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OzET

Amag: Okilt Hepatit B Virus (HBV) enfeksiyonu (Occult HBV infecti-
on; OBI) mevcut serolojik testler ile HBV yiizey antijeni (Surface anti-
gen; HBsAQ) negatif tespit edilen bireylerin karacigerinde HBV ge-
nomunun uzun slreli persistan varlidi ile karakterizedir. Bu calismada
OBl tanili hastalardan elde edilen HBV'lerin genotip, subgenotip ve
subtip profillerinin karakteristiginin irdelenmesi amaglanmustr.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya HBsAg negatif farkl klinik endi-
kasyonlar nedeniyle karaciger parankim biyopsisi gerceklestirilen
hastalarin karaciger biyopsi érneklerinde Nested PCR yontemiy-
le HBV DNA varligi tanimlanan 32 OBI tanili hasta ile 17 kronik
hepatit B hastasi dahil edildi. HBV S gen MHR bdlgesini hedef-
leyen DNA fragmanlari nested PCR kullanilarak amplifiye edildi.
HBV’nin genotip, subgenotip ve subtip/serotiplerinin belirlemek
icin Sanger sekans metodu kullanildr.

Bulgular: Bu calismada OBI ve kronik hepatit B hastalarindan izo-
le edilen HBV'lerin timininiin genotipi D, subgenotipler sirasiy-
la HBV/D1 (%75,5), HBV/D2 (%6,1) ve HBV/D3 (%18,4) serotipler
sirastyla ayw?2 (%73,5) ve ayw3 (%26,5) olarak belirlenmistir. OBI'li
hastalarin %28,1'nin subgenotipi HBV/D3 olarak belirlenmesine
karsin kronik hepatit B hastalarinin hi¢ birinde HBV/D3 subgeno-
tipi saptanmamistir.

Sonug: Subgenotip HBV/D3'lin viral biyogenezin dinamigi lze-
rindeki potansiyel etkileri HBsAg negatifligi ve duslk replikasyon

ABSTRACT

Objective: Occult hepatitis B infection (OBI) can be character-
ized by the long-term persistence of HBV DNA in the liver of
individuals who test negative for the hepatitis B surface antigen
(HBsAg) using the currently available assays. This study aimed to
evaluate genotype, subgenotype and subtype profiles of HBVs
obtained from patients with OBI.

Material and Method: The study included 32 patients with OBI
who were diagnosed with HBV DNA by Nested PCR method in
liver biopsy samples of patients who underwent liver parenchy-
mal biopsy due to HBsAg negative different clinic indications
and 17 chronic hepatitis B patients. The MHR region of the HBV
S gene was amplified using nested PCR. Sanger sequencing
method was used to determine the genotype, subgenotypes
and subtype/serotype of HBV.

Results: In this study it was determined that the genotypes of
all HBVs isolated from OBl and chronic hepatitis B patients were
HBV/D, subgenotypes were respectively HBV/ D1 (75.5%), HBV/
D2 (6.1%) and HBV/D3 (18.4%), serotypes were respectively ayw?2
(73.5%) and ayw3 (26.5%). Although the subgenotype of 28.1%
of patients with OBl was determined as HBV/D3, none of the
chronic hepatitis B patients had the HBV/D3 subgenotype.

Conclusion: The potential effects of subgenotype HBV/D3 on
the dynamics of viral biogenesis may be associated with OB,
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yetkinligi ile karakterize OBI ile iligkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: OBI, Genetik varyasyon, Genotip, Subgeno-
tip, HBsAg Subtipleri, Hepatit B virlisi

characterized by low replication competence and HBsAg neg-
ativity.

Keywords: OBI, Genetic diversity, Genotypes, Subgenotypes,
HBsAg Subtypes, Hepatitis B virus

GiRiS

HBV enfeksiyonlar HBsAg iceren immdiinizasyon yolu ile
genellikle dnlenebilir olmasina karsin, nihai kirine yo-
nelik anti-viral tedavi olanaklari olmamasi nedeniyle, tim
dinyada énemli bir halk sagligi problemi olmaya devam
etmektedir (1). OBI enfekte hepatositlerinin nikleusun-
da kromatize serbest epizomal formda kovalent baglarla
bagdli kapali DNA halkasinin (covalently closed circular
DNA; cccDNA) persistan varligr ve dustk dizeyde rep-
likasyon yetkinligi ile karakterize olup, mevcut ulasilabilir
testler ile HBsAg negatif tespit edilen bireylerin karaciger
dokusunda ve/veya kaninda HBY DNA'nin varligi olarak
tanimlanir (2).

OBI klinik agidan; okdlt virGstn kan transfliizyonu, dogum
(perinatal bulag), hemodiyaliz ve ortotopik karaciger gibi
organ nakli yolu ile bulagini takiben alicida tipik yeni HBV
enfeksiyonuna neden olabilmesi, imminsipresyon ko-
sullarinda OBI reaktivasyonu ve takiben HBV iligkili (akut
ve fulminan hepatit) karaciger hastaliklar, 6zellikle kronik
C hepatitli hastalarda karaciger hastaliginin progresyonu
Uzerine olasi etkileri ve hepatokarsinogenez surecindeki
roll yonuyle dnem tasimaktadir (3-5).

