve digerle-
r1,2002).

A determinantinin ilave baska subdeterminantlarin tanimlanmas: ile
serolojik serotiplerinin sayis1 9’a ¢ikmistir. Bunlar aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr,
adw2, adwq, adr, adrq serotipleridir. HBV’nin serotipleri monoklonal antikorlar-

la serolojik olarak ayirt edilebilir. Bu farkl: serotiplerin cografi dagilimi farklidir.
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Kuzeybat1 Avrupa, Kuzey Amerika ve Gilineydogu Asya’da en sik adw serotipi
goriilmektedir. Akdeniz bolgesi ve Bati Afrika’da ise ayw serotip sik goriliir.
Adr serotipi Polinezya ve Giineydogu Asya’da, ayr serotipi ise Vietnam’da sap-
tanmis daha nadir serotiplerdir. Serotiplerin saptanmasi enfeksiyon kaynaginin
belirlenmesi agisindan 6nem tasir. Tiim HBV serotiplerinde ortak olan immiino-
dominant adeterminant: nedeniyle, farkli serotiplerle yeniden efeksiyon nadirdir.
Genotipler, serotiplere gore, HBV cografik dagilimi ile daha fazla uyum goster-
mektedir ve bu yiizden molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda serotiplerden da-
ha kullanishidirlar (Oznur Oztiirk, 2010).

Subtip adw’ye 6zgii diziler genotip A, B, C ve F’de; subtip ayw’ ye 6zgii
diziler genotip A, B, C, D ve E’de bulunmaktadir. Genotip C altinda ‘r’ subtipik
determinantlar bulunmaktadir. Ayni1 subtipe ait iki HBV genomu arasindaki
niikleozid farklilik, iki farkli subtipe ait HBV genomundaki niikleozid
farklili@indan azdir. Aymi genom igindeki subtipler arasindaki fark %21-2.7
arasinda degismektedir. Farkli genotiplerdeki subtipler arasindaki en kiigiik S
geni % 4.1°dir. Bu fark %10’ a kadar ¢ikabilmektedir. Tek istisna olan subtip ayr
subtiptir. adr’den %2.2 oraninda farklilik gdstermektedir (Davut Ozdemir,
2001).

HBV genotipleri, cografik bolgelere gore farkli  dagilimlar
gostermektedir. Kuzeybati Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika’da genotip A
baskin olarak goriilirken (genotip A’nin; Sahra Alti Afrikada yaygimn olan Al,
Kuzey Avrupa’da yaygin olan A2 ve Bat1 Afrika’ya 6zgii A3 olmak iizere 3 sub-
genotipi bulunmaktadir), Dogu Asya ve Uzak Dogu iilkelerinde genotip B ve C
(Japonya’da B1, Dogu Asya’da B2 - B5, Kuzey Kutup bolgesinde B6; Cin, Kore,
Giineydogu Asya ve birgok Giiney Pasifik ada iilkelerinde C3 bulunmaktadir)
daha baskindir. Genotip D (D1- D7 olarak subtiplendirilmektedir) tim diinya
genelinde yaygin olmakla birlikte Akdeniz bolgesi, Yakin Dogu ve Orta Dogu
tilkeleri ile Giiney Asya’da daha sik goriilmektedir. Bat1 Afrika’da genotip E;
Orta Amerika bolgesinde genotip F (F1-F4 olarak subtiplendirilmektedir) daha

baskindir (Pourkarim MR., 2014). Genotip G’nin orjini tam olarak bilinmemekle
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birlikte Turkiye, Amerika, Fransa, Kanada, Almanya, Vietnam, Taylan ve Ja-
ponya’dan, Genotip H ise Tiirkiye, Alaska, Orta ve Giiney Amerika, ayn1 za-
manda Polinezya’dan bildirilmistir (Sayan M. ve digerleri, 2012; Ural O. ve
digerleri, 2013; Lindh M. ve digerleri, 2005; Stuyner L. ve digerleri, 2000; Silva
AC. ve digerleri, 2010). Yapilan ¢alismalara gore Giineydogu ve Dogu Anadolu
bolgelerinde daha yiiksek olmakla birlikte Tirkiye, %2.5 - %9.1 arasindaki
HBsAg pozitifligine gore orta/yiiksek endemisiteli iilkeler arasinda yer
almaktadir (Van Damme P., 2010). Ayrica, genotip A, E, G ve H ile enfekte ol-
gular bildirilse de Tiirkiye’de hepatit B’li kisilerde genotip D’nin baskin oldugu
gosterilmistir (Sayan M. ve digerleri, 2010; Ural O. ve digerleri, 2013; Sayan M.
ve digerleri, 2014; Sayan M. ve digerleri, 2010; Sayan M. ve digerleri, 2010;
Kalayc1t R. ve digerleri, 2010). Genotiplerin cografik dagilimi Tablo 2.4.1°de

verilmektedir.
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Tablo 2.4.1. Genotiplerin cografik dagilimi. (Hande Selamoglu,2009)

Genotip { Subgenotip { Cografik Dagihm

A PAL ! SahraAlti Afrika
EAZ Kuzey Avrupa
{A3 : Bau Afrika

B Bl EJaponya
B2-B5 Tayvan, Cin,Endenoya, Vietnam,Filipinler
B6 EAIaska, Kuzey Kanada, Greenland

.................. e

C :C1-C3 : Tayvan, Cin, Japonya, Kore, Giineydogu Asya
Avusturalya
C4 Filipinler, Vietnam
: C5 :

.................. Breeseer e

D : D1-D5 : Afrika, Avrupa, Mediterrenan basin

E : Afrika

.................. .

F : Orta ve Giiney Amerika

G Fransa, Almanya, Amerika

H Orta Amerika

I EVietnam

J  Japonya

Yapilan ¢aligmalarda, farkli genotiplerin klinik ve tedavi iizerinde 6nemli
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Genotip B ve C’nin kronik hepatit B ve HSK
olusturma riskinin diger genotiplere oranla fazla oldugu gosterilmistir (Mistik R.
2005). Genotip C’nin siroz ile sonuglanan daha ciddi kronik karaciger
tahribatlartyla iliski oldugu gosterilirken, genotip B’nin genglerdeki hepatokarsi-
noma ile iliskili olabilecegi belirtilmistir. Kronik aktif hepatitlerde genotip A
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baskin olarak saptanirken, akut hepatitlerde genotip D daha yiiksek prevalanslar-
da saptanmistir (Kiilah C, Cirak Yalinay M, 2010).

Kuzey Kibris’ta HBV genotip/subgenotip dagilimi1 hakkinda elimizde hig
bir veri bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Kuzey Kibris’ta HBV ile en-
fekte bireylerde, filogenetik bir yaklasimla HBV nin molekiiler epidemiyolojisini
belirlemek ve dogal gelisen polimeraz (pol) ve yiizey S geni varyantlarini tayin

etmektir.

2.5. Epidemiyoloji

2.5.1. Bulas Yollan

HBV enfekte viiciit sivilar1 ile insandan insana bulagsmaktadir. Kan en
onemli bulas yoludur fakat semen ve tiikriik gibi diger viiciit sivilar1 da bulagma-
da etkilidir (Hou J., Li1 Z., Gu F., 2005). Hepatit B’nin 4 ana bulas yolu vardir.
Bunlar; parenteral (perkiitan), perinatal (infekte anneden yenidogana bulas
(vertikal)), cinsel (semen ve vajinal sekresyonlar) ve horizontaldir. HBV enfek-
siyonlarmin %30’a yakininin ise bulas yolu bilinmemektedir (Curry PM, Chopra
S., 2005). HBV’nin damlacik yolu ve fekal yolla bulastigina dair heniiz bilgi
bulunmamaktadir. HBV kontamine gida, su, bocek veya diger vektorler araciligi
ile bulagmamaktadir (Hou J., Li1 Z., 2005). HBV halk arasinda sanildig: gibi sa-
rilmak, kucaklagmak, 6plismek, ayni ¢atal bigagi kullanmak, okstirmek veya ak-
sirmadan da bulasmamaktadir (Thomas HC. ve digerleri, 2005).

2.5.1.1. Parenteral (Perkiitan) Yol

HBV enfeksiyonunda en énemli bulas yollarindan biridir. En 6nemli bu-
las kaynagi kan ve viiciit sivilaridir. Damar i¢i ilag kullanimi, kontamine igne
yaralanmalari, kan nakli yaptirma, hemodiyaliz, dovme yaptirma, dis cerrahisi,
akabunktur ve kulak deldirme gibi yollar bu tip bulasin en 6nemli 6rnekleridir
(Guglii E., Geyik FM., 2012). Hemodiyaliz doktorlar1, dis hekimleri, hemsireler

ve diger saglik personelleri, laboratuvar teknikerleri, damar igi ilag kullananlar,
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polisler, itfaiye elemanlari, kan ve kan ile enfekte olmus esyalar ile yakin temasta
bulunan kisiler bu tip bulas agisindan yiiksek risk altindadirlar. Cinsel temas,
damar igi ila¢ kullanimi1, akapunktur ve kan transfiizyonu ile olan enfeksiyonlarin
kroniklesme riski diisiik olup %5 olarak bildirilmistir. Bu yollarla enfeksiyon,
bagisiklik sisteminin yetersiz oldugu ¢ocukluk ve genclik doneminde daha siklik-
la ger¢eklesmektedir (Hou J., Li1 Z., 2005)

2.5.1.2. Perinatal (enfekte anneden yenidogana bulas (vertikal))

Cogunlukla yiiksek endemisiteli bolgelerde goriilmektedir. Bulas dogum
sirasinda ve dogumdan sonrasinda cilt siyriklari, mukozal penetrasyon, anne ka-
niyla temas-yutulmas: seklinde olmaktadir. intrauterin bulas nadir olarak goriil-
mektedir (%5-10) (Beasley RP, 1983). Perinatal bulas iki agidan 6nem tagimak-
tadir. Bunlar; 6nlenebilir olmasi (as1 ve/veya HBIG) ve kroniklesme oraninin ¢ok
yiiksek olmasidir. Yapilan ¢aligmalarda HBeAg (+) anneden dogan ¢ocuklarda
ilk 6 ayda enfeksiyon riski %70-90, kroniklesme riski %90 olarak gosterilmistir.
Bu oran HBeAg (-) anneden dogan ¢ocuklar igin ise sirasiyla %10-40 ve %40-70
olarak verilmistir (Badur S., 2004).

2.5.1.3. Cinsel Bulas

Cinsel yolla bulas diinya genelinde ve 6zellikle diisiik endemisiteli bolge-
lerinde yaygin olarak goriilmektedir. HBV cinsel yolla bulagan hastaliklar ara-
sinda gosterilmektedir. Homoseksiiellerin cinsel temasa bagli olarak yiiksek risk
altinda olduklar1 bilinmeketedir (%70 homoseksiiel erkek cinsel aktiviteden 5 yil
sonra enfekte olmaktadir) Buna ragmen heterosekiiel bulas da giderek artmakta-
dir. Coklu partner, cinsel yolla bulasan hastalik hikayesi ve sifiliz pozitif olan
kisiler HBV enfeksiyonu agisindan risk altindadirlar. Cinsel partneri damar igi
ilag¢ kullanicisi, hayat kadinlariyla birlikte olan kisilerde risk daha da artmaktadir
(Hou J., Li1 Z., 2005).
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2.5.1.4. Horizontal Bulas

Orta yiiksek endemisite gosteren bolgelerde gocuklar ve geng yetiskinler
arasinda en onemli bulas seklidir. Kardesler, akrabalar, arkadaslar arasinda ve
Ozellikle de ayni evde yasayanlar arasinda gegis soz konusudur. Bulasmanin
mekanizmasi tam anlasilmamis olmakla beraber, yakin temas, ortak bazi malze-
melerin kullanilmasi, (tiras makinesi, jilet, havlu, dis fir¢asi, banyo malzemeleri
vs) ile kan, tiikriik ve serdz sivilarin defektli cilt veya mukozaya temasi sonucu
oldugu diisiiniilmektedir. Kalabalik yasam sartlar1 (yatili okul, kisla, hapishane,
yurt), koti hijyen ve diisiik sosyo-ekonomik durum HBV bulasma oranini arttir-
maktadir. Diger onemli risk faktorleri kan ve kan iriinlerinin veya ilaglarin

intravendz verilmesi, seksiiel temas, enstitiilerde bakim ve tasiyicilarla temastir.

