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OZET

Viral hepatitler halen dinyanin her yerinde yaygin olarak gorulen ve Ulke ekonomisini
olumsuz etkileyen énemli bir halk sagligi sorunudur. Ginimuzde testlerin artan analitik
performanslari, otomasyonun getirdigi hiz, teshis ve tedavi yoneteminde ciddi katkilar
saglamaktadir. Bu ¢calismada Kazakistan’in Tarkistan bdlgesi popllasyonundaki hepatit B,
C ve D virtslerinin epidemiyolojik durumu ve molekller profilinin  belirlenmesi
amaclanmistir. Calismamiza toplam 881 daimi ikamet eden kisilerin serum 6rnekleri dahil
edilmistir. Katihmcilarin 515'i (%58,4) kadin ve 366’s1 (%41,6) erkek olup, yaslari 5-75 (yas
ortalamasi: 34,2+17) yil arasinda deg@ismektedir. Tim oOrnekler serolojik ve molekuler
yontemlerle incelenmigtir. Calismamizda anti-HBc ve HBsSAg prevalansi sirasiyla %33,4
(%95 guven arahg [CI], 30,3-36,6) ve %3,6 (%95 CI, 2,6-5,1) olarak saptanmistir.
Katiimcilarin %47,4’G (%95 Cl, 44,3-50,9), anti-HBs =10.0 mlU/mL titresi gdsterirken,
%44,2’si (%95 ClI, 40,9-47,5) galisilan tum HBYV belirteglerine karsi duyarliydi. Anti-HCV
pozitifligi ise %3 (%95 Cl, 2,0-4,3) olarak tespit edilmistir. HBsAg pozitif kisiler arasinda anti-
HDV prevalansi %12,5 (%95 Cl, 4,4-28,7) olarak belirlenmistir. HBV genotip D ve HDV 1'in
ilgili enfeksiyonlarin %100'0 iken HCV genotip dagilimi 1b %60, 3a %30 ve 2c %10 olarak
bulunmustur. Sonug olarak, ayni hastalarda yapilan mutasyonel analiz ve ila¢ direnci
sonucu, 1b subtipi saptanan bir hastada velpatasvir, elbasvir, ledipasvir, daclatasvire direng
ile iligkili NS5A bdlgesinde Y93C/H mutasyonu, yine bir hastada NS5B bdlgesinde L159F
mutasyonu ile iligkili sofosbuvire azalmis duyarliik gézlenmistir. Ayrica, 1132V, M175L;
A39V, Q80G, S122G, Q30R/H, H58P ve C316N aminoasit degisikligi tanimlanmistir.

Bilim Kodu : 1039
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ABSTRACT

Viral hepatitis is still an important public health problem that is widespread throughout the
world and has a negative impact on the country's economy. Currently, the increasing
analytical efficiency of tests, the speed that automation brings, make a serious contribution
to the method of hepatitis in diagnosis and treatment. The aim of this study is to determine
the epidemiological status and molecular profile of viral hepatitis B, C and D in the
population of the Turkestan region in Kazakhstan. Our study included serum samples from
a total of 881 permanent residents. Of these, 515 (58,4%) participants are female, and 366
(41,6%) are male, age ranges from 5 to 75 years (mean age-standart deviation: 34,2+17).
All samples were examined by serological and molecular methods. In our study, the
prevalence of anti-HBc and HBsAg was 33,4% (95% confidence interval [CI], 30,3-36,6)
and 3,6% (95% Cl, 2,6-5,1) and 47,4% (95% ClI, 44,3-50,9) of participants showed an anti-
HBs titer = 10,0 mIU/mL, 44,2% (95% CI, 40,9-47,5) was sensitive to all HBV markers
studied. Positivity against HCV was defined as 3% (95% ClI, 2,0-4,3). The prevalence of
anti-HDV among HBsAg-positive participants was determined as 12,5% (95% Cl, 4,4-28,7).
While the HBV d and HDV | genotype make up 100% of associated infections, the HCV
genotype distribution was found as 1b 60%, 3a 30%, and 2c 10%. As a result of mutational
analysis and drug resistance in the same patients, a patient with subtype 1b has reduced
sensitivity to the Y93C/H mutation in the NS5A region associated with the resistance of
velpatasvir, elbasvir, ledipasvir, daclatasvir and sofosbuvir associated with the L159F
mutation in the NS5B region. Also 1132V, M175L; changes in the amino acids A39V, Q80G,
S122G, Q30R / H, H58P and C316N were detected.

Science Code : 1039
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Page Number : 146
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1. GIRIS

Viral hepatitler tum dunyada yaygin olarak gorulen ve Ulke ekonomisini olumsuz
etkileyen 6nemli bir halk saghdi sorunudur [1]. Dinya ¢apindaki viral hepatitlerin
baglica nedenleri olan 5 hepatotropik viris, 1963 ve 1989 yillari arasinda
kesfedilmistir: hepatit A viristu (HAV), hepatit B virisu (HBV), hepatit C virisu
(HCV), hepatit delta virist (HDV) ve hepatit E virist (HEV) , primer olarak

karacigeri etkilerler [2].

Viral hepatitlere bagl enfeksiyonlar farkl klinik seyir gdsterebilir. Hepatotropik
virlsler arasinda, hepatit B, C ve D virUsleri kronik hepatit, siroz ve hepatoselller
karsinomaya (HSK) neden olabilir ve hepatite bagl mortalitenin %96’sindan

sorumludur [3].

Diinya Saglik Orgutit (DSO) raporuna goére; 2015 yilinda Diinya’da 257 milyon
kronik hepatit B hastasi; 71 milyon kronik hepatit C hastasi oldugu tahmin
edilmektedir [4]. Ayrica her yil yaklasik 1,4 milyon kisi HBV ve HCV enfeksiyonuna
bagh olarak gelisen akut/kronik hepatit, karaciger yetmezligi ve HSK gibi hastaliklar
sonucu hayatini kaybetmektedir [5].

Diinya Saglik Orgiitii; Ulkeleri, hepatit B enfeksiyonu tasiyicilik oranlari agisindan
dusuk (<%2), orta (%2-8) ve yuksek (>%8) endemik bolgelere ayirmigtir. HBV’nin
genel populasyondaki prevelansi %3,5 olarak tesbit edilmistir. En ylksek

prevalansa sahip bolgeler Bati Pasifik ve Afrikadir [6].

Diinya Saglik Orgitl; diinya niifusunun yaklasik %1’inin HCV ile enfekte oldugunu
bildirmektedir [3]. Enfeksiyon, hepatit C virisiune maruz kalan kigilerin %50-80'inde
kalici hale gelir. Kronik hepatit C hastaliginin prognozu oldukga degiskendir; bu
durum konak ve viral faktorlere baghdir. Kronik HCV'li kisilerin yaklasik %25'inde
25-30 yillik bir sirede siroz geligir ve son donem karaciger hastalgr ve

hepatoseluler karsinomun komplikasyonlari i¢in bu hastalar risk altindadir [7].

Hepatit D virGsU, tek basina enfeksiyona neden olamayan, yasam doéngusu igin
HBV’nin Urettigi ylzey proteinlerine gereksinim duyan, kusurlu (defektif) bir virGstur.
Ayrica HBV’den farkli zarfli virUsler (vezikulovirUs, flaviviris ve hepakivirus) hepatit

D virusunun in vivo yayllmasina neden olur [8]. Hepatit delta enfeksiyonu hepatit B'li



hastalarda es zamanli koenfeksiyon veya super enfeksiyon olarak ortaya ¢ikabilir.
HBV mono - enfeksiyonuna kiyasla, hepatit delta, karaciger hastaliginin siroz ve
karaciger dekompansasyonuna daha hizli ilerlemesi ve HSK insidansinin artmasi
ile iligkilendirilmigtir. Hepatit D tim dinyada goérulir, ancak son yillarda HBV’ne
asllama baslamasi, saglik ve yasam kosullarinin iyilegtiriimesi HBV kontrold,

sanayilesmis ulkelerde HDV'nin dolagimini surekli olarak azaltmistir [9, 10].

Arastirmalar hepatit virlslerinin prevalansinin cografik boélgelere gore degisiklik
gosterdigini bildirmektedir. Bununla birlikte, Kazakistan’da hepatit viruslerinin
molekuller epidemiyolojisi hakkinda yeterli duzeyde bilgi mevcut degildir. Igissinov
ve digerlerinin Kazakistan’da yaptiklari bir calismada, kan bankasi verilerine goére
HBV ve HCV prevalansi sirasiyla %2,1 ve %1,8 seklinde bildirilmistir [11].
Nurgalieva ve digerlerinin Almati eyaletinde 290 gonullu ile yaptiklar bir calismada
HBV ve HCV prevalansi sirasiyla %3,8 ve %3,2 olarak raporlanmistir [12].
Nursultan’da Skorikova ve digerlerinin 28 248 kan bagiscisinda yaptiklari calismada
HBV prevalansi %1,5 ve HCV prevalansi %0,87 olarak belirtiimistir [13].
Kazakistan’da HBsAg pozitiflerde Hepatit Delta virisunin prevalansi %1,6-15,5

P

arasinda degistigi bilinmektedir [14-17].

Yukarida bahsedilen c¢alismalar disinda, Turkistan bolgesine ait veri
bulunmamaktadir. Bolge ile ilgili hepatit virUslerinin prevalansini ve genotip
dagihmini belirlemek i¢in Kazakistan’in bu bolgesinde arastirma yapmaya ihtiyag
vardir. Viral hepatitin popllasyonda prevalansi ve molekller profilinin

degerlendiriimesi hepatit kontrol programinin planlanmasi igin gereklidir.

Bu calismada Kazakistan’in Turkistan bodlgesinde daha 6nce herhangi bir veri
bulunmayan hepatit viruslerinin (Hepatit B, C, D) epidemiyolojisi ve molekuler
profilinin, klinik agidan dnemli mutasyonlarinin belirlenmesi planlanmigtir. Birikmis
bilgi havuzu, Turkistan bolgesinde saglik politikalarinin geligtirimesinde ve gerekli
onlemlerin alinmasindaki 6énemli bir veri kaynagdi olacaktir. Turkistan bolgesinde
virus genotipleri ile ilgili veriler ayni zamanda Kazakistan’daki diger bolgelerde virls
genotipleri i¢in bir ipucu olacaktir. Calismamiz oldukga kapsamli bir arastirma olup,
Tuarkistan bolgesinde kan yoluyla bulasan hepatit B, C ve Delta virslerinin dagilimi

hakkinda bilgi verecek ilk epidemiyolojik sonuglari icerecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit B Virlisu

2.1.1. Tarihge

Viral hepatit salginlarina ait ilk bulgular milattan énce (M.O) 2000 vyilinda
kaydedilmistir [18]. Hepatitleri ilk defa Hipokrat M.O. 3'lincl yuzyilda tarif etmis ve
bulagici olabilecegini dusinerek hastanin bulundugu yerlesim yerine “karantina
uygulamasi” énermistir [19]. Viral hepatitin ilk bilimsel tanimi, 1865’te Unlu patolog
Rudolf Vichow tarafindan yapilmis ve iltihabi sarilik anlaminda “kataral ikter” olarak
adlandinimigtir. Bu sarihgin insan serumuyla ge¢gmesi, 1885 yilinda iki salginda
bildirilmistir. Parenteral yolla bulasan hepatit formu c¢igcek asisi kampanyasi
sonrasinda gelisen “ikterus epidemisi” ile ilk kez 1885 yilinda Almanya Bremen’de,
Lurman tarafindan tersane calisanlari arasinda c¢ikan salginda tanimlanmistir.
Benzer bir salgin, ayni yil Almanya'nin bagka yerlerinde, Merzig'deki bir akil
hastanesindeki hastalarin, gicek hastaligina karsi asilandigi zaman meydana
gelmistir [20]. insan serumu igeren sarihumma asisi, 1942 yilinda Amerika Birlegik
Devletleri Ordusunda 50 bin kiginin etkilendigi ¢cok sayida hepatit salginina neden
olmustur [21]. Sonraki yillarda sarilik salginlari tedavi amaciyla sterilize edilmemis
enjektorlerin  kullanildigi uygulamalar sonunda, diyabet ya da cinsel temasla
bulasan hastaliklar klinigine bagvuran Kigiler arasinda da goézlenmistir. Sarilik
salginlarina yol acan etkenin bir virts oldug@u ise ilk kez 1940’1 yillarda gonullilerde
yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur. MacCallum ve Bradley, 1947 yilinda ilk kez
enfeksiydz hepatit icin hepatit A ve serum hepatiti igin hepatit B terimini kullanmistir
[22].

Blumberg ve digerleri, 1965 yilinda polimorfik serum proteinleri konusunda yapilan
bir calisma sirasinda, bir Avustralya yerlisinin kaninda o gune kadar tanimlanmamis
yeni bir antijen varhigini belirlemis ve Avustralya antijeni (Au Ag) olarak
isimlendirmistir. Bu arastirma ile Nobel éduluna almistir. Avustralya antijeninin kesfi
ve HBsAg olarak tanimlanmasi, hepatit arastirmalarinda hizl ilerlemeye neden
olmustur [18]. Dane ve digerleri, 1970 yilinda elektron mikroskobu ile incelenen kan
orneklerinde tim hepatit B virls pargaciklarini kesfetmistir [23]. Bu gelisme



sonrasinda HBV’nin farkli antijen ve antikorlarini tespit etmede kullanilan seroloji ve
molekuler biyoloji teknikleri gelistirilmigtir. Krugman ve digerleri, 1971 yilinda isi ile
inaktive edilen HBsAg pozitif serumlarin immunojenik oldugunu ve asi olarak
kullanilabilecegini goéstermistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) 1972 yilinda
HBs antijeni icin dondr kaninin test edilmesini gerektiren yasalar gikariimistir.
Hilleman ve digerleri, 1975 yilinda hepatit B asisinin testlerine baglamistir. Viral
genom klonlanarak 1979 yilinda nukleotid dizisi karakterize edilmistir [18, 24]. HBV-
DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle ¢ogaltiimasi, HBV ile ilgili
arastirmalarla alinan baska bir Nobel 6duline neden olmustur. Yakin zamanda
yapilan calismalarla HBV’nin molekuiler biyolojisi, epidemiyolojisi, patogenezi,

tanisi, tedavisi ve korunmasi konusunda ¢ok énemli ilerlemeler yasanmistir [25].
2.1.2. Siniflandirma ve virion yapisi

Hepadnaviridae, biyolojik 6zellikleri diger higbir virlis ailesinde goérilmediginden
kendi taksonomik gruplarini olusturur. Konakgi ve filogenetik farkliliklara dayanarak,
Hepadnavirisler memelileri (Ortohepadnaviriis) ve kuslari (Avihepadnavirlis)
enfekte eden virlUslerin yer aldigi iki cins igerir. Ortohepadnavirtsler insanda (HBV),
agackakan (Woodchuck Hepatitis Viriis; WHV), yer sincabi (Ground Squirrel
Hepatitis Viriis; GSHV), kutup sincabi (Arctic Squirrel Hepatitis Viriis; ASHV) ve
yunli maymunda (Woolly Monkey Hepatitis Viriis, WMHBV) bulunmustur [25].

Hepatit B virisu Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviris genusunda yer alan,
RNA araciligi ile replike olan ve konak genomuna entegre olabilen, retroviruslere
benzer Ozellikler gosteren, kuguk bir DNA virusudur [26]. HBV ile enfekte olmusg
kisilerin serumlarinda elektron mikroskopi ile Ug¢ farkl viris partiktlt gdosterilmistir:

enfektif virionlar ve subviral partikiller (Resim 2.1) [27].

Dane partikulli yaklasik 42 nm c¢apinda, tam virion yapisinda ve Kkuresel
gorunuimdeki enfeksiydz partikullerdir. Bu olusumu 1970 yilinda ilk kez bildirilen
arastiricinin adi ile isimlendirirler [23]. Nukleokapsit 28 nm c¢apindadir ve DNA,
hepatit B kor antijeni (HBcAg), hepatit B e antijeni (HBeAg) ve DNA bagimli
polimerazdan meydana gelir. NUkleokapsiti saran hepatit B ylzey antijeni (HBsAQ)
ve lipitten olusan zarf bulunur. Zarf L (bUyuk), M (orta) ve S (klguk) olmak tzere 3
farkli yazey (LHBs, MHBs, SHBs) glikoproteinlerinden olusur.



Sferik partikiller 22 nm (16-25nm) c¢apinda, nlkleik asit icermeyen, enfeksiyoz
olmayan partikullerdir. Primer olarak S proteini, daha az miktarda M ve ¢ok az

miktarda L proteini igerir.

Resim 2.1. HBV'nin elektron mikroskobik gorintlsu. Soldan saga: Dane partikuld,
filamentodz ve sferik partikillerin elekron mikroskobu gorinumda [27].

Filamentdz partiktller 22 nm ¢apinda, 50-500 nm uzunlukta, enfeksiydz olmayan

partikillerdir. YUksek oranda L proteinine sahiptir (Sekil 2.1).

Bu partikillerin  hepsinin dis ylUzeyinden HBsAg eksprese edilmektedir ve

immunojeniktir. HBs antikorlari ile reaksiyon verirler [18, 28].

HBV virion

»Dane partikiilii« Subviral partikiiller
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Sekil 2.1. HBV partikul yapilari: Dane partikill (42-47nm); Sferik partiktller 22 nm
(16-25nm) ¢apinda ve filamentdz partikiller 22 nm ¢apinda, 50-500 nm
uzunlukta [25].



Hepatit B virisinun ikozahedral nukleokapsid yapisi; 28 nm c¢apinda 240 viral
kapsid proteinin bir araya gelmesiyle olusmustur ve viral genomik DNA ile DNA
polimerazi  paketlemektedir.  Nukleokapsidin  igcinde, fonksiyonu henlz
tanimlanmamis olan bir protein kinaz bulunur [29]. Hepatit B virGsinin genomu,
yaklasik 3200 nukleotid iceren kismen c¢ift sarmalli, gevsek dairesel (relaxed
circular; RC) bir DNA molekualudur [30]. Genomda viral proteinleri kodlayan uzun
zincir (L veya negatif zincir) 3200 nikleotid tasimakta ve 5’ ucunda terminal bir
protein icermektedir. Daha kisa olan zincirin (1800-2700 nukleotid iceren, S veya
pozitif zincir) uzunlugu degiskendir. Negatif ve pozitif zincirlerin uglari, viral genom
uzerinde iki tam kez tekrar eden ve DR1 (direct repeat) ve DR2 olarak adlandirilan
kisimlari icerir. Viral DNA sentezinin baslamasinda, DR1-DR2 o6nemli rol
oynamaktadir [24]. Negatif zincir, tam viral genomu kodlar ve Ust Uste binen doért
aclk okuma bdlgesini (open reading frame; ORF) icerir. En uzun ORF, viral
polimerazi (Pol) kodlar. Acik okuma bdlgeleri; Pre-S1, Pre-S2 ve S zarfi
kodlamaktadir ve tamamen Pol ORF ile ortustrken, Prekor/Kor (Pre-C/C) ve X
ORF'leri kismen ortismektedir. Bu ORF'ler cergeveli bir sekilde Ust Uste
binmektedir, bu da virls iplikgisinin transkripsiyon sirasinda yaklasik bir buguk kez

okundugu anlamina gelir [25, 31].

P geni, viral genomun %80'nini kapsayan en uzun okuma bdlgesidir ve viral
polimeraz enzimini kodlar. HBV polimeraz, enkapsidasyonda, negatif zincirin
sentezinin baslangicinda, revers-transkriptaz aktivitesinde ve pregenomik RNA
yikiminda sorumlu ¢ok iglevli bir enzimdir. HBV polimeraz, 4 fonksiyonel domaine
ayrilmaktadir: a) replikasyon baslangicindan sorumlu terminal protein domaini, b)
gorevi bilinmeyen ara domain, c) viral RNA transkripsiyonu ve replikasyonundan
sorumlu ters transkriptaz domaini ve d) son olarak pregenomik RNA’yI parcalayan
bir ribonukleaz H aktivitesine sahip karboksi-terminal D domaini. Pol geninin Grinu
olan bu poliproteinin immunujenik 6zelligi vardir. Hastalardan alinan kan

orneklerinde antipolimeraz antikorlar saptanabilir [32].

X geni, viral genomda yer alan en kiguk okuma bolgesidir ve X mRNA translasyonu
sonucunda HBx proteinini (HBxAg) kodlamaktadir. Yapisal olmayan X proteini;
sinyal iletimi, DNA onarimi, protein yikim inhibisyonu ve HBV replikayonunda rol
oynar. Ayrica, kronik enfeksiyonda HSK gelisiminden sorumlu oldugu
dusunulmektedir [33, 34].



C geni, prekor ve kor olmak tzere iki bolgeye ayrilan viral kapsid yapilarini kodlayan
gendir. Antijenik 6zellikleri farkl iki degisik protein (Hepatitis B core antigen; HBCcAg
ve Hepatitis B e antigen; HBeAg) sentezleme yetenegine sahiptir. Kor antijeni,
endoplazmik retikuluma girmeden konak hucre sitoplazmasinda kalmaktadir ve viral
DNA'ya sikica baglanmaktadir. Dolayisiyla HBcAg'nine dolasimda serbest olarak
rastlanmaz. HBeAg, aktif HBV enfeksiyonu ve replikasyon igin serolojik bir belirtegtir

ve persistan enfeksiyonun olugsmasi i¢in immuno-toleran gibi hareket edebilir [35].

S geni, virionu gevreleyen zarf (ylzey) glikoproteini (S; HBsAg) kodlar ve preS1,
preS2, S proteini olmak Uze U¢ kisima ayrilmigtir. S proteini: blyuk (large; L), orta

(middle; M) ve kuguk (small; S) gibi t¢ formdan olusur.

Blyuk yuzey proteini (L-HBs), pre-S1, pre-S2, S’den olusur ve enfeksiydz virionun
ylizeyinde yer alir. Onemli 6zellikleri: virlis-konak hiicre baglanmasi; Dane
partikilinin yapimi ve salinmasi; hepatosit harabiyeti ve HSK gelisimi; korun

kapsidle gevrelenmesinde rol oynamaktadir.

Orta yuzey proteini (M-HBs), okumanin pre S2 boélgesinden baslamasi ile
olugsmaktadir. Muhtemelen hepatositlere baglanmada ve HBV’nin hucre igerisine

absorbsiyonunda gorevlidir.

S proteini (S-HBsAg), esas ve en fazla eksprese edilen protein olarak bilinir. Agilar
icin hedef proteindir. HBsAg'deki aminoasit farkliliklarina gore en az 5 antijenik
determinant (a, d/y ve w/r) bulundugu saptanmistir. Bunlardan "a" antijeni butin
HBsAg pozitif hastalarda mevcut olup, ortak bir antijenik yapi (a determinanti)
icermektedir. Buna karsi olusan antikorlar HBV’nin hepatositlere baglanmasini

engeller ve tum butln serotiplere kargi koruyucu immunite saglar [31, 36] .

Acik okuma boélgelerin transkripsiyonu promoter (prom=baslatici) ve enhancer (enh,
guclendirici) denilen duzenleyici dizinler tarafindan kontrol edilmektedir [22, 32].

Hepatit B virGsinun genom yapisi Sekil 2.2°de sematik olarak gosterilmistir.



Polimeraz

Sekil 2.2. HBV genomunun sematik gdsterimi. Genom yaklasik 3200 nukleotid
uzunlugundadir ve kismen ¢ift sarmalli DNA'dan olusur. Viral RNA'nin
transkripsiyonunu duzenlemek igin dort Ust Uste gelen agik okuma
cercevesi, dort destekleyici ve iki guglendirici eleman vardir. S geni;
HBsAg'yi kodlar ve uU¢ basglangi¢ kodonu igeren uzun bir agik okuma
cercevesidir. Boylece, gen pre-S1, S2 ve S olarak U¢ bélime ayrilir.
Cekirdek (C) geni; kor ve perkor proteinleri kodlar; C bdlgesinden
baslarsa HBcAg, Pre-C’den baslarsa HBeAg. Polimeraz (P) geni; butin
S genini orter ve viral DNA polimerazini kodlar. Hepatit B x antijeni
(HBxAg) en kuguk gendir ve transkripsiyonun aktivasyonu ile iligkilidir.
Negatif-duyarli iplikgik, viral mMRNA'ya tamamlayicidir. DR1 ve DR2, HBV
replikasyonu sirasinda iplikgige 6zgii DNA sentezi igin gereklidir. iki
arttinct (Enh1 ve Enh2), batin viral transkriptlerin ekspresyonunun
duzenlenmesinde aktivite sergiler [37].

