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OZET

Amag: Son yillarda viral replikasyon kaybi olmaksizin anti-HBe serokonversiyonu
gosteren baz1 kronik hepatit B hastalarindan izole edilen Hepatit B Virus (HBV)
Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)’lerinin incelenmesi ile prekor/kor geni iizerindeki
mutasyonlarm varhg ortaya konmustur. Bu ¢alismada kronik hepatit B hastalarindan
elde edilen serum 6rneklerinde prekor/kor mutasyonlarimin sikhg arastirilmistir.
Yontemler: Bu amacla seroloji laboratuvarina gelen anti-HBe ve HBV DNA pozitif
69, HBeAg ve HBV DNA pozitif 31 toplam 100 serum orneginde, INNO-LIPA yo6nte-
miyle prekor/kor mutasyonunun varhg aragtirilmigtir. Istatistiksel analizlerde SPSS
11,5 kullamlarak ki-kare ve varyans analizi testleri yapilmistir.

Bulgular: Altmigsekiz 6rnekte prekor bilgesinde, 57 6rnekte ise kor promoter bolge-
sinde mutasyon saptanmstir. HBeAg pozitif 31 6rnegin 11’inde (%35), anti-HBe
pozitif 69 6rnegin ise 57’sinde (%83) prekor bélgesinde; yine HBeAg pozitif 31 6rnegin
10’unda (%32), anti-HBe pozitif 69 6rnegin ise 47 sinde (%68) kor promoter bilgesin-
de mutasyon tesbit edilmistir. Hem prekor hem de kor promoter mutasyonlar: anti-
HBe pozitif olan grupta belirgin olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Sonue¢: Sonug olarak, ¢alisma grubumuzda prekor/kor mutasyonlarna sik olarak
rastlandigindan, kronik hepatit B hastalarinda tam ve tedavinin planlanmasi-
izlenmesi agsamalarmda bu mutasyonlarin varhigmm arastirilmasinin yararh olacagim
diigiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: HBeAg, Anti-HBe, HBV-DNA, prekor, kor, mutasyon
ABSTRACT

Objective: In recent years, the presence of precore/core region mutations were unco-
vered by the examination of Hepatitis B Virus (HBV) deoxyribonucleic acid (DNA)
that is isolated from patient samples with anti-HBe seroconversion without viral rep-
lication loss. In this study, the frequency of precore/core mutations were investigated
on serum samples obtained from chronic hepatitis B patients.

Methods: From a total of 100 samples 69 anti-HBe and HBV DNA positive, and 31
HBeAg and HBV DNA positive samples were analyzed in the study to determine the
mutations with the INNO-LIPA method at the Serology laboratory. Statistical analyses
were bone with, SPSS v11.5 and chi-square and variance analysis (ANOVA) tests were
conducted.

Results: The precore mutations were detected in 68, while the core promoter mutati-
ons were present in 57 samples. Mutations were detected at the precore region in 11
out of 31 HBeAg positive (35%), and 57 out of 69 anti-HBe positive samples (83%).
Likewise, the core promoter region was affected in 10 of 31 HBeAg (32%), and 47 out
of 69 anti-HBe positive samples (68%). Both precore and core promoter mutations
were substantially higher in the anti-HBe positive group (p<0.05).

Conclusion: As a result, since precore/core mutations were prevalent in samples obtai-
ned from the study group, it is our opinion that careful attention must be paid to such
mutations during the diagnosis and treatment phases of chronic hepatitis B patients.
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GIRIS