OBl virlse ve enfekte konada ait faktorler ile cevresel fak-
torlerin zemininde gelisen genetik, epigenetik ve immu-
nolojik mekanizmalarin karsilikli etkilesimi ile sekillenen,
kronik HBV enfeksiyonunun dogal seyri icerisinde muh-
temelen safhalarindan biri olarak degerlendiriimesine
karsin, HBV enfeksiyonunun bu 6zgin formuna neden
olan mekanizmalar henlz tam olarak belirlenememistir
(6). Bununla birlikte OBI vakalarin bir kisminda viral yi-
zey ve polimeraz genlerinde meydana gelen mutasyonlar
sonucu sirastyla ylzey kagis mutasyonlari ve replikasyon
defektiile HBV replikasyonu ve gen ekspresyonunun giig-
|G bir sekilde sipresyonuna neden olabilen konak immun
denetim mekanizmalarindaki aksakliklar ve viral biyosen-
tezin regllasyonunda rol alan epigenetik mekanizmalar
iceren konak faktorleri ile iliskilendirilmektedir (7, 8).

Ayrica gerek glvensiz cinsel temas gerekse damar igi
uyusturucu kullanimi ve madde bagimlilig gibi sosyal
davraniglar sonucu olusabilen re-enfeksiyon ve viral re-
kombinasyonlar da farkl ve/ya yeni subgenotip ve viral
mutasyonlarin olugmasina imkan taniyarak hem asikar
HBV hem de OBl enfeksiyonu olusmasina neden olabilen
dnemli risk faktorleridir (9, 10).

HBV genomu kismen birbiri ile rtlsen sirasiyla ylzey
(PreS/S), kor (PreC/C) polimeraz (P) ve X'den olusan 4

adet acik okuma cercevesi (open-reading frames; ORF)
icerir. PreS/S OREF viral ylizey proteininin yapisina katilan
alternatif baglangi¢ kodonlari PreS1, PreS2 ve PreS tarafin-
dan sentezlenen aminoasit (aa) boyutlarina gére sirasiyla
bulyuk (Large, LHBs) orta (Middle, MHBs ) ve ki¢lk (Small,
SHBs; HBsAg) olarak adlandirilan g viral ylizey proteinini
kodlar (11). HBsAg, HBV enfeksiyon tanisi, anti-HBV teda-
vi takibi ve kan donérlerinin taramasinda kullanilan elzem
bir serolojik markerdir. HBsAg immunojen 6zellige sahip
en az 3 hidrofilik ve 2 hidrofobik domanin iceren 226 aa'lik
bir proteindir. 2. hidrofilik bolgede yer alan 99-169 aa'le-
ri arasindaki major hidrofilik bolgenin (MHR) igerisinde
disulfit kopruleri ile bagh 5 sistein residisinden olusan
ve 124-147 aa'ler arasinda yer alan "a" determinanti HB-
sAg'nin konfirmasyonundan ve kararliligindan sorumlu
olmasi yaninda imminojenitesi nedeniyle de HBsAg'ne
spesifik antikorlar ve immun hicreler icin en kritik tanima
bolgesi olup, 124-137 ile 139-147 aa rezidileri arasinda
distlfit baglan ile olusturulan iki adet halka icerir. HB-
sAg'nin ‘a’determinantinin Gglincll yapisinin belirlenme-
sinde kritik 5neme sahip aa rezidilerinde meydana gelen
varyasyonlar/mutasyonlar, viral ylzey proteinin antijenik
konformasyonu ve imminojenik epitoplarinda degisim-
lere neden olarak, HBsAg'nin serolojik tanisinda, asilama,
hepatitis B immunglobin tedavisi, anti-viral tedavide ba-
sansizlik, OBl ile iligkili olabilmektedir (12-15).

HBV gerek 6zgin biyogenezi gerekse bireysel ve popu-
lasyon dizeyindeki konak faktérleri etkisi altinda dinamik
bir viral cesitlik sergiler. Viral genom dizeyindeki varyas-
yonlar, gerek viral biyogenezin dinamigi gerekse kronik
hepatit B hastaliginin dogal seyri, progresyonu ve tedavi
yanitlari Gzerinde belirleyici etkinlige sahiptir (16).

Bu calismada HBsAg seronegatif ve farkli klinik endikas-
yonlar nedeniyle karaciger biyopsi islemi gergeklestirilen,
biyopsi 6rneklerinde HBV DNA varligi saptanarak OBI
tanimlanan hastalardan izole edilen HBV izolatlarinin ge-
notip, subgenotip ve subtiplerinin belirlenerek OBI ile
iligkisinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Hastalar: Bu calismaya Ocak 2017 ile Ekim 2019 tarih-
leri arasinda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Gastroenterohepatoloji klinigi tarafindan kronik hepatit
C'li hastalar ile farkl kinik endikasyonlar nedeniyle (Tablo
2), karaciger parankim biyopsisi gerceklestirilen 142 has-
tanin karaciger biyopsi érneklerinde Nested PCR yonte-
miyle HBV DNA varligi tanimlanarak, OBl tespit edilen 36
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(%25,3) hastadan HBV MHR gen bdlgesinin amplifikasyo-
nu gerceklestirilmis 32 hasta ile kronik hepatit B hastalig
nedeniyle takip edilen, histolojik tani ve anti-viral tedavi
planlamasi ve/vaya degerlendirilmesi amaciyla karaciger
parankim biyopsisi islemi planlanan 17 hasta dahil edil-
di. Kronik Hepatit C'li hastalar haricinde, calismaya dahil
edilen hastalarin anti-HCV ve anti- human immunodefi-
ciency virus (HIV) antikorlar negatif serolojiye sahipti.