2.1.3. HBV replikasyon dongusu

Hepatit B virislinin temel hedefi, karacigerin parenkimal hucreleridir. Ters

transkriptaz (reverse transcriptase; RT) enzimini kullanarak RNA Uzerinden replike



olmasi diger DNA virtslerinden ayiran onemli 6zelligidir [24]. Hepatit B virlsunun

replikasyon dongusu Sekil 2.3’te sematik olarak gosterilmistir.

Replikasyonun ilk asamasi, HBV’nin duyarli bir hepatosit Uzerinde yer alan
reseptore baglanmasi ve hicre sitoplazmasina nifuz etmesidir. Calismalar,
HBV'nin karaciger hlcre tropizmi ve ture 6zgullugunian en az iki farkli hicre faktoru
katmanindan kaynaklandigini gostermigtir. Enfeksiyonun baslamasindaki ilk
basamak, viris preS1’i spesifik hepatosit ylzeyinde yer alan heparin sulfat
proteoglikanlarinin (HSPG) dusulk afinite ile geri donisimll olarak baglanmasi ile
bagslar. PreS1 bodlgesinin hedef hicreye tutunmada énemli gorev tasiyan epitoplari
icerdigi saptanmistir. ikinci bir adim olarak, HBV virionlari HSPG'den insan sodyum
taurokolat kotransport polipeptide (RNTCP/SLC10A1) aktarilir ve bu da bir HBV giris
reseptord olarak tanimlanir. Bu hNTCP sadece insan hepatositlerinde eksprese
edilmektedir [38, 39]. Tutunmadan sonra hepatosit icine girisin endositoz ve fuzyon
ile oldugu 6ne surulmastur [40]. Kapsidin par¢calanmasinin hemen ardindan viral
DNA cekirdek porlarindan igeri girer. Viral genom hucre ¢ekirdeginde tamir edilerek
kovalent bagh kapali sirkuler DNA (covalently closed circular DNA; cccDNA) formu
olusur ve epizomal olarak kalir. Hepatosit ¢ekirdegindeki cccDNA, konak hicre RNA
polimerazlari igin kalip gorevi yapar ve dort tane mRNA sentez edilir. Sentezlenen
viral RNA transkriptleri ¢cekirdekten sitoplazmaya gecger ve protein sentezini baglatir.
Kor proteini (HBcAg), erken protein (HBeAg) ve polimeraz proteini sentezi 3,5 kb’lik
mRNA’dan; zarf proteinleri (preS-1, pres-2 ve S) 2,1/2,4 kb’lik subgenomik
RNA’dan; X proteinini (HBx) ise 0,7 kb’lik RNA’dan sentezlenmektedir [22]. Prekor
proteini endoplazmik retikulum (ER)a tasinir ve HBe antijenini olusturur. HBx
hlcresel transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girer ve viral promotorlarin aktivitesini
arttirir. Ylzey proteinleri (HBsAg) de, ER’de glikozillenmekte ve membranina
integre olmaktadir. Olusan viral polimeraz pregenomik RNA (pgRNA)nin
enkapsidasyon dizisi etkilesmesi ile viral kapsid yapimi basglatilir. Ardindan ters
transkripsiyon ile viral DNA sentezi baglar. Burada pgRNA‘dan negatif DNA zinciri
sentezlenmesi viral kapsidin i¢cinde hicre sitoplazmasinda gergeklesir. Negatif zincir
sentezlenmesi sonrasinda polimeraz enziminin RNaz aktivitesi ile pozitif DNA zinciri

sentezlenir [41].
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Sekil 2.3. HBV'nin replikasyon dongusu. 1) Baglanma: Hepatosit spesifik preS1
reseptoru ile heparan sulfat proteoglikanlarina (HSPG) dusuk afinite ile
geri donusumli baglanmasi; Ardindan insan sodyum taurokolat
kotransport polipeptidine (NTCP) geri dénlisiimsiiz baglanmasi; 2) igeri
giris (penetrasyon): endositoz ve flizyon 3) Viral nukleokapsidin salinimi
4) Nukleusa giris 5) Genom salinimi 6) rcDNA’nin tamiri 7) cccDNA
formasyonu 8) Transkripsiyon 9) Nukleer RNA’nin disari tasinmasi
(eksportu) 10) Translasyon 11) Ek olarak pregenomik RNA (pgRNA),
polimeraz proteini ile birlikte ¢cekirdek protein tarafindan paketlenmesi ve
viral genom negatif ipligi olusturmak UGzere pgRNA’nin ters
transkripsiyonu yoluyla ¢ogaltiimasi; ardindan pozitif ipligin kismi sentez
edilmesi; 12) Nukleokapsidin birlesmesi (assembly) 13) DNA iceren
olgun nukleokapsidin ek cccDNA molekulu olusturmak igin nukleusa geri
alimi ve zarfini kazanarak sekresyonu [39].

Kapsid igerisinde viral genomun sentezi suUrerken, virionlarin bir bolimia ER
membranindan zarf proteinini kazanir ve hicre digina salinir. Diger bir kisim
nukleokapsid ise ¢ekirdege geri taginarak cccDNA havuzunun ¢ogaltiimasi ve yeni

dongunun baslamasini saglamaktadir. Ancak belirli bir asamada polimeraz
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aktivitesinin sonlanmasiyla pozitif zincir sentezi tamamlanamaz ve bu zincirin eksik
halde kalmasina neden olur. Sonugta kismen ¢ift sarmalli, sirkiler HBV DNA olusur.
Bu genomu igeren kor partikili HBsAg/preS gibi kilif proteinleriyle c¢evrilerek
hepatosit disina salinir [22, 42].

2.1.4. Patogenez ve immunite

Hepatit B virisu akut veya kronik, semptomatik veya asemptomatik hastaliga neden
olabilir. Bunlardan hangisinin olusacagi, bireyin enfeksiyona karsi bagisiklik tepkisi
ile belirlenir [43]. Hem viral faktérler hem de konakg¢l immidn yaniti, HBV
enfeksiyonunun patogenezini ve Klinik sonucunu etkiler [44]. Hepatit B virisu
sitopatik 6zellik gostermedigi ve karacigerde gelisen enflamasyonun da immun
aracili oldugu bilinmektedir. Hepatit B virUsune kargi gelisen immun yanit, virusle
enfekte hicreleri ortadan kaldirarak koruyucu olabildigi gibi, yikici sonuglara da
neden olabilir [29]. Virlsun temizlenmesinde interferon alfa, beta, gama; Tumor
Nekrozis Faktor alfa (TNFa) gibi antiviral sitokinler 6nemli rol oynarken, karaciger
parankim nekrozundan sitotoksik CD8+T (CTL) htcreleri ve NK hicreleri
sorumludur [45]. lyilesen akut hepatit B’li kisilerde gesitli viral antijenlere karsi (kor,
polimeraz, zarf proteinleri) gugli CTL yanitlari olusmaktadir. Bununla birlikte akut
enfeksiyonda kor ve polimeraz proteinlerine kars1 CD4+ yardimci T (Th) hlcre yanit
da olusmaktadir. Kronik enfeksiyonu olan hastalarda ise T hucre yaniti zayif

oldugundan virts tam olarak elimine edilememektedir [24].

Hepatit B enfeksiyonunda, hem hicresel hem de himoral immin yanit dnemlidir.
Hucresel immunite ve inflamasyon, enfekte hepatositleri ortadan kaldirarak
enfeksiyonun iyilesmesini saglar. Himoral immun yanit da dolagsimdaki viral
partiktlleri temizlemekte ve virisun yayilimini sinirlandirmaktadir [24]. VirGse karsi
olusan antikorlar, virislin karacigere yayillmasini engelleyerek enfeksiyonun
baslamasini Onleyebilir. Enfeksiyonun sonraki asamalarinda, serumdaki buyuk
miktarda HBsAg, noétralizan antikorlara baglanarak ve etkilerini bloke ederek,
antikorlarin enfeksiyonu énleme kabiliyetini sinirlar. Hepatit B ylzey antijeni ve anti-
HBs arasinda olusan immun kompleksler, vaskdlit, artralji, dokantl ve bobrek hasari
gibi sorunlara yol agan asiri duyarlihk reaksiyonlarinin (tip 1) gelisimine katkida

bulunur.
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Hepati B kor ve e antijenlere kargl antikorlar serumda bulunur, fakat koruyucu
degildir. HBsAg gibi HBeAg proteini serum i¢ine salinir ve Uretildigi sirece anti-HBe

bu antijene baglanacagindan saptanamaz dlzeylerdedir [43].
2.1.5. HBV mutantlari ve 6nemi

Hepatit B virusu viral polimerazin hata yapma sikliginin yiksek olmasi yalnizca
farkli genotiplerin ortaya c¢ikmasina degil, klinik acidan 0Onemli olan bazi
mutasyonlara sahip viral varyantlarin da ortaya ¢ikmasini saglamistir. Hepatit B
virGsnin niikleotid degisim hizi 1.4 ila 3.2 x 10 -° nukleotid/yil olarak hesaplanmistir
[30, 46].

Dogal olarak olugan HBV mutasyonlari,

- Virasun antijenik yapisini degistirerek bagisik yanittan kagmasina neden olabilir.

- Virasun hucreye baglanmasini ve girisini kolaylastirabilir.

- Antiviral ilaglara direng gelisimine neden olabilir.

- Asilamada basarisizliklara neden olabilir.

- Artan HBV replikasyonu duzeyleri ile virtlansi arttirarak temel ve klinik 6neme
sahip olabilir [47].

HBV genomunda cgesitli mutasyonlar tanimlanmistir. Bunlar iginde 6zellikle ylzey

mutasyonlari, prekor ve kor promoter mutasyonlari, polimeraz mutasyonlaridir [48].

Yilzey geni mutasyonlari:

Hepatit B ylzey antijeni (HBsAQ), kticuk (SHB'ler), orta (MHB'ler) ve buyuk (LHB'ler)
proteinleri icerir, her protein ylksek oranda immunojenetiktir ve hepsi enfeksiyon ve
virion olusumunda 6nemli rol oynar. HBsAg pre-S1, konak hlcre reseptorine
baglanma ve nétralize edici antikor baglanma ile ilgilidir. Antikorlar, agirlikli olarak
99-170 amino asit pozisyonunda bulunan, "a-determinant” olarak bilinen ana HBsAg
proteininin hidrofilik bdlgesini hedefler. Bu nedenle, “a-determinant” mutasyonlar
HBsAg antijenitesini etkileyebilir, asi kagisina, tanisal HBsAg saptama analizleri ve
hepatit B immunoglobulin tedavisi basarisizliklari ile yanlis negatif sonuglara yol
acabilir [49].
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Polimeraz bolgesi mutasyonlari:

Hepatit B virlsu polimeraz bolgesi genomun yaklasik %80’nini olusturan virisun en
uzun gen bolgesidir. Polimerazin aktif bolgesi revers transkriptaz C alanindaki
tirozin-metionin-aspartat-aspartat (YMDD) motifi denilen korunmus bélgedir ve S
proteinin “a” determinanti ile ayni bolgede yer almistir. Polimeraz bdlgesindeki
mutasyonlar, nukleozid analoglari (NA) ve interferonlarla uzun suren KHB tedavisi
sirasinda olusmaktadir. En iyi bilinen HBV mutantlari lamivudine (LAM) direncli
olanlardir ve bunlar HIV suslari ile ayni mutasyona sahiptirler [50]. Adefovir direng
mutantlari olan N236T ve/veya A181V sirasiyla viral polimerazin D ve B alanlarinda
yerlesir. Adefovir direnci LAM direncinden daha az gorilmektedir. Iki yillik tedavi
boyunca %2 oraninda gelismektedir. Entekavir direncine yol agan mutasyonlar; B
domainindeki T184G, C domainindeki S2021 ve D domainindeki M250V’dir [51].
Telbivudin direnci, viral polimerazin M204| mutasyonu ile iligkilidir [52]. Lamivudin
ve tenofovir alan HIV-HBYV ile enfekte olmus hastalarda tenofovire karsi iki direng
saptanmigtir. Bu hastalarda lamivudin direng mutasyonlarina ek olarak bir de A194T

mutasyonu bulunmustur (Sekil 2.4) [53].

Terminal

. Spacer POL/RT
Protein
1 183 349 (rt1) 692 (rt 344) 845 a.a.
/ YMDD
I(G) I(F) A B c D E

LMV Direngli rtA181TIV rtM204V/I

L-dT Direngli rtA181T/V rtM2041

ADV Direngli rtA181TIV rtN236T

TDF Diistik duyarli rtA181T/V rtN236T

ETV Direngli rti169T rtL180M tS202C/G/I
rtS184S/A/lILIG/CIM rtM204V/I

rtM2501/V

Sekil 2.4. HBV polimeraz bdlgesindeki ilaca direngli mutantlar. Polimerazin dort
alani belirtilmistir ve Pol/RT alani, iyi korunan alt alanlari gdéstermek igin
genigletilmigtir. Lamivudin (LMV), Telbivudin (L-dT), Adefovir (ADV),
Tenofovir (TDF) ve Entecavir (ETV) direnci ile iligkili mutasyonlar
belirtilmistir [54].
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Prekor/kor geni mutasyonlari:

Hepatit B virisunin e antijen ekspresyonunu etkileyen iki tur mutasyon
saptanmigtir. Bunlardan ilki prekor bdlgesinde 1896. nlkleotidde izlenen G-A
doénusumdi, TGA stop kodonu olusturarak HBeAg Uretiminin durdurulmasina, ancak
kor proteini Uretiminin devam etmesine yol acar [24]. Prekor mutantlari kinik
sonuglari ve karaciger hasarinin siddetini etkileyebilir. Diger bir mutasyon grubu
bazal kor promotor (BKP) mutasyonlari, prekor/kor RNA’larinin transkripsiyonunda
azalma seklinde gorulmektedir. Bazal kor promotor bolgesinde Al1762T veya
G1764A mutasyonlari, tek ya da prekor mutasyonlari ile birlikte gorulebilirler. Bu
mutasyonlarin ikisi birlikte oldugunda HBeAg sentezinde azalmaya ve viral yukte

artisa neden olmaktadir [55].

X geni mutasyonlari:

Hepatit B virGsunun X proteini (HBx), HSK ile ilgili viris replikasyonunu uyararak
veya konakgl gen ekspresyonunu degistirerek HBV biyolojisine ve patogenezine
katkida bulunan c¢ok islevli yapisal olmayan bir proteindir [56]. HBx mutasyonlari
sadece ORF'yi degil, ayni zamanda o6rtusen diger bolgeleri de etkileyebilir. Klinik
siddete baglh tum HBx mutasyonlari g6z 6nune alindiginda, A1762T/G1764A BKP
mutasyonu, en sik karsilagilan HBx mutasyonlarindan biridir ve HBV enfeksiyonlari
olan kronik hastalarda karaciger hastaligi ilerlemesinde 6nemili bir rol oynar. Ayrica,
Enhll / BKP bolgesindeki T1753V (1127L, T, N, S) ve C1653T (H94Y) mutasyonlarini
indUkleyerek HSK gelisimine neden olmaktadir [57].

Hepatit B viris genomunun farkli bolgelerinde tespit edilen ve klinik agidan énemli

olan mutasyonlar Cizelge 2.1’de degerlendirilmistir.

Cizelge 2.1. HBV mutantlari ve 6nemi [58-60]

HBV genomik ) tasyon Klinik nemi
bolge
G1896A, G1899A, A2149C/T, HBeAg negatif mutantlar,
Prekor C1913A, C1914T, A2149C/T, hastaligin daha agir
A2188T/C, C2198A, C2444A/T formu, siroz, HSK
Bazal kor C1653T, Al1753T, T1267A, Hastahgin hizh ilerlemesi
promotor T1764C, C1766T, A1762T, T1753V ve HSK, fulminan hepatit
X geni K130M, V131l, A10R/S144R ift HSK geligimi

mutasyonu,
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Cizelge 2.1. (devam) HBV mutantlari ve 6nemi

Potansiyel olarak HSK

Pre-S T207A, T126A, Q129H, /A
gelisimi ile iligkili
S geni T207A, T126A, Q129H, M133L, Hastaligin hizh  seyri,
T143M, D144H/A, G145R/A asidan kagis mutasyonlari
L180M, A181S/I/T,
Polimeraz T184L/FIAIM/S/ICIG, N236T/D, Antiviral direng

M250V, rtA181T / sSW172X

2.1.6. HBV epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orglti, 2015 yilinda 257 milyon kiginin veya niifusun %3,5'inin kronik
HBV enfeksiyonu ile yasadigini tahmin etmistir ve her yil yaklasik 620,000 enfekte
kisi HBV’nin neden oldugu akut/kronik hastalik, karaciger yetmezligi, siroz ya da
HSK gibi ge¢ komplikasyonlar nedeniyle kaybedilmektedir [4]. Birgok Ulkede etkin
asllama programlarinin uygulanmasiyla akut HBV enfeksiyonlarinin insidansinda
azalma olmasina ragmen, hendz rutin asilama programina ulasamayan ulkelerin
varligi ve yas nedeniyle asilama programinin disinda kalmis olan kitlelerde HBV

morbidite ve mortalitenin nedeni olmaya devam etmektedir [61].

Hepatit B virlisinin dinyada goértlme sikhigi bolgesel farkliliklar géstermektedir ve
dunya ulkeleri: yuksek, orta, dusuk endemisite bolgeleri olarak U¢ gruba ayriimigtir
[62] (Cizelge 2.2). Endemisite oranlarindaki farklilik cogu kez enfeksiyonun bulas
sekli ve kazanim yasiyla da iligkilidir. Maruz kaldiktan sonra kronik enfeksiyon riski,
bebeklerde yaklasik %90, kuguk cocuklarda %50 ve yetiskinlerde %5 arasinda
degisir. Yas ilerledikce kroniklesme riski azalir [61].

Kazakistan’da farkli cografik bolgelerde farkli prevalans oranlari saptanmis olup;
2015 yilinda nufusun %3’ten fazlasi (yaklasik 514 380 kisi) HBV ile enfekte oldugu
bildirilmistir [63]. Ancak etkili bir raporlama sisteminin bulunmamasi nedeniyle,
Kazakistan’daki gercek hasta sayisi onemli derecede yuksek olabilir. Hepatit B
virisundn genel nifusta tahmin edilen prevalansi, Kazakistan’in farkl bdlgelerinde
yaklagik %1,5 - %6 arasinda degismektedir [11-17].
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Cizelge 2.2. HBV endemisitesi duzeyleri

Emdemisite HBSAg

cesitleri prevalans Enfeksiyon modu Cografi dagilimi

Orta Asya (Kazakistan),

. , , Glney Asya, Sahraalti

0,
Yuksek >%8 Perinatal gecis Afrika ve AMazon
bolgeleri

Orta 062-7 Per!natal ve vyatay Orta ngu, Dogu Avrupa,
gecis Akdeniz havzasi

Amerika Birlesik

Dusuk <%2 Yatay gecis Devletleri, Kuzey Avrupa,

Avustralya, Yeni Zelanda

Hepatit B viristnidn genotip siniflandirmasi, tim genomun filogenetik analizine
dayanmaktadir [35]. En az 10 HBV genotipi (A'dan J'ye) tanimlanmistir. Genotipler,
genom boyunca %4-8'lik bir dizi sapmasiyla birbirlerinden farkli alt genotiplere de
ayrilabilir ve neredeyse kirk alt genotip vardir [64]. A, D ve F genotipleri gesitli alt
genotiplere boliunmustur; E, G ve H genotipleri icin alt genotip tanimlanmamistir.
Ana genotipler cografi dagilimlara gore degisir (Sekil 2.5). Genotip A, Sahra alti
Afrika, Kuzey Avrupa ve Bati Afrika'da yaygindir; genotip B ve C Asya'da yaygindir;
genotip C, oncelikle Glneydogu Asya'da gozlenir; genotip D, Afrika, Avrupa,
Akdeniz Ulkeleri ve Hindistan'da baskindir; genotip G Fransa, Almanya ve Amerika
Birlesik Devletleri'nde rapor edilmistir; genotip H yaygin olarak Orta ve Glney
Amerika'da gorulur. Genotip | son zamanlarda Vietham ve Laos'ta rapor edilmigtir.
En yeni HBV genotipi, genotip J, Japonya'daki Ryukyu Adalari'nda tanimlanmistir
[65].
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Sekil 2.5. HBV genotiplerinin diinya ¢apinda cografi dagilimi. HBV’nin farkl global
ve epidemiyolojik dagilimlara sahip on tane genotipi vardir. Kirmizi renk,
yuksek HBV prevalansina sahip ulkeleri, turuncu, orta HBV prevalansina
sahip ulkeleri ve sari, HBV prevalansinin dusuk oldugu Ulkeleri temsil
eder [37].

Hepatit B virtisii genotiplerinin cografik dagilimi maruz kalma yolu ile iligkili olabilir.
Ornegin, B ve C genotipleri, viral transmisyonda énemli bir rol oynayan perinatal
veya vertikal maruz kalmanin yiksek endemik bolgelerinde daha yaygindir. Genotip
A ve D'nin baskin oldugu, HBV prevalansinin duguk oldugu Avrupa ulkelerinde
(prevalans orani <% 2), cinsel gegis ve guvenli olmayan enjeksiyon uygulamalari
HBV gegcisinin ana gegis yoludur [66]. Bircok calismada HBV'nin genomik
degiskenliginin, karaciger hasari ve interferon tedavisine yanit arasinda ciddi bir
iligki bulundugu saptanmistir. Ornegin, genotip C, daha ciddi hastalik sonuclari ile
iliskili iken, genotip B interferon tedavisine genotip C’ye gore daha yiksek oranlarda
yanit vermektedir [29, 35]. HBsAg antijenik determinantlarini ve HBV genotip
subgruplarini ifade etmek icin subtip ve serotip terimleri kullaniimaktadir. Viral zarf
glikoproteinlerinin antijenik farkhlarina gére en az 4 serolojik serotip bildirilmigtir.
Tdm HBV kokenlerinde immunodominant olan ve notralizan antikor yapimini
indukleyen "a" determinantini igerir, ek olarak iki determinant daha tanimlanmigtir.
Bunlar d/y 6zgullugunde olan 122. aminoasit ve w/r 6zgulligunde olan 160. amino

asittir. Buna gore 4 major (adw, ayw, adr, ayr) ve 9 minor (aywl, ayw2, ayw3, ayw4,
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ayr, adw2, adw4, adrg- ve adrg+ ) HBsAg serotipi saptanmigstir. Serotipler

enfeksiyon kaynaginin belirlenmesi agisindan onem tasimaktadir [24, 67]. HBV

genotip ve serotiplerinin cografik dagihmi Cizelge 2.3’te gosterilmigtir.

Cizelge 2.3. HBV genaotiplerinin ve alt tiplerinin cografi dagihimi [32]

Genotip  Alttipler Serotip Dunyada Dagilimi
Al adw2/ayw2 Sa_hra_ Alti  Afrika, Hindistan, Brezilya,
Arjantin
Avrupa, Amerika Birlegik Devletleri, Kuzey
A A2 adw2 Kutbu, Avustralya
A3 aywl Bati Afrika
A4 aywl Afrika
Bl adw?2 Japonya
B B2-5 aywl/adw2 Dogu Asya
B6 adw?2 Alaska, Kuzey Kanada, Gronland
C1-5 adr Qip, Kore,' .GUneydogu Asya, Japonya,
Guney Pasifik Adalari, Avustralya
C . - <
C1-5 adr le, Kore,. .Guneydogu Asya, Japonya,
Guney Pasifik Adalari, Avustralya
Rusya, Ortadogu, Akdeniz, Mogolistan,
D D1-4 ayw2/ayw3 Kuzey Afrika, Avrupa, Hindistan, Kuzey
Kutbu, Giney Amerika, Asya
E E ayw4 Bati ve Orta Afrika, Suudi Arabistan
£1 adwa Ala§ka, Orta Amerika, Glney Amerika,
F Bolivya . _ .
F2 adw4 Orta Amerika, Amazon Bolgeleri
F3-4 adw4 Arjantin
Fransa, Almanya ve Amerika Birlesik
G G adw?2 Devletleri
H H ayw4 Orta Amerika, Amazon Bolgeleri
I I adw2/ayw2 Vietnam ve Laos
J J Japonya

HBV, enfekte vucut salgilariyla insandan insana bulasir. Bulasmadan sorumlu en

onemli materyal kan ve kan Urunleridir. Ancak tukurik ve semen gibi diger vicut

sivilariyla bulagma da s6z konusudur.

HBV’nun 4 ana bulagma paterni vardir:

Perinatal (enfekte anneden yenidogana gegis).

Cinsel temas.

Horizontal (enfekte kigilerle temas).