Hepatit B virusu (HBV), diinyada 350 milyonu
agkin kisiyi enfekte etmesi, karaciger sirozu ve kara-
ciger kanserine yol acabilmesi nedeniyle ¢ok ciddi
bir saglik sorunudur. HBV’nin hangi mekanizmayla
karacigerde hasar yaptigi bilinmemektedir. Virusun
sitopatik olmadig1, enfekte hepatositlere karsi gelisen
immiin yanitin karaciger hasarindan sorumlu oldugu
sanilmaktadir. Bu durumda konagin immdiin yanitinin
etkinligi yan1 sira virusun antijenik yapisindaki, anti-
jen ekspresyonu ve replikasyon kapasitesindeki degi-
siklikler de karacigerde olusan patolojide farkliliklara
neden olabilir V. Virusa ait bu faktorler virusun gene-
tik yapisindaki degisikliklerle yakindan iligkilidir. Bu
nedenle HBV enfeksiyonlarinin akut kendi kendini
sinirlayan hepatitten, asemptomatik tasiyicilik, ful-
minan hepatit, kronik hepatit ve karaciger kanserine
kadar degisen farkli klinik goriiniimlerinden virusun
genomik degisikliklerinin sorumlu olup olmadigi hep
merak edilmistir. Molekiiler biyolojik yontemlerin
gelismesi virusun genomundaki degisikliklerin daha
kolay ve daha genis incelenmesine olanak saglamis-
tir. Son on yilda HBV genetik degisiklikleri ve bun-
larin hastaligin klinigi ile iligkileri ¢ok sayida arastir-
manin konusu olmustur.

Kismen ¢ift sarmalli bir DNA virusu olan HBV,
yasam siklusu sirasinda pregenomik Ribo Niikleik
Asit (RNA)’dan revers transkripsiyonla DNA’ya
dontigiir. Her ne kadar hizli replikasyon yetenegine
sahip bir virus olarak bilinse de; revers transkriptaz
enziminin ilk okuma yetenegindeki zayiflik nedeni
ile, bu asamada niikleotid yerlesiminde yanlishiklar
meydana gelmekte ve sonugta genom yapisinda
molekiiler diizeyde kiiciik mutasyonel degisimler
ortaya cikmaktadir. Klinik seyir, tedavi ve korunma
acisindan 6nemli sorunlar yaratan bu duruma tahmin
edilenden daha sik rastlanmaktadir. Enfekte bireyler-
de her yil HBV’nin tek bir lokusunda 1.4-3.2x10-5
mutasyon olabilecegi hesaplanmistir. Aktif bagisik
yanit varligina ragmen, virusta meydana gelen gene-
tik degisiklikler mutant susun hayatiyetini devam

ettirmesine olanak saglamakta, bu durum tanida kari-
sikliklara, ag1 caligmalarinda ise bagarisizliklara yol
acmaktadir. Bu nedenlerle HBV mutantlarinin 6nemi
her gegen giin biraz daha artmaktadir ®.

Son yillarda viral replikasyon kaybi olmaksizin anti-
HBe serokonversiyonu gésteren bazi hastalardan izole
edilen HBV DNA’ larin incelenmesi ile prekor/kor geni
tizerindeki mutasyonlarin varli§i ortaya konmugtur.
Prekor/kor bdélgesi mutasyonlart HBV’nin ilk tespit
edilen ve tizerinde en cok durulan mutasyonlaridir.

Kronik HBYV infeksiyonunun dogal seyrinde
HBeAg viral replikasyonun bir gostergesi olarak
kabul edilir. HBeAg’den anti HBe’ye serokonversi-
yon genellikle HBV replikasyonunun durmasi ve
klinik remisyon ile eszamanlidir. Halbuki, bazi
HBeAg negatif hastalarda viremi ve aktif karaciger
hastaligi devam etmektedir. Bu hastalarin bir¢cogu
HBeAg iiretiminin azalmasi ya da durmasina neden
olan cesitli HBV formlart ile infekte olmusglardir.
Infeksiy6z virion iiretiminin devam etmesine rag-
men, HBeAg sentezinin olmadigi prekor bélge mutas-
yonlart tanimlanmigtir ©. Bunlardan en sik karsilagi-
lan1 prekor bolgesinde prematiir stop kodon olusu-
muna neden olan 1896. niikleotitte goriilen Guanin
(G)-Adenin (A) degisikligidir (A1896G) “. Yapilan
caligmalarda prekor mutantlarinin HBeAg pozitif
kronik HBV enfeksiyonlarinda da goériilebilecegi
gosterilmigtir ©. Ancak bu grupta prekor mutasyonla-
riin 6nemi net degildir.