Klinik materyal: Calisma kapsaminda klinik materyal ola-
rak, karaciger biyopsi drnekleri ile es zamanli alinan kan
(serum) ornekleri kullanildi. Karaciger biyopsi islemleri
istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari AD'nin Gastroentero-
hepatoloji bilim dali ve Radyoloji AD girisimsel radyoloji
birimlerinde gerceklestirilmistir.

Ornek alma ve saklama kosullar

Karaciger biyopsi érnekleri: Karaciger biyopsi islemle-
ri radyolojik géruntileme (ultrason) esliginde perkutan
igne biyopsi yontemi ile manuel (Menghini; 17-gauge,
Hepafix®, B. Braun Melsungen AG 34209) ve/ya otoma-
tik kesici igneler (TruCut; 18-gauge, Bard MaxCore, Co-
vington, GA) kullanilarak, sirasiyla istanbul Tip Fakultesi
ic Hastaliklart AD'nin Gastroenterohepatoloji Bilim Dali

Klinigi ve Radyoloji AD girisimsel radyoloji birimlerinde
gerceklestirildi. Karaciger biyopsi 6rnekleri alinir alinmaz
sivi nitrojende fresh frozen olarak fikse edilerek kriyop-
resipitasyonu gerceklestirilerek ve Nested PCR analizleri
yapilana kadar -80°C'de muhafaza edilmistir.

Serum 6rnekleri: Biyopsi 6rnekleri ile es zamanli ve nor-
mal kan alma (vendz) prosediri uyarinca uygun tiplere
alinan hasta kan ornekleri santrifiij edilerek serumlar ay-
rildiktan sonra steril ependorf tlplere transfer edilerek
laboratuar caligmalari icin -80°C'de muhafaza edilmistir.

Karaciger dokusundan HBV DNA izolasyonu: Kara-
ciger biyopsi drneklerinden ticari bir kit (QlAamp DNA
Mini kit, Qiagen GmbH, Hilden, Germany) kullanilarak to-
tal DNA izolasyonu sonrasi viral genomun en az iki farkl
bélgesinin Nested PCR yontemi ile gosterilmesi ile OB
tanimlanan 36 hastaya ait DNA 6rnekleri sekans analizleri
icin -20°C'de muhafaza edilmistir.

Nested PCR: Bu calismada OBI'li hastalara ait HBV
genomlarindan HBsAg'nin immin epitoplarini iceren
99 ve 170 aa arasinda yer alan MHR bodlgesinin
amplifikasyonu hedef bélgeye 6zgi tasarlanan primerler
(Tablo 1) kullanilarak Nested PCR ydntemi ile cogaltildi.
Nested PCR'in ilk agsamasi icin 5ul HBV DNA ekstrakti, 25

Tablo 1: HBV Pre-S gen amplifikasyonu icin kullanilan primerler

Nested | Primerler Dizi (5'-3") Polarite Domain Pozisyon
HBVSNIF1 GCCTCATTMTGTGGGTCACCATA Sense PreS 2801-2824
HBVSNIF2 AATCCAGATTGGGACTTCAA Sense PreS 2932-2951
HBVSNIF3 CCTGCTGGTGGCTCCAGTTCA Sense PreS 56-76
HBVSNIF4 CATGGAGAACATCACATCAGG Sense PreS 155-174
HBVSNIF5 TTGGCCAAAATTCGCAGTC Sense PreS 300-318
HBVSNIR1 GCTAGGAGTTCCGCAGTATGG Antisense PreS 1286-1266
HBVSNIR2 TTCCGCAGTATGGATCGGCAG Antisense PreS 1278-1258
HBVSNIR3 GGTTGCGTCAGCAAACACTTG Antisense PreS 1197-1177
HBVSNIR4 CGTTGACAGACTTTCCAATCAAT Antisense PreS 995-973
HBVSNIRS CAGACTTTCCAATCAATAGG Antisense PreS 989-970
HBVSNIR6 AAATGGCACTAGTAAACTGAGCCA Antisense PreS 693-670
Nested Il Primerler Dizi (5'-3") Polarite Domain Pozisyon
HBVSNIF1 CATGGAGAACATCACATCAGG Sense PreS 155-174
HBVSNIIF2 GAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTC Sense PreS 246-269
HBVSNIF3 TCGTGGTGGACTTCTCTCAATT Sense PreS 257-278
HBVSNIIF4 TTGGCCAAAATTCGCAGTC Sense PreS 300-318
HBVSNIIF5 TGCTGCTATGCCTCATCTTC Sense PreS 414-433
HBVSNIIR1 GGTTGCGTCAGCAAACACTTG Antisense PreS 1197-1177
HBVSNIIR2 CGTTGACAGACTTTCCAATCAAT Antisense PreS 995-973
HBVSNIIR3 CAGACTTTCCAATCAATAGG Antisense PreS 989-970
HBVSNIIR4 AAATGGCACTAGTAAACTGAGCCA Antisense PreS 693-670