Tablo 2.5.1.1. HBV’nin bulasma yollar1. (Ayse Sen, 2009).

|.Parenteral

- Kan ve kan iriinleriyle temas ve transfiizyon
- Kontamine igne, enjektor, bistiiri, sonda v.s.
- Hemodiyaliz

- Damardan uyusturucu kullanimi

- Oral cerrahi

- Akupunktur, kulak delme, tras v.s.

[1. Perinatal/Vertikal

I1l. Cinsel Temas

V. Horizontal

2.5.2. Risk Gruplari

HBV agisindan risk altinda olan kisi gruplari; HBSAg pozitif kisilerle
cinsel temasta bulunanlar, HBsAg pozitif kisilerin 1. derece akrabalari, HBSAg
pozitif kisiyle ayni evde yasayanlar, intravendz ilag kullanma aligkanligi bulunan
kisiler, birden ¢ok cinsel esi bulunan ve cinsel yolla gegen hastalik 6ykiisii bulu-



17

nanlar, homoseksiieller, hayat kadinlari, hapishanelerde yasayan kisiler, uyustu-
rucu bagimlilari, doévme yaptiranlar, kulak deldirenler, kronik alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat transaminaz (AST) yiiksekligi bulunan kisiler,
hepatit C virtis (HCV) ya da human imminodeficiency viriis (HIV) ile enfekte
kisiler, diyaliz hastalari, tiim gebe kadnlar, sik kan ve kan iiriinleri alanlar, kan
ve kan irtnleri ile mesleki nedeniyle sik sik temas eden meslek sahipleri, bakim
ve huzurevlerinde yasayanlar, zeka ve gelisme geriligi olanlar ve bunlara bakim
verenler, kan, plazma, sperm, organ ve doku vericileri, immiin yetersizligi bulu-
nanlar veya uzun siire immiin supressif tedavi gorenlerdir (Hou J, 2005; Akhan
S. ve digerleri, 2009).
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Tablo 2.5.2.1. HBV enfeksiyonu bulagsma yollar1 ve bulagsma yollarina gore risk
gruplari (Ayse Sen, 2009).

I. Perkiitan (parenteral) bulasma

 Cogul transflizyon yapilan hastalar ve hemodiyaliz hastalari
« Damar i¢i uyusturucu bagimlilari

« DOvme yaptiranlar

« Saglik personeli

« Cerrahlar

« Dis hekimleri

« Hemsireler

- Hastabakicilar

« Laboratuvar teknisyenleri

« Ilk yardim galisanlar

I1. Cinsel temasla bulasma

« Erkek escinseller

« HBV tasiyicilarinin cinsel partnerleri ve hayat kadinlari

« Cok partnerli heteroseksiieller

I11. Perinatal bulasma

« HBV tasiyici annelerin bebekleri

IV. Horizontal bulasma

- Kalabalik topluluklarda kotii hijyen ve diisiik sosyoekonomik durumdakiler

« Mental ozurliiler

2.5.3. Korunma

Diger birgok enfeksiyon ajan1 gibi, HBV enfeksiyonlar1 da 3 bilesenden
olusmaktadir. Bunlar; enfeksiyon kaynagi, duyarli konak ve bulas yoludur.
HBV’de en etkin kontrol, enfekte kisileri tedavi etmekten ziyade duyarh kisileri
HBV’den korumak seklinde olmalidir. Bu amagla ilk olarak bulas1 engellemek ve
daha sonrasinda duyarli konagi asilamak gerekmektedir (Kao H.J. 2002). HBV
enfeksiyonu bulasindan korunma genel korunma 6nlemleri, pasif immiinizasyon

ve aktif immiinizasyon ile ger¢eklesebilmektedir.
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2.5.3.1 Genel Korunma Onlemleri

HBV enfeksiyonundan korunmada oncelikle bulas yollari iyi bilinmelidir
ve dnlemler bu dogrultuda alimalidir. Ornegin; parenteral yol ile bulasan etken
yogun olarak kanda ancak daha az yogunlukta diger biitiin viicut sivilarinda bu-
lunmaktadir (idrar, ter, goz yasi, meni, vajen salgisi, tiikkiiriik, idrar, plevral sivi,

periton sivisi, vb.)

Tim hastalar potansiyel HBV enfeksiyonlu kabul edilip 6nlemler alinma-
lidir. Risk altinda olan kisiler kendi emniyetleri i¢in asilanmali ve koruyucu giy-
siler giymelidirler (lastik eldiven, g6z koruyucu vb.). Tibbi atiklar giivenli olarak
yok edilmelidir. Kan ve kan iiriinlerinin HBSAg yoniinden taranmali, Sterilizas-
yon ve dezenfeksiyon kurallarina uyulmalidir. Tiim kan, organ ve sperm vericiler
HBsA(g yoniinden taranmalidir. Kroniklesme agisindan perinatal bulas ¢ok 6nem-
lidir ve anneler taranmalidir, postnatal bagisiklama saglanana kadar anne siitii
verilmesi engellenmelidir. En 6nemli bulas kaynaklarindan birisi olan dis tedavi-
si klinikleri olup, buralara basvuran hastalar HBV acisindan taranmalidir.
Klinisyenler de bu konuda daha dikkatli olmaya yonlendirilmeli ve dis hekimleri
de dahil edilerek gereken egitimle beraber tedbir almalar1 saglanmalidir. Ayrica
enjektor, jilet, akupunktur igneleri gibi kanla temas edebilen gereglerin kullanil-
diktan sonra atilmasi, tipta ve dis hekimliginde kullanilan ara¢ ve gere¢ usuliine
uygun dezenfekte ve sterilize edilmesi, siipheli cinsel iliskilerde kondom kulla-
nilmasi, sosyoekonomik, sosyokiiltiirel yap1 iyilestirilmelidir (Bargin T. 2010;
Giglii E., Geyik FM., 2012).

2.5.3.2. Pasif Immiinizasyon

Hepatit B hiperimmiinglobulini (HBIG) yiiksek titrede anti-HBs igermek-
tedir ve yiiksek konsantrasyonda anti-HBs i¢eren HBsSAQ pozitif bireylerin plaz-
masindan elde edilmektedir. Pasif immunizasyonda bireyler asilamadan hemen
sonra yiiksek titreli anti HBs (HBIG) igeren Ig’ler gelistirdikleri i¢in akut ve kro-
nik enfeksiyondan korunabilmektedirler. HBIG Cohn Oncly fraksiyonel prosedii-
re gore hazirlanip yiiksek anti-HBs (100.000 IU anti HBs/ml) titresine sahiptir.
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HBIG hepatit B asis1 ile baz1 durumlarda etkindir. Bunlar; HBsAg pozitif anne-
den dogan bebekler i¢in profloksi, HBsAg pozitif kan ile perkiitan veya mukus
membran yoluyla bulas ve HBsAg pozitif kisiyle cinsel temasta bulunmak.
HBIG ayrica hastalar1 karaciger transplantasyonun sonrasi tekrarlayan HBV en-

feksiyonlarina karsi korumaktadir (Mahoney FJ., 1999).

Erigkinlere yapilacak tiim uygulamalarda 0.06 mL/kg standart dozunda,
HBsAg pozitif anneden dogan bebeklere 100.000 1U, Kkas i¢i ve tercihen deltoid
veya gluteal kasa uygulama yapilmasi 6nerilmektedir. Eger HBV asisi ile aym
anda uygulanmasi gerekiyorsa farkli bolgelerden yapilmalidir. Standart dozlarda
yapildiginda, HBV enfeksiyonuna kars1 yaklasik 3-6 ay koruyuculuk saglamak-
tadir (Giiglii E., Geyik FM. 2012).

2.5.3.3. Aktif Immiinizasyon

Giivenilir, immulojik ve etkili hepatit B asis1 1981’den beri Amerika’da
kullanilmaktadir. Asilar ya HBV tasiyicilarinin plazma 6rneklerinden elde edilen
saflastirllmis HBsSAQ seklinde ya da rekombinant gen teknolojisiyle maya veya
memeli hiicrelerinden elde edilmeye baslanilmistir (Mahoney FJ, 1999). Bu asi-
lar 22 nm biiyiikligiinde olup tire, pepsin, formaldehit ve 1s1 ile inaktive edilmis
HBsA(Q pargaciklarindan olusmaktadirlar. Uzun siireden beridir giivenli sekilde
ve etkinlikle kullaniliyor olsalar dahi bu asilarin bazi sakincalar1 vardir. Bunlar;
virlisu inaktive edebilmek i¢in uygulanan yogun iiretim islemleri, AIDS ve HBV
gibi kan yolu ile bulasan patojen gecisi agisindan riskli, yiikksek maliyet, uygun
insan plazmasini bulmada gii¢liik ve zararsiz oldugunu gosteren 6 aylik uzun bir
perioda gereksinim duyma. Bu risk faktorlerinden dolay1r rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak HBsAg ekspre edilmis ve ikinci kusak asilar gelistirilmis-
tir. HBsAQ peptid asilar ¢esitli hiicre dizileri ile tiretilmistir. Bunlar; Escherichia
coli (E.coli),  Saccromyces cerevisiae (S.cerevisia), Pasturella pastoris
(P.pastoris), Cin hamster yumurta hiicreleri, fare hiicreleri ve Drosofila
Sxhneider 2 hiicreleridir. 1990’larda ti¢iincii kusak hepatit B asilar1 gelistirilmis-
tir. Bu agilar, kiigiik S ve orta Pre-S2 proteinlerini ya da her ti¢ zarf proteinlerini

(S, Pre-S2 ve biiyiik Pre-S1 proteinleri)’ni ekspre edebilen ve salgilayabilen,



21

HBV niikleik asiti verilmis memeli hiicrelerinde gelistirilmistirler. Yeni Pre-S/S
HBYV asilarinin bagisiklig: yetersiz ya da geleneksel asilara cevap vermeyen kisi-

lerde immunojenesiteyi artirici etkisi oldugu gosterilmistir (Selamoglu H., 2009).

Asilamada 0, 1 ve 6. aylarda uygulanan ii¢ dozluk veya 0, 1, 2 ve 12. ay-
larda uygulanan dort dozluk programlar uygulanmaktadir. Cocuklara 10 pg,
eriskinlere 20 pg dozlarinda Kkas igine (deltoid) yapilmasi 6nerilmektedir. Enfek-
siyona kars1 serolojik korunma, anti-HBs diizeyi >10 mIU/mL oldugunda miim-
kiindiir. Ug doz asilamadan sonra %95’in iizerinde koruyuculuk saglanirken, bu
oran ¢ocuk ve addlesanlarda %90’in iizerine ¢ikmaktadir. Ileri yas, sigara kulla-
nimi, obezite, HIV, bobrek yetmezligi, kronik karaciger hastahigi,
immiinosupresif hastaliklar serokonversiyon oranimi diisiirmektedir (Mahoney
FJ. 1999).