HBeAg negatif ve pozitif kronik HBV infeksiyo-
nu olan hastalarda kor promoter bdlgesinde baska
mutasyonlar da tanimlanmig olup, bu mutasyonlar
promoter messengerRNA (mRNA) transkripsiyonu-
nu azaltic1 yonde regiile ederek HBeAg ekspresyonu-
nun azalmasina neden olmaktadirlar 7. Kor promo-
ter mutasyonlart c¢ogunlukla 1762. niikleotitte
A-Timin (T) (A1762T) ve 1764. niikleotitte G-A
(G1764A) degisikligi seklindedir.

Bu calismada bolgemizdeki kronik hepatit B has-
talarindan elde edilen serum orneklerinde prekor/kor
mutasyonlarinin yayginliginin aragtirilmasi amacglan-
migtir.
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GEREC VE YONTEM

Serum ornekleri: Universitemiz Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Seroloji laboratuvarina
gelen HBsAg ve HBV DNA pozitif 100 6rnek geriye
dontik olarak taranarak ¢aligmaya alindi.

Serolojik inceleme: Ornekler HBeAg ve anti-HBe
acisindan makroeliza yontemiyle (AXYM, Abbott)
test edildi.

Total serum DNA izolasyonu: Total DNA 200 ul
serum Orneginden NucleoSpin DNA isolation kit
(Biogene, Kimbolton, UK) kullanilarak iiretici firma-
nin Onerileri dogrultusunda ekstrakte edildi.

Real-time PCR: Hastalarin viral yiik diizeyleri 7700
DNA sequencer [Perkin-Elmer (Applied Biosystems,
Inc.)] kullanilarak florojenik real-time Polimerase Chain
Reaction (PCR) yontemiyle arastirildi.

Prekor/kor mutasyonlarinin arastirilmasi: Serum
ornekleri prekor/kor mutasyonlar1 varligi agisindan
INNO-LIPA HBV prekor (Research prototype Kkit;
Innogenetics NV, Ghent, Belgium) kiti ile arastirildi.
INNO-LiPA HBYV prekor revers hibridizasyon temel-
li bir testtir. INNO-LiPA HBV prekor stipleri bir adet
kahverengi marker cizgisi, 2 adet kontrol ¢izgisi ve 7
adet paralel prob ¢izgisi icerir. 200 ul serum 6rnegin-
den izole edilen DNA o6rnekleri 10 pl steril distile su
ile diliie edildi ve nested PCR ile amplifiye edildi.
Basal kor promoter ve prekor bolgesinden ¢ogaltilan
biotinlenmis DNA materyali, membran-temelli strip-
lere paralel c¢izgiler seklinde immobilize edilmig
spesifik oligontikleotid problarla hibridize edildi ©.
Hibridizasyonun ardindan, hibridize olmamig DNA
yikamayla uzaklastirildi, alkalin fosfatazla isaretlen-
mis streptavidin eklendi ve bu strip lizerindeki hibri-
dize olmus olan biotinli 6rneklere baglandi. Ardindan
kromojen eklenip inkiibe edildi ve pozitif sonuglar
mor/kahverengi cizgiler seklinde gézlendi.

Istatistiksel analizler

SPSS 11,5 kullanilarak ki-kare ve varyans analizi
testleri yapildi.
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BULGULAR

Yiiz ornegin 68’inde (%68) prekor bolgesinde,
57’sinde (%57) kor promoter bélgesinde mutasyon
saptandi.

Prekor mutantlari

Prekor bolgesinde 31 (%31) 6rnekte 1896. niikle-
otitte mutasyon saptanmadi (wild-type). Otuz alt1
(%36) 6rnek G1896A mutasyonuna, 32 (%32) 6rnek
de wild-type ve variant sekanslarin her ikisinin de
saptandigr mix tip mutasyona sahipti (Tablo 1).
Prekor variantlar antiHBe pozitif 6rneklerde (%83),
HBeAg pozitif orneklere gore (%35) daha sik olarak
tespit edildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,05). Anti-HBe ve HBeAg pozitif 6rnek-
lerde tek basina 1896 mutasyonu sirasiyla %51 ve
%3, mix tip mutasyon %32 ve %32, wild-type sekans
ise %16 ve %65 olarak saptandi. Anti-HBe pozitif bir
ornek ise “tiplendirilemeyen” olarak belirlendi.