) Okdlt HBV'nin genotip ve serotipleri
Istanbul Tip Fakiltesi Dergisi  J Ist Faculty Med 2021;84(3):402-10

ul 2X PCR master mix (HS Prime Taq Premix; GeNet Bio) ve
hedef bolgenin amplifikasyonuna yénelik dis primerleri
(200 nm/pl) iceren 50 pl PCR reaksiyonu hazirlandi.
Amplifikasyon 95°C'de 10 dak. baslangi¢ denatiirasyonu
sonrasi sirasiyla 95°C'de 30 sn denatiirasyon, 55-60°C’de
30 sn baglanma, 72°C’de 45 sn uzatmayi iceren toplam
40 PCR déngusund takiben 72°C 10 dak. son uzatmayi
iceren PCR kosullarinda T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Nested
PCR'in ikinci asamasi icin 5ul ilk PCR Grind, 25 pl 2X
PCR master mix (ExPrime Tag premix; GeNet Bio) ve
hedef bogeninin amplifikasyonuna yonelik i¢ primerleri
(200 nm/ul) iceren 50 pl PCR reaksiyonu hazirlandi.
Amplifikasyon 95°C'de 5 dak. baslangi¢ denatirasyonu
sonrasi siraslyla 95°C'de 30 sn denatlrasyon, 55-60°C'de
30 sn baglanma, 72°C’de 45 sn uzatmayi iceren toplam
35 dongtyl takiben 72°C 10 dak. son uzatmayi igeren
PCR kosullarinda T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) cihaz
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Jel elektrofrezi ve DNA saflastirma: Elde edilen PCR
drtnleri %2'lik agaroz iceren elektoreferez isleminden
sonra, jel gérintileme sistemi kullanilarak degerlendiril-
di. Hedef bolgeye spesifik ve istenilen boyutlardaki HBV
DNA varligi DNA boyutunun 8lciimi icin referans olarak
kullanilan 100 bp’lik bir DNA belirte¢i (100bp DNA Mar-
ker; GeNet Bio) ile karsilastirlmasi ile belirlendi. istenilen
uzunlukta bandlara sahip PCR Urlnleri sekans iglemi 6n-
cesi E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega) kullanilarak saflas-
tinlmustir.

HBV DNA sekans: Purifiye edilen amplifikasyon trtnleri-
nin sekans islemleri gerektiginde cift yonli olacak sekilde
amplifikasyon primerleri kullanilarak, genetik analizator
(Becman Coulter CEQ 8000) araciligiyla gerceklestirilmis-
tir.

HBV genotip, subgenotip ve subtip analizi: Sekans is-
lemi sonrasi elde edilen HBV PreS gene ait nikleotit di-
zilerinin Chromas programi kullanilarak diizenlendikten
sonra konfirmasyonu ve biyoinformatik analizleri NCBI
websitesi  (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) Uze-
rinde gerceklestirildi. Genotiplerin belirlenmesinde HBV
S gen bdlgesi ve HBV referans sekanslar iceren NCBI
websitesi  (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping)
kullanildi. Subgenotiplerin belirlenmesi HBV S gen ve
polimeraz (pol) gen bdlgelerinin dizi analizlerine (anti-vi-
ral diren¢ platformu) yénelik hazirlanan HIV grade HBV
Drug Resistance Interpretation and Geno2Pheno biyo-
informatik programi aracihgi ile gerceklestirildi. HBV se-
rotiplerinin belirlenmesi ise HBsAg'nin “a” determinan-
tini kodlayan bélgede yer alan ve spesifik pozisyonlar
(a.a.122,160,127,159,140) ve antikor reaktiviteleri bilinen
aminoasitler baz alinarak gergeklestirildi. d/y varyasyon-
larinin ayinmi ""a” determinanti icerisinde yer alan 122.
pozisyondaki aa'nin sirasiyla Lizin (Liz) veya Arginin (Arg)

varligi, w/r varyasyonlarinin ayinmi a’ determinanti iceri-
sinde yer 160 pozisyondaki aa’'nin sirasiyla Liz veya Arg
varligi baz alinarak gergeklestirildi. HBsAg'nin "a” deter-
minantini 122, 160, 127, 159 ve 140. aa sirasiyla Arg, Liz ve
Prolin (Pro) harici, Alanin (Ala) harici ve Serin (Ser) harici
aa icermesi ayw2 olarak, 122, 160 ve 127. aa sirasiyla Arg,
Liz ve Tirozin (Thr) icermesi ise ayw3 olarak tanimlandi
(17, 18).

Hastalarin demografik, klinik ve histolojik verileri hasta
dosyalar ve/veya gerektiginde hastanenin elektronik ka-
yitlarindan elde edildi (Tablo 1).

istatistiksel analiz

istatistiksel analizler SPSS (16.0 software, SPSS Inc., Chi-
cago, IL) programi kullanilarak gergeklestirildi. Veriler
arasindaki kategorik degiskenlerin kargilastinimasinda
Ki-kare testi ve/ya Fisher testi, kategorik olmayan verile-
rin karsilastirnlmasinda ise Mann-Whitney U ve One-Way
ANOVA testleri kullanildi. Sonuclar ortalama ve standart
sapmalar ile ifade edildi. p<0,05 degerleri istatistiksel
olarak anlamli faklilik olarak kabul edildi.

