ANKARA TIP MECMUASI (THE JOURNAL OF THE FACULTY OF MEDICINE) Vol. 47 : 619-626, 1994

HEPATIT B VIRUS INFEKSIYONU VE POI_JMERiZE
INSAN SERUM ALBUMINi ARASINDAKI ILISKI

Fiigen Cokca* Semih Kandilci**

Hepatit B virusu (HBV), 1960’1 yillarda hepatit B infeksiyonu et-
keni olarak tanimlanmasina karsin, virusun biyolojisi ile ilgili detayh
bilgiler ancak son 10 yil igerisinde ortaya konulabilmistir (19). HBV'-
nun karaciger hicresi igerisine giris mekanizmasi da tartisilan ko-
nular arasindadir. Molekiiler ve genetik dizeyde yapilan galismalar,
konuya hentiz kesin bir aciklama getirmekten uzaktir. Virusun kara-
ciger hiucresi icerisine, insan serum albumini (HSA) aracilikli girisi
konusundaki gorusler ilgi ¢ekmistir. Konunun degisik yontemlerle:
arastirildig1 calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismada
akut hepatit B ve kronik hepatit B’li hastalarla, hepatit B'ye kars1 im-
mun kisilerin serumlarida, polimerize insan serum albumini (pHSA)
ile etkilesim pasif hemagliitinasyon yéntemi ile arastirildi. Sonuglarin,
serumdaki HBsAg, HBeAg ve Anti HBs pozitiflikleri ve virusun repli-
kasyonu ile iligkisi tartisildi.

MATERYAL VE METOD

Calisma gruplar : 14 B tipi akut hepatit, 13 B tipi kronik hepatit,
11 hepatit B ile karsilasip immun olan ve 11 hepatit B asis1 yaptirarak
immun olan kisinin serumlari ile calisma gruplar: olusturuldu. HBV
ile hi¢ karsilasmamis 15 saglikli eriskinin serumu kontrol grubu ola-
rak kullanildi.

Albumin polimerizasyonu : 20mg kristalize HSA (SIGMA), 1,8ml
fosfat tampon (PBS) pH 6,4 igerisinde ¢ozuldi. % 2,5'luk glutaraldehit-
ten 0,2 ml ilave edilerek oda 1sisinda 2 saat bekletildi. Reaksiyona gir-
meyen glutaraldehiti uzaklastirmak tizere PBS pH 6,4’e kars1 3 saat si-
reyle dializ edilerek hazirlandi (8).
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Duyarh Eritrositler : Koyun eritrositleri, PBS pH 7,2 ile 3 kez yika-
narak % 2,5'luk suspansiyonu hazirlandi. Bu suspansiyon esit miktar-
lardaki tannik asidin 1/20.000 dilisyonu ile Kkaristirilarak 37°C'hk
su banyosunda 10 dakika bekletildi. Daha sonra 1500 rpm’de 10 daki-
ka santrifiijlenerek ayrilan eritrositler PBS pH 7,2 ile tekrar yikandi
ve PBS pH 6,4'te % 2,5'luk suspansiyonu hazirlandi (3).

Duyarlanmis eritrositlerin pHSA ile kaplanmasi : pHSA, % 2,5'luk
eritrosit suspansiyonu ile karistirilarak oda 1sisinda 30 dakika sii-
re ile bekletildi. Eritrositler, 1500 rpm’de 10 dakika santriftijlendi. Re-
aksiyona girmeyen albumini uzaklastirmak tuzere eritrositler iki kez
tavsan serumunun 1/150 diliisyonu ile yikandi. Bu yolla albuminle
kaplanan eritrositlerin tavsan serum diluentinde (TSDj) 1/50 suspan-
siyonu hazirlanarak pasif hemagliitinasyonda kullanildi.

Hasta serumlari 56°C’da 30 dakika inaktive edildikten sonra TSD'’i
igerisinde 1/10 diliisyonlar: hazirlandi. Serum diliisyonlari, koyun erit-
rositleri ile 30 dakika bekletilerek adsorpsiyon saglandai.

Serum diliisyonlari, pozitif ve negatif kontrollerle birlikte mik-
ropleylerde hazirlandi. Pozitif kontrol olarak, HSA ile kaplanmis erit-
rosit + anti HSA (SIGMA), negatif kontrol olarak, HSA ile kaplan-
mus eritrosit + TSD kullanildi. Sonuclarin degerlendirilmesi Sekil I'de
izlenmektedir.

: Serum dililsyonlari ve pHSA ile yapilan pasif hemaglitinasyon test
sonuglarinin degerlendirilmesi

Sekil 1
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BULGULAR

Kontrol grubundaki 15 kisiden yalnizca 3'inde pHSA ile hemagli-
tinasyon testinin 1/80 pozitif saptanmasi nedeniyle, test serumlar:
degerlendirilirken 1/80’in Uzerindeki titreler anlamlh kabul edildi.