Tablo 1. INNO-LiPA prekor ile prekor ve kor mutantlarimin
sikhigr.

Test edilen 6rnek sayisi

Bolge ve variant HBeAg (+) Anti-HBe (+) Total

PC (nt 1896)

WT (G) 20 11 31
Variant (A) 1 35 36
WT+ Variant (G+A) 10 22 32
Untypeable - 1 1
TOTAL 31 69 10
CP (nt1762 ve nt 1764)

WT (AG) 21 16 37
Dual variant (TA) 2 28 30
Single variant (AT) - 2 2
Single variant (AA) 2 10 12
Mixed (AG+TA) 2 4 6
Mixed (AG+AA) - 2 2
Mixed (AG+AT) 3 - 3
Mixed (WT+AA+TA) - 1 1
Mixed (WT+AA+AT) 1 - 1
Indeterminate - 2 2
Untypeable - 4 4
TOTAL 31 69 100

Kor mutantlari
Kor bolgesinde, INNO-LiPA HBV prekor testiyle



S. Akgalr ve ark., Kronik Hepatit B hastalarinda prekor/kor mutantlarimin sikligt

37 ornekte (%37) wild-type sekans (A1762/G1764),
30 ornekte (%30) klasik dual mutasyon (A1762T,
G1764A), 2 6rnekte (%2) 1764T tekli mutasyonu, 12
ornekte (%10) 1764A tekli mutasyonu, 6 Ornekte
(%6) wild-type ve klasik dual mutasyonun birlikteli-
&i, 2 ornekte (%2) wild-type ve 1764A tekli mutasyo-
nu birlikteligi, 3 6rnekte (%3) wild-type ve 1764T
tekli mutasyonu birlikteligi, 1 ornekte (%1) wild-
type, 1764 A ve klasik dual mutasyonun birlikteligi, 1
ornekte (%1) wild-type, 1764 A ve 1764T tekli mutas-
yonu birlikteligi, 2 6rnekte (%?2) belirsiz sonug sap-
tandi. Anti-HBe pozitif 4 ornek “tiplendirilemeyen”
olarak belirlendi.

Klasik dual mutasyon HBeAg pozitiflerde %06,
anti-HBe pozitiflerde %41 oranlarinda saptanirken,
kor mutantlarinin anti-HBe pozitif 6rneklerde sikligt
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

HBYV DNA diizeyleri

HBYV DNA diizeyleri prekor ve kor promoter bdl-
gelerinin her ikisinde de mutasyon bulunan hastalar-
da, tek basina prekor ya da kor mutasyonu olan ve
hicbir mutasyon saptanmayan hastalara oranla istatis-
tiksel olarak belirgin olarak diigiik tespit edildi
(p<0,05).

TARTISMA

HBV’nin ilk belirlenen ve tizerinde en ¢ok duru-
lan mutasyonlar1 prekor/kor bolgesinde yerlesen
mutasyonlardir. Prekor bolgesinde goriilen en Snemli
mutasyon HBeAg’nin iiretilememesi ile karakterize
olan stop kodon olusumudur. Prekor stop kodon
mutasyonu ilk baslarda agir karaciger hastaligi olan-
larda ve fulminan hepatitli hastalarda tespit edilmisgtir
@, Ancak, bunun ardindan yapilan genis aragtirmalar-
da stop kodon mutantinin asemptomatik tasiyicilarda
da tespit edildigi gosterilmistir ©. HBeAg hepatosit-
lerin ytizeyinde sitotoksik T hiicrelerinin yanit gelis-
tirdigi en onemli antijenik yapilardan biridir ve bu
antijenin yoklugu virusun immiin sistemden ka¢cma-
sina ve infeksiyonun devamliligina neden olmaktadir

©_ Bugiin i¢in heniiz hastaligin klinigi ile HBeAg (-)
mutantlarin iligkisi tam olarak anlagilamamistir.
Olasilikla HBeAg’inin immiin hedef antijen olma
ozelligi ile immiin tolerojen olma 6zelligi arasindaki
denge hastaligin aktivitesini belirlemektedir.