BULGULAR

Hastalarin demografik, klinik ve histolojik &zellikleri
Calismaya dahil edilen hastalanin demografik, klinik ve
histolojik verileri Tablo 2'de dzetlenmistir. Calismaya OB
tespit edilen 4'G erkek 8'i kadin toplam 12 kronik hepa-
tit C hastasi ve 10'u erkek 10'u kadin toplam 20 kronik
hepatit C disi non-viral karaciger hastaligi olan hasta
ile 9'u erkek 8'i kadin toplam 17 kronik B hepatitli has-
ta dahil edilmistir. Hastalarin yukarida belirtilen gruplara
gore yas ortalamalar sirasiyla 58,83+14,55 44,8511 ve
42,75+13,44 olarak dagilim géstermekteydi. Kronik hepa-
tit C'li hastalarin yas ortalamasi hem kronik hepatit C disi
non-viral karaciger hastaligi olan hastalardan hem de kro-
nik B hepatitli hastalarin yas ortalamalarindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik icermekteydi (p<0,05) (Tablo 2).

OBl tanimlanan kronik hepatit C'li hastalar ile kontrol gru-
bu olarak tanimlanan kronik hepatit B'li hastalarin ortalama
nekroenflamatuvar aktivite dereceleri sirasiyla 6,25+2,17 ve
3,94+2,7, fibrozis evre dizeyleri ise sirasiyla 2,58+1,16 ve
1,76+1,78 olarak tespit edilmistir. Viral hepatit gruplarinin
nekroenflamatuvar aktivite dereceleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmesine (p=0,02) karsin
fibrozis evre dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmemistir (p=0,17) (Tablo 2).

HBV genotip ve subgenotip dagilimi: Bu calismada
OBl ve kronik hepatit B hastalarindan izole edilen HBV'le-
rin hepsinin (%100) genotipi D, majdr genotip HBV/D1
ve major serotip ise ayw?2 olarak belirlenmistir. Calismaya
dahil edilen kontrol grubu dahil tim hastalarin 37'sinin
(%75,5) HBV subgenotipi D1, 3'Unln (%6,1) HBV subge-
notipi D2 ve 9'nun (%18,4) HBV subgenotipi ise D3 olarak
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Tablo 2: Hastalarin demografik, klinik ve histolojik 6zellikleri

OBI (n=32)
Kronik
Degiskenler Kronik hepa- Viral hepatit disi hepatit B p
tit C KC hastalig: (n=17)
(n=12) (n=20)

Yas, Yil (ort£SD) 58,8+14,5 44,8+11,1 42,714 <0,05
Cinsiyet, n (E/K) 4/8 10/10 9/8 0,54
Biyopsi endikasyonu

Kronik C hastalig 12

Metabolik karaciger hastaligi* 8

Nedeni bilinmeyen karaciger enzim yiksekligi 5

Kolestatik karaciger hastahgr* 2

Vaskiler karaciger hastalig 2

Siroz 1

Otoimmun antikor yiksekligi 2

Karaciger Histopatoloji

Nekroenflamatuvar aktivite (Grade), (ort+SD) 6,2+2,1 3,9+2,7 0,02
Fibrozis evre (Stage), (ort+SD) 2,5+1,1 1,717 0,17
Nonalkolik steatohepatit (NASH)*** 7

Nonalkolik karaciger yaglanmasi (NAFLD)**** 2

Non-spesifik degisiklik*++ 7

Vaskiler karaciger hastalig 2

Toksik hepatit 1

Siroz 1

“Gruplar arasindaki yas farki istatistiksel olarak anlamli (p<0,05). Kronik hepatit C'li hastalar ve kronik hepatit C disi non-viral karaciger
hastaligi olan hastalar (p=0,03), kronik hepatit C'li hastalar ve kronik B hepatitli hastalar (p=0,018); *Karaciger yaglanmasi, Hemokromatozis,
Wilson hastaligi, **Primer biliyer kolanjit (PBK), Primer sklerozan kolanjit (PSK), ***Nonalcoholic steatohepatitis, ****Nonalcoholic fatty liver
disease, “***Histopatolojik tanida; minimal portal ve lobuler enflamatuvar infiltrat, fibrosis yok, yapisal degisiklik yok

belirlenmistir. OBI tespit edilen 32 hastanin ise 22'sinin
(%68,8) HBV subgenotipi D1, 1'nin (%3,1) HBV subgeno-
tipi D2 ve 9'nun (%28,1) ise HBV subgenotipi D3 olarak
belirlenmistir. OBI tespit edilen 12 kronik hepatit C has-
tasinin 8'inin HBV subgenotipi D1, 4'Gnin (%33,3) HBV
subgenotipi D3 olarak belirlenmis, bu grubta HBV subge-
notip D2 tespit edilmemistir. Non-viral karaciger hastaligi
olan ve OBI tanimlanan 20 hastanin 14'Undn (%70) HBV
subgenotipi D1, 1'inin HBV subgenotipi D2 ve 5'inin ise
(%25) HBV subgenotipi D3 olarak belirlenmistir. OBI tes-
pit edilen kronik hepatit C ve HCV digi non-viral karaciger
hastaligi olan hastalarin arasinda HBV subgenotip dagi-
limlan acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilememistir (p=0,121) (Tablo 3).