Parenteral (perkutan) yol.
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Farkli cografi bolgelerde bulagsma yollarinin baskinhginda onemli farklihk vardir.
Ornegin, Bati Avrupa gibi dislk prevalansh bolgelerde, cogunlukla korunmasiz
cinsel iligki ve intravenoz ila¢ kullanimi baskin bulasma selklidir. Perinatal bulasma
yolu, Sahra alti Afrika gibi ylksek epidemik bdlgelerde karsimiza gikar. Yatay gegis,
Ozellikle erken cocukluk doneminde, orta yayginlik alanlarindaki ana gegis yolu
olarak kabul edilir [68].

Perinatal bulasma

Hepatit B virisl, enfekte anneden yenidogana geciste Ug¢ olasi yol vardir. Birinci
yolu HBV’nin uterus iginde transplasental gegisi, ikincisi dogum esnasinda perinatal
gecis, son yol ise bakim ya da sit verme sirasinda postnatal gegistir. intrauterin
enfeksiyon orani nadirdir (%5-10). Perinatal bulagsmanin en énemli 6zelligi, enfekte
olan bebekte immatir immun sistem nedeniyle enfeksiyonun kroniklesme oraninin
%90 gibi ¢cok yuksek duzeylere ulagsmasidir. Perinatal bulasmanin dnlenmesinde
dodum sonrasinda aktif ve pasif immunizasyonun birlikte uygulanmasi iyi bilinen

efektif korunma yoludur [69, 70].

Cinsel yolla bulasma

Hepatit B virGsunun diger bir yoldan bulasi cinsel temasdir [71]. Semen ve genital
sekresyonlar kandan daha az miktarlarda virls icermelerine ragmen bulsamaya
neden olmaktadir. Asilanmamigs kisilerde HBV cinsel iletimi blyUk 6lgude birden
fazla seks partneri olan veya seks iscileriyle temas eden heterosekstiel erkekler
veya kadinlar, ya da erkeklerle seks yapan erkekler (homosekslel) arasinda
gerceklesir [72]. Dusuk prevalansli bolgelerde cinsel gecis, bulasmalarin ana
yoludur. Amerika Birlegik Devletleri'ndeki yeni HBV enfeksiyonlarinin yaklasik %40'
heteroseksuel iligki yoluyla bulasir ve %25'inden homoseksuel iliski sorumlu
tutulmustur [73]. Almanya’da 2018de HBV enfeksiyonlarinin %27’sinin cinsel
iliskiden kaynaklandigini, %58’ini heteroseksiel temasla, %42’'sinin ise
homoseksuel iligki ile bulastigi bildirilmistir [74]. HBV bulasini onleyici tedbirler,
asilama ve guvenli cinsel iligki, yani kondom kullanimi gibi uygulamalar

onerilmektedir [32].
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Perkiitan bulasma

Virtsun en 6nemli bulas yolu perkutan yoldur. Kan ve kan Urunlerinin transfizyonu,
damar igi ilag bagimlilari, hemodiyaliz, endoskopi, akapunktur islemi, dévme,
maniklr/pedikdr, saglik bakim uygulamalari gibi yollar bu tip bulasin en énemli
ornekleridir. Kan merkezlerinde HBsAg taramasi ile bu yolla bulas azalmigtir, ancak
HBsAg negatif enfeksiydz HBV tasiyicilarin varligi nedeniyle kan transfuzyonu ile

bulas tamamen ortadan kaldinlamamistir [32, 72].

Horizontal bulasma

Perinatal, peruktan veya cinsel temasin gosteriimedigi durumlarda ortaya c¢ikan
bulagma, horizontal bulagsma olarak tanimlanir. Cocuklar, cilt veya mukoza
zarlarindaki kiguk kirilmalar yoluyla yatay gecis yoluyla HBV enfeksiyonunu
kazanabilir veya diger ¢ocuklarla yakin temasta bulunabilirler. Aile i¢inde kullanilan
kontamine havlu, dis firgcasi, tiras makinesi, banyo malzemeleri, hatta oyuncaklarla
bile bulagma olabildigi bildirilmigtir. Bu durumda HBV’nin uzun sdre insan
vucudunun diginda yasamaya devam etmesi ve ¢evrede en az 7 gun bulasici olmasi

rol oynamaktadir [68, 72].
2.1.7. Klinik

Hepatit B enfeksiyonu, asemptomatik enfeksiyondan fulminant hepatite, inaktif
tasiyiciliktan karaciger sirozu ve karaciger kanserine kadar yol agan farkli klinik seyir
gOstermektedir. Ekstrahepatik belirtilier hem akut hem de kronik enfeksiyonda ortaya
cikabilir [72].

Akut enfeksiyon

Hepatit B virusline maruziyeti sonrasi inkubasyon donemi 60-150 gindur. Akut HBV
enfeksiyonunun klinik seyri hastanin yasina ve immun durumuna bagl olarak buyuk
Olclide degisir. Bebekler, 5 yasindan kuguk cocuklar ve immunsupresif yetigkinler
¢ogu durumda tamamen asemptomatiktir. Akut HBV enfeksiyonu bu kigilerde
siklikla taninmaz. Hastalarin ¢gogunda akut HBV enfeksiyonunun semptomlari
spesifik degil, sinsi ve kisa surelidir. En sik gorilen semptomlar anoreksi, halsizlik,
bulanti, kusma ve karin agrisidir ve bunlar yalnizca 1 ile 5 gun surebilir. Bu belirtiler

hafifse, hasta tibbi yardim istemezse veya karaciger transaminazlari bu belirtiler igin
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tibbi bir degerlendirme sirasinda test edilmezse, akut HBV enfeksiyonunun teshisi
kolayca gozden kagirilabilir. Bu tur bireyler, HBV veya kronik hastaliga 6nceden
maruz kalmanin serolojik kanitlarina sahip olduktan yillar sonra bulunabilir [32, 75].
Akut HBV enfeksiyonunun ikterik evresi sarilik baslangici ile olusur. Akut HBV'li
genglerin ve yetiskinlerin yaklasik %30 ile %50'si sarilik gelistirir. Buna karsilik,
sarilik bebeklerde ve kiguk ¢ocuklarda nadiren gorulur. Sarilik hafif veya belirgin
olabilir ve bu HBV'ye yoénelik konak immun yanitinin ciddiyetine baghdir [76]. Akut
HBYV enfeksiyonunda serum karaciger transaminazlari 1000 |U/L veya daha buyuk
dlzeylere kadar cikabilmektedir; tipik olarak alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferazdan (AST) daha yuksektir. Prognozu belirlemede
protrombin zamani (PT) o6nemli belirtectir. Ylksek PT dlzeyleri karaciger
yetmezligini gdstermektedir [77]. ilk basta anti-HBc immiinglobilin (Ig) M
pozitiflesmekte ve bunu takiben kisa bir sure sonra IgG sinifi antikorlar da ortaya
cikmakta ve genellikle hayat boyu saptanabilir dizeylerde kalmaktadirlar. Ayni anda
serumda HBsAg ve HBV DNA da bulunnmaktadir. HBV DNA, HBsAg, HBeAg ve
anti-HBc IgM kayip olmasi; anti-HBs, anti-HBe antikorlarinin gelisimi bagisikhgi
gostermektedir [78].

Kronik enfeksiyon

Alti aydan uzun sureli HBsAg pozitifligi, kronik HBV enfeksiyonunun igaretidir.
Kronik HBV enfeksiyonunun gelisimi, bireyin enfekte oldugu yasla ters orantilidir.
Viris bulagsmis bebeklerin %90'Ina kadar kronik enfeksiyon, ancak enfekte
yetigkinlerin %5'inden daha azinda kronik enfeksiyon gelismektedir. Kronik HBV
enfeksiyonu olan kisilerde karaciger sirozu (%25) ve kanser (%5) dahil olmak Gzere

yuksek komplikasyon riski vardir [79].

Kronik HBV enfeksiyonun dogal 6ykust, HBeAg, HBV DNA seviyeleri, serum ALT
konsantrasyonlari ve karaciger iltihabinin varhgi ve yoklugu dikkate alinarak 5 faza
ayrilmigtir (Cizelge 2.4). Bu fazlarin seyri karigiktir, sirayla olmayabilir, bir hastada

her faz goérilmeyebilir, fazlar arasindaki gegis sureleri her hastada farklh olabilir [80].



22

Cizelge 2.4. HBV ve karaciger hastaligi belirteclerine dayali kronik HBV enfeksiyonu
olan hastalarin dogdal 6ykisu ve degerlendiriimesi [80]

HBeAg Pozitif HBeAg Negatif
Kronik Enfeksiyon  Kronik Hepatit Kronik Enfeksiyon  Kronik Hepatit

HBsAg Yiksek Yuksek/orta Dusuk Orta
HBeAg Pozitif Pozitif Negatif Negatif
HBV DNA >107 IU/ml 104-107 IU/ml <2000 1U/ml >2000 1U/ml
ALT Normal Yiksek Normal Yiksek
Nekroinflamatuvar oy /minimal Orta/ciddi Yok Orta/ciddi
aktivite
Eski terminoloji immun toleran immun reaktif inaktif tasiyici HBe negatif

kronik hepatit

Immun toleran faz

HbeAg-pozitif kronik HBV enfeksiyonu. Genellikle hastaligin perinatal bulasmayla
basladigi ya da erken c¢ocukluk ¢aginda alan olgularda gorulmektedir.
Organizmanin virisa karsl gosterdigi immun tolerans HBeAg ve HBV DNA'nin
yuksek dizeylerde bulunmasina olanak saglar. Ancak immun yanit mekanizmasina
bagh karaciger hasari gelismediginden, hastaligin biyokimyasal bulgulari (ALT,
AST) ve karaciger biyopsisi normal seviyelerde bulunur. Bu asamada spontan
HBeAg negatiflesmesi nadirdir. Bu hastalar yiksek HBV DNA nedeniyle oldukga
bulacicidir [80, 81].

Immun klirens faz

HBeAg pozitif kronik hepatit B ile karakterizedir. Bu dénemde, virlse kargi gosterilen
immun yanitin ortaya ¢ikmasiyla hepatosit nekroinflamasyonu baglamistir. HBeAg
pozitiftir, HBV DNA immuntoleran doneme gore azalmis olmakla birlikte yuksektir.
ALT, immun vyanit ile hepatosit lizisi oldugundan donemsel alevlenmeler

gostermektedir. KC’de aktif inflamasyon vardir ve fibrozise gidis hizlanmigstir [82].

Inaktif HBV tasiyicilidi

HBeAg negatif kronik HBV enfeksiyonu. infeksiyonun imminolojik kontroliiniin
saglandigi bu dénemde, HBeAg negatif, anti-HBe pozitif, HBV DNA dusik pozitif
(<2000 1U/ml) veya negatif duzeyde, surekli normal ALT duzeylerinde karaciger
histopatolojisinde hasar yok ya da minimaldir. Bu donemdeki hastalarin uzun sureli

prognozu genellikle iyi seyirlidir. Ancak zamanla HBsAg'nin negatiflesmesi ve anti-
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HBs pozitifligi gozlenebilecegdi gibi, hastaligin yeniden aktif formlara ge¢mesi de
mumkundur [80, 81].

HBeAg negatif kronik hepatit B (Reaktivasyon dénemi)

inaktif ddSneme gegen hastalarin biylk bir kismi inaktif taglyici olarak édmir boyu
kalirken, diger bir kisminda viral replikasyonun yeniden baslamasiyla HBeAg negatif
kronik B hepatiti gelismektedir. Hepatit B virls reaktivasyonu (HBVr) kendiliginden
ya da immunsupresif tedavi alanlarda olabilir. Bu dénemde HBV DNA dizeyleri
onceki iki donemden (immun tolerans donemi ve immun klirens donemi) daha
dusuktlr. Serum ALT duzeylerinde dalgalanmalar gosterilmektedir. Hepatit B virGs

reaktivasyonu, vakalarin %4-60'inda élumcul sonuglara yol agabilir [83].

Hepatit B yiizey antijeni negatif faz (lyilesme)

Bazi olgularda spontan HBsAg kaybinin s6z konusu oldugu doénemdir.
Enfeksiyonun daha ileri yaslarda kazanildigi bolgelerde daha sik gérilimektedir. Bu
dénemde enfeksiyon genelde iyi seyirlidir ve dlisuk dizey HBV replikasyonu devam
edebilir. Hastada immun supresiyon gelismesi, HBV reaktivasyonuna yol
acabilmektedir. Bazi hastalar kendiliginden HBsAQ'yi temizler, ancak bu olay
nadirdir ve yilda %0,5 ile %1 oraninda gérilmektedir. Bu hastalar hepatit B gekirdek
antikoru icin pozitif kalir ve bazilari anti-HBs gelistirebilir. HBsAQ'yi temizleyen
hastalarin gogunda serumda saptanamayan HBV DNA vardir, ancak HBV DNA
bazilarinda serumda ve tum hastalarda karacigerde kalir. Bu hastalarin gizli HBV

enfeksiyonu oldugu disunulmektedir [19, 80, 81].
2.1.8. HBV'nin laboratuvar tanisi

Hepatit B enfeksiyonu énemli bir kiresel saglik tehdidi olarak kabul edilir. HBV
enfeksiyonunun dogru tanisi tedavi igin ¢ok 6énemlidir. Yukarida bahsedildigi gibi
HBV enfeksiyonunun birkag agsamasi vardir, burada her biri viral DNA veya viral
antijenlere karsi insan antikorlari gibi spesifik biyobelirteglerin varlidi ile karakterize
edilir (Sekil 2.6). HBV, in vitro olarak hucre kultirinde udretilemediginden,
enfeksiyonun laboratuvar tanisi ve izlemi temel olarak serolojik ve molekuiler

yontemlere dayanmaktadir. Bu amagla virisun antijenleri ve onlara kargi olugsan
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antikorlar yaygin olarak ELISA temelli yétemlerle (Cizelge 2.5), yani sira HBV DNA

ise yaygin olarak PCR temelli yontemlerle arastiriimaktadir [37].

Kandaki HBY antijenlari ve antikorlarimin
seviyesi

N——|

Kulugka Akut faz Erken iyilesme iyilesme

HEeAg N Anti-HBe

HBVY Semptomlar

Total Anti-HBc

Anti-HBVs

Pencere donemi |

 — T T | B [ . E— — | 1 | I — | 7 —1>
2 4 [ £ 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 100

Bulagmadan sonraki haftalar

Sekil 2.6. HBV enfeksiyonu boyunca patojenik olaylarin gosterilmesi. HBsAg, akut

enfeksiyon seyrinde ¢ok erken tespit edilebilir ve enfeksiyondan 23 ila 24
hafta sonra serumda saptanamayan seviyelere digsmeye baslar. HbeAg
aktif replikasyon ve enfektivitenin isaretidir. Olusan ilk HBV antikoru, HBc
IgM'dir ve enfeksiyondan sonra 28 hafta kadar devam edebilir. Bu
nedenle, IgM'nin tespiti, bir akut HBV enfeksiyonunu temsil eder. Bununla
birlikte, kronik enfeksiyon asamasinda, IgG saptanabilir hale gelir ve
IgM'den daha uzun bir siire devam eder. iyilesme déneminde, HBsAg
temizlendikten sonra anti-HBs birka¢ hafta gorinmeyecektir. Hem
HBsAg hem de anti-HBs'nin iyilesme sirasinda negatif olmasi
mumkunddr. Buna akut enfeksiyonda pencere ddonemi denir. Daha
sonra, anti-HBs olugacaktir [37].
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Cizelge 2.5. HBV tespiti icin kullanilan farkl ticari immunolojik testlerin duyarlihdi ve

Ozgullugu
. . B L Ornek
Sirket adi Kaplama Biomarker  Duyarhhk Ozgiilliik boyut Referans
Elecsys®
HBsAg Il Anti-HBsAg HBsAg %100 %99.97 9084 [84]
Assay
- HBcAb %79.90 %98 260
Architect ) Eg(s:ﬁg Ve 91100 %90 [85]
Elecsys - %78.90 %90.20
Direkt sandvig ELISA,
Hepalisa Anti-HBsAg  lepop %100 %100 100
kaplanmis mikrokuyu
plakalari
Microscreen ~ ANU-HBSAg lle
kaplanmis mikrokuyu %100 %97.8
HBsAg
plakalari
Sandwich ELISA, [86]
ERBA LISA Anti-HBsAg ile o o
Hepatitis B kaplanmis mikrokuyu L 4
plakalari
Hepacard
Crystal Immunokromatografik
Hbsag test, Anti-HBsAg ile HBsAg %100 %100 100
SD BIOLINE kaplanmig membran
HBsAg

HBV enfeksiyonlarinda serolojik gostergeler:

HBsAg/Anti-HBs

Serumda ilk olarak saptanan ve enfeksiyon gostergesi olarak kabul edilen serolojik
markerdir. Semptomlardan 1-2 hafta 6nce ortaya ¢ikar ve akut enfeksiyonlarda 2-6
ay icinde kaybolmaktadir. Bir pencere ddéneminden sonra koruyucu anti-HBs
antikorlari ortaya ¢ikmaktadir. Anti-HBs’nin ge¢ donemde saptanmasinin nedeni; bu
antikorlarin akut dénemde olusmamasina degil, HBsAg fazlaligi nedeniyle immun
kompleksler halinde bulundugundan dolayi rutin testlerle tespit edilememesine
baglidir. Akut enfeksiyon gegiren bir hastada, HBsAg pozitifliliginin 6 aydan fazla
surmesi, hastaligin kroniklestigine isaret eder. Anti-HBs nétralizan 6zellikte olur ve
uzun sureli badisiklik saglar [87]. Anti-HBs antikorlarinin pozitiflesmesi iyilesmeyi
gosterir. Tek basina Anti-HBs pozitifligi agsilama sonucu kazaniimis bagisiklamayi
ifade eder. Anti-HBs ile anti-HBc’nin birlikte pozitif olmasi ise, dogal enfeksiyon

sonucu kazanilan immuniteyi gosterir [88].
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HBcAg/Anti-HBc

Kor antijeni sekrete edilen bir protein degildir ve asil olarak karacigerde bulunur,
normalde direkt olarak kanda saptanamamaktadir. Kor antijenine kargi olusan
antikorlar (anti-HBc), HBsAg'nin pozitiflesmesinden kisa slre sonra ve anti-HBs
ortaya gikmadan once gorilmektedir. ilk basta anti-HBc immiinglobdlin (Ig) M
pozitiflesmekte ve kisa bir sure sonra IgG/total antikorlar da ortaya gikmakta ve
genellikle 6mir boyu saptanabilir dlzeylerde kalmaktadirlar. Anti-HBc IgM’nin
onemli 6zelligi, akut HBV enfeksiyonunun pencere donemi esnasinda (HBsAg ve

anti-HBs saptanamadidi donem) enfeksiyonun tek gostergesi olmasidir [78].
HBeAg/Anti-HBe

Akut olgularda serumda HBeAg, HBsAg ile hemen hemen ayni donemde ortaya
ortaya c¢ikmakta ve HBsAg'den daha énce kaybolmaktadir. HBeAg'nin varhgi,
bulagtiriciligin, aktif replikasyon ve enfektivitenin ylksek oldugunun bir

gOstergesidir.

HBeAg'nin kaybolmasi ile birlikte serumda anti-HBe’nin saptanmasi, hastaligin
iyilesmeye dogru qittigini distndirmektedir. HBeAg ve anti-HBe, rutin tani paneli
icinde yer alan belirtecler degildir; ancak kronik hepatit fazlarinin belirlenmesinde ve
kronik hastaligin izleminde (KC biyopsisi, antiviral tedaviye baslangi¢ gibi) karar
vermek acisindan oOnemlidir [87, 88]. HBV ile ilgili serolojik belirteclerin

yorumlanmasi hakkinda detaylh bilgi Cizelge 2.6’de gdsterilmistir.

Cizelge 2.6. HBV serolojik testlerinin yorumlanmasi [89]

Belirtecler Sonug¢ Yorum

HBsAg Negatif

Anti-HBc Negatif HBV’ye kargi duyarlilik; asilama énerilir
Anti-HBs Negatif

HBsAg Negatif

Anti-HBc Pozitif Gegirilmis dogal enfeksiyon sonucu kazanilmis bagisiklik
Anti-HBs Pozitif

HBsAg Negatif

Anti-HBc Negatif Asillanmis

Anti-HBs Pozitif

Xﬁjﬁ_'ch Egi:::; Aktif HBV enfeksiyonu (genellikle kronik)

Anti-HBS Negatif Anti-HBc IgM varsa, akut enfeksiyonu gosterir
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Cizelge 2.6. (devam) HBV serolojik testlerinin yorumlanmasi

Cok dnceden gegirilmis enfeksiyon

HBsAg Negatif N i .
Anti-HBGC Pozitif sgzlcl:ereoc;(ﬁ;eml. iyilesmeye baglayan akut enfeksiyon
Anti-HBs Negatif P

"Dusuk dizey" KHB

Molekduler tani yontemleri

Viral DNA, virtsun replikasyon aktivitesini ortaya g¢ikaran viral yukun dogrudan bir
olgumudur. Enfeksiyonun erken agamasinda tespit edilebilir (HBV enfeksiyonundan
1 ay sonra) ve HBV'ye maruz kaldiktan yaklasik 3 ay sonra en ylksek seviyeye (108
kopyadan/mL'den fazla) artar ve daha sonra kronik enfeksiyonda yavas yavas azalir
veya HBV enfeksiyonundan iyilesme sirasinda kaybolur. HBV DNA'nin tespiti,
replikasyon aktivitesinin guvenilir bir belirtecidir ve daha yliksek HBV DNA titreleri,
daha hizli hastalik ilerlemesi ve daha yliksek HSK insidansi ile iligkilidir. Ayrica, HBV
DNA icin molekuler testler, cogunlukla viral yikin kantitatif yontemlerle saptanmasi,
virisun genotiplendirilmesi, ila¢ direnci ya da klinik gidigle ilgili mutasyonlarin
varliginin gosterilmesine yoneliktir [87]. Bu amacla, PCR, gercek zamanli (real time)
PCR, DNA dizi analizi ve line prob assey gibi yontemler kullaniimaktadir. Molekuler
tani konusunda en Onemli gelisme gercek zamanh PCR tekniginin ortaya

cikmasidir. Bdylece kantitatif sonuglar kisa bir surede verilmektedir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. HBV DNA igin kantitatif yontemlerin kargilastiriimasi [87]

Tespit sinin (1U /

Yontemler Ticari tahlil adi  Uretici firma Olgiilebilir aralik mL) (DSO HBV

(IU / mL) standardini
kullanarak)
COBAS
Yari  otomatik AmpliPrep / EAZ?QI?UIer
COBAS . 20-1.7x107 20
gqPCR Sistem,
TagMan — HBV Kaliforniya, ABD
Testi v2.0 ya,
Yiksek saflikta Roche
Yari  otomatik kullanim icin Molekiiler
gercek zamanhh COBAS Sistem 29-1.1 x 107 6
PCR TagMan HBV o
] Kaliforniya, ABD
Testi
Otomatik Abbott
gercek zamanl ﬁrtr)]t()eolthV Real- Diagnostic, 10-1x10° 10
PCR Sikago, ABD
Otomatik . Cepheid
gergek zamanlh Xpert HBV Viral Sunnyvale, 10-1x10°9 10

PCR YUkd Kaliforniya
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HBV genotipleme yontemleri

Hepatit B virisu genotiplemesi HBV hastaliginin ilerlemesini 6ngérmek ve uygun
antiviral tedaviyi belirlemek i¢in énemlidir [87]. Dedisken hassasiyet, 6zgulllk,
zaman alici ve maliyete sahip farkli genotipleme yontemleri gelistiriimistir [90].

Asagida HBV genotiplemede yaygin olarak kullanilan yontemler sunulmustur.

Dizileme ve filogenetik analiz

Hepatit B virlisu genotiplemesi icin altin standart yontem, tum genom dizilemesi ve
ardindan filogenetik analizdir. Bu teknik olduk¢a hassas, yeni ve rekombinant
genotiplerin tespit edilmesine izin vermesine ragmen, pahali, zaman alici ve genotip
karigimlarinda agirlikh olarak baskin olan genotipi saptamaktadir. Batun genom
dizilemeye bir alternatif olarak, HBsAg ve polimeraz gibi tek gen dizilemesi ile de

genotipleme yapilmaktadir [90].

Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizm (RFLP)

Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizm yontemi, basit ve uygun maliyetli
yontemdir. PZR sonrasi aragtirilacak genin belirli bolgelerden restriksiyon
enzimleriyle kesilmesi ve kesilen bodlgenin agaroz jel elektroforezinde yuratilmesi
esasina dayanmaktadir. GenBank'ta farkli HBV genotip dizilerine gére RFLP igin
farkli restriksiyon enzimler kombinasyonu kullaniimistir. Bu yontem HBV’nin A-F

genotiplerini belirlemek igin kullaniimigtir [90].