Prekor stop kodon mutasyonlarina Akdeniz gevre-
si tilkelerde ve Uzakdoguda daha fazla rastlanmakta-
dir. Bunun nedeni HBV genotiplerinin farkli cografi
dagilimidir. Prekor stop kodon mutasyonu ancak
virus genomunun 1858. niikleotidinde T bulunan
genotiplerde (genotip C ve D) meydana gelebilmek-
tedir. Halbuki ayn1 numarali niikleotidde sitozin (C)
bulunduran genotip A’da C1858T mutasyonu olma-
dik¢a hi¢bir zaman stop kodon mutasyonu meydana
gelmemektedir 'Y, Bu molekiiler yapisal 6zellik
nedeniyle stop kodon mutantlar1 diinyanin bazi bol-
gelerinde daha sik goriilmektedir.

Bu aragtirmada calisma grubunun %68’inde pre-
kor mutasyonlari, %57’sinde kor promoter mutas-
yonlart belirlenmistir.

HBeAg pozitif 6rneklerin %35’ inde prekor bolge-
sinde, %32’sinde kor promoter bolgesinde mutasyon
saptanirken, anti-HBe pozitif orneklerin %83 tinde
prekor bolgesinde, %68’ inde ise kor promoter bdlge-
sinde mutasyon saptanmistir. HBeAg pozitif grupta
%35 olan prekor mutasyon sikliginin, anti HBe pozi-
tif grupta %83’e ulagsmasi, bu mutasyonun antiHBe
serokonversiyonunundan sonra HBV replikasyonu-
nun ve karaciger hastaliginin aktivitesinin devam
etmesi ile iligkili oldugunu diistindiirmektedir.

Ulkemizde bu konu ile yapilan calismalar sayica
oldukca az olup, Bozday1 ve ark. ' HBe pozitif has-
talarda %15, anti-HBe pozitif hastalarda %85 oranin-
da prekor stop mutasyonu varligini bildirmistir. Yine
Ozgenc ve ark. ¥ 44 kronik HBV hastasinda prekor
mutasyonlarint HBe pozitif grupta %55, anti-HBe
pozitif grupta %46 olarak tespit etmistir. Arslan ve
ark. ™ ise anti-HBe pozitif 51 hastanin hig¢birinde
prekor ve kor promoter bolgesinde mutasyon sapta-
mamigtir.