Kronik hepatit B'li hastalarin 15'inin (%88,2) HBV subge-
notipi D1, 2'sinin (%11,8) HBV subgenotipi D2 olarak be-
lirlenmistir. Buna karsin bu grupta HBV subgenotip D3,
tespit edilememistir. Bu ¢alismada, OBI ve kronik hepatit
B hastalarindan izole edilen HBV'lerin subgenotip dagi-

limlari ve sikligr arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
tespit edilmistir (p=0,035) (Tablo 3). HBV D/D3 subgeno-
tip OBI'li hastalarin %28,1'de saptanmasina kargin kronik
hepatit B hastalarinin hic birinde saptanmamistir.

HBV'lerin subtip/serotip prevalansi: Bu calismada
HBsAg'nin "a"” determinantini kodlayan bdlge Uze-
rindeki spesifik pozisyonlar  bilinen aminoasitlerin
(a.2.122,160,127,159,140) varligi baz alinarak gercekles-
tirilen analizlerde tim hastalardan (49) izole edilen HBV
D genotip iliskili serotipler ayw2 ve ayw3 olarak belirlen-
di. Bu ¢alismaya dahil edilen 49 hastanin 36'sinin (%73,5)
HBV serotipi ayw2, 13'nln (%26,5) serotipi ise ayw3 olarak
belirlenmistir (Tablo 3).

OB/l'li hastalardan izole edilen 22 HBV D/D1 genotip/sub-
genotipin tamaminin serotipi ayw2, 1 HBV D/D2 genotip/
subgenotipin serotipi ayw3, 9 HBV D/D3 genotip/subge-
notipin tamaminin serotipi de ayw3 olarak belirlenmistir.
OBl tespit edilen kronik hepati C ve viral hepatit disi kara-
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Tablo 3: OBI ve Kr. hepatit B hastalarinin genotip, subgenotip ile serotip dagilimi

OBI OBI —~
5 (n=32) N (n=32) = —~
o o
£ ~ 9 ts s = <
& X &N 5 £ a N @ £
& = £t F5 3 g ¥ £ E 0§ 4
2 S ® oS ~ I = " 2= 4 1l
n - 3O =5 £ n c a9 o £
o 1l 0® o S < = g ow =< =
Q £ <& o= S L>) <% = +
> > TE ¥ ° T FL 5 ¥
I — o— 1%
T > g > g v
D1 8(66,7) 14(70) 15(88,2) 37(755 0,121° ayw?2 8 14 14 36(97,3) 0,305
ayw3 0 0 1 1(2,7)
D2 0 1, (5) 2(11,8) 36,1 ayw2 0 0 0 0
ayw3 0 1 2 3(100)
D3 4(333) 5(29 0 9(18,4) ayw2 0 0 0 0
ayw3 4 5 0 9 (100)
Total (12) (20) (17) 49 0,035° Total €) (14)  (14) 36(73,5) 0,578¢
ayw2
Total 4) 6) (3)  13(26,5)
ayw3

20OBI'li hastalar arasinda subgenotip dagilimi, POBI ve Kronik hepatit B hastalar arasindaki subgenotip dagilimi
<OBI'li hastalar arasinda subtip/serotip dagilimi, “OBI ve Kronik hepatit B hastalari arasindaki subtip/serotip dagilimi

ciger hastaligi olan hastalarin arasinda HBV subtiplerinin
dadilimlan agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir (p>0,05) (Tablo 3).

Mevcut calismada, kronik hepatit B'li hastalardan izole
edilen 15 HBV D/D1 genotip/subgenotipin 14'niin sero-
tipi ayw2, 1'nin serotipi ise ayw3, 2 HBV D/D2 genotip/
subgenotipin 2'sinin de serotipi ayw3 olarak belirlenmis-
tir. OBI'li 32 hastadan izole edilen HBV D genotiplerinin
10'nun (%32,3) serotipi ayw3 olmasina karsin 17 kronik
hepatit B hastasindan izole edilen HBV D genotiplerinin
yalinizca 3'nln (%17,6) serotipi ayw3 olarak belirlenmistir.
Buna karsin OBI ve kronik hepatit B hastalarindan izo-
le edilen HBV'lerin subtip dagilimlar ve sikligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilememistir
(p=0,305) (Tablo 3).