Serolojik alt tiplendirme

Bu yontemle HBsAg'ye karsi antikorlar kullanilarak HBV serotipleri veya alt tipleri
tespit edilmektedir. Serotipler, sabit bir “a” determinantindan, arti iki degdisken,
karsilikh olarak ayrilan d / y ve w / r determinantlardan olusur ve dokuz serolojik alt
tip, aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq + ve adrq - ile sonuglanir. PCR
ve dizileme analizi, genotipleme igin standart yontemler olarak kullaniimasina
ragmen, dizileme, genis epidemiyolojik g¢alismalar ve popullasyon taramasi igin
uygun degildir. Buna karsilik, bir enzim immunoassay bi¢iminde sinirl alt tip
Ozelliklerine sahip monoklonal anti-HBs antikorlari kullanan serolojik analizler, daha

dusuk maliyetli, uygulamasi kolay ve daha yuksek verime sahiptir [87].
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Real-time PCR

Bu yontem, hem HBV genotipini hem de serumda HBV DNA seviyesini tanimlamaya
yardimci olur. Real-time PCR’de kullanilan SYBR green | (cift sarmalli DNA'ya
baglanan bir nukleik asit boyasi) veya floresan problari HBV DNA'sinin
saptanmasini saglarken, erime egrisi analizi genotiplerin belirlenmesine izin verir.
Erime sicaklhigi (Tm) degeri, prob ile hedef veya hibridizasyon dizisinin GC igerigi
arasindaki tamamlayiciliga badli olarak farkli genotipler arasinda farkhlik
gOstermektedir [91]. Diger genotipleme yontemlerinden farkl olarak, yuksek
duyarlihk ve 6zgullige sahip olmasi, zaman tasarrufu saglamasi, genis dinamik
araliga sahip olmasi ve orneklerde viral yuku kantite edebilmesi bu metodu viral
hepatitilerin tanisinda altin standart hale getirmektedir. Bu yontemin ana
dezavantaji, A ve C gibi erime sicakli§i degerleri arasindaki yakinligi olan genotipleri
ayirt etme kabiliyetinin daha dusuk olmasi ve bu nedenle farkli genotipleri iceren
Kuzey Amerika gibi bazi Ulkelerde uygulanamamasidir [90, 92]. Naito ve
digerlerinin, A-F genotiplerinin tespiti icin gelistirdikleri multipleks PCR yontemi de

glinumuzde yaygin olarak kullaniimaktadir [93].

Oligonukleotid mikroarray

Song ve digerleri, ilk defa oligo mikroarray kullanan yeni bir HBV genotipleme
yontemini gelistirmistir [94]. Bu yontem, ¢ip Uzerinde immobilize edilmig tipe 6zgu
oligonUkleotit problarina hibritlenen Cy5 etiketli amplikonlarla ters hibridizasyon
prensibine dayali olarak tasarlanmistir. Yikama ve kurutma isleminden sonra,
tarayici kullanilarak floresan sinyalleri alinmistir. Bu yontemin spesifik oldugu ve
hem tek hem de karigik genotiplerin belirlenmesinde duyarli oldugu bulunmustur
[95, 96].

2.1.9. Tedavi

Kronik hepatit B tedavisinin amaci, siroz ve son evre KC hastaligi riskini onleyerek
sagkalimi iyilestirmek ve yasam kalitesini arttirmaktir. Mevcut tim tedavi kilavuzlari,
akut KC yetmezligi, dekompanse siroz veya kronik HBV'nin siddetli alevlenmesi
kaniti olan hastalari tedavi etmeyi 6nermektedir. Siroza ilerleme gdstermeyen
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hastalar igin tedavi karari, serum HBeAg, HBV DNA ve ALT seviyelerinin yani sira
KC hastahginin ciddiyetine dayanmaktadir [97, 98].

Kronik hepatit B i¢cin mevcut antiviral tedavi, nukleozit/nikleotit analoglari (NA) ve
interferon alfa (IFN - a)/pegile interferondur (PEG-IFN) [99].

interferonlar

IFN - a, kronik HBV enfeksiyonu igin onaylanan ilk tedavidir (Sekil 2.7) ve HBV
pregenomik RNA'nin transkripsiyonunu azaltma, cccDNA'nin pargalanmasi,
gelismis hicre aracill immdunite ve enfekte hepatositlerin temizlenmesini iceren farkh
etki mekanizmalarina sahiptir. PEG-IFNa, daha uzun yari - dmur, daha az siklikta
dozaj ve daha uzun suren etkinlik nedeniyle standart IFN-a'ya goére tercih
edilmektedir. IFN tedavisinin NA'larla kargilastiriidiginda avantajlar, 6zellikle
genotip A enfeksiyonunda, ylksek oranda dayanikli yanit ve yliksek HBeAg ve
HBsAg kaybi oranlari ile sinirli bir tedavi stresi igerir. Bununla birlikte, IFN tedavisi,
NA'lara kiyasla viral replikasyonun bastiriimasinda daha az etkilidir, parenteral
uygulama gerektirir ve gebelik, dekompanse siroz veya hepatitin siddetli
alevlenmeleri olan hastalarda kontrendikedir. Ayrica grip benzeri semptomlar, bas
agrisi, yorgunluk, altta yatan duygu durum bozukluklarinin koétilesmesinin yani sira
otoimmun hastaliklarin siddetlendirilmesi gibi olumsuz yanlari da vardir. Bu nedenle,
PEG-IFN, HBV tedavisinde yaygin olarak kullaniimaz [97, 99, 100].

NA'lar, viral polimeraz/ters transkriptaz alanini hedefler ve su anda HBV'ye karsi
dogrudan etkili kiicik molekulli antiviral ilaglarin onaylanmis tek sinifidir. Bu sinif,
lamivudin (LAM), telbivudin, entekavir (ETV), adefovir dipivoksil (ADV), tenofovir
disoproksil fumarat (TDF) ve yakin zamanda onaylanmis tenofovir alafenamid
fumarat (TAF) icerir. Cogu Ulkede tedavinin temeli NA’laridir ve genel olarak oral

yoldan uygulanir [97].
Lamivudin

Lamivudinin 6nemli avantaji ucuz olmasi ve gebelik dahil birgok kosullarda guvenli
olarak kullaniimasidir. Ancak virisun ilaca karsi siklikla direng gelistirmesi baglica
dezavantajidir. Bu direng lamivudin kullananlarda besinci yilin sonunda %70’lere
kadar ulasabilmektedir. Diren¢ saptanan hastalarda karacigerin histolojik iyilesmesi

durmakta ve alevlenmeler gorulebilmektedir. Lamivudin, yeni antivirallarin
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geligtiriimesiyle 6nemini yitirmistir ama halen insan immun yetmezlik virasu (HIV)-

HBV koenfeksiyonu olan hastalarda tenofovir ile birlikte kullaniimaktadir [101].
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Sekil 2.7. HBV tedavi ajanlari icin ABD FDA onayinin yilini gosteren bir zaman
cizelgesi. Tum tedavi ajanlari ayrica Avrupa ilag Ajansi ve gesitli Asya
ulkelerinde onaylanmistir. Mavi kutular nukleosid veya nukleotid
analoglarini (NUC'ler) belirtir ve soluk pembe kutular interferon bazli
tedaviyi belirtir. 2018'de, Onerilen birinci siradaki ajanlar, pegile
interferon a-2a (PEG-IFNa), entekavir, tenofovir disoproksil fumarat
(TDF) ve tenofovir alafenamid'dir (TAF) [79].

Adefovir dipivoksil

Adefovir (ADV), 2002 yilinda KHB tedavisinde kullaniimasi icin onay almistir.
Lamivudin direngli hastalarda kullanabildigi igin bir donem siklikla tercih edilmistir.
Antiviral etkisi zayiftir ve hastalarin yaklasik %Z25’inde viral baskilanma hig
olmamakta veya minimal olmaktadir. Bes yillik tedavi sonunda adefovir alanlarda %

29 oraninda ilaca kargi direng gelisebilmektedir [102, 103].

Entekavir

Entekavir (ETV), tenofovir alafenamide (TAF) ve tenofovir disoproksil fumarat
(TDF), diger NA'lara kiyasla daha yuksek antiviral etkisine ve nispeten duguk direng

frekansina sahiptir ve bunlar birinci basamak tedaviler olarak 6nerilmektedir.
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Entekavir, dekompanse sirozu olan hastalarda kullanima uygundur. Ancak ETV ve
LAM arasindaki gapraz diren¢ nedeniyle, daha once lamivudin direnci gelistirmis
olan lamivudin ile tedavi edilen hastalar, entecavir direncinin gelisimi igin gerekli olan
U¢ mutasyondan ikisine sahip olacaklardir. Bu hastalarin % 51'i 5 yil icinde entecavir
direnci geligtirecektir [97, 101]. Imminsiipresyonu olan hastalarda énleyici tedavi

icin onerilir [103].
Telbivudin

Telbivudin (LdT), dogal bir nikleozid analogudur ve HBV tedavisinde kullanim
onayini 2006 yilinda almistir. Lamivudine gore daha etkili oldugu gosterilmistir ve
daha pahalidir. Telbivudin direncine neden olan mutasyonlar, LAM ve ETV ile
capraz direng olusturur ve direng gelisme potansiyeli de yuksektir. . Bu nedenle,
tedavinin 3-6 aylik donemlerinde hastanin direng gelisimi acisindan takip edilmesi
gerekir. ikki yillik telbivudin kullanimi sonrasi %22 vakada ilaca direng gelismektedir
[104]. Calismalarda, hem LdT hem de TDF, gebelerde (kategori B) HBV dikey

gecisini engellemek icin etkili ve glvenilir oldugu gosterilmistir [105].
Tenofovir

Kronik hepatit B tedavisi icin 2008 yilinda onaylanmasindan bugune kadar tenofovir
disoproksil fumarat (TDF), direngsiz guclu antiviral aktivite gostermistir ve LAM veya
ETV direnci ayarinda tercih edilen madde haline gelmistir. Yapisal olarak ADV’ye
benzeyen bir nukleotid analogudur. Ek olarak, anneden bebege gegisin dnlenmesi
icin TDF kullanimi Gzerine yapilan ¢alismalar, TDF'nin bu ortamda tercih edilen
tedavi diizeyine yiikselmesine neden olmustur [106]. Amerika Gida ve ilag Dairesi
(Food and Drug Administration; FDA) tarafindan Kasim 2016’da onaylanan
tenofovir alafenamid fumarat (TAF), TDF’'ye benzer fakat daha disik bir dozda
antiviral etkinlik saglayan bir TDF 6n ilacidir. Genel olarak, TAF’nin, TDF’'ye goére
daha yuksek plazma stabilitesine ve ilacin hepatositlere daha verimli verildigine

sahip oldugu gosterilmistir [99, 103].

2.1.10. Hepatit B'nin énlenmesi

Onleme, 6zellikle cogu durumda yasam boyu tedavi gerektiren HBV'de, tedaviden

¢ok daha kolaydir. Enfekte olmus insanlardan kan temini taramasi ve evrensel
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onlemler yoluyla bulagsmanin engellenmesinin yani sira, asilama, kiuresel hastalik
yukund azaltmanin en 6nemli yoludur [107]. YUksek duzeyde koruma saglayan
guvenli ve etkili, aktif immuanizasyonda kullanilan HBV asilari mevcuttur. Dogumda
HBV'ye karsi asilama HBV’nin ortadan kaldiriimasi ve KC kanseri insidansinin
azaltilmasi igin ana strateji olmaya devam etmektedir. ilk plazma tiirevli hepatit B
asisi 1981 yilinda ABD'de lisanslanmigtir ve 1986 ile 1989 yillarinda rekombinant
hepatit B agilari ile degistirilmigtir.

Hepatit B asisi sadece HBV’ye ait antijeni igeren tekli seklinde bulunabildigi gibi,
diger asilarla birlikte kombinasyon halinde de bulunabilmektedir. HBV asisi

dogumda yapilacaksa monovalan olan formu uygulanmahdir.

Tek antijen iceren HBV asilari

Engerix-B®

Recombivax HB®

Kombinasyon asilari

Comvax®: HBV ve Haemophilus influenzae tip b (Hib) konjuge asilarinin
kombinasyonudur. Alti haftadan kiglk olan bebeklerde ve 71 aydan buylk

bebeklerde kullanilamaz.

Pediarix®: HBV, tetanoz toksoidi, difteri, aselluler bogmaca (DTaP) ve inaktif
polyoviris (IPV) asilarinin kombinasyonudur. Alti haftadan kiguk bebeklerde ve 7

yastan buyuk ¢cocuklarda kullaniimaz.

Twinrix®: Hepatit A ve hepatit B asilarinin kombinasyonudur. Hem HAV, hem HBV

enfeksiyonu acgisindan risk tagiyan 218 yas kigilere uygulanir [108].

Dinya Saghk Orgiti, tim bebeklerin perinatal HBV bulasini énlemek igin
dogumdan sonra, en kisa surede, tercihen 24 saat iginde bir monovalent hepatit B
asisinin ilk dozunu almasini énerir. ilk dozu, iki doz monovalent hepatit B asisi veya
hepatit B iceren kombinasyon ¢ocukluk asisi olarak bilinen en az iki destekleyici doz
takip etmelidir. Komple hepatit B asi serisi (dogum dozu arti iki ek destek dozu)

asilanmis bebeklerin % 95'inden fazlasinda koruyucu miktarlarda anti-HBs
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antikorlari olusturur [3]. HBsAg pozitif annelerden dogan bebeklere yapilan asiya ek
olarak Hepatit B hiperimmunglobulini de (HBIG) verilebilir. Pasif bagisiklamada
kullanilan HBIG yUksek titrede anti-HBs icermektedir ve ylksek dizeyde anti-HBs

antikorlari iceren insanlarin plazmasindan elde edilmektedir [109].

HBV ile cinsel yolla karsilasma ve perkitan ya da mukozal temas durumu varsa
hem asI hem de pasif immunizasyon yapilmalidir. Cinsel yolla kargilasma sonrasi
ilk 14 gunde, perkutan maruziyetler sonrasi ilk 7 gunde, bagisiklamaya baslaniimasi
Onerilmektedir [110, 111].

Kazakistan’da HBV asisi1 1998 yilinda, kronik HBV enfeksiyonunu 6nlemek, bununla
iliskili hastalik ve kanser insidanslarini azaltmak amaci ile ulusal asI programina
eklenmistir. Takvimimizde hepatit B asisi U¢ doz olarak 0., 2. ve 4. aylarda
yapilmaktadir [112].

2.2. Hepatit C virusu
2.2.1. Tarihge

Hepatit C virisu (HCV), dunyadaki kronik karaciger hastaliklarinin dnde gelen
nedenidir. HCV'yi ilk olarak Feinstone ve digerleri 1975 yilinda Hepatit A ve Hepatit
B olmadigi bilinen post-transfizyon hastalarinda saptamistir ve non-A non-B
hepatiti olarak adlandirmistir [113]. Etken, Choo ve digerleri tarafindan 1989 yilinda
Hepatit C virusu olarak tanimlanmistir [114]. Non-A non-B hepatitin temel nedeninin
HCV oldugu kesinlesmesinden sonra ¢odu bati uUlkelerinde dondr taramalari
baslatiimistir. HCV’ye karsi olusan antikorlar icin gelistirilen | ve Il. jenerasyon
testlerinin 1990 ve 1992 yillar arasinda uygulanmasi hepatit insidansinda %70
azalmayla sonuclanmistir. ilerleyen zaman icinde, genom tespitine dayali daha

duyarl yontemlerin gelistiriimesiyle HCV bulagi azalmigtir [115].
2.2.2. Siniflandirma ve virion yapisi

Sekizinci Uluslararasi virus taksonomisi birliginin (ICVT) 2005 yilinda yayinladigi
raporuna goére HCV Flaviviridae ailesinin Hepacivirus cinsi iginde siniflandiriimigtir.
Hucre kultdrinde uUretilmesindeki zorluklardan dolayr HCV’nin serotiplendirmesi

yapilmamistir. Tiplendirme genomdaki degisikliklerin belirlenmesine dayalidir [116].
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Hepatit C virusl, yaklasik 50 nm boyutlarinda zarfl, pozitif sarmall, bir RNA
virasudur (Sekil 2.8). Zarf karbonhidrat ve proteinlerle (glikoprotein) birlesmis
lipidlerden olusur ve cift katlidir. Zarfin lipid komponentinin %601 fosfolipid, geri
kalan kisminin gogu kolesteroldur. Peplomer denilen ¢ikintilari vardir ve bunlar

konak hucrelerine yapismasini saglar [117].

Kapsid proteini
E1/E2 dimerler = .
AN

Genomik RNA '

T=3 yluzey dimerlerinin
organizasyonu

Sekil 2.8. HCV partikil yapisi. HCV ¢ekirdek proteini, nikleokapsidi olusturmak igin
viral genomik RNA ile etkilesir.

Viral RNA (genom), uzunlugu yaklasik 9600 nuikleotid bazdan olusan tek iplikgikli,
pozitif duyarli bir RNA'dan olusur [118]. Viral genomun 5’ ve 3’ uglarinda herhangi
bir proteini kodlamayan (NCR: non-coding region ya da UTR: untranslated region)
ancak viral proteinlerin translasyonunda ve viral replikasyonda gorev alan bolgeler
bulunmaktadir. IRES (internal ribosomal entry site) adi verilen ve genomun
Okaryotik ribozomun 40S alt Unitesine tutunduktan sonra ribozom tarafindan
okunmasini saglayan bolge 5’-NCR iginde yer almaktadir. Viral genomun her iki
ucunda yer alan bu kodlanmayan bodlgelerin arasinda virisun yapisal ve yapisal
olmayan proteinlerini kodlayan bolge yer almaktadir. Bu bdlge viral poliproteini
kodlayan tek bir agik okuma g¢ergevesinden (ORF) olusmaktadir. Yapisal proteinler;
kapsid kor proteini, zarf glikoproteini olan E1 ve E2 proteini olmak Gzere Ug¢ tanedir.
Yapisal olmayan proteinler ise yedi tanedir (NS1, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B) [119] (Sekil 2.9).
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Yapisal proteinler Yapisal olmayan proteinler
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Sekil 2.9. HCV’nin genom organizasyonu, genom tarafindan kodlanan poliprotein
ve kesim bolgeleri [120].

Yapisal proteinler

Hepatit C virisunun yapisal proteinleri olan kor ve zarf glikoproteinleri (E1, E2), viral
poliproteinden konaga ait htcresel sinyal peptidazlarn tarfindan kesilerek

ayrilmaktadir. Bu olay ER membraninda gergeklesmektedir.

Kor proteini

Viral nikleokapsidi olusturan yiksek oranda korunmus bir bazik proteindir [118]. Bu
protein, viral translasyon sonucu sentezlenen yaklasik 3000 aminoasitlik 6ncul
poliproteinin, endoplazmik retikulumda islenmesi sonucunda meydana gelir. Kor
proteininin olusmasinda ilk asama, konak sinyal peptidazi ile poliproteinin 191.
aminoasidinden olgunlasmamis kor proteinini ayirmasidir. Ardindan bu éncul form,
sinyal peptid peptidaz ile tekrar kesilerek 177 amino asit uzunlugunda ve 21 kDa
agirhginda olgun c¢ekirdek proteinini olusturur. Olgun c¢ekirdek proteini iki farkli
alandan olusur: D1 (N-terminal bélgesinde) ve D2 (C-terminal bolgesinde). D1 alani
yapi olarak oldukga esnektir ve ti¢ temel alana (BD) bélunmustir: BD1, BD2 ve BD3.
D1 alani, nikleokapsiti olugturmak igin RNA baglama ve oligomerizasyona katilir.
D2 alani, hidrofobik bir halka ile baglanmis ve lipid membranlarla etkilesime katkida
bulunan Helix | ve Helix Il bolgelerini icerir [121] (Sekil 2.10). Kor proteini ER diginda
hiucre cekirdegi ve mitokondride de bulunabilmektedir. Mitokondri-kor etkilesimi
reaktif oksijen ara Uurlnlerinin yapiminda artisa, kalsiyum bagli membran

depolarizasyonuna ve apoptoza neden olmaktadir. Ayrica, kor proteinini eksprese
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eden transgenik farelerde HSK gelismekte ve kor genindeki bazi mutasyonlarin
kanser riskini artirdigi belirtiimektedir [122].

v
N Domain 1 Domain 2 Domain 3 HC

1 18 177 191

[ ot | | BD2 | | eo3z | |
2.23 JB8-T4 101-121

[ w1 [ | vz |
119.135 136-147 148.164

Sekil 2.10. HCV kor proteinin sematik sekli. Kor proteini bir sinyal pepetidaz (SP) ile
poliproteinden salinir. Ardindan, 191 aminoasidin oncul ¢ekirdegi, bir
sinyal peptid peptidaz (SPP) tarafindan iglenir ve iki alandan (D1 ve D2)
olusan yaklasik 177 aminoasitlik olgun bir protein olusturmaktadir. D1
alani Ug temel kiimeye bdlinebilir: BD1 (temel etki alani 1), BD2 (temel
etki alan1 2) ve BD3 (temel etki alani 3). D2 alani, bir hidrofobik halka
(HL) ile ayrilmis iki amfipatik a-helis, Helix | (HI) ve Helix 1l (HII) igerir
[121].

HCV zarf glikoproteinleri

Bir heterodimer olarak kovalent olmayan bir sekilde birlestirlien E1 ve E2
glikoproteinlerinden olusur. Bu E1/E2 glikoprotein heterodimer, konakg! turevli lipid
zarina goémdulur ve birlikte HCV zarfini olusturur. Zarf glikoproteinleri, E1/E2
heterodimerlerinin (U¢ grup heterodimer) trimerlerinden olusan daha yuksek
dereceli bir oligomerik yap1 olusturur; trimerler daha sonra pentamerlere (bes trimer
grubu) monte edilebilir. Yapisal olarak, E2 proteindeki asirn degisken bdlge, E1
proteinini bagisiklik sisteminden korur. E1 (192 amino asit) ve E2 (363 amino asit)
proteinleri, konakgi reseptoér baglanmasinda, endozom-lipid membran flizyonunda

ve montajinda rol oynar [119, 123, 124].
E1 protein

E1 proteini 35 kDa'lik bir molekuler agirliga sahip ve 192 amino asit uzunlugundadir.
E1 proteini doért ana alana sahiptir: bir N-terminal alani (NTD), bir flizyon peptidi
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(pFP), korunmus bir bolge (CR) ve kisa bir C-terminal transmembran alani (TMD).
TMD alaninda bulunan E1 yuksek oranda korunmus GxxxG motifi (Gly354 ve
Gly358), E1 trimerinin olusumunda énemli bir rol oynar. Ek olarak, CxxC motifinin

(Cys 226 ve Cys 229) virUs girisi sirasinda rol oynadigi bilinmektedir [125]. (Sekil
2.11).
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Sekil 2.11. HCV E1 zarf proteininin sematik sekli. E1, N-terminal alani (NTD, 192-
239), fuzyon pepetidi (pFP, 272-285), korunmus bdlge (CR, 302-329)
ve C terminal transmembran alani (TMD, 350-381) igerir. NTD’ki CxxC
motifi ve TMD’deki GxxxG motifi sirasiyla turuncu ve sari renkle
isaretlenmistir [119].

E2 protein

E2 proteini 70 kDa'llk bir molekuler agiriga sahiptir ve 363 amino asit
uzunlugundadir. E2 proteini, hiperdegisken bdlge 1 (HVR1), HVR2, intergenotipik
degdisken bolge (igVR), bir N terminali ve bir transmembran (TM) alani igerir (Sekil
2.12). E2 glikoproteininin N terminali oldukga degisken olabilir ve bir hastada bile
hizla degisebilir. E2’nin, SR-BI (scavenger receptor B1) ve CD81 ile etkilestigi ve
flzyon slrecine de katildigi gosterilmistir [125, 126].
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Sekil 2.12. HCV E2 zarf proteininin sematik sekli. HVR = Hiperdegisken bdlge; NT
= N terminali (gri renkli); igVR = Intergenotipik degisken bolge; E2’deki
hiperdegisken bolgelerin yeri kirmizi olarak gosterilmistir ve epitoplar I,
Il ve Ill olarak belirtilen G¢ immunojenik epitopun alti gizilidir. CD81 yer
alan bolgeler spesifik temas kalintilari ile yesil renkle, transmembran
alanlari ise siyah renkle gdsterilmistir [127].