Asilama sonrasi rutin antikor kontrolii 6nerilmemektedir. Saglik ¢alisan-
lar1, kronik hemodiyaliz hastalar1 ve immun baskin hastalar gibi bazi gruplarda
antikor bakilmasi1 ve 10 mUIl/ml’den daha az antikor titreleri tespit edilenlere
koruyuculuk saglanamadigi i¢in ikinci 3 dozluk asi yapilmasi Onerilmektedir

(Centers for Disease Control and Prevention, 2006)
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Tablo 2.5.3.1.1. Hepatit B asis1 onerilen Kisi ve gruplart (Ayse Sen,2009).

= Saglik personeli

= Bazi hasta gruplar1 ve bunlarla iliskisi olanlar;

- Hematoloji/Onkoloji ve hemodiyaliz iinitesi hastalar1 ve ¢alisanlari

- Sik ve/veya masif kan transfiizyonu ve pihtilasma faktorii almasi ge-
reken hastalar(hemofili, talasemi vb.)

- Mental retarde kisiler ve izlendikleri iinitelerde c¢alisanlar ve
persistan antijenemisi olan kisilerin izlendigi initelerde c¢alisanlar
veya ayni evde oturanlar

» Yiiksek hastalik insidansi olan toplumlar v Alaska Eskimolari,Haitili
ve Hintli gogmenler,

- HBsAg pozitif anneden dogan bebekler,

- Askeri personel

- Kan bankasi ¢alisanlari

- Seksiiel yasantilar1 nedeniyle yiiksek risk tagiyanlar

- Intravendz ilag kullananlar

- Mahkiimlar

2.5.4. Klinik ve Laboratuvar Tam

HBV enfeksiyonu ¢ok degisken bir klinik spektruma sahiptir. Klinik ola-
rak akut veya fulminan hepatit, kronik veya kronik tasiyicilik seklinde seyredebi-
lirken, karaciger sirozu ve HSK’ye gidebilen hepatit tablolar1 da yapabilir (Kiilah
C.,Cirak YM. 2010). Akut B hepatiti, HBV ile karsilagmasini takiben, 6 hafta ile
6 ay arasinda degisen bir inkiibasyon doneminden sonra gelismekte ve
asemptomatik enfeksiyondan, fulminant hepatite kadar degisebilen klinik bir
tablo olarak ortaya ¢ikmaktadir. Akut hepatit B’li bir hastada iyilesme 6 aydan
kisa siirede gozlenmektedir. Altt ay sonunda HBsAg pozitifligi devam eden en-
feksiyonlarm kroniklestigi kabul edilir. Kronik enfeksiyonlarda HBV DNA’nin
anlamh diizeyde olgiilebilir (> 10%°kopya/ml) olmasi, siirekli ya da intermittan

transaminaz yiiksekligi, Kkaraciger biyopsisinde orta veya ileri diizeyde
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nekroinflamatuvar aktivite ve fibrozisin gozlendigi kronik hepatit olmasi bek-
lenmektedir (Yakup Ulger, 2012) Kronik HBV’li hastalarin bazilari

biitiin yasamlar1 boyunca viriisu tasimalarina karsin higbir karaciger fonksiyon
bozuklugu yasamazlarken, bazilarinda kisa siire igerisinde karaciger yetmezligi-
ne kadar ilerleyebilen ciddi sonuglar gozlenebilmektedir (Sonsuz A., 2007).
HBV enfeksiyonu g¢ocuklarda ve genglerde yetiskinlere gore daha hafif ve
asemptomatik olarak seyretmektedir. Hastaligin 4 yasin altindaki ¢ocuklarda
%90, 30 yasin tizerindeki yetiskinlerde ise 2/3 oraninda asemptomatik olarak
gecirildigi bildirilmektedir (Ela Kesen, 2006 ).

HBV’ye ait antijenlerin ve antikorlarin hasta serumunda saptanmasi
efeksiyonun 6zgiil tanisi i¢in yaygin kullanilan yontemlerdir. HBV enfeksiyonu-
na farkli serolojik belirtegler (HBsAg, total anti- HBs, anti HBc Ig G, HBe Ag,
anti HBe 1gG), HBV DNA diizeyi, hastanin immunolojik ve nekroenflamatuar
durumunu gosteren serum ALT ve AST seviyeleri ile karaciger biyopsisi ile tani
konulmasi miimkiindiir. (Gigli E., Geyik FM. 2012)

Viriise ait HBsAg ve HBeAg ticari olarak bulunan birgok “enzym
immunoassay” (EIA) ve “radio immunoassay” (RIA) Kkiti araciligiyla saptana-
bilmektedir. Bu antijenlere karsi gelisen antikorlar (anti-HBc IgM, total anti-
HBc, total anti HBs ve anti HBe IgG) yine ticari kitler kullanilarak tespit edile-
bilmektedir (Ersin Askar, 2006).

2.5.4.1. HBsAg

Akut HBV enfeksiyonunun inkiibasyon doénemi 4-28 hafta olarak belir-
lenmis fakat ¢ogu vakada bu aralik 60-180 giindiir. Yeni enfekte olan kisilerde,
HBsAg, HBV ile temastan 30-60 giin sonra serumda belirlenmektedir (Ela Ke-
sen, 2006). HBsAg varligi devam eden enfeksiyonu gostermektedir. Hepatitin
ortaya ¢ikmasi serumda HBsAQ’nin saptanmasindan ortalama 4 hafta (1-7 hafta)
sonradir. Hastaliga ait belirtiler ve sarilik ortaya c¢iktiginda HBsSAQ hastalarin
%95’inde pozitif olarak saptanmaktadir. HBSAg akut ve kronik hastaliklarin ayi-
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rimim1 yapamaz, hastalik iyilesme ile sonlanirsa 4-6 ay icinde kaybolur. Akut
enfeksiyonda 6 aydan daha uzun bir siire kalmasi, enfeksiyonun kroniklesebile-
cegini diistindiiriir. Asilamadan sonra ¢ocuklarda gecici HBsAgQ pozitifligi sapta-
nabilir (Ersin Askar, 2006).

2.5.4.2. HBe Ag ve Anti HBe

HBeAg hastaligin baslangicinda bulunur ve viral replikasyonun aktif ol-
dugu donemde pozitif olarak saptanmaktadir. Anti-HBe kanda HBeAg kaybol-

dugunda saptanmaya baslamaktadir.

2.5.4.3. AntiHBc Ig M

Anti-HBc Ig M, akut ve yeni gegirilmis enfeksiyonda pozitiftir ve bazen
tek basina pozitifligi akut hepatit B enfeksiyonu tanisin1 koydurmaya yeterli ola-
bilir. Anti-HBc Ig M hastaliktan 6-24 ay sonra kandan kaybolur (Siimbiil M,
1997).

2.5.4.4. Anti HBc IgG ve total anti-HBc

Anti-HBc Ig G pozitifligi kisinin herhangi bir zamanda enfeksiyonu ge-

cirdiginin gostermektedir.

2.5.4.5. Anti-HBs

Anti-HBs pozitifligi kisinin asili ya da dogal yolla enfeksiyonu gecirerek
bagisiklik kazandigini gdstermektedir (Geng O. 2014).

2.5.4.6. HBV DNA

HBV-DNA viral replikasyonun en 6nemli gostergesidir. HBSAgQ varligin-
da serumda HBV- DNA tespiti virlis miktarin1 ortaya koyar ve serum

transaminaz diizeyleri ile orantilidir (Ela Kesen, 2006). HBV DNA’nin belirlen-
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mesinde en etkili yontem polimerase chain reaction (PCR) yontemidir. Bu yon-
temle ¢ok kiigiik miktarda HBV DNA saptanabilmektedir.

Tablo 2.5.4.1. HBV’nin Antijen ve Antikorarnin Adlandirilmasi
(Stimbiil M. 1997).

HBV Yiizey virion (Dane partikiilleri)

HBsAg Yiizey antijeni
HBCAgCoream”en(karamgerdesaptamr) ..........................
HBEAg ....................................... Ea nt” en.(. nfekt|v| t ey | gostem) .............................
Ant||-||35 ................................. HBsAgekarslanukorolusumunu|mmun|tey|

: gosterir

Anti HBc (total) i HBCAQ’ e kars1 antikor olusumunu gosterir. Ge-
cirilmis enfeksiyonu gosterir

Anti- HBe i HBeAg’e kars1 antikor olusumunu gosterir. Dii-

| siik infektiviteyi gosterir
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Tablo 2.5.4.2. Serolojik kan testlerinin muhtemel sonuglar1 ve yorumlar
(Ayse Sen, 2009).

Sonug¢ HBsAg éAnti HBs EAnti HBc HBeAg EAnti HBe
........... 2 .-+--..+.-+-
3 ........... + ........... + ..................... + ..........
4 .......... Fevemreanns + - ........... -\.+ ......... .-- _ ...........
5 ............ s S + .......... + .......... + / .........
........... 6 ++
........... 7

1. Cok erken evre akut HBV enfeksiyonu veya kronik HBV tasiyiciligi (anti-
HBc olgiilemeyecek kadar diisiik seviyelerde).

2. Akut HBV enfeksiyonu veya kronik HBV tasiyiciligi (oldukga enfeksiyoz).

3. Akut HBV enfeksiyonu (ge¢ evre) veya kronik HBV enfeksiyonu (disiik
enfektivite)

4. Akut HBV enfeksiyonu veya kronik HBV enfeksiyonu (bazen HBe Ag/Anti-
HBe’de yiikselme goriilmez).

5. Pencere donemi veya gecirilmis HBV enfeksiyonu (anti-HBs 6l¢iilemeyecek
kadar diisiik seviyelerde).

6. Akut enfeksiyon sonras1 koruyuculuk veya enfeksiyon ge¢gmekte.

7. Akut enfeksiyon sonras1 koruyuculuk (anti-HBc olgiilemeyecek kadar diisiik

seviyelerde) veya hepatit sonrasi asilanmig hasta.
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2.5.5. Diinyada HBV

HBV enfeksiyonu’nun diinyadaki dagilim: cografik bolgelere gore diisiik,
orta ve yiiksek endemisite bolgelerine ayrilmistir. Bolgedeki HBsAgQ ve anti-HBs
pozitifligi, kisilerin yas1 ve viriisun en sik hangi yolla bulastigina bagli olarak bu
aymrim yapilmistir. Diinya genelinde HBsAQ pozitifligi %0,1-20 arasinda veril-
mektedir ( Nurettin Tung, 2009).

Yiksek endemisite bolgelerinde (Sahra alti Afrika, Gilineydogu Asya,
Cin, Alaska) ise HBsAg pozitiflik prevalans1 % 5-20 oranindadir ve yetiskinlerin
% 70’ten fazlas1 enfeksiyona karsi bagisiktir. Maternal, perinatal ve horizontal

yollar ana bulas yolaridir (Nurettin Tung, 2009).