TARTISMA

HBV genomunda evrimsel sire¢ icerisinde konak hic-
resel faktorleri ve cevresel faktorlerin etkisiyle meydana
gelen varyasyonlar yansitan genotip ve subgenotiplerin
viral biyogenez Uzerindeki potansiyel virolojik etkileri,
enfeksiyonun dogal seyri ve klinik sonuclan UGzerinde
de etkili olabilmektedir (19, 20). Hepadnaviridae ailesi
Orthohepadnavirus cinsi icerisinde siniflandirilan insan
hepatitis B virlsU, tim genom dizeyinde nikleotid fark-
hgr >%7,5 olan, 9 konfirme genotip (A-l), hentiz konfir-
me edilmemis bir genotip (J), her bir genotip de kendi

arasinda nikleotid farkliligi yaklasik %4-8 olan ve spesifik
cografik dagilimlan olan 35'den fazla alt genotip icerir.
Buna karsin &zellikle HBV subgenotiplerinin nihai tani
ve siniflandirlmasina dair henlz net bir standardizasyon
yoktur. HBV genotip D Glney Amerika haric¢ tim dinya-
da yaygin olmasina karsin ozellikle Akdeniz kusagi, Orta
Dogu, Afrika ve Hindistanda daha ylksek yayilim goéste-
rir. HBV genotip D, D1-Dé olarak adlandirlan alti subge-
notip icerir. HBV subgenotip D1 daha ¢ok Orta Dogu ve
Orta Asyada; D2, Avrupa ve Libnanda; D3 tim Diinyada;
D4 Pasifik adalari ve arktrik toplumlarda; D5 Hindistanda;
Dé Afrika bélgesinde yayilim gosterir (21).

HBV Avustralya antijeni ilk defa Blumberg tarafindan
HBsAg'nin immdinolojik epitoplarini iceren bir bdlge
olarak tanimlandiktan sonra, sirasiyla ‘a’ determinanti
icerisindeyeralan 122,160, 127,159, 140. pozisyonlarindaki
a.a.'lerin allel varyasyonlari (d/y ve w/r) ve spesifik antikor
reaksiyonlari baz alinarak 9 imminolojik subtipi (ayw1,
ayw2, ayw3, aywd, ayr, adw2, adw4, adwg, adr, ve adrg-
) tanimlanmistir (22, 23). HBV genotip D ayw2 ve ayw3
ile bu genotipler icin nadir gézlemlenen ayw4 ve adw3
olarak tanimlanan dort serotip icerir (17-19).

Bu calismada OBI ve kronik hepatit B hastalarindan izole
edilen HBV'lerin timinlnin genotipi D, subgenotipleri
dagilim sikligina gore sirasiyla HBV/D1 (%75,5), HBV/D3
(%18,4) ve HBV/D2 (%6,1), serotiplerin dagilimi ise sikli-
gina gore sirasiyla ayw2 (%73,5) ve ayw3 (%26,5) olarak
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belirlenmistir. Calismada &zetle, HBV D genotipi ile en-
fekte hastalarin biytk ¢cogunlugunun subgenotipi HBV/
D1, serotipi ise ayw2 olarak tespit edilmistir. Calismanin
yapildigi cografik bélge uyarinca HBV genotip, subgeno-
tip ve subtiplerine iliskin elde edilen verilerin dngoérilebi-
lir oldugu anlasiimaktadir.

Calisma kapsaminda OB tespit edilen 22 hastanin 9'nun
(%28,1) subgenotipi HBV/ D3 olarak belirlenmesine karsin
kronik hepatit B hastalarinin hi¢ birinde HBV/D3 subge-
notipi saptanmamistir (p=0,035). Dolayisiyla bu calismada
OBI ve kronik hepatit B hastalarindan izole edilen HBV'le-
rin subgenotip dagilimlar ve sikligi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (Tablo 3).

HBV'nin kompleks genom organizasyonu ile genlerin
kodlanan ve duzenleyici boélgelerinde meydana gelen
mutasyonlar viral dinamigi sekillendirebilmektedir. OBI'li
bireylerde S gen varyasyonlari asikar enfeksiyonlu birey-
lere gore daha siktir (24). HBV polimeraz enziminin RT
domaini, 3.5-kb’lik pregenomik RNA'yi infeksiyéz Dane
partikillerinde bulunan yaklasik 3.2 kb'lik kismi (parsiyel)
cift iplikli HBV genomuna donisimind katalize etmesi
nedeniyle viral replikasyon déngusu igin kritik dneme
sahiptir (25). HBV genomunda yer alan genlerin cakis-
masi virlse son derece efektif bir genomik organizasyon
imkani tanimasina karsin bu 6zgiin yapinin istenmeyen
olumsuz etkileri de olabilmektedir. Ornegdin HBV S geni-
nin RNA bagmli DNA polimeraz/revers transkriptaz (P/
RT) enzimini kodlayan polimeraz geni ile veya tersine P
geninin S geni ile ortistigu bélgelerde meydana gelen
mutasyonlar, viral replikasyon kapasitesi ve HBsAg ya-
pisinda degisimlere neden olarak, sirasiyla serum HBV
DNA duzeylerinde azalma ve HBsAg sentezinin azalmasi
velya sekresyonunun bozulmasina neden olabildigi bu-
nun da HBsAg negatifligi ve disik replikasyon varligi ile
karakterize OBI ile iligkili olabilecegdi ifade edilmektedir
(26-29).