Hepsi HBsAg (+) olan akut hepatit grubunda, pozitif reaksiyon
veren 6 serumdan dort tanesinde HBeAg (+), 2 tanesinde AntitHHBe
(+)'ti. Sekiz serumda ise sonug¢ negatifti. Sonuglar Tablo I'de goste-
rilmistir.

Tablo | : Akut B Hepatitli hastalarin serumlarinda pHSA hemaglitinasyon titreleri

Hemagliitinasyon

Vaka HBsAg HBeAg titresi

| (+) (—) 1/1280
2 (+) (—) 1/640
3 (+) (+) 1/640
4 (+) (+) (—)
5 (+) (—) (—)
6 (+) (+) (—)
7 (+) (+) 1/640
8 (+) (+) 1/320
9 (+) (—) (—)
10 (+) (+) (—)
11 (+) (—) (—)
12 (+) (+) 1/320
13 (+) (+) (—)
14 (+) (+) (—)

Kronik hepatit grubunun sonuglar: Tablo II'de gosterilmistir. He-
maglitinasyon titresi pozitif olarak degerlendirilen 3 kiside de HBeAg
(+4) idi. Ancak bu gruptaki pozitiflik oram bir sonu¢ ¢ikartmak icin
vetersiz bulundu.

Tablo III'de hepatit B'ye karsi immun gruplarin sonuglar veril-
mistir. HBV ile karsilasarak immun olan grupta tek pozitiflik, as1 ile
immun grupta ise her ikisi de plazma kaynakl as1 ile asilananlarda
olmak tizere iki pozitiflik saptanmuistir.
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Tablo Il : Kronik B Hepatitli hastalarin serumlarinda pHSA hemagliitinasyon titreleri
Hemagliitinasyon
Vaka HBsAg HbeAg Karaciger biyopsisi titresi
1 (+) (+) Kr. pers. hep (—)
2 (+) (—) Kr. pers. hep (—)
3 (+) (+) Kr. aktif hep. (—)
4 (+) (+) Kr. aktif hep. (—)
5 (+) (+) Kr. aktif hep. (—)
6 (+) (—) Kr. aktif hep. (—)
7 (+) (+) Kr. aktif hep. 1/1280
8 (+) (+) Kr. aktif hep. 1/160
9 (+) (4) Kr. aktif hep. (—)
10 (+) (+) Kr. aktif hep. 1/1690
31 (+) (+) Kr. aktif hep. (—)
12 (+) (+) Kr. aktif hep. (—)
13 (+) (+) Kr. aktif hep. (—)

Kr. pers. hep : Kronik persistan hepatit
Kr. aktif hep : Kronik aktif hepatit

Tablo 11l : Hepatit B'ye Karsi Immun Gruplarin Sonuclari

Pasif Hemagl. (+)

Olgu Sayisi Saptanan Olgular
HBYV ile karsilasarak immun 11 1/11
Asgi ile immun 11 2/11
TARTISMA

1970’li yillarda glutaraldehitle polimerize edilen albuminin, HBV
partikillerine spesifik olarak baglandig1 goésterildi. Ayni polimerin
hepatositlere de baglanabildiginin saptanmasi tizerine, HBV'nun ka-
raciger hiicresi igerisine insan serum albumini aracilikli girisi hipo-
tezi gindeme geldi. Lenkei ve arkadaslar1 1974’te anti albumin anti-
korlarim tarif ettiler (9). Bunu izleyen yillarda farkli yontemler kul-
lanilarak konu ile ilgili arastirmalar vapilmistir (4,15,21).

HBsAg'i, HBV DNA’sindaki S-ORF (open reading frame) adi ve-
rilen genetik boélgenin trinudir. S-ORF tlzerinde 3 degisik bolge ta-
nimlanir. Bunlar S, Pre S1 ve Pre S2 olarak adlandirilir (1,7). Elektro-
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foretik analizler bu 3 genetik bolge tarafindan sentezlenen 3 yiizey
antijen proteini (S protein, M protein, L protein) bulundugunu gos-
termistir (20). Tasiyic1 kisilerin serumlarindan pirifiye edilen HBsAg
partikiilleri, pHSA ile etkilesim agisindan incelendiginde, M proteini
ve L proteini yapisinda bulunan ve 55 amino asitten olusan Pre S2
boélgesinin, pHSA'’i baglama o6zelliginde oldugu ortaya konmustur (6,
11). Sonugta, HBsAg'nin albumin baglanmasi i¢in bir reseptdr bolgesi
icerebilecegi gortsi agirlik kazanmistir (5,10).

Calismalar, pasif hemagliitinasyonla elde edilen pozitif sonug-
larin iki nedeni olabilecegini belirtmistir.