Tiirkiye'nin de i¢inde bulundugu Ortadogu, Giiney ve Dogu Avrupa, Gii-
ney ve Orta Amerika, Orta Asya iilkeleri ile Japonya orta endemisite bolgeleridir.
Bu bolgelerde HBSA(Q tastyicilik oran1 %2-10 arasinda degismektedir. Enfeksi-
yon g¢ogunlukla ¢ocukluk, ergenlik ve geng eriskinlik dénemlerinde alinmakta
olup baslica bulas yolu horizontaldir (Ak¢am Z.F., 2003). KHBV enfeksiyon’lu
olan hastalarda Tiirkiye’de baskin genotip genotip D olarak gosterilmistir (Ka-
layc1 R., Altindis M. ve digerleri, 2010; Ozdemir D., Balik 1. 2002).

Diisiik endemisite bolgelerinde (Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Ka-
nada, Bati Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda) HBsAg pozitif olanlarin
prevalanst % 0,1-2°dir. Enfeksiyon genelde adolesan ve yetigkinlerde goriiliir ve
cinsel temas (%35) ve perkiitanz temas en onemli bulas yoludur. Vakalarin
2/3’1 15-29 yaslar arasindadir. Eriskinler agisindan enfeksiyonla karsilasma ora-
n1 da %20’yi asmamaktadir. Genel populasyonda, HBV enfeksiyon insidansi
diisiik iken, homoseksiieller, cok partnerli heterosekstieller ve intraven6z uyustu-
rucu bagimlilart gibi yiiksek riskli gruplarda ve bazi etnik gruplarda (zenciler,
Eskimolar, Yeni Zelanda maorileri, Avustrlya yerlileri gibi) enfeksiyon endemik-
tir (Ayse Sen, 2009).
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2.6. Tedavi

Akut HBV enfeksiyonu igin spesifik bir tedavi sekli bulunmamaktadir.
Kusma ve ishalle kaybedilen sivi kaybini gidermek ve dengeli beslenmeyi den-
gede tutarak hastanin konforunu saglamak hedeflenmektedir. Kronik HBV en-
feksiyonlar1 ise antiviral ilaglarla tedavi edilebilmektedir. Kronik HBV enfeksi-
yonunda tam iyilesme, HBV’nin eradikasyonu ve HBsAg serokonversiyonu na-
dir goriilen bir durumdur. KHB’nin giincel tedavi yaklasimlarinin amaci arzu
edilmeyen komplikasyonlarin (siroz, son donem karaciger hastaligi, KSH) geli-

simini engellemektir (Lozano R. ve digerleri, 2012).

Kronik hepatit B hastaliginin tedavisinde pegile interferonlarin yani sira
lamivudin disinda adefovir, entekavir, tenofovir ve telbivudin gibi yeni oral
niikleozid/niikleotid analoglarinin kullanilmaya baslannmasiyla kompanse ve
dekompanse siroz, HSK kanser gelisimi, akut alevlenmeler gibi korku- lan bir-
¢ok komplikasyona kars1 onemli asamalar kaydedilmektedir. Boylelikle pegile
interferon kontrindike olan ya da tolere edemeyen hastalar icin de tedavi alterna-

tifleri ortaya ¢ikmigtir (Akhan S. ve digerleri, 2014).

Interferon (IFN) ile saglanan HBeAg ve HBV DNA yanitlan
niikleotit/niikleozid analoglari ile saglanandan daha kalici olmakla birlikte oran
oldukga disiiktiir. Antiviral tedavi ile viral klirens saglamak giictiir. Bunda
replikatif aracilarin kovalent bagl ¢embersel DNA’nin (covalently closed circu-
lar-cccDNA) rolii biiyiiktiir. Konak genomu igin bir havuz olustururlar ve re-
enfeksiyon olmadan replikasyonu yeniden saglarlar. Bu enfektif aracilarin eradi-
kasyonu ¢ok zordur. Antiviral tedavi ile saglanan viral yiikte azalma T hiicre
yanitinda belli 6l¢lide diizelemeye yol agsa da viral eradikasyon saglamaya yet-

mez.
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2.6.1. Kronik Hepatit B Tedavisinde Kullamlan flaclar

KBH tedavisinde kullanilan iki grup ila¢ vardir. Bunlar; interferonlar
(IFN alfa 2a, IFN alfa 2b, PEG-IFN alfa 2a, PEG-IFN alfa 2b) ve NA’dir.
Niikleoz(t)id analoglar1 da 3 alt gruba ayrilirlar. L-niikleozidler (lamivudine
(LAM), telbivudine (LdT), ve emtricitabine), deoxyguanine analoglar1 (entecavir
(ETV)) ve asiklik niikleozis fosfonat (adefovir (ADV) ve tenofovir (TDF). LAM,
LdT, ETV, ADV, ve TDF Avrupa, Amerika ile birgok Asya ve Latin Amerika
tilkelerinde HBV tedavisinde kullanilmak onaylanmistir (Sayan M. ve digerleri,
2010). Yiiksek etkinlik, iyi tolere edilebilirlik ve diisiik direng oranlar1 nedeniyle
Peg-1FN-alfa-2a/2b, entekavir ve tenofovirdir tedavide ilk tercih edilecek ilaglar-
dir (Tunga Bargin, 2010).

2.6.1.1. interferon —Alfa (IFN-alfa)

Antiviral, antiproliferatif ve immiinmodiilator etkilidir. Konagin hiicresel
immiin yanitin1 gii¢lendirir, viral DNA sentezini inhibe eder ve antiviral enzimle-
ri aktive eder. HBV ile enfekte hepatositlere kars: hiicresel immiin yaniti Klas |
histokompatibilite antijenlerinin ekspresyonunu artirarak ve yardimci T lenfosit-
ler ile dogal oldiiriicii lenfositleri uyararak gerceklestir. Interferon tedavisinde
tedavi siiresi belirlidir ve direngli mutantlarin gelismesi giigtiir. Tedavide kalici
yanitin daha uzun siireli olmasi interferon tedavisinin avantajlari arasindadir.
Ancak IFN’larin 6nemli yan etkileri bulunmaktadir ki bu da tedavinin birakilma-
sinda etkilidir. Dekompanse karaciger hastaligi olanlarda kullanilmaz. Tedavi
stiresinin belirli olmasini isteyen, geng ve gebe kalmayi planlayan, viral yiikii
diisiik, transaminazlar yiiksek hastalarda ise iyi bir tedavi secenegidir. Standart
interferon yerini yarilanma 6mrii daha uzun olan pegile interferona (PEG-1FN)
birakmistir. PEG-IFN’ler; interferon molekiiline polietilen glikol eklenerek
molekiiliin yar1 émrii uzatildi ve daha uzun siireli etkin hale getirildiler (Yakup
Ulger, 2012). interferonlara gére hem daha etkili hem de uygulama kolaylig
nedeniyle PEG-IFN’ler giiniimiizde tercih edilmektedirler. PEG-IFN’ler HBeAg
pozitif hastalarda 6 ay, negatif hastalarda ise 12 ay olarak kullanilmaktadirlar.

Direkt antiviral etkinlik ve immun sistem {izerinde etkili olmasi nedeniyle,
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antiviral tedavilere gore daha yiiksek oranda HBeAg kaybi ve serokonversiyonu
ile HBsAQ kaybi olmaktadir. Direng gelisimi ise olmamaktadir. PEG-IFN’lerin
dezavantajlar1 ise; antiviral tedavilere gére HBV-DNA’y1 daha diisiik oranda
baskilamasi, subkutan enjeksiyon sikintisinin ve interferon kullanima bagli gori-
len yan etkilerin olusmasi seklinde siralanabilir (Tansu Yamazhan, 2011). PEG-
IFN’larin alfa 2a ve 2b olmak iizere iki tipi vardir.

Standart IFN ve PEG-IFN tedavilerinin yan etkileri benzerdir. influenza
benzeri hastalik bulgular, ates, titreme, basagrisi, halsizlik, kas agrilari, enjeksi-
yon yerinde reaksiyon, anksiyete, depresyon, intihar tesebbiisii, sa¢ dokiilmesi,
Kilo kaybi, istahsizlik en sik rastlanan yan etkilerdir. Ayrica otoantikorlarin geli-
simine de neden olabilir. 1FN’ler miyelosiipresiftir, belirgin n&tropeni
(<1000/mm? ve trombositopeni( <50.000/mm? nadirdir. Ozellikle sirotik zemin-

de hepatik alevlenme ve dekompansasyona neden olabilir.

2.6.1.2. Niikleozid Analoglari

NA’lart seliiler DNA polimerazlara baglanmak igin dogal substratlar ile
yarigan bilesiklerdirler. NA’larinin yeni yapilmakta olan DNA’ya baglanmalari
sonucunda DNA zincir sentezi durur ve viral replikasyonu onlenir. Niikleozid
analoglarinin ¢ogu sitoplazmada bulunan enzimler tarafindan niikleozid 5’-
trifosfatlara fosforillenir; ardindan viral polimerazlar ile etkilesir. Kronik hepatit
B tedavisinde ilk denenen DNA polimeraz inhibitérleri adenin arabinosid ve
ak6z monofosfat tiirevidir. Her ikisinin de sinirh etkileri ve noéromiiskiiler
toksisiteleri nedeniyle tedavide fazla kullanilmamislardir. FDA tarafindan kronik
hepatit B tedavisinde onaylana 3 NA’u bulunmaktadir. Bunlar; 1998°de onayla-
nan lamivudin, 2002’de onaylanan adefovir dipivoksil ve Mart 2005’te onayla-
nan entekavir’dir. Bu ajanlar giivenilir ve oral olarak kullanilabilirler. Tedavi
kesildikten sonra hastalarin az bir kisminda kalici cevap olusmaktadir. Bu ne-
denle hastalarin biiyiik bir boliimiinde uzun siire kullanilmaktadirlar. Uzun siireli
kullanim ise ilaca direngli HBV mutantlarinda artisa ve ilacin etkinliginde diisiis-

lere neden olmaktadir (Muharrem Dogan, 2007) Lamivudine, adefovir,
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entekavir, telvubidine, tenofovir HBV replikasyonunu baskilamada kullanilan
antiviral ilaglardir (Tunga Bargin, 2010).

2.6.1.2.1. Lamivudine;

1998 yilinda kronik hepatit B tedavisinde ruhsat alarak kullanima giren
Lamivudine ilk L-niikleozit analogudur. Bir siklik niikleozit analogu olan
lamivudin, intraseliiler hepatosit kinazlar tarafindan fosforile edilerek aktive
metaboliti trifosfata doniisiir. Bu form, HBV polimerazin dogal substrati olan
niikleotit trifosfatla yarismaya girerek polimeraz enzimini bloke eder ve viral
replikasyonu engeller. Boylece viral replikasyon durmaktadir. Lamivudinin
HBeAg’i pozitif ve negatif kronik HBV infeksiyonlarinda, kompanze ya da
dekompanze sirozlu hastalarda ve c¢ocuklardaki kronik HBV infeksiyonlarinin
tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu ilaca karsi zaman igerisinde direng
gelismektedir. Lamivudin kullanan hastalarda zaman iginde gelisen direg, kronik
hepatit B tedavisinin en temel konularindan birisini olusturmaktadir. Polimeraz
geninin RT proteini iizerindeki C ve B bolgelerindeki mutasyonlar lamivudin
direncinden sorumlu temel mutasyonlardir. Lamivudine direnci ile ilgili risk fak-
torleri arasinda; tedavi siiresinin uzunlugu, tedavi 6ncesi yiikksek HBV DNA yer
almaktadir. Genotipik direng, bir yildir lamivudin alan hastalarda % 14-32 ara-
sinda goriilmektedir ve tedavinin 5. yilinda % 50-60’lara yiikselmektedir
(Yamazhan T., 2011).