Yapisal olmayan (Non-Structural; NS) proteinler

P7 protein

P7 proteini hidrofilik, pozitif yaklt, sadece 7 kDa molekuller agirliga sahiptir ve 63
amino asit uzunlugundadir [128]. Bu proteinin tim yapisal ve iglevsel 6zellikleri
aydinlatiimamistir. Bazi ¢alismalar p7 proteinin iyon kanal etkinligine sahip bir
viroporin oldugunu gdstermektedir. Her ne kadar p7 hepatositlerde yapisal bir role
sahip olsa da, viral partiktlin bir pargasi degildir. Ancak, virisun bir araya gelme
(assemmbly) asamasinda etkin oldugu ve enfeksiyoz virionlarin olusumu icin gerekli
oldugu bildiriimektedir [122, 125].

NS2 protein

NS2 proteini 21 kDa'lk bir molekiler agirliga sahiptir ve 217 amino asit
uzunlugundadir. Hidrofobik bir transmembran proteindir. NS2, HCV yasam
dongusunde bir sistein proteaz olarak ve virisun bir araya gelme agsamasinda bir

kofaktor olarak ikili fonksiyonlara sahiptir [129] .
NS3 protein

NS3 proteini serin proteaz ve RNA helikaz aktiviteleri barindiran, zara-bagli ¢ok
islevli bir proteindir. HCV replikasyon kompleksinin vazgecilmez bir bileseni ve
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antiviral mudahale igin ana hedeftir [130]. NS3, 70kDa'lik bir molekuler agirlhiga
sahiptir ve 631 amino asit uzunlugundadir (Sekil 2.13). N terminalinde bulunan serin
proteaz bolgesi, yapisal olmayan proteinleri serbest birakan viral poliproteinin
bolinmelerinin  gogundan sorumludur. Ek olarak, NS3, viral replikasyonu
engelleyebilen gesitli konak hicre faktorlerini proteolitik olarak etkisiz hale getirerek
dogal immun yaniti bozmada rol oynar. C terminalinde bulunan helikaz bolgesi

muhtemelen viral RNA'yI gevseterek viral replikasyonu destekler [125, 131].

N Proteaz Helikaz -C
1 81 631
[ Domain | Domain Il | Domain Iil |
181-330 IN-474 A75-631

Sekil 2.13. NS3 proteininin sematik sekli. Amino-terminal proteaz alani yesil renkte,
karboksi-terminal helikaz alani mavi olarak gosterilmigstir [125].

NS4A protein

NS4 proteini yapisal olmayan HCV proteinlerinin en kug¢ugudur (54 aminoasitlik).
NS4A proteini, NS3-4A kompleksinin endoplazmik retikulum ve mitokondriya dis
zarina tutturulmasi, NS3A serin proteazinin kofaktorl olarak gérev yapmak, NS3A
helikaz aktivitesinin arttirilmasi1 ve NS5A fosforilasyonunun ve viral replikasyonun
dizenlenmesi gibi HCV’nin yasam dongusinde birgok fonksiyona sahiptir [125,
129].

NS4B protein

NS4B proteini agirlik olarak 27 kDa'dir ve uzunlugu 261 aminoasitten olugsmaktadir.
Bu protein ER membraninda viral RNA replikasyonunun gerceklestigi ve
membrandéz agin olusumu igin gerekli olan birkag viral bilesenden biridir.
Membrandéz ag NS4B’nin amino ucundaki alfa-helikas yapisiyla olugmaktadir.
Ayrica NS4B’nin, GTP ve ATP'yi hidrolize edebilen bir enzimatik etkinligi de vardir
[132, 133].
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NS5A protein

NS5A protein bilinen bir enzimatik aktivitesi olmayan 56 KDa agirliginda ve 447
aminoasit uzunlugunda bir hidrofilik fosfoproteindir. NS5A proteini HCV yasam
déngiisiiniin dnemli bir diizenleyicisidir ve 3 bélgeye (Domain; D) ayriimaktadir. ilk
bolge (DI) RNA replikasyonu acgisindan énemlidir. Domain |l, bazi hepatit C hasta
populasyonlarinda mutasyonlarin IFN direncinden sorumlu oldugu varsayilan
interferon duyarlilik belirleme bolgesi (interferon sensitivity determining region;
ISDR) adi verilen bir bolge icerir. Domain Il ise HCV partikillerinin bir araya
gelmesine katkida bulunur [134]. NS5A ayrica HCV patogenezi, konak hucredeki
sinyal ileti yolaklarinin kontroll, apoptozun baskilanmasi, hicre blyume ve
farklilasmasinin etkilenmesi, lipid metabolizmasinin hasara ugratilmasi gibi birgok

konak hlcre fonsiyonunu degistirdigi bildirilmistir [133].
NS5B protein

NS5B proteini 66 kDa agirhdinda ve 591 amino asit uzunlugundadir. Bu protein
RNA'ya bagli RNA polimeraz gibi davranir ve yeni RNA genomunun sentezinde
onemli bir rol oynar. Bu enzimin hata duzeltme iglevinin olmamasi turimsulerin
(quasispecies) ortaya ¢cikmasina neden olur. NS5B viral replikasyonu diizenlemek
icin ¢cok sayida hucresel proteinle etkilesime girebilir ve bu olumlu olgular onu anti-

HCV ilag kesif programlari igin kesin hedef haline getirmistir [135].
2.2.3. HCV replikasyon dongusi

Hepatit C virisu sadece insanlari ve sempanzeleri enfekte eder. Ana hedef hicreleri
hepatositlerdir, ancak B hucreleri, dendritik hlcreler ve diger hucre tiplerinin
enfeksiyonu da rapor edilmistir [136]. HCV’nin yasam dongusu spesifik reseptorler
araciligiyla virionlarin hdcreye tutunmasi ile baslar. Hucre yuzeyindeki heparan
sulfat glikosaminoglikanlar (HSPG) ve LDL reseptorler (LDL-R) araciligiyla viris
hidcre ylzeyinde yogunlasir ve ardindan viras ilk olarak ¢opgl reseptor B1
(scavenger receptor B1; SR-B1), daha sonra CD81-claudin 1(CLDN 1) kompleksi
ve occludin (OCLN) ile etkilesir. HCV zarf glikoproteinleri ve konak hicre
reseptorlerin etkilesimi virusun klatrin aracili endositoz ile hicre i¢ine alinmasi ile

sonuglanir [133]. Endozomun asitlestiriimesi, HCV glikoprotein membran flizyonunu
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indUkler. Kapsit soyulmasi gergeklesir ve genom sitozole salinir [136]. Ribozom 5'-
NCR bolgesindeki IRES’e (Internal ribozomal entry site) baglanir. HCV genomunun
translasyonu ile 6nce bir poliprotein molekulu sentezlenir. Bu molekul, hicresel ve
viral proteazlar tarafindan kesilerek virisin 10 adet yapisal ve yapisal olmayan
proteinlerine ayristirihr [137]. Diger pozitif iplikli RNA virtslerinde oldugu gibi, HCV
de konak huicrenin sitoplazmik membranlarinda degisiklige neden olur.
Membranlardaki bu degisiklikler membran6z ag olarak adlandirilir. Bu yapilarin
olusumu NS4B proteinine baglidir. Perinikleer membranlarla yakin temas igindeki
membrandz agda, yapisal olmayan proteinler ve hucresel proteinler birikerek
replikasyon kompleksini olusturur [133, 138]. Replikasyon kompleksinin
organizasyonunda ve replikasyonun dizenlenmesinde NS5A proteini (replikaz
faktord) onemli bir rol oynar. Replikasyonun ilk adimi, pozitif sarmal HCV RNA
replikasyonu icin kalip gorevi yapan bir negatif zincirli RNA genomlarinin
olusturulmasidir. Bu islem, NS5B RNA bagimli RNA polimeraz tarafindan
katalizlenir. Negatif iplikli RNA kalip olarak kullanilarak ¢ok sayida pozitif iplikli RNA

uretilir [139]. Hepatit C virlisunun replikasyon dongusu Sekil 2.14’de gosterilmigtir.

Hepatit C virisisnin bir araya gelme sureci hakkinda bilinenler fazla degildir.
Nukleokapsit olusumu kapsit proteinin oligomerizasyonu ve genomik RNA’nin
enkapsidasyonu ile gerceklesmektedir. Bu sureg, kor proteinin ilk 122 aminoasitlik
(6zellikle de 82-102 aa) bolimunin viral RNA ile etkilesime girer. Nukleokapsit
olustuktan sonra viris ER zarlarindan tomurcuklanarak zarf yapisini kazanir ve
ekzositozla hucre disina atilir. Bu viral partikiller dolasima girer ya da komsu

hicreleri enfekte eder [133].
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Sekil 2.14. HCV replikaasyon dongusiunun sematik gosterimi. Viral baglanma, klatrin
aracili endositoz, poliprotein translasyonu ve islenmesi, RNA
replikasyonu ve son olarak viral montaj ve salimi. ER, endoplazmik
retikulum; LDLR, disuk yogunluklu lipoprotein reseptdrd; miR-122,
mikroRNA-122; SRB1, ¢Opgu reseptor B1 [117].

2.2.4. Epidemiyoloji

HCV bulas vyollari ve risk faktorleri

HCV, tibbi prosedurler veya enjeksiyonlu ila¢ kullanimi igin kontamine cihazlari
paylasma nedeniyle esas olarak kan ve kan urunlerine perkitan maruz kalma
yoluyla bulasgir [117]. HCV 1992’den 6nce kan transfizyonu ve organ nakli yoluyla
yayllmistir. Bundan sonra, kanlarin taranmaya baslanmasi ile, ozellikle gelismis
ulkelerde bu yolla bulasma hizla azalmigtir [140]. Hepatit C igin en dnemli risk
faktorleri damar igi uyusturucu madde kullanimi, ylksek riskli cinsel davraniglar,
sagliksiz ortamlarda yapilan dovme, manikur-pedikir ve piercing, kisisel bakim

aletlerinin ortak kullanimi, uzun sureli hemodiyaliz, dis tedavisi ve tibbi girisimlerdir.
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Bununla birlikte, saglik calisanlari, kuaforler ve guzellik merkezi calisanlari gibi
meslek gruplari ve Hepatit C'li anneden dogan g¢ocuklar HCV igin risk altindadir
[117]. Risk faktorleri cografi bolgelere ve calisilan populasyonlara gore dedisiklik
gostermektedir. Gunimuzde Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri gibi gelismis
ulkelerde HCV enfeksiyonu igin en buylk risk, akut HCV enfeksiyonlarinin %50-
60'in1 olusturan guvenli olmayan intravenoz ilag kullanimidir [141-143]. Buna karsin,
gelismekte olan Ulkelerde hala iyatrojenik nedenler 6n plandadir. Ayrica HCV
enfeksiyonu olan hastalarin 6nemli bir béliminde (bati dinyasinda %40'a kadar)

hicbir risk faktort tanimlanamamaktadir [117].

HCV prevalansi

Dunya Saglik Orgtii verilerine gore, 2015 yilinda 71 milyon kisinin Diinya ¢apinda
kronik HCV enfeksiyonu ile yasadigini ve 399 000'in HCV enfeksiyonunun neden
oldugu siroz veya hepatoseluler karsinomdan hayatini kaybettigini tahmin ediyor.
Mayis 2016’da, 2030 yilina kadar yeni viral hepatit vakalarinda %90 (teshis
edilenlerin %80’inin tedavi edilmesi) ve viral hepaitilere bagl dlimlerde %65 azalma

saglamayi hedefleyen DSO Global Saglik Stratejisi hazirlanmistir [144].

Hepatit C enfeksiyonunun global prevalansinin yaklasik %1 oldugu tahmin
edilmektedir. Bununla birlikte enfeksiyon, farkl Glkelerde esit olmayan bir sekilde
dagiimistir [145]. Bati Ulkelerinde ve Avustralya'da bu oran %0,5 ila 1,5 arasindadir;
Glneydogu Asya ve Dogu Akdeniz bdlgelerinde % 2,3'e [3], Orta Asya’da %2,2’ye
[146], Hindistan’da %0,8’e, Pakistan’da %6,5’e ulasmaktadir. Misir gibi bazi
Ulkelerde, %15 kadar yuksektir [145, 147].

Kazakistan’da HCV prevalansiyla ilgili veriler kan merkezi ve toplum taramalarindan
edinilmistir. Kazakistan genelinde HCV prevalansi genel popullasyonda %0,7-5,1
arasinda degismekte olup, ortalama %0,9'dur; orta riskli populasyonlar arasinda
%2-50, ortalama %29 olarak saptanmistir [146]. HIV/HCV koenfeksiyonlu hastalar
Uzerinde yapilan bir ¢calismada HCV prevalansi %40,3 oraninda tanimlanmistir
[148]. Hepatit C virisu prevalansi, karaciger ile ilgili rahatsizliklari olan
populasyonlarda %23,8-40,4 arasinda dedismekte olup, ortalama %?26,6;
intravendz uyusturucu kullananlar arasinda %43,3-90,2, ortalama %60,3 olarak
bildirilmistir [146].
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HCV qgenotiplerinin epidemiyolojik ozellikleri

Diger bircok RNA viruslerinde oldugu gibi, HCV genom dlzeyinde degiskenlik
gostermektedir. Genetik cesitlilik, RNA bagimh RNA polimeraz enziminin hata
onarimi iglevinin bulunmamasi ve HCV replikasyon hizinin yiksek olmasi ile
iligkilidir [149]. Gunumuzde HCV’nin 8 genotipi, 90’dan fazla alt tipi bulunmaktadir.
Genotipler rakamla (1, 2, 3,...), alt tipler ise kuguk harflerle (a, b, c,...) ifade
edilmektedir [150]. Molekiler epidemiyolojik calismalar dinya c¢apinda HCV
genotipleri ve alt tiplerinin bulunduklar cografi bolgelere goére farklihk gosterdigini,
bazi genotiplerin degisik bolgelerde daha baskin olarak goéruldiginu ortaya
koymustur [149]. Genotip 1, diinya ¢apinda en yaygin olani (%46) ve Avrupa, Kuzey
Amerika, Avrupa ve Avustralya'da baskindir. Bunu o6ncelikle Gliney Asya'da,
Ozellikle Hint yarimadasinda yayilan genotip 3 (%22) takip etmektedir [151, 152].
Genotip 2, 4 ve 6 vakalarin yaklagsik %23'Unden sorumluyken, genotip 5 ve 7 %1'in
altindadir [153]. Sadece genotip 1b tim HCV enfeksiyonlarinin %22’sinden sorumlu
oldugu bilinmektedir [151]. Genotip 4, Orta Dogu ve Afrikadaki birkag Ulke ile
sinirliyken, genotip 5 Gliney Afrika’da, genotip 6 ise Gliney Dogu Asya Ulkelerinden
Laos ve Vietnam’da gorulmustir [149]. Genotip 7 enfeksiyonu 2006 yilinda
Demokratik Kongo Cumhuriyeti kaynakli bir gdggmenden Kanada’da izole edilmigstir
[154]. Hindistan'in Pencap kentinden Kanada’ya go¢ eden 4 hastadan 2018 yilinda
HCV’nin yeni genotipi (genotip 8) saptanmistir [155]. Hepatit C virlsunin
genaotiplerinin dinyadaki dagilimi Sekil 2.15’te gosterilmistir.

Yapilan ¢alismalara gore, 1b ve 3a Kazakistan’da dolasan baskin HCV genotipleri
oldug@u bildirilmigtir [156-158].
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Sekil 2.15. HCV genotiplerinin dinyadaki dagilimi [62].

2.2.5. Klinik bulgular

Akut HCV enfeksiyonu

Virus alindiktan sonra inkubasyon suresi ortalama 6-12 haftadir. Akut HCV
enfeksiyonu, maruz kaldigi alti ay icerisinde ortaya ¢ikan belirti ve semptomlari ifade
eder. Hastalarin %75’i asemptomatiktir, buna karsin %25 olguda, ates, halsizlik,
istahsizlik, karin agrisi, bulanti, kusma ve sarilik gibi semptomlar ortaya ¢ikar [159].
Hepatit C bulasmis insanlarin yaklasik %15-30'1, tedavi edilmeden vicutlarindan
temizlenir ve kronik enfeksiyon gelismez. Akut HCV seyri degiskendir. Alanin
aminotransferaz (ALT) duzeylerinde yukseklik olmasi ve bu dlzeylerde
dalgalanmalar olmasi en dnemli karakteristik 6zelligidir. Hastalari iyilesmesiyle ALT
dizeyleri normale donebilir [160]. Akut hepatit C enfeksiyonu tanisinda altin
standart, daha 6nce negatif olan anti-HCV’nin pozitifiesmesi ve HCV RNA pozitifligi
ile birlikte karaciger enzim (6zellikle ALT) yUksekligidir [159, 160].

Kronik HCV enfeksiyonu

Hastalarin %50 ila %80'inde virus persiste kalmakta ve kronik enfeksiyon (alti ay
sonra saptanabilir viris) gelismektedir. Kronik hastaligi olan kisilerin %20'sinde
siroz, son donem KC hastali§i ve/veya hepatoselller karsinomaya ilerlemektedir
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[161]. Kroniklesme orani yasa baglidir. Hepatit B enfeksiyonlarinin aksine HCV
enfeksiyonlarinda yas ilerledikge kroniklesme riski artar. Ayrica akut enfeksiyon
sonrasi yuksek oranda kroniklesme gorulmesi virusin genetik cesitliligi, hizli
mutasyon egilimi, yuksek viral yuk, virusun bulas sekli ve konaga ait ileri yas, erkek
cinsiyet, siyah tenli olmak, IL28B polimorfizmi, immuinsupresyon ve bozulmus
immun yanit gibi bircok faktorlere baglidir. Hastalarda serum HCV RNA seviyeleri
sabit; serum ALT seviyeleri semptomlardan badimsiz olarak dalgalanmalarla
seyreder [162].

2.2.6. HCV tani

Hepatit C enfeksiyonlarinin virolojik/serolojik tanisinda antijen testleri, antikor
testleri ve nukleik asit testleri (NAT) ve HCV direng testi yaygin olarak

kullaniimaktadir.

Antijen testleri

Hepatit C virususnun kor antijeni (HCV-cAg), viral RNA’nin pozitiflesmesinden 1-2
gln sonra, yani bulasi izleyen 28.gunde ortaya ¢cikmaktadir [116]. HCV-cAg testleri,
6zgul monoklonal antikorlar kullanilarak HCV kor antijenlerinin saptanmasina
dayanir [163]. Akut veya kronik HCV enfeksiyonunu teshis etmek icin HCV RNA
tespiti yerine kor antijen tespiti kullanilabilir [164]. Bu testin en 6nemli avantajl,
molekuler yontemlerle kiyaslandiginda ucuz ve kolay uygulanabilmesidir. Ancak
duyarlihg@inin yeni kusak HCV RNA testlerinden daha disik oldugu bilinmektedir
[165].

Antikor testleri

Anti-HCV enfeksiyonu takiben 4-10 hafta sonra pozitiflesmektedir [163] Pozitif bir
HCV antikor testi: aktif enfeksiyon, gegirilmis olan HCV enfeksiyonu (iyilesmis) veya
yanhs pozitifligi gostermektedir [166]. Anti-HCV pozitifligi, bagisiklik gdstergesi
degildir bireyin herhangi bir zamanda HCV ile kargilastigini gostermektedir. HCV
tanisinda en énemli sorun; anti-HCV ve HCV RNA testlerinin, hem akut, hem de
kronik ve gecirilmis hastalik sirasinda pozitif olmasindan dolayr ayirimin
yapilmasindaki zorluktur [116]. Anti-HCV antikorlarinin saptanmasinda en sik
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kullanilan serolojik yontem enzim immunoessey (EIA) yontemidir. Ancak erken akut
hepatit C ve bagisikhgl baskilanmig hastalarda EIA sonuglari negatif olabilir Bu
nedenle kuskulu durumlarda HCV RNA’nin arastiriimasi gereklidir [164].
GUnuUmuzde anti-HCV taramasi amaciyla Gglncu kusak EIA kullaniimasi onerilir.
Uglincii kusak EIA testlerde; virlisiin gekirdek ve yapisal olmayan NS3, NS4, NS5
antijenlerine baglanan antikorlari saptar ve sonuclar, esik deger absorbansi ile
karsilastirilarak pozitif ya da negatif (kalitatif) olarak rapor edilmektedir. Testlerin
duyarhliklari bagisikhdi normal kigilerde %98’e, 6zgullikleri ise 99’a kadar
ulasmaktadir [116, 166, 167]. Anti-HCV tespitinde kullanilan kemiliminesans
immunasey (CIA) yontemleri de uglncu kusak EIA ile benzer duyarlihda ve

Ozgullige sahiptir [168].

Rekombinant immiinoblot Deneyi (RIBA) tarama sonrasi pozitif bulunan sonuglarin
dogurlanmasi igin kullaniimigtir; ancak artik ABD’de uygulanmamaktadir. Bu test,
pozitif, negatif veya belirsiz olarak yorumlanan sonuglar saglar. RIBA ydntemi
kullanildigi dénemlerde, 6zellikle anti-HCV pozitif, HCV RNA negatif olan hastalarda
geciriimis enfeksiyon ya da yanhs EIA sonuglarinin ayirt edilmesinde yararl
olmustur [169].

Son yillarda anti-HCV tespitinde hizli immiinokromatografik (ICT) testleri de
gelistirilmigtir. Bunlardan biri olan OraQuick (OraSure Technologies) HCV Antikor
Testi, ven veya parmak ¢ubugu ile elde edilen tam kan numunelerinin kullanildigi,
FDA onayl bir testtir [170]. Bu test tarama amaciyla Uglncl kusak ELISA’ya
alternatif olarak kullanilabilir ve 20-40 dakikada sonug verir [171].

Nikleik asid testleri

Nukleik asit testleri (NAT) HCV enfeksiyonunun tanisinda kullanilan en duyarli
yontemdir. HCV RNA etkenle temastan 1-2 hafta sonra pozitiflesmektedir [163].
HCV tanisinda ve izleminde ¢esitli viral nikleik asit tarama yontemleri vardir. Bunlar
temel olarak kalitatif, kantitatif ve genotiplemede kullanilan testler olarak Uge
ayrilabilir [172].

Kalitatif NAT: GuUnumuzde, Kkalitatif testler cogunlukla kan bankaciliginda

kullaniimaktadir ve 6zellikle pencere donemindeki olgularin yakalanmasi agisindan
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bir avantaj saglamaktadir. Pencere donemini, uguncu kugak EIA testlerine gore 35

gun kadar kisalttigi bildirilmistir. Sonugclar pozitif/negatif seklinde verilmektedir.

Kantitatif NAT: Bu testler HCV viral yikunun ve tedavi suresinin belirlemesinde
kullanilir. Yontem olarak sinyal amplifikasyon (branched DNA yontemi (bDNA)) ya
da hedef amplifikasyon (kompetetif PCR veya real-time PCR) yontemledir.

Genotipleme yontemleri

Kronik hepatit C tanisi almis hastalarda tedavi segeneklerinin ve stresinin
belirlenmesi icin tedavi 6ncesinde HCV genotip ve subtip tayini yapiimalidir [163].
Hepatit C virisu genotiplerinin belirlenmesinde ¢ok sayida yontem kullaniimaktadir.
HCV genotipinin belirlenmesi igcin referans metot, “in-house” teknikleri ile HCV
genomunun E1 veya NS5B gibi ylksek oranda korunmus bdlgelerinin dogrudan
sekanslanmasi, ardindan prototip sekanslar ve filogenetik analiz ile dizi
hizalanmasidir. Bu teknikler, tam alt tiplemenin gerekli oldugu molekuler
epidemiyoloji ¢calismalarda kullaniimalidir. Klinik uygulamada HCV genotiplemesi
5'UTR bolgenin dogrudan dizi analizi kullanilarak veya 5' kodlamayan bolgede
bulunan genotipe spesifik problar kullanilarak ters hibridizasyon analizi kullanilarak

cesitli ticari kitler tarafindan belirlenebilir [118, 173].

HCV direnc testi

ilag direnci, HCV'deki bazi proteinlerin mutasyonlari, viriisiin, genellikle direncle
iligkili varyantlar (RAV'lar) veya direngle iligkili polimorfizmler (RAP'lar) olarak
adlandirilan dogrudan etkili antivirallere (DAA) direng gostermesine izin verebilir
[174]. RAV’lar virolojik tedavi yetmezIigi ile iligkili olabilir. Bununla birlikte, virolojik
tedavi basarisizligi tipik olarak, yalnizca diger negatif prediktif konak veya viral
faktorler ayni anda mevcutsa, antiviral ajanlara duyarllik azalirsa veya tedavi suresi
optimal degilse ortaya c¢ikabilir [175]. HCV direng testi, baska bir DAA rejimi ile
yeniden tedaviye baslamadan once, daha 6énce DAA igeren bir rejimde basarisiz
olan ¢ogu hastada yapilir. Ornegin, genotip 3 hastalarina sofosbuvir / velpatasvir ile
yeniden tedaviye baslamadan once tedavi deneyimlendiyse ve ribavirin gerekip
gerekmedigini belirlemek icin RAV testi yaptirmalari onerilir. Bazen tedaviyi naif



50

hastalarda, rejimi veya tedavi suresini degistirebiliyorsa HCV direng testi yapilir
[174-176].