HBV/D'nin ¢oklu cografik yayilim ve yiksek heterojenite
iceren genotiplerden biri olmasi, daha ylksek oranda S
gen mutasyon/varyasyon icermesi, HBV/D3'in OBI'li bi-
reylerde diger subgenotiplere oranla daha fazla varyas-
yon icerdigi, kronik hepatit B hastalar arasinda ise diger
subgenotiplere oranla daha az HBV DNA yiki, daha
yavas hastalik progresyonu ve daha distk onkojenik po-
tansiyel ile daha dislk replikasyon kapasitesi ile karak-
terize oldugu yoénlindeki veriler bu yaklagimi destekler
niteliktedir (30-32). HBV/D3 subgenotopinin bazi cografik
bolgelerde HBsAg seronegatif kan donérleri ile OBl igin
risk faktorl olarak kabul edilen damar ici uyusturucu kul-
lananlar ve madde bagimlilar ile HIV ile ko-enfekte OBI
vakalarinda daha sik tespit edildigine dair veriler de HBV/
D3'tn OBI ile iliskili olabilecegine isaret etmektedir (33).
Kan donérlerinin %2,96'sinin OBI olarak tanimlandidi bir
calismada; OBI'li vakalarin %87'si HBV/D genotipi, HB-
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V/D genotipiile iligkili subgenotipler HBV/D1, HBV/D2 ve
HBV/D3 sirasiyla %7, %26 ve %65 oraninda, tim HBV/D1
izolatlarinin serotipi ayw2, biri hari¢ tim HBV/D2 izolat-
larinin serotipi ayw3 ve tim HBV/D3 izolatlarinin serotipi
de ayw3 olarak belirlenmis ve HBV/D3 subgenotiplerinin
OBl ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir (34).

Subgenotip HBV/D3 ile enfekte bireylerin demografik
ozellikleri nedeniyle potansiyel olarak immunsipresyo-
na ve ¢oklu viral enfeksiyonlara yatkin olmalari, anti-HBV
immUn denetim mekanizmalarindaki aksakliklar ile iligkili
OBl olugmasinda, re-enfeksiyonlara acik olmalari ise viral
genomda coklu varyasyonlarin birikmesine ve bu varyas-
yonlarin neden olabildigi HBsAg sentezi ve viral replikas-
yon kapasitenin azalmasi ile iligkili OBl olugsmasinda rol
alabilecedi, nihayetinde subgenotip HBV/D3'ln OBl icin
predispozan bir faktér olabilecegi 6ngérilebilir. Dolayi-
styla bu calismadan elde edilen veriler subgenotip HBV/
D3'in HBsAg negatifligi, persistan ve dusik replikasyon
yetkinligi ile karakterize olan ve ayrica konak immin de-
netim mekanizmalarindaki aksakliklarin neden olabildigi
OBl ile iligkili olabilecegini destekler niteliktedir.

Bu calismada subgenotip HBV/D1 ile iliskili serotipler
ayw2 ve ayw3 sirasiyla %97,3 ve %2,7, HBV/D2 ile iligkili
serotip ayw3 %100, HBV/D3 ile iliskili serotip ayw3 %100
oraninda tespit edilmistir. Serotipi ayw3 olarak tanimlanan
13 (%26,5) HBV izolatinin 10'nu (%76,9) OBI, 3'G (%23,1)
ise kronik hepatit B tanili hastalardan izole edilmistir. Ge-
rek hasta gruplari (p=0,578) gerekse OBI ve kronik hepatit
B hastalar arasinda serotip dagilimlari (p=0,305) agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklihk yoktu. HBV serotip
ayw3 siklikla HBV/D2 ve HBD/D3'e spesifikdir (35). Bu ¢a-
lismadan HBV serotip dadilimina iliskin elde edilen verile-
rin, gerek cografik gerekse HBV genotip ve subtipleri ile
uyumlu oldugu anlasiimaktadir.

HBV serotip ayw3 ayw1, ayw2 ve ayw4'den farkl olarak
HBsAg ‘a’ determinant bodlgesinde yer alan 127. aa
pozisyonunda Tirozin (Thr) icerir. 127Thr varyasyonunun
HBsAg'nin antijenitesinde azalmaya neden olarak,
serolojik tani amaciyla kullanilan anti-HBs antikorlarina
kargi reaktivitesinde iliskili  olabilecegi
dolayisiyla serolojik tani amaciyla kullanilan testlerin
duyarlihigini olumsuz yénde etkileyebildigi bildirilmistir
(35). Bu ¢alismada serotip ayw3 olarak tanimlanan 10 OBI'li
hastanin hicbirinde serum HBV DNA saptanmamistir.
Dolayisiyla bu calismadan elde edilen veriler uyarinca
HBV serotipleri ile OBI arasinda direkt bir iligkili olmadid
ongorilebilir.

azalma ile

Kontrol grubu olarak ¢aligilan kronik hepatit B hasta sa-
yisinin az olmasi ile kronik C hepatitli hastalar dsindaki
non-viral karaciger hastaligi grubunun homojen bir grup
olmamasi ve gruptaki hasta sayilarinin kismi yetersiz ol-
masi da bu ¢alismayi sinirlandiran faktérlerdi. Bu acidan
HBV/D3'ln OBI patogenezi lizerindeki roltiniin moleku-
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ler dizeyde aydinlatilmasi amaciyla genom dizeyinde
ileri sekans analizleri ve fonksiyonel virolojik deneylerin
yapilmasi gerekli ve yararli olacaktir.

Sonug olarak konak ve populasyon dinamigi ile iliskili fak-
torlerin baskisi altinda farklilasan subgenotip HBV/D3'lin
OBI patogenezinde potansiyel roli olabilecedi 6ngori-
lebilir.
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