2.6.1.2.2. Adefovir;

Revers transkriptaz ve DNA polimerazi inhibe ederek HBV DNA zinciri-
nin sonlanmasina neden olur. Adefovir diren¢ mutasyonlart DNA polimerazin D
bolgesinde bulunan rtN236T ile B bolgesinde bulunan rtA181V/T gen bolgele-
rinden kaynaklanmaktadir. Suboptimal viral supresyon ile lamivudine direnci

Adefovir direnci acisindan risk faktorleridir (Yakup Ulger, 2012).
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2.6.1.2.3. Entekavir;

2-deoksiguanozinin bir karbosiklik analogudur ve konak hiicre seliiler
kinazlar1 tarafindan fosforillenerek aktif form olan entekavir trifosfat formuna
doniistir. HBV replikasyonunu 3 ayr1 basamakta inhibe etmektedir. Bunlar; HBV
DNA polimeraz primerlerinin olusumunun inhibisyonu, pregenomik RNA’dan
HBV DNA’nin negatif zincirinin reverz transkipsiyonu ve HBV DNA pozitif
zincirinin  sentezinin inhibisyonudur. Entekavir direncinin gelismesi igin
lamivudine diren¢ mutasyonlarmmin yaninda (rtN204V, rtL180M) HBV
polimerazda ek mutasyonlarin (rtl169T, rtT84S/A/I/LG/C/M, rtS202G/C/1,
rtM2051/V) da olmasi gerekmektedir (Yakup Ulger, 2012).

2.6.1.2.4. Tenofovir Disoproxil Fumarat;

Bir asiklik niikleotit analogudur. Tenofovir ile ilgili klinik deneyimler
HIV/HBV koenfekte hastalar ile lamivudin diren¢li HBV hastalarindadir.
HBV/HIV koenfekte iki hastada DNA polimerazin B domaininde rtA194T mu-
tasyonu ile olusan tenofovir direnci saptanmistir. Ancak bu mutasyonun
tenofovirin etkinligini azaltict yonde bir etkisinin olup olmadigi net olarak belir-
lenmemistir. Lamivudin direngli mutantlarin (rtM2041/V, rtL180M ve rtL173M)
tenofovire duyarl olduklar1 bilinmektedir. Adefovir direncinden sorumlu mutas-
yonlardan ise rtA181V/T direncinden tenofovir etkilenmezken, rtN236T direnci
varliginda ise tenofovire duyarlilik azalmasi bildirilmektedir. Klinik olarak

tenofovir direncinden bahsedilmemektedir (Yakup Ulger, 2012).
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Tablo 2.6.1.1. Diinya’da kronik HBV infeksiyonlarinin tedavisinde onay alan ve
alma asamasinda olan ilaglar (Yamazhan T. 2011).

Onay almus ilaglar Onay alma asamasindaki ilaglar
Interferon-alfa Emtristabin

Peg||e|nterferona|fa ............................... K|evud|n ...................................................
|_am|vud|n ................................................ Va|tors|tab|n .............................................
. AdefOVI r .................................................... -.. P ra d efo V ”_ .................................................
Enteka\”r ....................................................................
Tenofowr .................................................. A SRS
TerIVUdm ....................................................................
.................................................................... ,
Timozin-alfa*

* Dogu-Giiney Asya iilkeleri.

3. HBV Mutantlar1 ve Mutasyonlarin Klinik Onemi

HBV suslarinda goriilen genetik varyasyonlar hastaligin epidemiyoloji ve
seyrinin yani sira as1 ile korunma olgusunu da onemli oranda etkilemektedir
Ozellikle RNA viriisleri ve retroviriislerde, viral genotip varligi ve ayni konakta
cesitli varyantlarin bir arada bulunabilecegi gosterilmistir. Bu heterojenite, RNA
replikasyonu ve revers transkripsyon esnasinda, olmasi gerekenden farkli bir
niikleotidin  devreye girmesinden kaynaklanir. Replikasyon asamasinda,
pregenomik RNA ara kademesini kullanmasi1 nedeniyle, diger DNA viriislerine
oranla, HBV’de daha fazla mutasyona rastlanmasi dogaldir. Cesitli nedenlere
bagl olarak ortaya ¢ikan niikleotid farkliliklari, HBV suslar1 arasinda %12 ora-
ninda goriilmektedir. Hepatit B viriisii (HBV), yiiksek replikasyon kapasitesi

(>1012Viri0n/g1"m) ve ters transkripsiyon isleminde hata diizeltememe ozellikle-
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rinden dolay: yiiksek mutasyon sikligina sahiptir (10 substitusyon/baz/siklus).
Bu, HBV genomundaki her bir niikleotidin giin i¢inde degisebilecegi ve tedavi
oncesinde NA direnci ile iligskili mutasyonlarin meydana gelebilecegi anlamina
gelebilir. Kronik hepatit B'nin NA ile uzun siireli tedavisinde karsilasilan en
onemli sorun, kullanilan antiviral ajana direngten sorumlu mutasyonlarin gelis-
mesidir. Primer ya da kompansatuvar (replikasyon kapasitesini onarici/viral yiikii
artirict) nitelikte olabilen mutasyonlar HBV DNA vyiikiinde artisa ve tedavide
basarisizliga yol agabilmektedir. Ote yandan, HBV'nin genom organizasyonunda
polimeraz (pol) ve yiizey (S) genleri iist iiste ¢akisir pozisyondadir ve bu nedenle
NA ilag¢ direnci mutasyonlari, hepatit B yiizey antijeni (HBSAQ) yapisinda ami-
noasit degisikliklerine neden olabilmektedir. Son yillarda HBV pol/S geni ¢a-
kismasina bagli olarak "ilaca bagli gelisen potansiyel asi kagagi mutasyonu™
(ADAPVEM,; Antiviral Drug-Associated Potential Vaccine-Escape Mutant) kav-
rami1 kullanilmaya baslanmistir (Sayan M., Bugdac1 MS., 2013).

HBYV suslarinda goriilen belli bash mutasyonlar sunlardir:

3.1. Bazal kor promoter/prekor ve kor bélge mutasyonlar:

Diisitk miktarda ya da hi¢ olmayan HBeAg ekspresyonu ile iligkilendiri-
len 2 6nemli mutasyon tanimlanmistir. Bunlardan ilki, prekor bélgesinde 1896.
niikleotidde triptofan kodlayan 28. kodon olan TGG kodonunda sondaki
guaninin adenine degisimi ile TGA stop kodonunun olusmasidir. Bu stop kodonu
HBeAg ekspresyonunu durdurmaktadir. Buna ragmen HBV kor antijen iiretimi
ve HBV replikasyonu devam etmektedir. 1896. niikleotidle ayn1 bolgede 1858.
pozisyonda bulunan niikleotidin baz ¢ifti olusturduklari, bu yapinin da viriisun
replikasyonunda gorev aldigr bilinmektedir. HBV’nun B, D, E, G ve baz1 C
genotiplerinde 1858. niikleotid timidin seklindedir ve mutasyon sonucu olusan
stop kodonu A-T baz cifti olusturarak fonksiyonel sekonder yapiy: stabilize et-
mektedir. A, F ve baz1 C genotiplerinde ise bu pozisyonda timidin yerine sitozin
bulunmakta bu nedenle prekor stop kodonu mutasyonu bu genotiplerde nadiren

izlenmektedir (Muharrem Dogan, 2007).
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Prekor mutant HBV en ¢ok Akdeniz Avrupasi ve Asya’da bulunmaktadir.
Prevelans1 tam belirgin olmamasina ragmen Asya ve Akdeniz Avrupasi’nda %
40-80 arasinda oldugu tahmin edilmekte ve genotip A bolgelerinden daha az ra-
por edilmektedir (Muharrem Dogan, 2007).

ikinci mutasyon tipi de bazal kor promoter bdlgesini etkilemekte ve
prekor ve kor RNA’larinin transkripsiyonunda azalma seklinde ortaya ¢ikmakta-
dir. A1762T ve G1764A seklinde olusan bu mutasyonlar ikisi birlikte oldugunda
HBe antijeni sentezinde azalmaya ve viral yiikte artisa neden olmaktadir. ilk mu-
tasyona gore bu mutasyon tipi genotip A ile infekte kisilerde daha yaygin olarak
goriilmektedir. Bazal kor promoter bolgesinde olusan mutasyonlar karacigere
Ozgiil transkripsiyon faktorlerinin baglanmasinin azalmasina ve buna bagli olarak
daha az prekor ve kor transkriptinin ve kor proteininin olusmasina neden olurlar.
Ancak pregenomik RNA transkripsiyonunu ya da polimeraz/kor proteinlerinin
translasyonunu etkilemezler. Kor geninde izlenen mutasyonlar ve prekor stop
kodonu mutasyonlarinin varligi, HBe antijeni sentezi ve karaciger hastaliginin
aktivitesi ile iligkilidir (Muhareem Dogan, 2007).

3.2. X bolgesi mutasyonlari

X proteininin sentezi ve ozellikleri, bazal kor promoter bolge mutasyon-
larindan etkilenmektedir. Bu bolge mutasyonlar1 X geninde de degisikliklere ne-
den olmakta ve buna bagli HBx antijeni transaktivasyon aktivitesi kazanama-
maktadir (Nurettin Tung, 2009).

3.3. Zarf bolge mutasyonlari

Pre-S bolgesi HBV’nin en yiiksek heterojenite gosteren bolgesidir. Pre-
S2 proteinlerini sentezleyemeyen viriisler 6zellikle asemptomatik tasiyicilarda
goriilmektedir. Pre-S2, pol (polimeraz) proteini baglayici bolgesiyle cakismakta
bu nedenlede pre-S2 bolge mutasyonlarinda polimeraz enzim aktivitesinde

onemli degisiklikleree sebep olmaktadir (Nurettin Tung, 2009).
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Giiniimiizde uygulanan pek ¢cok HBV asis1 HBs antijeni tasimakta ve yii-
zey antijeni yapisinda yerlesen major hidrofobik bolgeye karst immun yanit olu-
sumuna neden olarak koruyucu bagisiklik olusturmaktadir. Bu bolge mutasyonla-

r1 as1 basarisizligina neden olmaktadir (Nurettin Tung, 2009).

3.4. Polimeraz bolge mutasyonlar:

Niikleotid/nukleozit analoglarinin KHB tedavisinde kullanilmasi ile pol
geninde mutasyon tasiyan viriislerin ortaya ¢ikmasi ve ¢ogalmasi bu ilaglarin
etkinliginde azalmaya yol agmustir. Etkinlikte olusan bu azalma pol geni mutas-
yonunun onemini ortaya ¢ikarmustir. Lamivudin, Adefovir dipivoxil, entekavir

gibi anti viral ilag direngleri bu sekilde gelismektedir (Nurettin Tunc, 2009).

3.5. Lamivudin direncine neden olan mutasyonlar

HBV polimerazinin primer Kkatalitik bolgesi “revers transkriptaz” enzimi-
dir. Bu enzim A, B, C ve D domainleri igerir. C domaininin rt203-rt206.
kodonlarini olusturan tirozin(Y), metiyonin(M), aspartat(D), aspartat(D) motifin-
de olusan mutasyonlar lamivudin direnci ile iliskili mutasyonlar olarak bilinmek-
tedir. 204. pozisyondaki metionin aminoasitinin baska bir aminoasit ile degisimi-
ne sebep olan mutasyonlar ilacin da etkisiz olmasina yol agmaktadirlar (Muhar-
rem Dogan, 2007).