2.2.7. Tedavi

Akut HCV’de kombinasyon tedavisi yararli olmakla birlikte, enfeksiyonun
kendiliginden duzelip duzelemedigini belirlemek igin ertelenebilir [159]. Uzun yillar
boyunca kronik hastalarda tedavi pegile interferon (peglFN) (enjeksiyon seklinde)
ve ribavirin (RBV) (oral hap olarak) kombinasyonunun kullanimina dayaniyordu. Bu
tedavi rejimine yanit orani viris genotipi ile belirlenmistir. Genotip 1, interferon
tedavisine diger HCV genotiplerinden daha direnclidir. IFN ve RBV tedavisinin yan
etkilerinin fazla, etkinliginin ise sinirli olmasi nedeniyle yeni direkt etkili antiviral
ajanlar (direct-acting antiviral; DAA) gelistirilmistir [135, 139]. Mayis 2018 itibariyle,
FDA veya Avrupa ilac Ajani (European Medicines Agency; EMA), dért siniftan 13
direkt etkili antiviralleri onayladi (Cizelge 2.6). Bu DAA’larin bircogu sabit dozda
haplar halinde mevcuttur. HCV enfeksiyonu olan ¢ogu kisiyi DAA'lar ile tedavi
edebilir ve sirozun yokluguna veya varligina bagl olarak tedavi suresi kisadir
(genellikle 12 ila 24 hafta).

Cizelge 2.6. Direkt etkili antiviraller [144]

NS3/NS4A NS5A NS5B polimeraz NS5B polimeraz
(proteaz) inhibitérleri inhibitoriu (niikleotid inhibitorleri

inhibitorleri analogu) (non-niikleotid analogu)
Glecaprevir Daclatasvir Sofosbuvir Dasabuvir
Voxilaprevir Velpatasvir
Grazoprevir Ledipasvir
Paritaprevir Ombitasvir
Simeprevir Pibrentasvir

Elbasvir

2.3. Hepatit D Virusi
2.3.1. Tarihge

Hepatit Delta Virisi (HDV) 1970'li yillarda Mario Rizzetto ve digerleri tarafindan
kronik hepatit B hastalarinin karacigerlerinde bir nikleer antijen olarak bulunmustur.
Bu antijen, KHB hastalarinin karacigerinden eksprese edilen hepatit B kor antijenine

(HBcAg) benzedigi icin baslangigta HBV’nin baska bir komponenti oldugu
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dusunulmustar [177]. Fakat daha sonra sempanzelerde yapilan asi amagli
calismalarda delta antijeninin HBV antijeni olmadigi HBV’ye bagli RNA genomuna
sahip baska bir virlse ait oldugu anlagilmistir. Bu nedenle yeni tanimlanan virus
hepatit delta virist (HDV) olarak adlandiriimistir [178]. HDV'nin kdkeni su anda
bilinmemektedir [8]. HDV bazi Ozellikleri agisindan bitki patojenleri ve viroidlerine
benzemektedir [179]. HDV, ribonlUkleoproteininin paketlenmesi icin zarf proteinlerini
kodlamaz ve tipik olarak viryon montaji, zarflama ve hucresel iletim igin HBV’'nin
yuzey antijenlerine gereksinim duyar [8]. Alternatif olarak, HDV RNA, ¢ok daha
cesitli hicre tiplerinde ve tirlerinde kendi kendine replike olabilir [180, 181]. Ayrica
herhangi bir hepadnavirls yoklugunda insan digi turlerde HDV ile yakindan iligkili
virisler bulunmustur [182, 183]. Bununla birlikte, primer Sjogren sendromiu
hastalarin, HBsAg veya HBV antikorlarinin yoklugunda tikurik bezlerinde HDV
antijeni ve RNA tespit edilmigtir [184]. Yakin zamanda yapilan bir galismada in vitro
olarak, vezikulovirls, flaviviris ve hepakiviris dahil olmak Uzere cesitli virls
tirlerinden zarf glikoproteinleri HDV ribonUkleoproteinini  paketleyebildigi

gOsterilmigtir [8].
2.3.2. Siniflandirma ve virus yapisi

Deltaviriis cinsinin tek Gyesi olarak siniflandirilan HDV kuguk ve defektif (satellit) bir
RNA virtsudur. HDV ortalama 36-43 nm g¢apinda olup, dis tabakasi HBV’ye ait U¢
zarf proteini (L, M ve S antijenleri) ve konak hucre lipidlerini icermektedir. Viral yapi
Sekil 2.16’'da gosterilmistir. Nukleokapsid, hepatit delta antijeni (HDAg) ve yaklasik
1700 nukleotidden olusan tek iplikli sirkiler RNA molekulinden olusmaktadir [185].
HDV RNA bugune kadar tanimlanan en kiguk hayvan viris genomudur. RNA
dizisindeki yuksek GC oranindan dolayl, %74 oraninda intramolekller baz
eslesmesi yaparak dallanmamis ¢omak seklinde ikincil yapi olusturur[186].
Antigenom olarak da adlandirilan komplementer viris RNA’sinda tek ORF (open
reading frame) tanimlanmigtir. Bu ORF, S-HDAg'yi kodlayan 0,8 Kb’lik mRNA’ya
transkribe edilir [179]. HDV antijeni HDV tarafindan kodlanan tek proteindir. iki
HDAg vardir: 214 aminoasitten olusan 27 kDa’lik biylik formu (L-HDAgQ), ve 195
aminoasitten olusan 24 kDa’lik kuiguk formu (S-HDAg). L-HDAg adenozin deaminaz

enzimi sayesinde 19 aminoasit daha fazla okunarak olusturulmaktadir. S-HDAg,
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RNA replikasyonunu uyarir ve ribozim aktivitesini pozitif olarak duzenler [187]. L-
HDAg ise RNA sentezini baskilar ve yeni virionlarin olusmasinda gorev alir. HDV’nin
bir diger 6nemli 6zelligi de hem genomik hem de antigenomik HDV RNA’sinin (85
nukleotidden olusan) ribozim aktivitesine sahip olmasidir [179]. Hepatit D

virususnin genom yapisi Sekil 2.17'de gosterilmistir.
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Sekil 2.16. HDV'nin sematik gosterimi. HBV yluzey antijenine sariimis Hepatit D
viristi. Dis HBsAg siyah renktedir. Ug ylizey proteini L (preS1 veya
blayuk), M (preS2 veya orta) ve S (kuguk). Merkezi kisimda, HDAg
(HDAg-S ve HDAg-L) mavi renkte ve tek sarmalli RNA kirmizi renkte
gOsterilmistir [186].
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Sekil 2.17. HDV genom yapisi ve organizasyonu. Hem genom hem de antigenom,
intramolekuler baz eglesmesi nedeniyle 1700 bp dallanmamis gubuk
benzeri bir yapi olusturur ve kendi kendine pargalanan bir ribozim (R)
icerir. Antigenomik RNA, HDAg icin acik okuma cergevesini (ORF)
icermesine ragmen, antijen, 800 bp mRNA'dan gevrilir. HDV mRNA,
RNA-Pol Il tarafindan genomdan transkripsiyonlanir ve bir mRNA 5’
kapak ve 3' polyA kuyrugu icerir. S-HDAg diizenlenmemis mRNA'lardan
cevrilirken, Amber/W bdlgesinin ADAR1 tarafindan antigenom
dizenlenmesi L-HDAg'ya yol acar [188].

2.3.3. HDV replikasyon dongusiu

Delta virisusnun zarfi HBV ylzey antijenlerini icerir ve bu nedenle HDV'nin
hepatositlere HBV ile ayni mekanizmalar yoluyla girdigi dustinilmektedir[189]. Her
iki virls icin de girise 6nce preS1 alaninin heparin sulfat proteoglikanlarinin
(HSPGs), ardindan NTCP reseptorlerine baglanmasi eslik eder (Sekil 2.18). Girig
disinda HBV ve HDV replikasyonu tamamen badimsiz gibi gérinmektedir [188].
HDV simetrik, viroidlerinkine benzer ‘rolling circle’ mekanizma ile ¢ogalir. Girigin
ardindan zarfi soyulan nikleokapsid, HDVAg'de yer alan sinyal yardimiyla hiicre
cekirdegine tasinir. RNA replikasyonu sadece c¢ekirdekte meydana gelir ve
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HDVAg'nin polimeraz aktivitesi yoktur, viral replikasyon hucresel RNA polimerazla
(muhtemelen RNA pol Il) yaratular [190]. Kalip gorevi goren genomik RNA’lardan,
antigenomik polariteye sahip lineer transkriptler sentezlenir; ardindan bu yapilar
otokatalitik parcalanmalara ugrar (ribozim aktivitesi) ve tekrar bir araya gelerek
dairesel antigenomik RNA olusumuna neden olur. Boylece enfekte hepatositlerde 3
farkli yapida HDV RNA ortaya ¢ikar: en yuksek miktarda buluna genomik RNA, daha
az sayida antigenomik RNA ve en az miktarda 0,8 kb’lik mRNA. Degisik RNA’larin
olusmasi farkli subsellller lokalizasyonda farkli polimerazlar kullaniimasi ile baglidir
[24]. Antigenomik RNA olusmasinda RNA polimeraz | rol oynarken, genomik

RNA’nin olugmasinda ise RNA polimeraz |l gérev almaktadir.

Sonra mRNA sitoplazmaya gecgerek ER’de HDAg sentezi icin kalip gbrevi gorur.
Viral mRNA’larin ilk olusturan Grind S-HDA'dir. Ayrica replikasyon sirasinda stop
kodonunda degisiklik meydana gelmesiyle L-HDAg olusmaktadir. Yeni sentezlenen
HDV antijenleri gekirdege doner. S-HDAg, replikasyonu uyarir ve ribozim aktivitesini
pozitif yonde duzenler. Her iki HDAg de (hem S, hem L-HDAg) yeni genomik
RNA’larla birleserek ribonukleioproteinleri (RBP) olusturmaktadir. Meydana gelen
RNP’ler sitoplazmaya gecer. L-HDAg ile ER’de HBV zarf proteinleri ile birleserek
yeni virUs partikulleri olusur. Enfeksiyoz partikuller hem L-HBsAg hem de S-HBsAg
ile sarilir. Prensip olarak, HDV zarflama igin sadece S-HBsAg gereklidir (ayrica L-
HBsAg gerektiren HBV'nin aksine), ancak L-HBsAg enfektivite igin ¢cok onemli
oldugundan, sadece S-HBsAg ile kaplanmis parcaciklar bulasici degildir ancak
enfekte hastalarda viral ylke katkida bulunabilirler. Yeni sentezlenen virionlar
hidcreden trans-Golgi agi yoluyla salinir ve yeni enfeksiyon dongusunu baslatir
[191].
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Sekil 2.18. HDV yasam dongiisiiniin sematik gosterimi. 1.insan hepatositlerinde
reseptorlere baglanma; 2.Kilifindan siyrilma; 3.Ribonukleoprotein
partikilinin c¢ekirdege translokasyonu; 4.Nukleusta antigenomun
kopyalanmasi; 5.Nukleoplazmada genomik RNA Uretimi; 6.mRNA’nin
koplyalanmasi; 7.HDAg'nin translasyonu; 8.Ribonukleopartikil montajt;
9.Sitoplazmada virion olusumunda HBsAg ile etkilesimi; 10.Virion
salinimi; HBV cccDNA: HBV kovalent olarak kapali dairesel DNA, HBV
mRNA'lar: HBV haberci RNA'lar [192].

2.3.4. Epidemiyoloji

Delta virsunun bulagsma yolu HBV ile genel olarak benzerdir. En sik parenteral
yoldan bulasir. Endemik bdlgelerde bulasma esas olarak kotu hijyen kosullari ile
iligkili olarak aile i¢i ve iyatrojenik yayllim yoluyla gerceklesir [193]. Kuzey
yarimkuredeki duguk endemik bolgelerinde, intravendz ilag kullanimi ana bulagsma
yoludur [194]. Cinsel bulasma, HBV veya HIV'den daha az siklikta gorilmesine
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ragmen, Tayvan gibi HBV enfeksiyonunun endemik oldugu bdlgelerde onemli gibi

gorunmektedir [195].

Hepatit D enfeksiyonu tim dinyada gorulebilir. Ancak klinigi, insidansi, prevalansi
ve epidemiyolojik dzellikleri cografi bolgelere gore degisiklik gostermektedir [187].
Delta virisu insidansi ve prevalansi Uzerine az sayida populasyon temelli galisma
mevcuttur. Hepatit D enfeksiyonu olan kuresel bireylerin sayisina iliskin onceki
tahminler 5 ila 20 milyon arasinda rakamlar saglamistir (HBsAg pozitiflerin %5'i)
[196, 197]. Ancak 2018 yilinda yapilan bir meta-analizde, sasirtici bir sekilde 62-72
milyon insanin dinya c¢apinda HDV ile yasayabilecegini 6ne surmustur (genel
populasyonda %0,98, HBsAg pozitif hastalarda yaklasik %11) [194]. Cok yakin
zamanda yapilan diger bir meta-analiz ¢alismasinda, tahmini anti-HDV prevalansi
tim HBsAg pozitif kigilerde %4,5 ve hepatoloji kliniklerine basvuranlar arasinda
%16,4 olarak saptanmistir. Dinya genelinde toplam nudfistin %0,16’sinin HDV
pozitif oldugu tahmin edilmektedir [198]. Bu tahminler, daha dnce dusunulenden ¢ok
daha yuksek ve hala tartigilan bir hastalik yliki anlamina gelmektedir. Gergekten
de, heterojen ve standart olmayan tarama uygulamalari ve birgok endemik alanda
tani testlerine erigilememesi nedeniyle HDV enfeksiyonunun kesin global prevalansi
bilinmemektedir [189]. Hepatit B enfeksiyonuna bagli olarak dinya HDV agisindan
dort endemik bodlgeye ayrilimaktadir (Cizelge..) [199]. Mogolistan'da HDV, dinya
capinda bildirilen en yuksek prevalansa karsilik gelen HBsAg-pozitif bireylerin
%60'In1 enfekte eder [200]. Etkilenen diger bolgeler arasinda Amazon havzasi
(%22,37)[201], Bati Afrika (Gabon %25, Kamerun %46) [202, 203], Akdeniz havzasi
(%27) [204] ve Dogu Avrupa (Romanya %23,1) [205] bulunmaktadir. Kazakistan’da
HDV’nin prevalansi hakkinda guncel bilgi yoktur. Nersesov ve digerleri
Kazakistan’da 297 karaciger sirozu olan hastayl analiz etmigler ve vakalarin
%30’'unda HDV saptandigini ortaya koymuslardir [206]. Bununla birlikte ayni
arastirmacilar, Gliney Kazakistan bolgesinde yaptiklari ¢alismada HBsAg pozitif

bireylerde HDV prevalansini %1,6 olarak saptamistir [14] .



57

Cizelge 2.7. HDV epidemiyolojisinde endemik dagilim [199]

. N Anti-Delta
Endemisite Ulkeler HBsAg tasiyicilar Kronik Hepatit B
Yiiksek Srtadogu, Afrika ve Amazon 59620 %60
avzasl

Tarkiye, Misir, Kazakistan,

Orta Tirkmenistan ve Ozbekistan. %10-19 %630-60

Diisiik Gliney Afrika, Alaska ve %3-9 %10-25
Japonya.

Cok diisiik Guney Afrika, Alaska ve % 0-2 <%10
Japonya.

HDV genotiplerinin epidemiyolojik 6zellikleri

Sekiz ana HDV genotipi tanimlanmigtir (Sekil 2.19). Genotipler arasinda tim
genomdaki nukleik asit dizisi agisindan %40, HDAg'deki aminoasit dizisi
bakimindan %35 civarinda farklilk vardir [207]. Genotip 1 diinya ¢apinda yaygin bir
sekilde dagiimistir. Genotip 2 Japonya [208], Tayvan [209] ve Rusya’dan [210],
genotip 3 Brazelya’dan[211], genotip 4 Japonya [212] ve Tayvan’dan [213], genotip
5, 6, 7 ve 8 ise Afrika’dan izole edilmigtir [203, 214]. Yapilan bir calismada
Kazakistan’da yaygin HDV genotipinin HDV-1(%100) oldugu bildirilmigtir [215].

Delta virus genotipleri hastaligin seyrini etkilemektedir. HDV genotip 1 hastaligin
hem 1limh hem de siddetli formunda gdzlemlenirken, HDV genotip 2 ile enfekte
kronik HDV enfeksiyonunun seyri daha ilimhdir [216]. FUIminan hepatitten sorumlu
olan tip ise genotip 3’tlr [187]. Genotip 3, 6zellikle Orta ve Guney Amerika’da daha
siktir [211].
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Sekil 2.19.HDV prevalansi ve genotipik dagilimini gosteren dinya haritasi [217].

2.3.5. HDV Patogenez

Hepatit D virls enfeksiyonunun patogenezi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [218].
HDV sadece hepatositlerde replike olur ve bu nedenle HDV enfeksiyonu ile iliskili
hidcresel hasar baslica karacigerde olusur [219]. VirUsun karaciger hasarini
olusturmasinda, diger viral hepatitlerde oldugu gibi burada da immun mekanizmanin
rol oynadigi dustinulmektedir [199]. Hepatit B virisu enfekte hepatositlere dogrudan
sitopatik olmasa da, HDV'nin 6zellikle S-HDAg ile iliskili dogrudan sitopatik etkileri
olabilir [218]. L-HDAg sitotoksik degildir; HDV’nin devamliligini (kronisisite) saglar
ve boylece hepatositleri immun aracili hasara uygun hale getirir [219]. Patogenezde
potansiyel olarak rol oynayan diger faktérler HDV ve HBV genotipleri, fulminan
hepatitte gosterilen spesifik HDAg turlerinin ortaya ¢ikmasi, HDV'nin HBV Uzerinde

stabil veya dalgalanan bir baskinhigi ve diger virUslerle koenfeksiyonlardir [220].
2.3.6. Klinik

Akut HDV enfeksiyonun klinik 6zellikleri

Hepatit D enfeksiyonlarinin kroniklesmesinde rol oynayan faktorler hala net olarak
bilinmemektedir. Virise maruz kaldiktan sonra hastaligin gelismesi 3-7 haftalik kisa
bir inkibasyon gerektirir [221]. Akut HDV enfeksiyonu, HBV koenfeksiyonu (HBV ve
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HDV ile eszamanh enfeksiyon) veya super enfeksiyon (6nceden var ve devam
etmekte olan HBV enfeksiyonundan sonra HDV enfeksiyonu) yoluyla ortaya
cikabilir. Akut koenfeksiyonun klinik seyri, akut HBV enfeksiyonunun klinik seyrine
benzer ve kendi kendini sinirlayici bir hepatite yol acgar. Bununla birlikte,
koenfeksiyon, akut karaciger yetmezlIigi riskinin artmasiyla daha ciddi hastaliklara
neden olur [218]. Akut hepatit kendini monofazik (bir faz) ve bifazik (iki farkh faz)
olarak gosterebilir; ilk faz HBV titrelerine, ikincisi HDV titrelerine baghdir [222].
Olgularin %95'inde iyilesme gorulir [186]. Akut HDV superenfeksiyonu, akut
koenfeksiyona kiyasla daha siddetli bir klinik seyir gosterir ve akut karaciger
yetmezligi riski artar [222]. ALT, AST seviyeleri azalmis veya artmis olabilir ve klinik
gidis cok hizhdir [219]. HDV ile superenfeksiyonda inklibasyon slresi daha kisadir

ve vakalarin %70-80'ninden fazlasinda kronik HDV enfeksiyonu olusur [221].

Kronik HDV enfeksiyonun klinik ozellikleri

Kronik HDV enfeksiyonu siklikla HDV superenfeksiyonu, nadiren HBV/HDV
koenfeksiyonu sonucu olusur. Bu iki form klinik veya morfolojik olarak ayirt edilemez
[219]. Kronik HDV, siroza dogru daha hizli ilerleme ve daha ylksek
dekompansasyon ve mortalite riski ile en siddetli kronik viral hepatit formu olarak
kabul edilir [189]. Kronik HDV Kklinigi her hastada farklilik gosterir. Hastalarin %10-
15’inde 2 yil iginde, %80’inde 5-10 yil icinde siroza gidig bildirilmistir [223]. Sirozun
bir komplikasyonu olan HSK riski, HBV monoenfeksiyonu olan hastalara gore
koenfekte hastalarda 3 kat, hepatik dekompansasyon gelisme olasiligi ise 2 kat
daha fazladir [223-225]. Siroz gelistikten sonra hastalik stabil kalabilir veya siroz
komplikasyonlari gelisebilir, bazi hastalarda karaciger yetmezligi olusabilir. Bununla
birlikte kronik HDV’li hastalarinin bliyutk ¢ogunlugunda ALT, AST dlzeyleri yiksek

olabilir, splenomegali ve ylksek viremi goérulebilir [219].
2.3.7. HDV tani

Delta virGs tanisinda ilk adim, HBsAg pozitif bireylerde HDAg’e karg! antikorlarin
taranmasidir (anti-HDV IgM ve I1gG). Pozitif sonu¢ alindiginda, bir sonraki adim
nikleik asit testleriyle HDV replikasyonu (HDV RNA) gdésterilmelidir [186]. HDV

RNA, akut donemde viral replikasyonun erken gdostergesidir ve ters transkripsiyon-
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PCR (RT-PCR) veya hibridizasyon yontemleri ile arastiriir. HDVAg ve anti-HDV
antikorlarinin tespitinde ELISA testleri kullaniir [88]. HDV enfeksiyonunun
tanisinda, prognozu ve tedavisi farkli oldugundan koenfeksiyonla stiperenfeksiyonu
ayirt etmek ¢ok dnemlidir [88, 186].

HDV ve HBV koenfeksiyonu

Semptomlarin baglanmasini izleyen 1-10 gun igerisinde serumda HDAg ve viral
RNA, 14-21 glin sonra da anti-HDV IgM saptabilir. Anti-HDV IgM antikorlarinin 2-4
hafta icinde kaybolmasinin ardindan anti-HDV IgG antikorlari saptanir hale gelir.
Standart testlerde anti-HDV IgM ve IgG antikorlari olglilimektedir. Koenfeksiyon
sirasinda HDV, HBV’nin replikasyonunu baskilayabilir ve serumdan HBsAg, HBV
DNA kaybolabilir. Bu durumda tani anti-HBc IgM goésterilmesi ile konur. Siklikla 6nce
HBV’ye bagl, ardindan da HDV’ye bagli ikinci transaminaz ylkselmesi goraltr
(Sekil 2.20). Karaciger dokusunda HDAGgnin immun peroksidaz boyamasiyla
gosterilmesi altin standarttir [199, 226].

anti-HBs
IgM anti-HDV

Titre

Total anti-HDV

Temas sonrasl zaman

Sekil 2.20. Koenfeksiyonda HBV-HDV serolojisi.
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HDV ve HBV siiperenfeksiyonu

Koenfeksiyonda izlenen ALT'de bifazik seyir genellikle superenfeksiyonda
gorulmez. Daha dnce HBsAg pozitifligi bilinen (kronik hepatit B’li) hastalarda ALT
ust sinirin 10 kati ve Uzerindeyse anti-HDV arastiriimali ve pozitifligi durumunda
superenfeksiyon dugunulmelidir [102]. Superenfeksiyonda HDV RNA ve HDAg
serumda saptanabilir. Ancak HDAg'nin serumda erken donemde kaybolmasi
nedeniyle, negatif ¢cikan sonuglarda testin yinelenmesi gerekebilir. Anti-HDV pozitif
saptanir. Akut HD slUperenfeksiyonunda hasta inaktif HBV tasiyicisi ise HBV DNA
negatiftir (Sekil 2.21). Ayrica kronik HBV enfeksiyonlu bazi olgularda HDV’nin
etkisiyle zaman icinde HBV DNA baskilanir ve yine negatif saptanabilir [199, 226].

Sarilik

ALT

Total anti-HDV

Titre

; i s N
"HDVRNA |
. HesAg |

IgM anti-HDV

Temas sonrasi zaman

Sekil 2.21. Stperenfeksiyonda HBV-HDV serolojisi.