1) Hasta serumlarinda mevcut anti albumin antikorlar: ile et-
kilesim

2) HBsAg partikillerin yapisinda bulundugu belirtilen pHSA re-
septorleri ile etkilesim

Calismamizda pozitif sonuglarin esas olarak HBsAg (+) olan akut
ve kronik gruplarda saptanmasi, immun gruplarda anlamh bir pozi-
tiflik gosterilememesi, sonuglarin pHSA reseptoriinden ileri gelebile-
cegini dustundurmustir. Cesitli kaynaklarda anti albumin antikorla-
rimin yalmzca B tipi hepatitte degil, karacigeri ilgilendiren diger has-
taliklarla da iliskili olabilecegi belirtilmistir (16). Calismamizda kont-
rol grubu olarak kullanilan serumlarda 1/80 titrede li¢ pozitiflik bu-
lunmasi, bu antikorlara bagl olusabilecek reaktivitenin diisik oldu-
gunu dusundirdi.

Magrin ve arkadaslari tarafindan, HBsAg'inin yapisinda bulunan
PHSA reseptorlerinin viral replikasyon déneminde ¢ok daha blytk
miktarda bulundugunu bildirilmistir (12). Diger bazi calismalar da
bu goriisii destekler niteliktedir (13,14,17). Calismamizda viral repli-
kasyonu belirlemek tizere esas alinan HBeAg (+)’ligi ile eldeki pozitif
sonuglar arasinda net bir iliski gosterilememistir. Asi ile bagisiklanan
kisilerde elde edilen az sayidaki pozitif sonucun da anti albumin an-
tikorlarindan ileri gelebilecegi diistiniildu.

Genel olarak degerlendirildiginde pozitiflik orani tiim gruplarda
diistik bulunmustur. Anti albumin antikorlar1 veya albumin reseptor
aktivitesi, hastaligin kroniklesmesi ile iliskili bulunmamistir. Daha
hassas yontemlerle yapilacak galismalarla duyarlilig: artirmak mim-
kindir,
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Bugtin aksi net olarak gésterilememis olmakla birlikte, polimeri-
ze albumin hipotezi ile ilgili pek ¢ok soru isareti vardir (2,17,18,19,22).
Glutaraldehitle polimerize HSA'in viicuttaki normal prosediirlerle tre-
tildigine dair bir bilgi yoktur. Albumin molekiiltintiin yaslanma ile bu
ozelligi kazanabilecegi veya pHSA’e ¢ok benzer bir molekulin bulu-
nabilecegi 6n gortsleri vardir. In vitro calismalarla gosterilen HBV -
pHSA - hepatosit etkilesiminin biyolojik bir 6énemi olup olmadig da
hentiz bilinmemektedir. HBV infeksiyonuna duyarh hiicre kultir sis-
temlerinin gelistirilmesiyle, tiim bu sorularin cevab1 agiklik kazana-
bilecektir (22). Calismamizdaki gruplarda anlamli pozitif sonug elde
edilememis olmasina karsin, benzeri arastirmalarla ilerideki gelisme-
lerle birlikte degerlendirildiginde anlamli olabilecegi fikrini vurgular
niteliktedir.

OZET

Hepatit B virusunun (HBV), hepatositler igerisine ne yolla girdigi
guntumiizde hala net olarak anlasilamamistir. HBsAg'inin, polimerize
edilmis insan serum albuminini baglayabildiginin gosterilmesi, konu-
yva dikkatleri ¢ekti. Ancak bu baglanmanin, hastaligin patogenezinde
bir roli olup olmadig bilinmemektedir. Calismamizda, akut ve kronik
B hepatitli hastalarla, hepatit B'ye kars1 bagisik kisilerin serumlarin-
da, hepatit B markirlar1 (HBsAg, HBeAg, AntiHBs) ile insan serum
albumini arasindaki iliskiyi, pasif hemagliitinasyonla ortaya koyma-
y1 amagcladik. Elde edilen pozitif sonug¢larin daha ¢cok HBsAg (+) olan
akut ve kronik hasta gruplarinda saptanmasi, bu reaktivitenin anti
albumin antikorlarindan cok, HBsAg ile baglanmasindan ileri gelebi-
lecegini distindiirdii. Hastalarda HBeAg pozitifligi ile, pozitif test so-
nuclar1 arasinda herhangi bir iliski saptanamadai.

Anahtar Kelimeler : Human serum albumini (HSA), Polimerizas-
yon, Hepatit B virus.

SUMMARY

The relationship between hepatitis B virus infection and polymerized
human serum albumin

The way by which hepatitis B virus (HBV) enters hepatocytes
has not yet clearly established. The experiments showing that HBsAg
has a binding site for polymerized human serum albumin (pHSA)
gained attention. However there is doubt about weather this binding
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has got any biological role in the pathogenesis of the disease. In this
study we aimed to evaluate the relationship between pHSA and he-
patitis B viral markers; namely HBsAg, HBeAg, AntiHBs in acute and
chronic hepatitis B and hepatitis B immune groups by passive he-
magglutination. The positive results were obtained from the sera of
the patinets with acute and chronic hepatitis B whose HBsAg (+4) so
we suggested that these reactivities may be related to pHSA binding
sites of HBsAg rather than anti albumin antibodies. However we
couldn’t find any correlation between positive test results and
HBeAg positivity.

Key Words : Polymerized human serum albumin, Hepatitis B virus.
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