Lamivudin direncine yol agan 2 mutasyon bildirilmistir. Bu mutasyonlara
revers transkriptazin B domaininin 180. kodonundaki L180M mutasyonlari da

eklenmis ve 3 grup mutasyon tanimlanmistir (Muharrem Dogan, 2007).

Bu mutasyonlar;

a) 1. grup mutasyonlar : M204V ve L180M mutasyonlarinin birlikteligi
b) 2. grup mutasyonlar : M2041 mutasyonu

c) 3. grup mutasyonlar : M2041 ve L180M mutasyonlarinin birlikteligi
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Bu gruplardan 1. grup mutasyonlarin daha sik oldugu, 2. grup mutasyon-
larin ise daha erken goriilmekte oldugu c¢esitli galismalarla gosterilmistir.
Lamivudine direng gelisimine sebep olan mutasyonlar1 arastirmak amaciyla in
vitro ortamda yapilan bir ¢alismada YMDD’nin 7 degisik motifte mutasyonu
oldugu ve bunlarin 6zellikleri karakterize edilmistir. Bu motifler YIDD, YVDD,
YADD, YLDD, YKDD, YRDD ve YTDD olarak gosterilmistir. Bu olusan
mutant tiplerden YADD, YKDD ve YTDD motiflerinin HBsAg sekresyonu ya-
pamadiklar1 yani olusan mutasyonun infektif olmayan bir viriisa yol agtigi1 goste-
rilmistir. Yine bu mutant tiplerden YKDD, YRDD ve YTDD motiflerine
lamivudinin  uygulanabilir olmadigi gosterilmis, YADD ve YLDD’ye
lamivudinin replikasyonu inhibe edici etki ettigi goriilmiis, YIDD ve YVDD mo-
tiflerinin ise lamivudine direngli oldugu tespit edilmistir (Muharrem Dogan,
2007).

3.6. Adefovir dipivoksil direncine neden olan mutasyonlar

Lamivudin direncine sebeb olan mutasyonlara oranla daha az goériilen
adefovir dipivoksil direncine neden olan mutasyonlar revers transkriptazin D
domaininin  236. kodonundaki N236T ve 181. kodonundaki A181T
mutasyonlarina baglanmistir. Bu mutasyonlarm lamivudin duyarliliginda da
azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. Direng mekanizmasi tam belli degildir.
Ancak 236 ve 181. pozisyonlardaki aminoasitlerin yerine gecen treonin (T)
aminoasitinin daha kiiciik ve daha hidrofilik olmas1 bir fark olusabilecegini dii-

stindiirtmektedir (Muharrem Dogan, 2007).

3.7. Entekavir direncine neden olan mutasyonlar

Entekavir, lamivudine direngli suslari hizla baskilayabilir. Ancak;
polimerazin RT bdlgesinde meydana gelen bazi mutasyonlar, bu ilaca da dirence
neden olabilmektedir. Entekavir direnci ile iliSkilendirilen mutasyonlar B
domeinindeki T184G, C domeinindeki S2021 ve D domeinindeki M250V mutas-
yonlaridir (Muharrem Dogan, 2007).
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4. GEREC VE YONTEM

Kasim 2011- Eyliil 2014 tarihleri arasinda Lefkosa, Yakin Dogu Univer-
sitesi Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari
ile kan merkezine ¢alisma izni, oturma izni, 6grenci izni ¢ikartmak, rutin hepatit
testleri ve/veya donér tarama testlerini yaptirmak lizere bagvuran kisilerde,
HBsAg pozitif olarak saptanan serum ornekleri ¢alismaya alindi. HBSAgQ
pozitifligi tespit edilen numuneler diger Hepatit B belirtegleri agisindan
degerlendirildi. Hepatit B belirtecleri; HBsAg (Architect i200, Abbott), anti-
HBc, HBeAg, anti-HBe (Liaison XL Murex, DiaSorin) kemiluminesan enzim
immunoassay yontemiyle, AST-ALT degerleri Olympus AU680, Beckman Coul-
ter IFCC sistemi ile arastirildi. Architect 1200, Abbott HBSAg test sonuglari
Sample /Cutt Off (S/CO) iizerinden degerlendirilmektedir. Calisilan numuneler
S/ICO degeri <1.0 ise nonreaktif; S/CO degeri >=1.0 ise reaktif olarak rapor
edilmektedir. HBsAg testi pozitif saptanan numuneler HBV genotip ve subgeno-

tip analizleri ¢alisilmak iizere — 80 °C’de saklandi.

4.1. HBV Kantitasyonu

Serum HBYV diizeyi real - time PCR yontemiyle iretici firmanin (Artus

HBV QS RGQ Qiagen, Germany) onerileri dogrultusunda ¢alisildi.

4.2. HBV genotipleme/subtipleme, niikleozid direnci analizi ve HBsAg muta-

syon analizi

HBsAg pozitifligi saptanan 6rneklerin HBV genotip/subgenotipleri, HBV
pol geni (ters transkriptaz; rt bolgesi, 80. - 250. amino asitleri arasi) sekanslana-
rak analiz edildi (Sayan M. ve digerleri, 2010). Bu amagla serum &rneginden
HBV DNA izole edildi (Anatolia Geneworks, Bosphore® Viral DNA Extraction
Spin Kit ve Magnesia® 16 Magnetic Bead Extraction System, Istanbul - Tur-
key). HBV pol geni amplifikasyonu (742 bp) i¢in forward (F:5'-
tcgtggtggacttctctcaatt-3) ve revers (R:5'-cgttgacagactttccaatcaat-3') primerler
kullanildi. PCR kosullar1 i¢in 95°C-10 dk. 6n denaturasyon, ardindan 35 siklus
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95°C-45 sn. 60°C-45 sn. ve 72°C-45 sn. 1s1/zaman dongiisi kullanildi (Sayan M.
ve digerleri, 2010). Tiim PCR fiirtinleri High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) ile saflastirildi. Sekans protokoliinde
Phire Hot Start DNA polimeraz (Finnzymes Oy, Vantaa, Finland) enzimi
kullanild1. Sekanslama, The BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Amersham Pharmacia Biotech Inc. Piscataway, NJ, USA), 36 cm kapiller ve
POP-7 TM polimer (Applied Biosystems Inc.) kullanilarak tretici firmanin 6ne-
rileri dogrultusunda (http://www.appliedbiosystems.com) ABI PRISM 3130
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) platformunda gergeklestirildi.

Elde edilen sekanslar Geno2pheno Drug Resistance programinda (Center
of Advanced European Studies and Research, Bonn, Germany) analiz edildi.
Geno2pheno programi, fasta formatindaki bilinmeyen niikleik asit sekanslarini
databazinda bulunan referans sekanslarla karsilastirmaktadir. Karsilastirma
sonrasinda HBV pol geni rt domaininde; 80., 84., 85., 91., 169., 173., 180., 181.,
184., 191., 194., 202., 204., 214., 215., 233., 236.-238. ve 250. amino asit
pozisyonlar1 primer ilag direnci ve kompansatuvar mutasyonlar yiiniinden analiz
edilecektir (Shaw T. ve digerleri, 2006). Ayrica HBV rt domaini ile ¢akisan S gen
bolgesinde; 121., 135., 137., 139.-149., 151.-153., 155.-157., 161., 164., 172.,
173., 175., 176., 182., 193.-196. amino asit pozisyonlar1 mutasyonlar yoniinden
analiz edildi (Avellon A., Echevarria JM. 2006). Verilerin analizi SPSS 15.0
programi kullanilarak gergeklestirildi.

4.3. Filogenetik analiz

HBV genotip/subgenotipleri, Neighbour-joining yontemi ile filogenetik
olarak analiz edildi. Filogenetik agag CLC Sequence Viewer (CLC bio A/S, Qia-
gen, Danimarka) programi kullanilarak olusturuldu ve bootstrap degeri 1000
olarak alindi. Filogenetik aga¢ olusturulurken kullanilan referans diziler Gen-

Bank'tan (www.ncbi.nlm.nih.gov) saglandi.

4.4. Tstatistik
Veriler SPSS paket program araciligi ile analiz edildi.
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5. BULGULAR

Tarama testleri sonucunda 160/13892 (%1,1) kisi HBsAg pozitif olarak
saptandi. HBSAg pozitifligi saptanan tiim serum Ornekleri HBV DNA
kantitasyonu ve sekanslama islemine alindi. Altmis olgu (60/160,%37.5), negatif
ya da zayif HBV DNA yiikii (<30 IU/ml) nedeniyle sekanslama dis1 birakildi.

HBV DNA sekanslama islemine alinan olgularin (100/160,%62,5) 13’1
kadin, 87’si erkekti. Yas ortalamalar1 35,51+12,88, AST ortalamalari
27,88+19,51 ve ALT ortalamalar1 22,54+19,44 seklinde saptandi. Anti-HBclgG
96/100 (%96) olguda pozitif olarak saptanirken, HBe Ag 5/100 (%5) olguda,
anti-HBe 95/100 (%95) olguda pozitif olarak saptandi. Olgularin HBV DNA
ortalamalari ise 5,36x10°+3,58x10" olarak belirlendi. Calisma grubunu olusturan
olgularin laboratuvar ve klinik demografisi Tablo 5.1°de verilmektedir.

Tablo 5.1. HBV DNA sekanslama igslemine alinan olgularin demografik ve
laboratuvar bulgular: (n=100)

Ozellik Say (n) %

Erkek n:87 87.0
o P —
YaS (Ortiss) ............................... o
AntlHBchGposz ........................... e
HBeAgposz ...................................... -
AntlHBepOZItlf .................................. e
HBVDNA(Ortiss)536X106ﬂ:358X107 ............................................
ALT(O - iss) .............................. o
e T(Ort iss) ................................ o
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HBV DNA sekanslama islemine alinan olgularin 32/160’mnda (%20),
HBV DNA yiikii 1000 1U/ml esiginin altinda olmasi nedeniyle sekanslama
islemi basarili bulunmadi. Olgularin 68/160’inda (%42.5) ise HBV suslar
sekanslanabildi ve genotip/subgenotipleri filogenetik olarak belirlendi.

HBV  DNA  sekanslari  analiz  edilebilen  olgularin  HBV
genotip/subgenotip dagilimina bakildiginda, 48/68 (%71) olguda D/D1, 4/68
(%6) olguda D/D2, 1/68 (%2) olguda D/D3, 5/68 (%7) olguda A/Al, 2/68 (%3)
olguda A/A2 ve 8/68 (%12) olguda genotip E saptandi. Sekans analizi yapilan
hastalarin  genotip/subgenotip dagilimlar1 Sekil 5.1°de, filogenetik agagta

verilmektedir.
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Sekil 5.1. Kuzey Kibris’ta dolasimdaki HBV suslarinin dendogrami. Filogenetik
analiz icin HBV pol geni ters transkriptaz domaini (kodon; 43- 344) sekanslandi.
Filogenetik agag, Neighbour - Joining metodu ile Jukes-Cantor niikleotid uzaklik
Olctim modeline gére CLC Sequence Viewer (CLC bio A/S, Qiagen, Danimarka)
programinda yapildi. Bootstrap degeri 1000 olarak alindi.
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HBV DNA seckanslari analiz edilebilen olgularin ilkeleri incelendiginde
19/68 (%19) olgunun Tirkiye, 16/68 (%16) olgunun Kuzey Kibris ve 65/68
(%65) olgunun diger iilke (Pakistan, Bulgaristan, Tiirkmenistan, Cin, Nijerya,
Suriye, Meksika, Azerbeycan, Giircistan) vatandasi olduklar: tespit edildi. D/D1
olgularinin 29/48 (%60)’i Tirkiye, 12/48 (%25)’1 Kuzey Kibris, 3/48 (%7)’i
Pakistan, 2/48 (%4)’i Tirkmenistan, 1/48 (%2)’i Bulgaristan ve diger 1/48
(%2)’i Cin orijinli idi. A/Al olgularindan 2/5 (%40)’i Cin, diger 2/5 (%40)’i
Nijerya ve 1/5 (%20)’i Meksika’dan gelen olgularda saptanirken, genotip E
olgularmin hepsi Nijerya kaynakli idi. Tiim olgular igerisinde saptanan D/D2
HBYV suslar Tiirkiye, Nijerya ve Suriye; tek sus olan D/D3 Benguela kaynakli ve
AJ/A2 olgulart Azerbeycan ve Gurcistan kaynakli idi. Kuzey Kibris’ta HBV ile
enfekte bireylerde saptadigimiz HBV genotip/subgenotiplerin iilkelere gore
dagilimi Tablo 5.2°de verilmektedir.