Kronik HDV enfeksiyonu

Alti aydan daha uzun sureli HBsAg, anti-HBc IgG, total anti-HDV pozitif ve anti-HBc
IgM negatif bir olguda serum HDV RNA kalitatif veya kantitatif olarak pozitif
bulunmasiyla kronik hepatit D dusuntlmelidir [102]. Kronik HDV enfeksiyonunda
tipik olarak HDV, HBV’yi baskiladidi igin kanda HDV RNA pozitif, buna karsilik HBV
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DNA negatiftir [227]. HDV RNA duzeyleri, tani ve tedavinin izlenmesinde énemli bir

parametre olsa da, standardizasyonunda halen sorunlar vardir [199, 226].
2.3.8. Tedavi

Kronik hepatit D'de (KHD) antiviral tedavinin amaci, HDV ve HBV'yi ortadan
kaldirmak ve karaciger ile ilgili 6lume veya karaciger nakline yol agan uzun sureli
kronik hepatit D sirozu, karaciger dekompansasyonu ve HSK’yi1 dnlemektir. Bununla
birlikte, bu hedeflere yaygin olarak ulasilamamaktadir ve kronik hepatit D'nin
tedavisi yetersiz kalmaktadir [222]. GUnUmUzde kronik hepatit D hastalari icin tedavi
secgenekleri interferon alfa (IFNa) ve bunun gelistiriimis tlrevi pegile IFNa (peglFNa)
ile sinirhidir [190]. interferonlar 1980’lerden beri KHD tedavisinde kullaniimaktadir
ve tedavi sonrasi 24. haftada hastalarin yaklasik %25-30’'unda viral yanita yol
acmaktadir. Optimal tedavi suresi belli degildir. Ancak en az 1 yil stireyle ve yuksek
dozlarda tedavi onerilmektedir. Bazi ¢alismalarda, daha uzun tedavi suresi test
edilmistir. Strenin 48 haftadan fazla uzatiimasi buyuk bir kohortta ek bir fayda
saglanmadigini gostermistir [228, 229]. Ayrica uzun suUreli tedavi yaklasiminin
potansiyel yararlari dusunulurken yan etkiler, maliyet ve lojistik desteklerin de g6z
onune alinmasi onerilmistir [226]. HDV i¢in yeni tedavi yaklagimlari i¢cin umut vardir
ve bazilarinin yakin gelecekte klinik uygulamaya girmesi muhtemeldir. Faz 2
¢alismalarinda su anda 4 yeni tedavi yaklasimi degerlendiriimektedir. Bunlar,
hepatosit giris inhibitéri myrcludex B, farnesil transferaz inhibitéri lonafarnib,
nukleik asit inhibitori REP 2139-Ca ve pegile interferon lambda'yi icermektedir.
Simdiye kadar elde edilen sonuglar umut vericidir ve kisa bir sure iginde 3. asama

¢alismalarin yapilmasi da beklenmektedir [189, 228].
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3. GEREG VE YONTEM

3.1.

3.1.1.

Geregler

Cihazlar

Architect i System (Abbott, ABD) otomasyonlu cihazi.

Spektrofotometre (Sanofi Diagnostik Pasteur PR 1100 Reader/BIORAD-
France).

EZ1 Advanced Cihazi (Qiagen, Almanya).

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD).

ABI PRISM 3130XL (Applied Biosystems, ABD).

Cobas AmpliPrep/Cobas Tagman 48 real-time PCR Cihazi (Roche
Diagnostics, Almanya).

LightCycler 480 Il real-time PCR Cihazi (Roche Diagnostics, Almanya).
Thermal Cycler PCR Cihazi (PE GeneAmp PCR System 9700, ABD).

ACT Gene NanoDrop (ASP-2680, ABD).

Jel Elektroforezi Ekipmani (Consort).

Hassas Terazi (WL 6002).

Mikrodalga (Argelik MD 674, Turkiye).

Steril pipet uglari: 1000 pl, 100 ul, 10 yl (HTL Lab Solutions HTL Pipette Tips).
Otomatik pipetler: 1000 pl, 100 pl, 10 uyl (HTL Lab Solutions Discovery
Comfort).

Ependorflar: 2 ml, 1,5 ml, 0,2 ml (NEST NFT1000-R-NS).

Biyolojik gtivenlik kabini (Metisafe, Ankara).

Buzdolabl (UGUR USS 374 DTK, Turkiye).

Derin dondurucu -80° (UGUR UDD 200 BK, Turkiye).

Santrif(j (National Labnet Co. Mini Centrifuge).

Vorteks (Velp ® Scientifica Rx3).

. Reaktifler ve kimyasallar

Steril distile su.

Agaroz (Sigma, Almanya).
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Etidyum bromur: (Sigma, Almanya).
Etanol (Emsure, Almanya).

Silika (Sigma, Almanya).

Sodyum asetat (Merck, Almanya).
Formadid (Emsure, Almanya).
Trehaloz (Sigma, Almanya).

Tris-HCI (Sigma, Almanya).

Glacial acetic acid (Merck, Almanya).

Tween-20 (Applichem, Almanya).

. Kullanilan kitler

ARCHITECT Anti-HBc 1l Reagent Kit (Abbott Diagnostics, Almanya).
ARCHITECT Anti-HBs Reagent Kit (Abbott Diagnostics, Almanya).
ARCHITECT HBeAg Reagent Kit (Abbott Diagnostics, Almanya).
ARCHITECT HBsAg Qualitative 1l Reagent Kit (Abbott Diagnostics,
Almanya).

ARCHITECT Anti-HBeAg Reagent Kit (Abbott Diagnostics, Almanya).
ARCHITECT Anti-HCV Reagent Kit (Abbott Diagnostics, Almanya).
Anti-HDV Ab DiaPro Kit (Diagnostics Bioprobes, Milano-Italya).

EZ1 VirGs Mini Kit (Qiagen, Almanya).

High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics, Almanya).
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Almanya).
COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV Test, v 2.0 Kit (Roche Diagnostics,
Almanya).

COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HCV Quantative Test, v 2.0 Kit (Roche
Diagnostics, Almanya).

Light Cycler 480 Probes Master (Roche Diagnostics, Almanya).

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosysytems, ABD).
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3.2.  Yontemler
3.2.1. Orneklerinin toplanmasi, saklanmasi ve ulastiriimasi

Ornekler, Kazakistan'in Tirkistan bolgesindeki hepatit B C ve D virlslerinin
prevalanslarinin saptanmasi amaci ile, Eylul 2017-Kasim 2018 tarihleri arasinda
Tarkistan bolgesinde yasayan 881 kisiden 3-4 ml periferik kan olarak alinmistir.
Santrifuj edilip serumlari gcalisma zamanina kadar 2 ml.lik ependorf tiplere alinmig

ve -80°C’de derin dondurucuda saklanmistir.

Bu arastirmanin etik onayi, Hoca Ahmet Yesevi Uluslararasi Turk-Kazak
Universitesinden (etik n0:001/2017) alinmistir (EK-1). Calismaya dahil edilen tim
katihmcilardan bilgilendiriimis onam formu alinmigtir. Numunelerin Birlesmis
Milletler (BM) dlzenlemelerine gore taginmasina izin vermek icin hem Kazakistan
hem de Turkiye Saglik Bakanligindan gerekli tim izinler alinmistir (EK-2). Serumlar,
Ocak 2019 yilinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina

ulastiriimigtir.

Bu calismada serolojik ve molekuler tani yontemleri kullanilimistir.

3.2.2. Serolojik yontemler

Calismamiza dahil edilen 881 serum 0Ornegine; HBV, HCV, HDV serolojik testleri
calisiimigtir. Serolojik olarak kemiluminesan mikropartikul immunolojik tetkik (CMIA)
ve ELISA testleri kullanilarak, serumda bahsi gegen virlslere karsi olusan antikor
ve antijenler arastiriimistir. Hepatit B ve C virtslerinin serolojik belirtecleri Architect
i2000SR (Abbott, ABD) otomasyonlu cihazi ve cihaza ait kitler ile ¢alisiimistir. Her

tetkik igin en az 150 pL serum kullaniimigtir.

Hepatit B serolojisi

HBsAg, anti-HBs (kantitatif), anti-HBc belirtegleri bakilmistir. HBsAg pozitif ¢ikan
orneklerde HBeAg ve anti-HBe belirtegleri galigiimigtir.
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Architect HBsAg qualitative 1l tetkiki

insan serumu ve plazmasinda bulunan HBsAg'nin kalitatif belirlenmesi igcin CMIA
teknolojisi ile Chemiflex olarak adlandirilan esnek tetkik protokoller kullanilan tek

adimli (one-step) bir immunolojik tetkiktir.
Reaktifler: mikropartikuller, konjugat, yikama tamponu;

Diger reaktifler: pre-trigger c¢ozeltisi, trigger ¢ozeltisi, ylkama tamponu (fosfat

tamponlu tuz ¢ozeltisis icermektedir);

Architect HBsAg Qualitative 1l tetkikinde, numune anti-HBs kapli paramanyetik
mikropartikuller ve anti-HBs akridinium etiketli konjugata tutunur. Yikamadan sonra,
reaksiyon karigimina yardimci yikama tamponu ilave edilir. Diger bir yikama
donusumunden sonra pre-trigger ve trigger solUsyonlari reaksiyon karisimina
eklenir. Elde edilen reaksiyon relatif 1sik tniteleri (RLU’lar) olarak dlgiiliir. Ornekteki
HBsAg miktari ve Architect i System optik sistemleri ile tespit edilen RLU’lar
arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir. Ornekte HBsAg varli§i ya da yoklugu
reaksiyondaki kemiliminesan sinyalinin bir aktif kalibrasyondan elde edilen cutoff
sinyaliyle karsilastiriimasiyla tespit edilir. Ornekteki kemilliminesan sinyal, cutoff
sinyalinden 21,00 ise, 6rnek HBsAg icin reaktif (pozitif), <1,00 ise nonreaktif (negatif)

olarak degerlendirilmigtir.

Architect anti-HBs tetkiki

insan serumu ve plazmasinda bulunan anti-HBs’nin konsantrasyonunu belirler.
Reaktifler: mikropartikiller, konjugat, tetkik diltienti;

Diger reaktifler: pre-trigger ¢Ozeltisi, trigger ¢ozeltisi, yikama tamponu (fosfat

tamponlu tuz ¢ozeltisi icermektedir);

iki adimli bir imminolojik tetkiktir. ik adimda, numune ve rekombinanat HBsAg
(rHBsAg) kapli paramanyetik mikropartikller birlestirilir. Numunede bulunan anti-
HBs, rHBsAg kapli mikropartikillere baglanir. Yikamadan sonra, akridinyum isaretli
rHBsAg konjugati ikinci adimda eklenir. Bagka bir yikama ddngusunden sonra,

reaksiyon karisimina pre-trigger ve trigger ¢ozeltileri ilave edilir. Ortaya c¢ikan
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kemiliminesan RLU’lar olarak Olguler. Numunede anti-HBs konsantrasyonu

onceden cizilmis Architect anti-HBs kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlenir.

Anti-HBs sonug degerleri 210,00 mIU/mL olan numuneler reaktif ve sonug degerleri

<10,00 mlU/mL olan numuneler nonreaktif kabul edilmistir.
Architect anti-HBc Il tetkiki

Chemiflex adi verilen esnek tetkik protokolleri ile CMIA teknolojisini kullanan insan
serumu ve plazmasinda bulunan anti-HBc'nin kalitatif tayini amacl iki adimli bir

immunotetkiktir.
Reaktifler: mikropartikiller, konjugat, tetkik diluenti;

Diger reaktifler: pre-trigger ¢Ozeltisi, trigger ¢ozeltisi, ylkama tamponu (fosfat

tamponlu tuz ¢ozeltisi icermektedir);

Numune, tetkik dilienti, numune diluenti ve rHBcAg kapli paramanyetik
mikropartikiller  birlestirilir.  Ornekte  bulunan anti-HBc, rHBcAg kapli
mikropartikullere baglanir. Reaksiyon karisimi yikanir ve anti-insan akridinyum
isaretli konjugat eklenir. Bagka bir yikama igleminden sonra, reaksiyon karigimina
pre-trigger ve trigger ¢ozeltileri eklenir. Ortaya ¢ikan kemiliminesan RLU’lar olarak
dlguler. Ornekteki anti-HBc miktari ile Architect i System optik sistemleri tarafindan

tespit edilen RLU’lar arasinda dogrudan bir iligki vardir.

Sonuglar, cutoff RLU, anti-HBc Il kalibrator 1’'in ortalama RLU degeri 1,0 ile
carpilarak elde edilir (Cutoff RLU=Kalibratér 1 ortalama RLUx1,0). Numune
sinyalinin (RLU) kesme degerine (S/CO) orani 21,00 ise anti-HBc i¢in reaktif, <1,00
ise nonreaktif kabul edilmigtir (S/CO=Numune RLU/Cutoff RLU).

Architect HBeAg tetkiki

Chemiflex adi verilen esnek tetkik protokolleri ile CMIA teknolojisini kullanan insan
serumu ve plazmasinda HBeAgnin kalitatif tayini amagh iki adimh bir

immunotetkiktir.

Reaktifler: mikropartiklller, konjugat, tetkik dilienti;
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Diger reaktifler: pre-trigger c¢ozeltisi, trigger ¢ozeltisi, ylkama tamponu (fosfat

tamponlu salin ¢ozeltisi icermektedir);

Numune, tetkik dilienti ve anti-HBe (fare, monoklonal) kapl paramanyetik
mikropartikuller  birlegtirilir.  Numunede bulunan HBeAg, anti-HBe kapli
mikropartikullere baglanir. Yikamadan sonra, akridinyum etiketli anti-HBe konjugati
eklenir. Tekrar yikama isleminden sonra, reaksiyon karigimina pre-trigger ve trigger
coOzeltileri eklenir. Numunedeki HBeAg miktari ile Architect i System optik sistemleri
tarafindan tespit edilen RLU’lar arasinda dogrudan bir iligki vardir. Numunede
HBeAg yoklugu ve varhgi, reaksiyondaki kemiliminesan sinyal aktif bir
kalibrasyonla belirlenen cutoff sinyaliyle kiyaslanarak saptanir. S/CO=Numune
RLU/Cutoff RLU. Reaksiyondaki S/ICO = 1,000 dederler reaktif, <1,000 degerler
HBeAg icin nonreaktif kabul edilmigtir.

Architect anti-HBeAg tetkiki

insan serum ve plazmasinda bulunan anti-HBe antikorunun Kkalitatif tayininde

kullanilan yarigmali, iki adimli bir immunotetkiktir.
Reaktifler: mikropartikiller, konjugat, nétrlestirici reaktif;

Diger reaktifler: pre-trigger ¢Ozeltisi, trigger ¢ozeltisi, yikama tamponu (fosfat

tamponlu salin ¢ozeltisi icermektedir);

Numune, notrlestirici reaktif ve anti-HBe kapli paramanyetik mikropartikillerle
birlestirilir. Numunede bulunan anti-HBe, nétrlestirici reaktifte bulunun rekombinant
HBeAg’e baglanir. Baglanmayan rekombinant HBeAg, anti-HBe kapli
mikropartikullerle baglanir. Yikama igleminden sonra, akridinyum isaretli anti-HBe
konjugati eklenerek, bir reaksiyon karisimi elde edilir. Diger yikama dongusundn
ardindan, karisima pre-trigger ve trigger c¢ozzeltisi ilave edilir. Ortaya c¢ikan
kemiluminesan reaksiyon bagli 1sik birirmleri olarak ol¢ulur. Numunedene anti-HBe
olup olmadigi, reaksiyondaki kemilinesan sinyal aktif bir kalibrasyonlabelirlenen
sinyaline kiyaslanarak saptanir. S/ICO=Numune RLU/Cutoff RLU. S/CO degerleri

<1,00 olan numuneler reaktif, >1,00 olan numuneler nonreaktif kabul edilmistir.
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Hepatit C serolojisi

Anti-HCV total calisiimistir.
Architect anti-HCV tetkiki

insan serum ve plazmasinda bulunan anti-HCV antikorunun kalitatif tayininde
kullanilan bir immuanotetkiktir. Bu test HCV genomunun yapisal ve yapisal olmayan
proteinlerini kullanmaktadir ve kor, NS3, NS4 proteinlerine karsilik gelen HCr43 ve
€100-3 gibi rekombinant antijenler icermektedir. CMIA iki asamali bir tetkik sonunda
olusan antijen antikor kompleksi kaynakl kimyasal reaksiyonun urettigi i1s1gin

O0lcimU esasina dayanmaktadir.

Architect anti-HCV testi kesme degeri asagidaki formulle hesaplanir: kalibrator 1
ortalama RLU degeri x 0,074 = S/CO RLU. Sonuglar, numune sinyalinin (RLU)
kesme degerine (S/CO) orani olarak 21,00 ise anti-HCV icgin reaktif, <1,00 ise

nonreaktif kabul edilmigstir.

Hepatit Delta serolojisi

HBsAg pozitif ¢gikan orneklerde anti Delta Total IgG+IgM calisiimigtir. Anti-HDV
antikorlari, DiaPro (Diagnostic Bioprobes, Milano-Italya) kiti ile insan serum veya
plazmasinda HDV virisuna spesifik antikorlarin tespitinin yapildigi ELISA yontemi

ile calisiimistir. Anti-HDV Ab ELISA protokolu su sekilde uygulanmistir.
Calismadan dnce butin reagentler oda isisina getirilmistir.

1. Gerekli sayida strip mikroplak tutucuya yerlestirilmistir. A1 kuyucugu kor olmasi
icin bos birakilmistir. B1’e 100 ul negatif kontrol, C1’e100 pl kalibratér, D1
kuyucugana 100 pl pozitif kontrol ve ardindan sirasiyla her érnekten 100 pl

pipetlenmistir. Daha sonra mikroplak + 37°C'de 60 dakika inkibe edilmistir.
2. 5 kez yikama iglemi yapilmistir.

3. A1 disindaki tim kuyucuklara 100 pl Enzim Konjugat (Horse Radish Peroksidaz)
eklenmistir. Mikroplak + 37°C'de 60 dakika inkube edilmistir.
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4. Yikama iglemi tekrarlanmigtir.

5. Her bir kuyucuga 100 pl substrat solusyonu (TMB:Tetra-Methyl-Benzidin)
eklenmistir. 25°C'de (oda isisinda) 20 dakika karanlkta inkibe edilmistir.

6. Renk reaksiyonunun sonlanmasi igin her bir kuyucuga stop sollisyonunun (2N
sulfurik asit=H2S04) 100 pl'si dagitilmigtir.

7. ELISA okuyucusunda (Sanofi Diagnostik Pasteur PR 1100 Reader/BIORAD-
France) 450-630 nm cift dalga boyunda okutulmustur.

Degerlendirme: (anti-HDVAb) Cutoff=(NC+PC)/5 formuUla ile Cutoff dederi
hesaplanmistir. Cutoff degeri 6rnedin optik dansite degerine bolindd. Sonuglar,
0,9'dan kuguk cikan degerler negatif, 0,9-1,1 arasi c¢ikan degerler belirsiz
(equivocal), 1,17’den buyuk cikan degerler ise pozitif olarak yorumlanmistir. Bu

calismada belirsiz sonug tespit edilmemigtir.

3.2.3. Molekiiler yontemler

Serolojik olarak pozitifligi saptanmis serum drnekleri viral yukleri tayin edilmek Gzere

real-time PCR ydntemi kullanilarak test edilmistir.

HBV DNA ekstraksiyonu

Nukleik asit ekstraksiyonu igin tam otomatik Cobas AmpliPrep (CAP) cihazi
kullaniimigtir. Cobas AmpliPrep ile niUkleik asit ekstraksiyonu, silika jel kapl
manyetik boncuklar teknolojisine sahip genel bir ekstraksiyon yontemine
dayanmaktadir. ilk olarak 1 ml serum &érnekleri CAP cihazina 6zgii S-tiiplerine
aktariimistir. Manuel olarak barkod etiketleri okutulmus ve numune raflarina
yerlestiriimistir. Cihazin diger raflarina Cizelge 3.1°de verilen reaktifler uygun raflara
yerlestiriimistir. Cihazin c¢alistirlmasi bilgisayarda standart olarak olusturulmus
AMIPLIPREP versiyon 3.3 program tarafindan baslatiimistir. Yaklasik 120 dakika
sure icinde DNA ekstraksiyonu hazir olmustur.
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Cizelge 3.1. HBV DNA eksraksiyonu reaktifleri

Cihaz rafindaki

Reaktifler  Igerik Hacim \
pozisyonu
HBV? CS1 Silika jel kaph manyetik 70mL A
boncuklar

HBV2 CS2  Lizis solisyon 78 mL B
HBV2 CS3  Proteinaz K iceren multi-reaktif 3,8 mL C
HBV2 CS4  Teste 6zgu reaktif 3,6 mL D
EB, v2.0 Ellsyon tampon 8,1 mL E

HCV RNA ekstraksiyonu

Hepatit C’nin nikleik asit ekstraksiyonu igin tam otomatik Cobas AmpliPrep (CAP)
cihazi kullaniimigtir. Cobas AmpliPrep ile nikleik asit ekstraksiyonu, silika jel kapli
manyetik boncuklar teknolojisine sahip genel bir ekstraksiyon yontemine
dayanmaktadir. ilk olarak 1 ml serum &érnekleri CAP cihazina ézgii S-tiiplerine
aktariimistir. Manuel olarak barkod etiketleri okutulmus ve numune raflarina
yerlestiriimigtir. Cihazin diger raflarina Cizelge 3.2°de verilen reaktifler uygun raflara
yerlestiriimigtir. Cihazin calistiriimasi bilgisayarda standart olarak olusturulmus
AMIPLIPREP versiyon 3.3 program tarafindan baslatiimistir. Yaklasik 120 dakika

sure iginde DNA ekstraksiyonu hazir olmustur.

Cizelge 3.2. HCV RNA ekstraksiyonu reaktifleri

Cihaz rafindaki

Reaktifler  Igerik Hacim )
pozisyonu
HCV CS1 Silika jel kaph manyetik 7.0mL A
boncuklar

HCV CS2 Lizis solUsyon 78 mL B
HCV CS3 Proteinaz K iceren multi-reaktif 3,8 mL C
HCV CS4 Teste 6zgl reaktif 3,6 mL D
EB, v2.0 Ellsyon tampon 8,1 mL E

HBV amplifikasyonu

Cobas AmpliPrep cihazi ile HBV DNA ekstraksiyonundan sonra, HBV DNA’ya 6zgu
primer ciftleri ve problari iceren COBAS TagMan HBV Test, v 2.0 kiti kullaniimigtir.

Cizelge 3.2’de verilen reaktifler Uretici firmanin olusturan standart protokoline
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uygun olarak karisim hazirlanmis ve hazir olan karigim kinetik reaksiyon tuplerine
(K tapleri) pipetaj yapilarak aktarilmigtir. K tpleri K tip rafina yerlestirilerek Cobas
Tagman 48 cihazina yuklenmigtir. COBAS TagMan cihazi bilgisayarinda standart
olarak olusturulan HBV protokolu segilerek cihaz caligtiriimistir. HBV viral DNA
miktarinin tespiti, HBV QS (kantitasyon standardi) kullanilarak belirlenmistir. Testin
alt sinirt 20 1U/mL, lineer aralik 20-1,7 x 10 8 [U/mL;

Cizelge 3.3. HBV DNA amplifikasyon reaktifleri

Reaktifler igerik Hacim
HBV QS, v2.0 Kantitasyon Standardi 3,6 mL
HBV MMX, v2.0 Master miks 3,4 mL
HBV Mn?* Maganez solusyonu 19,8 mL
HBV H(+)C, v2.0 Yuksek Pozitif Kontrol 1,0 mL
HBV L(+)C, v2.0 Dusuk Pozitif Kontrol 1,0 mL
CTM (-)C Negatif Kontrol 1,0 mL

HCV amplifikasyonu

Serum orneklerinde HCV-RNA kantitatif real-time PCR ile tespit edilmistir. Bunun
icin COBAS TagMan HCV Quantative Test, v 2.0 kiti (Roche Diagnostics, Almanya)
kullaniimigtir. PCR karigimlari hazirlandiktan sonra tupler Cobas Tagman 48
cihazina vyerlestiriimis ve sirasiyla ters transkripsiyon, amplifikasyon ve
hibridizasyon islemleri uygulanmistir. Bu islemler icin HCV genomunun butin
genotipler icin iyi korunmusg bir bolgesi olan 5’-UTR bodlgesine 6zgu primerler
kullanilarak, cDNA cogatiimasi gergeklestiriimistir. PCR drunlerinin saptanmasi
amaciyla hidroliz problari kullaniimistir. TagMan problari olarak da bilinen bu
problarin 5’ ve 3’ uclari florokrom maddeleri ile isaretlidir (dual labelled probe).
Probun 5 ucunda FAM (6-carboxyfluorescein), 3’ ucunda ise TAMRA (6-
carboxytetramethyl-rhodamine) bulunur. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef bdlge
uzerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob ile
hedef bolge arasindaki hibridizasyon devam ettigi surece FAM maddenin sinyal
olusturmasi, 3’ ucundaki TAMRA madde tarafindan engellenir. Primerlerin hedef
nukleik aside baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi, probun baglandigi
noktaya geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢cin TagDNA polimeraz enzimi 5’-3’

ekzonUkleaz aktivitesini kullanarak probu 5 ucundan itibaren yikmaya baslar.
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Boylece FAM serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her dongude Uretilen Grin
arttikga, floresan miktarinda artma gozlenir. HCV viral RNA miktarinin tespiti, HCV
QS (kantitasyon standardi) kullanilarak belirlenmigtir. Testin alt sinir 15 1U/mL,
lineer aralik 15-1 x 10 8 |lU/mL’dir.