Ulkemiz disinda diinyada yapilan diger calisma
sonuclarina baktigimizda Tunus’tan Ayed ve ark.’nin
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U3 calismasinda, HBeAg pozitif orneklerde prekor
mutasyonlarinin orant %88, anti HBe pozitif 6rnek-
lerde %94 iken, kor promoter mutasyonlar:i ayni
sirayla %18 ve %65 olarak bildirilmigtir. Pakistan’
daki bir diger ¢alisma sonucuna gore prekor mutas-
yonlart HBeAg pozitif 6rneklerde %18, anti HBe
pozitif drneklerde %31 iken, kor promoter mutasyon-
larinda bu oran ayni sirayla %21 ve %52 olarak tespit
edilmigtir "9, Meksika’ da yapilan bagka bir arastir-
mada, olgularin HBeAg, anti HBe ve HBV DNA
diizeylerine bakilmaksizin HBsAg ve HBV DNA
pozitif 6rneklerin %12’sinde prekor, %2’sinde de kor
promoter mutasyonlari saptanmigtir '?. Oranlar ara-
sindaki bu farkliliklar yalnizca aragtirmalarin yapildi-
&1 bolgelerden kaynaklanan farkliliklardan degil,
ayni lilkede birden fazla genotipin goriilebilmesi ve
bu farkli izolatlarla ¢aligmalarin yiirtitilmis olmasi-
na da baglanmaktadir 9. Ornegin, genotip A ve
D’nin baskin olarak gériildiigii Ispanya’da HBeAg
negatif olgularda prekor mutantlarin siklig1
%65.3’iken, genotip B ve C’nin yaygin oldugu Cin’
de A1896 mutantlarinin orani daha yiiksektir (319,
Diger taraftan Israil’den Tur-Kaspa’nin @, iilke-
mizden Bozdayi’nin '? ve Japonya’dan Okamoto’nun
@D calismalarinda HBeAg negatif olgularda yalnizca
prekor mutantlar1 saptanirken, Yunanistan’dan
Carman’m ©, Kore’den Ayed’in "9 arastirmalarinda
ise olgularin ¢ogunda mutant ve mikst viral suglarin
birlikte bulundugu bildirilmektedir. Bizim aragtirma-
mizda da HBeAg negatif, anti HBe pozitif grupta
prekor mutantlar1 olgularin %50’sinde saptanirken,
9%32’sinde mikst tip (mutant+wild type) belirlenmistir.
Yine arastirmamizda mutant suslarla enfekte has-
talarin viral yilik diizeyleri mutant olmayanlarla
enfekte olanlara gore daha diistik olup, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur. Bu sonug
ozellikle prekor mutasyonlarinin disiik diizey HBV
DNA diizeyleri ile birlikte oldugunu destekleyen
bagka arastirmalarda da vurgulanmaktadir ?>29,
Mutantlarin hastaligin tedavi yanitiyla iligkisi
cesitli aragtirmalarda arastirilmig ve ilk alinan sonug-
lar mutantlarin interferona yanitinin daha kéti oldu-
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gu yontinde olmustur . Ancak daha sonraki ¢aligma-
larda, tedavi sonu yanit acisindan mutantlarla wild tip
infeksiyonlari arasinda fark olmadigi savunulmakta-
dir. Fakat mutant virus infeksiyonlarinda niiks orant
cok daha ytiksek bulunmaktadir. Bunlara karsin 6zel-
likle Uzakdoguda mutant virus enfeksiyonlarinda
kalici yanit oraninin yiiksek olduguna dair yaymlar
vardir. Bu yayimlarda mutant virusla olan infeksiyon-
larda tedavi sonu yanitin wild tiple olan infeksiyon-
lardan ¢ok daha iyi oldugu vurgulanmaktadir ©%.
Aslinda mutantlarin farkli genotiplerde farkli oranlar-
da bulunmasi, yapilan arastirmalarin cogunda bu hasta
gruplarinin genotip iligkili olarak degerlendirilmesine
yol agcmustir. Tedavi uygulanan hastalarda mutasyonla-
rin yant sira konagin immiin durumu, karaciger hasa-
rinin derecesi gibi diger pek cok faktoriin de tedavi
yanitini etkilediginin dikkate alinmasi ve birlikte
degerlendirilmesi gerektigi belirtilmektedir .

Prekor stop kodon mutantlariyla enfekte sirozlu
hastalarda karaciger transplantasyonu sonras1 hepatit
B rekiirrensinin ve buna baglh graft kaybi wild tiple
enfekte olanlara gore daha fazla goriildiigu bildiril-
mistir ®®. Ayrica yine kronik hepatit B infeksiyonla-
rinda bazen karsimiza ¢ikan ekstrahepatik belirtiler
ile prekor mutantlar1 arasinda iligki oldugu da goste-
rilmigtir 7.

Giintimtizde kronik hepatit B tedavisinde ntikleo-
zid analoglarinin, 6zellikle lamivudinin yogun olarak
kullanilmasi nedeniyle mutant virusla enfekte hastala-
rin lamivudin tedavisine yanitlarinin farkli olup olma-
dig1 da aragtirilmistir. Yapilan bir calismada lamivudin
ile tedavi edilen 60 HBeAg(-) hastanin %63’linde 24
haftada tam cevap elde edildigi ve bir yilda hastalarin
%60’ 1nda Knodell skoruna gore en az 2 puan histolo-
jik iyilesme saglandigi bildirilmistir ®®.

Sonu¢ olarak, calisma grubumuzda prekor/kor
mutasyonlarina sik olarak rastlanmigstir. Ulkemizde
bu konuda yapilan c¢aligmalarin sayica az oldugu
disiiniildiigiinde kronik hepatit B hastalarinda tani ve
tedavinin planlanmasi-izlenmesi asamalarinda bu
mutasyonlarin varliginin arastirllmasinin yararl ola-
cagin diiglinmekteyiz.
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