Tablo 5.2. Kuzey Kibris’ta saptanan HBV genotip/subgenotiplerin iilkelere gore
dagilimi, (n=68).

Genotip Subgenotip, Ulke
: n,(%) '
D1 (n:48,%71) ! Tiirkiye, Pakistan, Kuzey Kibris
: Bulgaristan, Tiirkmenistan, Cin
D errrerne s s
D2 (n:4,%6) : Tiirkiye, Nijerya, Suriye
: D3 (n:1,%1) Benguela
Al (n:5,%7) ECin, Nijerya, Meksika
N T —— s
A2 (n:2,%3) : Azerbaycan, Giircistan

E E (n:8,%12)  Nijerya




44

Sekans analizi yapilan hastalarin mutasyon analizleri incelendiginde 68
olguanun sadece 1 tanesinde (1/68, %1) (rtV173M) primer /parsiyel ilag direnci
saptandi. RT kangali incelendiginde hastalarin 25/68’inde (%37) telbivudine
(LdT), lamivudin (LAM) ve adefovir (ADV) ile iliskili (rtL91l, rtQ149K,
rtQ215H/P/S ve rtN238D) kompansatuvar direng¢ mutasyonlar1 tanimlandi. HBV
pol geni mutasyonlar: ve klinik 6zellikleri Tablo 5.3’de verilmektedir.

Tablo 5.3. HBV Pol geni mutasyonlar1 ve klinik 6zellikleri

HBV Genomu i Mutasyon i Mutasyon | Klinik Ozellik
P Tipi 1 Ozelligi
Pol geni rtv1i7am Primer/Parsiyel Lamivudine;
(RT Kangali) ilag direnci parsiyel direngli
: { mutasyonu t Adefovir; duyarl:

Entekavir; duyarli
Tenofovir; duyarl

 Telbivudin; duyarl:

FrtLodl, { Kompansatuvar LdT kompanzasyonu
rtQ149K, mutasyon LAM ve ADV kompan-
rQ215H/PS zasyonu

rtN238D LAM ve ADV kompan-
: : zasyonu

LAM ve ADV kompan-

: zasyonu
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S gen bolgesi mutasyonlari incelendiginde 16/68 (%24) olguda bagisik
yanit kagagi (SY100C, sl110L, sP120L/R, sT123N, sT127L, sP127T, sA128V,
sT131N, sS132P, sY134F/H, sT140l/S, sS143T, sD144E, sS144T, sP210S), 7/68
(9%10) olguda as1 kagag: (sT1261, sD144A/E, sG145A/R, sS193L,sP210T), 4/68
olguda (%6) immunglobulin (HBIg) kacagi (sT118A, sP120T, sD144AJE,
sG145A/E/R) ve 3/68 olguda (%4) hastada HBsAg tani kacag1 (ST118A, sT131l,
sP120T, sC121Y, sD144A, sG145R) mutasyon paternleri izlendi (Tablo 5.4).

Olgularin bir kisminda birden fazla mutasyon paterni bulunmakta idi. Altt
olguda (6/68, %9) ise kombine S geni mutasyonlar1 mevcuttu (Tablo 5.5).

Tablo 5.4. Tedavi naif hepatit B’li hastalarda tipik HBSAg mutasyonlari

HBsAg mutasyon _ ! Hasta saysi
L : Mutasyon paterni :
kategorisi (%)

£SY100C, sI110L, sP120L/R, sT123N, sT127L,}
{ SP127T, sA128V, sT131N, sS132P, sY134F/H, ; 16 (%24)
{ ST1401/S, sS143T, sD144E, sS144T, sP210S |

.......................................................................................................................................

Bagisik yanit
kagag1

R T T T T T T T T T T T P P T T R L PR EPEPER PR PR RERRTRY

HBIg* kacagi ST118A, sP120T, sD144A/E, sG145A/E/R L4 (%6)
{ST118A, sT131l, sP120T, SC121Y, sD144A, |

HBsAQg tani kagag § 13 (%4)
{ SG145R
 Toplam™** 20 (%29)

HBIg: Hepatit B immunoglobulin

**Hastalarda birden fazla mutasyon paterni bulunabilmektedir.



Tablo 5.5. Kombine S geni mutasyon paternler

Hasta | Mutasyon kombinasyonlar1 | HBSAg ka¢is mutasyonu tiirii
No
4 £sI1110L + sS193L i Bagisik Yanit ve Asi Kagagi
7 1SP120L +sT123N +5T1261 + | Asi Kagagi ve HBIg
{SA128V + SY134H + SD144E |
t+ 5G145A
25 ST118A +sP127T i Bagisik Yanit ve HBIg
................. - N
29 :ST131l + sS132P i Bagisik Yanit ve Tani Kagagi
................. foeetee s s bbb e e
59 :s1110L + sP120T + sD144A + i Bagisik Yanit, As1 Kagagi, Tant
sG145R EKagagl, HBIg
66 sSP120R + sC121Y Bagisik Yanit ve Tan1 Kagagi
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6. TARTISMA

Hepatit B virtisii (HBV) biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde de en
yaygin Ve ciddi saglik sorunlarinin basinda gelmektedir. Diinya niifusunun tigte
biri bu virtisle karsilasmis olup, yaklagik 400 milyon kisinin kronik olarak
enfekte oldugu bilinmektedir (Yamazhan T., 2011). HBV enfeksiyonu klinik
olarak akut veya fulminan hepatit, kronik veya kronik tasiyicilik seklinde
seyredebildigi gibi, karaciger sirozu ve HSK doniisebilmektedir (Kiilah C., Cirak
YM. 2010).

Genotip, bir genomun genetik o6zelliklerinin, niikleotid degisimlerini,
niikleotid insersiyonu veya delesyonlarini temel alarak tip ya da subtip olarak
tanimlanir ve her bir birey dizininin digerinden ayrilmasini saglayan ozellikler
icermektedir. Dizinlerin molekiiler virolojik karakteristiklerini olusturan bu dizi-
ler klinik olarak faydali bilgiler saglayabilir (Oznur Oztiirk, 2010). HBV’nin
giiniimiize kadar tanimlanmis farkli cografik dagilim gosteren 8 ana genotipi
vardir. Bu genotipler A’dan H harfine kadar adlandirilmistir. HBV genotiplerinin
dagilimi cografik farkliliklar gostermektedir (Chun-Jl., Jia-HK. 2006). Kuzey
Avrupa, ABD ve Orta Afrika’da genotip A; Asya’da genotip B ve C; Giiney Av-
rupa, Ortadogu ve Hindistan’da genotip D; Afrika’da genotip E; Orta ve Giiney
Amerika’da o6zellikle Pasifik okyanusundaki adalarda (Polinezya) genotip F ve
ABD ve Fransa’da genotip G sik goriilmektedir. Genotip H ise, ilk olarak ABD
ve Nikaragua’da tanimlanmis daha sonra Orta Amerika, Meksika ve Japonya’dan
bildirilmistir. HBV yiizey antijeni (HBSAQ) prevalansina gore orta diizeyde en-
demik (%2-7) bolge karakteri gosteren Tirkiye’nin genotip dagilimi
incelendiginde, HBV genotip D’nin predominant oldugu gériilmektedir. Ote
yandan, Kocaeli’nde genotip A, Adana’da genotip G ve Konya’da genotip H ile
enfekte kronik hepatit B olgular1 bildirilmistir (Sayan M ve digerleri, 2014).

Farkli genotiplerin varliginda hastaligin klinik seyrinde ve tedavi yanitin-
da farkliliklar izlenmektedir. Yapilan ¢alismalarda Genotip B ve C’nin kronik

hepatit B ve HSK olusturma riskinin diger genotiplere oranla fazla oldugu bilin-
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mektedir. Genotip C’nin siroz ile sonuglanan daha ciddi kronik karaciger tahri-
batlartyla iliski oldugu gosterilirken, genotip B’nin genglerdeki HSK ile iliskili
olabilecegi belirtilmistir. Kronik aktif hepatitlerde genotip A baskin olarak sap-
tanirken, akut hepatitlerde genotip D daha yiiksek prevalanslarda saptanmistir
(Kiilah C. ve digerleri, 2005). Bu nedenle HBV enfeksiyonu varliginda genotipin
bilinmesi hastaligin seyrinin 6ngdriilmesi ve uygun tedavi segeneginin belirlen-

mesi acisindan énemlidir (Ural O. ve digerleri, 2013)

Kuzey Kibris’ta HBV genotip/subgenotip dagilimi ile ilag direng
mutasyonlart hakkinda elimizde hicbir veri bulunmamaktadir. Bu tez
calismamizda Kuzey Kibris’ta HBV ile infekte bireylerde, filogenetik bir
yaklasgimla HBV’nin serolojik, virolojik ve molekiiler epidemiyolojisini
belirlemegi hedefledik. Calismaya KKTC vatandaslar1 disinda Tiirkiye’den ve
tiglincii lilkelerden gelen kisi ve hastalar da dahil edildi. Bu sayede Kuzey

Kibris’ta dolasan tiim HBV suslarinin tanimlanmasi miimkiim oldu.

Kuzey Kibris’in HBV epidemiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Elde
ettigimiz veriler dogrultusunda Kuzey Kibris’in HBSAg pozitifligi (%1.1)
acisindan disiik endemisiteli  bolgeler arasinda yer aldigimi  saptadik
Calismamizdaki molekiiler bulgular Kuzey Kibris’ta HBV genotip A, D ve E’
nin dolasimda bulundugunu goéstermektedir. HBV subgenotip cesitliligine
bakildiginda D genotipi i¢in D1’in dominant oldugu ancak D2 ve D3 subgenotip-
lerinin de bulundugu, A genotipinin ise Al ve A2 olarak g¢esitlendigi
anlasilmaktadir. Bir ada iilkesi olmasina ragmen Kuzey Kibris’in heterojen ka-
rakterdeki HBV genotip/subgenotip dagilimi birgok iilkeden ¢alisma, egitim ve

turistik amagla gelen kitlelerin dinamigine bagli olabilir.

Tiirkiye’de yapilan calismalara bakildiginda; Kocaeli’nde genotip A,
Adana’da genotip G, Konya’da genotip H ve Manisa’da genotip E ile enfekte
kronik hepatit B olgular1 tanimlanmis ancak HBV genotip D daima predominant
olarak saptanmistir (Ural O. ve digerleri, 2013; Sayan M. ve digerleri, 2014;
Ozdemir D. ve digerleri, 2002). Bulgularimiza gére genotip D, Kuzey Kibris’ta,
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predominant olmasa da yiiksek bir oranda (%78) saptanmakta ve filogenetik
olarak daha homolojik bir dagilim gostermektedir. HBV genotip D, diinya gene-
linde 6zellikle akdeniz havzasinda, genotip A kuzeybati Avrupa, Kuzey Amerika
ve Afrika’ da; genotip E ise Afrika’ da baskin olarak bulundugu bilinmektedir
(Kramvis A. ve digerleri, 2005). Elde ettigimiz verilerde Kuzey Kibris
bolgesinde genotip D’ nin baskin olusu akdeniz havzasi 6zelligi ile uyumlu
goriinmektedir. Filogenetik analiz metoduna dayali ¢alismalara gére HBV geno-
tip D, D1-D7 altgruplardan olusmaktadir. D1 altgrubu Orta Doguda, D3 Alaska
ve Giiney Afrikada, D4 Papua Gine ve Avustralya’da, D5 ise Japonya ve Hindis-
tan’ da tammlanmistir (Kramvis A. ve digerleri, 2005). Tiirkiye’de yapilan
caligmalara gore subgenotip D1 (% 81-%100 ) baskin olarak saptanmakta, sub-
genotip D2 (%2-%22 ), D3 (%2-%9) ve D4 (%0.5-2) bunu takip etmektedir
(Sayan M. ve digerleri, 2011; Sayan M. ve digerleri, 2012; Sayan M. ve digerleri,
2011). HBV tiim genom analiz yaklasimi da Tiirkiye’de subgenotip D1 ve
D2’nin sirastyla daha sik rastlandigini dogrulamaktadir (Bozday1 G. ve digerleri,
2005). Bulgularimiza gore Kuzey Kibris’taki HBV subgenotip dagilimi Tiirkiye
ile benzerlikler gdstermektedir. Ote yandan bulgularimiza gore Kuzey Kibris’taki
genotip A (%10) ve E (%12) dikkat ¢ekici prevalanslara sahiptir. Calismamizda,
genotip A olgulari, filogenetik agagta farkli evrimsel uzaklikla karakterizedir.
Bunun nedeni genotip A olgularinin farkli cografyalarda farkli tilke orjinli
olmalar1 olabilir. Ancak genotip E olgular1 daha dar bir evrimsel uzaklik
goriiniimii sergilemektedir. Bu durum, genotip E olgularinin tiimiiniin Nijerya
kokenli olmasiyla agiklanabilir. Ote yandan, E genotipinin belirgin bir sekilde
sadece Afrika’dan gelen kisilerde saptanarak daha onceki epidemiyolojik
caligmalarla uyumlu oldugu anlasilmaktadir (Wang B. ve digerleri, 2014;
Binghui W. ve digerler, 2014).

Giliniimiizde HBV’nin global kontroliinde zorluklara neden olabilecek
gelismeler yasanabilmektedir. Tiirkiye’deki Suriye’li (2011 itibariyle 1.7 milyon
kisi) ve Afrika’li miiltecilerin sayisindaki olaganiistii artis, Afganistan, Iran, Irak
ve Somali kokenli bireylerin iltica taleplerindeki artis (Ocak 2015 itibariyle 100

000 kisi), insan kagak¢iliginin bolgemizi duraklama noktasina gevirmesi ve
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turizm hareketleri HBV’nin bolgemizde daha fazla g¢esitlenmesine yol agabilir
(http://www.unhcr.org/pages/49e48e0fa7f.html;https://ec.europa.eu/antitraffickin

g/sites/antitrafficking/files/trafficking in human beings - eurostat
2014 edition.pdf.). Ote yandan biitiin bu insan hareketleri, dinamik HBV

populasyonlarina ve buna bagli olarak rekombinant HBV kokenlerinde artisa
neden olabilir (Pourkarim MR. ve digerleri, 2014). Kitle hareketlerindeki

cesitlilik ve artis, HBV sirkiilasyonunu yakindan izlemeyi gerektirmektedir.

HBV genotipleme ve subgenotiplemede niikleotid dizilerinin filogenetik
analizi altin standart bir yaklasimdir (Bartholomeusz A. ve digerleri, 2004). Filo-
genetik yaklagim ile genis serileri analiz etmek miimkiindiir. Bu amagla Neigh-
bour-joining ve UPGMA metodlan siklikla tercih edilirken Neighbour-joining
metodu suslar arasinda evrimsel iliskileri Jukes Cantor ve Kimura nukleotid
uzaklik 6l¢iim modelleri sayesinde UPGMA metodundan daha iyi yansitir. He-
deflenen niikleotid dizilerinin referans dizilerle benzerliklerini esas alan filogene-
tik analiz yaklasimi, HBV suslar1 arasindaki evrimsel yakinliklar1 anlamay1
miimkiin kilarken ayn1 zamanda elde edilen niikleotid dizilerinin uluslararasi dizi
veri havuzu olan GenBank’a yiiklenmesi ile global siirveyansa katki yapilmasini

mimkiin kilmaktadir (Bartholomeusz A. ve digerleri, 2004).

HBV enfeksiyonu asilama ile engellenebilir olmasina ragmen kronik
HBV enfeksiyonu olduk¢a yaygindir. Kronik HBV enfeksiyonunu tedavi etmek
icin kullanilan antivirallere karsi gelisen diren¢ mutasyonlar1 ise tedavinin en
temel sorunudur. HBV tedavisinde kullanilan ilaglara karsi gelisen bu
mutasyonlar tedavide kullanilan ilaglarin sayisi azaltmaktadir. Bu agidan tedavi
naif hastalarda kullanilacak ilk antiviral ilacin se¢imi onem arz etmektedir.
Gilinimiizde Kronik HBV enfeksiyonunun temel tedavi yontemi, en diisik
genotipik dirence sahip, en etkin antiviral kullanarak tedaviye monoterapi ile
baslamak ve antiviral cevabi zaman igerisinde takip etmektir. Tedavinin basarisiz
oldugu durumlarda direng profilinin belirlenmesi ve gerektiginde ila¢ degisikligii
yapilmasi tedavi basarisi agisindan ¢ok onemlidir. Antiviral direng profilinin

bilinmesiyle beraber baska bir antiviral ilaca gegilerek monoterapiye devam edi-


http://www.unhcr.org/pages/49e48e0fa7f.html
https://ec.europa.eu/antitrafficking/sites/antitrafficking/files/trafficking_in_human_beings_-_eurostat_%20_2014_edition.pdf
https://ec.europa.eu/antitrafficking/sites/antitrafficking/files/trafficking_in_human_beings_-_eurostat_%20_2014_edition.pdf
https://ec.europa.eu/antitrafficking/sites/antitrafficking/files/trafficking_in_human_beings_-_eurostat_%20_2014_edition.pdf
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lebilir (kombinasyon tedavisi) ya da kullanilan antivirale ek olarak baska bir an-
tiviral tedaviye eklenebilir (Bozdayi M., Karatayli E, 2009). Yaptigimiz
calismada saptadigimiz primer/parsiyel direng mutasyonu klinik agidan ¢ok fazla
onem tagimamaktadir. Ancak L-niikleozidler ile iligkili rtVV173L mutasyonu
kompansatuvar  karakterdedir ve halk saghigmi olumsuz etkileme
potansiyelindeki sD144E mutasyonunun (HBV as1 kacagi + HBIg kagagi)
olusumuna neden olmaktadir. (Sayan M., Bugdac1 MS. 2013).

Hem tedavi naif hem de NA tedavisi altinda olan hastalarda HBV geno-
munun RT kangali, primer ila¢ direnci mutasyonlar1 yoniinden analiz edilirken
bu bolge ile cakisan S geni mutasyonlarinin da birlikte analiz edilmesi miimkiin-
diir. KHB’nin NA tedavilerinde gelisen ila¢ direnci mutasyonlart HBSAg’nin
yapi1 ve fonksiyonlarini etkileyebilmektedir. HBsAg proteininde “a” determinanti
olarak bilinen major nétralizasyon kangali ve ¢evresinde meydana gelen mutas-
yonlar, hepatit B asilamasina yanitin azalmasina neden olmaktadir. Direkt dizi-
leme metoduyla HBV enfeksiyonlarinda saptanabilen kompansatuvar mutasyon-
larindan HBV as1 kagagi mutasyonlar1t HBsAQ tani testlerinde yalanci negatiflik-
lere ve HBIg ile korumada yetersizlige yol acabilmektedir HBV as1 kagagi mu-
tasyonlarma sahip olan suslar, asilanmis bireylere bulas riski tasidigindan, lokal
ya da global hepatit B bagisiklama programlarinda risk olustururlar (Teo CG. ve
digerleri, 2010; Sayan M., Bugdac1t MS. 2013). HBV pol geninde NA hedef bslge-
sinde meydana gelen kompansatuvar mutasyonlar, KHB'li hastalarin tedavi programla-
rinda yanligliklara neden olabilir. Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada hem NA tedavi-
si naif hem de LAM velveya ADV tedavilerindeki KHB hastalarinda
rtQ215H/Q/P/S kompansatuvar mutasyonlariin sik saptandigini bildirmislerdir
(Sayan M., Sentiirk O. 2010). Kuzey Kibris’taki tedavi almamis hastalarda yap-
tigimiz bu ¢alismada da saptadigimiz kompansatuvar diren¢ mutasyonlart LdT,
LAM ve ADV ile iliskili (rtL91l1, rtQ149K, rtQ215H/P/S ve rtN238D) mutasyon-
lardu.
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7. SONUC VE ONERILER

Bir ada tilkesi olmasina ragmen Kuzey Kibris’ta HBV genotip/subgenotip
dagilimimin heterojen bir karaktere sahip oldugu anlasilmaktadir. Bu durum, Ku-
zey Kibris’a birgok iilkeden ¢alisma, egitim ve turistik amagla gelen kalabalik ve
heterojen halk kitlelerine ve adanin kozmopolit yapisina baglanabilir.

Kronik hepatit B’nin NA ile uzun siireli tedavisinde karsilasilan en 6nem-
li sorun, kullanilan antiviral ajana direngten sorumlu mutasyonlarin geligsmesidir.
Primer ya da kompansatuvar nitelikte olabilen mutasyonlar HBV DNA yiikiinde
artisa ve tedavide basarisizliga yol agabilmektedir. Kuzey Kibris’ta yaptigimiz
bu calisma ile dolasimda bulunan NA ile iliskili primer/kompansatuvar
mutasyonlarin tedavi basarisin1 etkileyecek paternlere ve prevalansa sahip
olmadiklar1 anlagilmaktadir. Ancak, S geni mutasyonlari ile ilgili elde ettigimiz
bulgularimiz, Kuzey Kibris’ta kronik hepatit B’li hastalarda, tipik HBsAg kagis
mutasyonlarinin epidemiyolojik 6nemde oldugunu gostermektedir. Bu bakimdan,
tedavi naif ya da oral antiviral tedavi izlenen kronik hepatit B’li hastalarda HBV
pol geninin yani sira S geninin de analiz edilmesi halk sagliginin korunmasi

bakimindan yararli ve gerekli olabilir.

Aragtirmamiz Kuzey Kibris’ta daha 6nce bu kapsamda yapilmis baska
bir ¢alisma olmamasindan dolay1 bir ilk olma 6zelligini tagimaktadir. Bu ne-
denle, calismamizin, Kuzey Kibris’ta, HBV nin dolasimi ve bulas dinamiklerini

kavramada yararl olabilecegini diigiinmekteyiz.
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