HDV RNA ekstraksiyonu

HDV ekstraksiyonu High Pure Viral RNA Kit (Roche Diagnostics, Almanya)

kullanilarak yapilmistir. islemlerde santrifij kullaniimistir.

1. 200 ul'lik HDV pozitif serum 6rnekleri temiz ependorf tliplere aktariimistir.

2. Uzerlerine her tiip igin 400 pl baglanma (binding) tamponu + 4 pl Poly (A)
karigimi eklenmigtir.

3. Karisim iyice vortekslenerek filtreli tiplere aktariimistir.

4. Tupler 8,000xg’de 15 saniye santriflij edilmistir ve alttaki sivili kismi atilmistir.

5. Santrifij edilen filtreler yeni bos 2 mllik collection tuplere aktarilmistir ve
uzerlerine 500 pl inhibitor tamponu eklenmisgtir.

6. Tapler 8,000xg’de 1 dakika santrifij edilmistir ve sipernatant atilmistir.

7. Santrifdj edilen filtreler yeni bos 2 ml'lik tlplere aktariimistir ve 450 pl yikama
tamponu eklenmistir.

8. Tupler 8,000xg’de 1 dakika santrifij edilmistir ve sipernatant atilmigtir.

9. Filtreler yeni bos 2 ml'lik collection tuplere aktariimigtir ve 450 pl yikama
tamponu eklenmisgtir.

10.Tupler 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir ve stipernatant atiimistir.

11.Yuksek hizda (15,000xg’de) 10 saniye santriflj edilmistir ve supernatant
atiimistir.

12. Tuplere 50 pl elisyon tamponu eklenmistir.

13.8000 g'de 60 saniye santrifij edilmitir.

14.Bu islem sonunda 1,5 ml’lik steril eppendorf tlplerin dibinde kalan sivi (50 pl)

PCR calismalarinda kullanmaya uygun saf RNA 6rnegi olarak elde edilmistir.
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Komplementer DNA (cDNA) sentezi

HDV RNA’'dan cDNA eldesinde Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche Diagnostics, Almanya) kullaniimigtir. Her bir tip o6rnek icin asagidaki

basamaklar izlenmisgtir:
1X Kalip RNA - primer karisiminin hazirlanmasi (TMP)

1. Ekstrakte edilmis 10 pl HDV RNA (kalip RNA) 0,2 ml'lik tipe (normal PCR tlpu)
pipetlenmistir.

2 ul random hekzamer solisyonuna eklenmistir (6 numarali tlp).

1 ul H20 eklenmigtir (7 numarali tap).

10 dakika 65°C’de inkube edilmistir.

inkiibasyon sonrasi buzda bekletiimistir.

a kw0

1X Transkripsiyon reaksiyon karisiminin hazirlanmasi (TRM):
1. Steril bir epondorf tipe asagidaki karisimi hazirlanmigtir:

- 4 ul Transcriptor RT reaksiyon tamponu (2 numarali tlp)

- 0,5 pl Protector RNAse inhibitdrii (3 numaral tip).

- 2 I ANTP Karigimi (4 numarah tip).

- 0,5 pl Transcriptor Reverse Transcriptaz (1 numarali kirmizi kapakli tap).

- Yavasca karistiriimigtir ve kisaca dodurerek ¢okturulmstur.

2. TRM solusyonundan 7 ul'yi, 13 pl TPM iceren 0,2 ml'lik PCR tlplerine toplam

hacim 20 ul olacak sekilde aktariimistir.
3. Vortekslenmistir ve kisaca dondurerek ¢okturalmustar.
cDNA sentezi reaksiyonunun kurulmasi:
TRM — TPM karisimi (20 ul) Thermal Cycler PCR cihazina yerlestirilmigtir:

- 10dk 25°C
- 30dk 55 °C'de.
- 5dk 85 °C’de
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HDV amplifikasyonu:

HDV real-time PCR asamasi LightCycler 480 Il Real Cihazi (Roche Diagnostics,
Almanya) ile yapilmistir. cDNA basamaginin bitmesinden sonra, real-time PCR
reaksiyonu asagidaki karisim ile hazirlanmistir. Kullanilan primer dizileri Cizelge

3.3, PCRicerigi Cizelge 3.4, termal dongu Cizelge 3.5’te gosterilmigtir.

Cizelge 3.4. HDV RNA real-time PCR’da kullanilan primer ve prob dizileri

Primer/Prob Nukleotit dizileri

HDV-ERS-F 5-TCGGGTCGGCATGGCATCT-3

HDV-ERS-Rev 5-TCGCTCCTGGAAGATGGTG-3

*TagMan-ERS FAM-TCCTCCTWCGGATGCCCAGGTCGGA-TAMRA

*TagMan prob (5’label=Fam, 3’ quencher=Tamra, W=T ya da A)

Cizelge 3.5. HDV real-time PCR igerigi

Kullanilan kimyasallar Kullanilan miktar
HDV Prob (5 pmol) 0,6 ul
*HDV FWD Primer (10 pmol) 0,6 pl
*HDV REV Primer (10 pmol) 0,6 pl
LightCycler 480 Probe Master 10 ul
H20 3,2 ul
Toplam Hacim 15 pl

*Kullanilan primerler Cizelge 3.1'de gosterilmistir.

Hazirlanan karigimdan her bir ornek igin 15 yl olacak sekilde plate kuyucuklarina
pipetlenmistir. Ardindan kuyucuklar Uzerine sentezlenmis cDNA veya standart 5
pI'ser yukleme yapilmistir. Her calismada bir kuyucuga pozitif érnek yerine su

konulmustur ve bu kuyucuk negatif kontrol olarak degerlendirilmistir.

HDV DNA ve standartlari tespiti igcin FAM filtresi (465-510 nm) ve internal kontrdlin
tespiti icin VIC/Hex/Yellow 555 (533-580 nm) filtresi kullaniimigtir.

Cizelge 3.6. HDV real-time PCR donguleri

Denatiirasyon Amplifikasyon Sogutma
Devir (Cycle) 1 40 1
Hedef Sicaklik (°C) 95 94 60 40

Sire 5 dk 20 sn 1 dk 30 sn
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3.2.4. HBV, HCV ve HDV orneklerinin dizi analizleri

Real-time PCR yontemiyle viral yukleri saptanmis olan HBV, HCV ve HDV
orneklerinin her Ugununde dizi analizleri Sanger dizileme yontemi kullanilarak

gerceklestiriimistir. Dizi analizi reaksiyonunun basamaklari asagidaki gibidir:

Serum orneklerinden HBV DNA, HCV RNA ve HDV RNA ekstraksiyonu
Komplementer DNA (cDNA) sentezi (RNA virUsleri igin)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Agaroz jel elektroforezi (PCR Urlnlerinin analizi)

PCR urdnlerinin saflastiriimasi (saf Grun eldesi)

Nanodropla DNA miktarinin dlguimesi

Dizi analizi reaksiyonu

Dizileme ¢oktlirme/saflastirma

© © N o g s> w D P

Otomatik dizi analizi cihazina yukleme (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer)

HBV DNA, HCV RNA ve HDV RNA ekstraksiyonu

HBV ve HCV nukleik asit ekstraksiyonu

Calisilacak serum oOrnekleri oda 1sisina getirilerek calistirimaya hazir hale

getirilmistir.

HBV DNA ve HCV RNA ekstraksiyonu EZ1 Viris Mini Kit v2.0 (Qiagen, Almanya)

kullanilarak yapiimigtir.
EZ1 virdis mini kit icerigi

- Reaktif kartuglari (Virds Mini v2.0)
- Tek kullanimlik ug tutucular

- Tek kullanimlik filtreli pipet uglari
- Numune tipleri (2 ml)

- ElUsyon tapleri (1,5 ml)

- Taslyict RNA

- Tampon AVE

- Q-Kart
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Calisma diuzeneqi

- Ik sira: EZ1 Viriis protokolde, 1,5 ml'lik elisyon tipleri bos yiklenmistir.

- Ikinci sira: EZ1 Viriis protokolde, filtreli pipet uglari konulmustur.

- Uglinct sira: EZ1 Virlis protokolde, 1,5 ml'lik tipler tasiyici RNA+i¢ kontrol (IC)
- (kullaniliyorsa)+tampon AVE iceren karisim burada yuklenmistir.

- Doérduncu sira: EZ1 Virus protokolde, 2 ml'lik 6rnek tlpleri (serum) yuklenmistir.
- Hazirlanan kartus raki ve galisma raki cihaz igerisindeki uygun pozisyonlarda

yerlestirilerek, ¢alisma alaninin kapagi kapatilmistir.

Her numune igin 3,8 pl ¢ozunmus tasiyici RNA igceren 60 pl ¢ozelti hazirlayarak 1,5
ml tdp icerisine konulduktan sonra makinada uguncu siraya yerlestirilmistir, oda
Isisina gelen numuneler 400 ul 2 ml’'lik 6rnek tlpleri icine konulmustur ve makinada
dérdiinci siraya yerlestirildikten sonra makine calistinimistir. islem bittikten sonra
elisyon tuplerinde HBV DNA ve HCV RNA ekstraksiyonu gergeklesmis oldu.

Sonugta saflastirimis, yiksek kaliteli viral nukleik asit elde edilmisgtir.

HDV RNA ekstraksiyon

Ekstraksiyon asamalari; High Pure Viral RNA Kit (Roche Diagnostics, Almanya)

kullanilarak, bolim 3.2.3’de belirtilen protokollere uyarak gerceklestiriimistir.

HCV ve HDV komplementer DNA (cDNA) sentezi

HCV ve HDV orneklerinin ekstraksiyonu sonrasi Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Aimanya) ile cDNA elde edilmistir. Bolim 3.2.3’de

aciklandigi gibi kit protokolinin basamaklari izlenerek gergeklestirilmigtir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Hepatit B, C ve D virUslerinin amplifikasyon islemlerinde 6zellikle duyarhliklarini
arttirmak amaciyla Nested PCR yontemi kullaniimistir. Nested PCR igin iki takim
amplifikasyon primerleri kullaniimis ve iki tur amplifikasyon uygulanmistir. ilk tur
amplifikasyondan elde edilen Grdn ikinci tur PCR igin kalip olarak kullaniimigtir.

Kullanilan ikinci primer takimi diziye 6zgudur.
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HBV polimeraz zincir reaksiyonu

HBV DNA PCR'i igin drneklerin ekstraksiyonu sonrasi asagida belirtilen miktarlara
gore PCR gercgeklestiriimistir. HBV polimeraz bdlgesini hedefleyen primerler
kullaniimigtir (Cizelge 3.6). PCR igerigi ve PCR kosullar sirasiyla Cizelge 3.7 ile

3.8'da verilmistir.

Cizelge 3.7. HBV 1. ve 2. tur PCR’de kullanilan primer dizileri

Primer Nukleotit dizileri

Primer FWD (188) 1.tur 5-AAACCCAAAAGACCCACA-3

Primer REV (887) 1.tur 3-TCCCCAACCTCCAATCAC-%’

Primer FWD (440) 2.tur 5-GTACCAAACCTTCGGACGGA-3

Primer REV (890) 2.tur 3-AGCAAAACCCAAAAGACCCA-5

Cizelge 3.8. HBV 1. ve 2. tur PCR igerigi

Kullanilan kimyasal Kullanilan miktar
HBV DNA 5 pl
*Primer FWD (10 pmol) 1,5 ul
*Primer REV (10 pmol) 1,5 pl
Tampon (10X) 5 pl
MgCl2 (25 Mm) 2 ul
dNTP mix (2 mM) 5 pl
Tag DNA polimeraz (Roche Diagnostics, 1 ul
Almanya) H
ddH20 29 ul
Toplam Hacim 50 pl

* Kullanilan primerler Cizelge 3.6'da belirtildigi gibidir.

Cizelge 3.9. HBV 1. ve 2. tur PCR dénguleri

Primerler Reaksiyon dongiileri Dongii sayisi
95°C’de 5 dk
Primer FWD (887) 1.tur 95°C,de 1dk
Primer REV (189) twr o4 Cdetdk 30
72°C’de 1 dk
72°C’de 7 dk
94°C’de 5 dk
Primer FWD (440) owr  24°Cdes0sn
Primer REV (891) oqr  29.Cde30sn 30
72° C'de 1 dk

72°C’de 7 dk




79

HCV polimeraz zincir reaksiyonu

HCV NS5B bolgesini hedefleyen primerler kullaniimigtir (Cizelge 3.9). PCR’lerin

icerigi ve donguleri Cizelge 3.10 ve 3.11’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.10. HCV 1. ve 2.tur PCR’de kullanilan primer dizileri

Primer

Nukleotit dizileri

NS5B 1 FWD 8008-8032

5’-CTACCATCATGGCTAARAAYGAGGT-3'

NS5B 1 REV 8673-8697

3-ATGATGTTATGAGCTCCARGTCRTA-%

NS5B 2 FWD 8256-8276

5-TATGAYACCCGCTGYTTTGAC-3’

NS5B 2 REV 8616-8636

3’-CCTGGTCATAGCCTCCGTGAA-5

Cizelge 3.11. HCV 1. ve 2.tur PCR igerigi

Kullanilan Kimyasal

Kullanilan Miktar

HCV cDNA 5 ul
*Primer FWD (10 pmol) 2 ul
*Primer REV (10 pmol) 2 ul
Tampon (10X) 5 ul
MgCl2 (25 mM) 3 ul
dNTPmix (2 mM) 5 ul

Tag DNA Polimeraz (Roche Diagnostics, Almanya) 0,5 ul

ddH20

27,5 ul

Toplam Hacim

50

*Kullanilan primerler Cizelge 3.9'da belirtildigi gibidir.

Cizelge 3.12. HCV 1 ve 2.tur PCR dongdileri

Primerler

Reaksiyon dongiileri  Dongu sayisi

95°C’de 5 dk
94°C’de 30 sn

1FWD/1REV (1.tur PCR) 50°C’de 30 sn 40

72°C’de 2 dk
72°C’de 7 dk

95°C’de 5 dk
95°C’de 30 sn

2FWD/2REV (2.tur PCR) 55°C’de 30 sn 40

72° C'de 1.30 dk
72°C’'de 7 dk
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Genotipleri saptanan HCV 6rneklerinde NS3, NS5A ve NS5B bolgeleri hedeflenerek
PCR yapilmistir. Bu bolgelerde, ilag direnci ile ilgili olarak belirlenmis aminoasit
noktalarindaki nikleotit ve aminoasit degisiklikleri incelenmigtir. Her bdlge icin farkl

primerlerin kullanildi§i 2 tur PCR yapilmistir (Cizelge 3.12). PCR'lerin igerigi Cizelge

3.10, donguleri Cizelge 3.13’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.13. HCV pargali genom PCR’de kullanilan primer dizileri

Bdlge Primer Nukleotit dizileri

NS3ALLF2 (M13F) 5-ATGGARAYYAAGVTYATYACXTGGG-3
1b NS3 NS3ALLR1 (M13R) 3-CTYTTXCCRCTXCCXGTXGGXGCRTG-5

2nd NS3ALLF3 (M13F) 5-ATCTTXCTXGGXCCXGCYGA-3

2nd NS3ALLR2 (M13R) 3-GCXACYTGRTAXGTXTGXGG-5

EF1B 5-TGGATGAACCGGCTGATAG-3’
1b NSEA ER1B 3-CCACARGAGGTTGGCCTC-5

IF1B 5-TCCCCCACGCACTACGTG-3’

IR1B 3-CTAGCYGARGAGCTGGCC-5

5B FWD 5-GGAGCCKGGRGATCCRGATCTYAGC-3
1b NS5B 5B REV 3-GTTGGGGAGGAGGTAGATGCCTA-5

5B 4FWD 5-GAYGTCGTGTGCTGCTCRATGTC-3’

5B 4REV 3-GAGACACGCTGTGATAAATGTCTCCC-5

NS3 1FWD 5-ATCACSTGGGGRGCRGCRGCRGAYAC-3
3ave2c NS3 1REV 3-AAYTTGCCRTAKGTGGAGTAYGT-5
NS3 NS3 2FWD 5-ACSGCRGCRTGYGGGGACAT-3’

NS3 2REV 3-GTGCTCTTRCCGCTRCCRGT-5

Cizelge 3.14. HCV 1. ve 2.tur PCR donguleri

Bélg_je 1.tur PCR 2.tur PCR
94° C’de 5dk
94° C’de 30sn 5 dénai
94° C'de 3dk 53° C'de 1dk 9
94° C’de 15sn - 72° C'de 1dk
NS3 53° C'de 1dk 45 doéngu
72° C'de 1dk 94° C’de 15sn 35 dénaii
67° C'de 30sn 9
72 ° C’de 30sn
94° C'de 3dk 94° C’de 3dk
94° C'de 35sn 94° C'de 35sn
NS5A 54° C’de 35sn 45 doéngu 54° C’'de 35sn 45 doéngu
72° C'de 1,30dk 72° C’de 1,30dk
72° C'de 10dk 72° C'de 10dk
95° C’de 5dk 95° C'de 5dk
95° C’de 30sn 95° C’de 30sn
NS5B 60° C'de 1dk 40 dongu 60° C'de 1dk 40 dongu
68° C'de 2dk 72° C'de 2dk

68° C’de 10dk

72° C'de 10dk
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HDV polimeraz zincir reaksiyonu

Elde edilen cDNA ornekleri ile PCR yapilmistir. HDV tum genom PCR igin 2 ayri
bdlge secilmistir ve 2 primer seti (HDV(D3)F-HDV(E4)R, 1IFWD-2REV) kullaniimigtir
(Cizelge 3.14). Kullanilan PCR igerikleri ve donguleri sirasiyla gizelge 3.14 ve
3.15'te verilmistir.

Cizelge 3.15. HDV RNA tum genom PCR’de kullanilan primer dizileri

Primerler Nukleotit dizileri

HDV(300)F 5-ACC TCC AGA GGA CCC CTT CAG CGA A-3
HDV (1400)R 3’-GAG GGA GCT CCC CCG GCG AAG AG-5
HDV(D3)F 5-ACG AGT GAG GCT TAT CCC GG-&
HDV(E4)R 3'-GAA GGA AGG CCC TCA AGA ACA AGA-5
1FWD 5-TCG TCC CCA CAT AGC AGA-3

2REV 3’-AGG CCC TCG AGA ACA AGA-5’

Cizelge 3.16. HDV PCR icerikleri

Kullanilan kimyasallar Kullanilan miktar
HDV(300)F/HDV (1400)R (1.tur PCR) 2,5/2,5 pl
*HDV(D3)F/HDV(E4)R (2.tur PCR) 2,5/2,5 pl
*1FWD/2REV (2.tur PCR) 2,5/2,5 pl
Tampon (10X) 5 ul
MgCl. (25 Mm) 3 ul
dNTP mix (2 mM) 5 pl

Tag DNA polimeraz (Roche Diagnostik, Almanya) 0,5 ul
ddH.O 26,5 yl
HDV cDNA (1.tur PCR igin) 5 pl

Kalip DNA (1.tur PCR Urinu) 5 pl

*Iki ayri hedef bolge igin secilen primerler

Cizelge 3.17. HDV PCR dongduleri

Primerler Reaksiyon dongiileri Ddngii sayisi

94°C’de 5 dk

94°C’de 40 sn
HDV(300)F-HDV (1400)R  1.tur PCR  65°C’de 1,5 dk 35

68°C’de 3 dk

72°C’de 7 dk

95°C’de 5 dk
*HDV(D3)F-HDV(E4)R 2.tur PCR  95°C’de 30 sn

65°C’de 45 sn 35
*1FWD-2REV 2.tur PCR 72° Cde 2 dk

72°C’de 7 dk

*iki ayri hedef bélge igin segilen primerler
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Amplifikasyon UrlUnlerinin agaroz elektroforezinde goriintilenmesi

Amplifikasyon urunlerinin dizi analizi igin yeterli olup olmadigini belirlemek amacli

agaroz jel elektroforezi kullaniimistir.
Oncelikle 10X TAE (Tris-Acetate-EDTA) ¢ozeltisi dH20 ile IX’e indirgenmistir.

- Trisbase 48,4 gr
- Glacial acetic acid 11,42 ml
- EDTA 20 ml

- dH20 ile 1000 ml'’e tamamlanmisgtir

Agaroz jel hazirlanmasi

1. Agaroz 1 gr tartilmistir, erlene koyulmustur.

2. Uzerine TAE 50 ml eklenmistir.

3. Hafifge ¢alkalanip mikrodalga firina koyulmustur.

4. Mikrodalga firn karisim kaynamaya baslayana kadar yuksek ayarda

calistinimistir.

o

Araliklarla erlen mikrodalgadan c¢ikarilip ¢calkalanmistir.

6. Kaynama basladiktan sonra mikrodalganin ayari dustrdlmustir. Tamamen
eriyene kadar galkalanarak isitilirmigtir.

7. CoOzelti muslukta biraz sogutulmustur.

8. Etidiyum bromidden 0,5 ul eklenmistir ve ¢alkalayarak tim ¢ozeltiye dagiimasi
saglanmistir.

9. Jel tepsisine yavasga dokulmuastir ve katilasmasi igin en az 15-20 dakika

bekletilmistir.

Orneklerin yiirtitilmesi

1. Jel tanka yerlestirilmigtir.

2. Tank jelin Ustunu kapatacak kadar TAE ile doldurulmustur.

3. Kucguk bir parca parafilm alinmistir ve ytklenecek oérnek sayisi kadar yukleme
tamponu (yaklasik 1’er yl) Ustine koyulmustur.

4. 5 pl érnek yukleme tamponu ile karigtirilip jele yiklenmigtir.

5. Jelin ilk kuyucuguna 3 pl 100 bp’lik markerdan yuklenmigtir.

6. 80 V da 35 dakika yuratulmustar.
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7. Jeldeki bantlarin goruntilenmesi igcin “UV jel dokumantasyon sistemleri’

kullaniimigtir.

PCR urinlerinin temizlenerek DNA dizi analizine hazirlanmasi

HBV, HCV ve HDV pozitif PCR 6rneklerine 50’ser ul silika eklenmisgtir.

Ornek igeren silikall ttpler 4600 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Ust kisim alttaki silikal peletin bozulmamasina dikkat edilerek pipetle alinmistir.
Altta kalan peletin Gzerine %70’lik alkoldan 50 pl eklenmistir.

4600 rpm’de 1 dakika santriflij edilmistir.

Ust kisim alttaki silikal peletin bozuimamasina dikkat edilerek pipetle alinmistir.

N o g M wDdhdPRE

Altta kalan peletin Uzerine 50 pl su eklenmistir ve karismasi icin vorteks

yapimigtir.

o

Tlpler kapaklari agik olacak sekilde 72 °C’de 10 dakika bekletilmistir.
9. 4600 rpm’de 1 dakika santrifuj edilmigtir.

Nanodropla DNA miktarinin olcilmesi

Silika ile temizlenen Urunlerin DNA dizi analizi PCR’lerinin yapilabilmesi i¢in en az
10 ng DNA elde edilmesi gerekmektedir. PCR’a konan total DNA miktari 20-25 ng
olacak sekilde 2-2,5 ul DNA konur.

Dizi analizi polimeraz zincir reaksiyonu

HBV, HCV ve HDV dizi analizi PCR’lari BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosysytem, ABD) kullanilarak, kit icerisinden ¢ikan kullanim
kilavuzunun talimatlarina goére yapilmistir. Dizi analizinin PCR igerikleri Cizelge

3.17, termal déngu programi Cizelge 3.18'de gdsterilmistir.

Cizelge 3.18. Dizi analizi PCR igerikleri

Reaksiyon maddesi Konsantrasyon Kullanilan hacim
Dizi analiz tamponu 5X 1,75 pl

Primer 3.2 pmol/pl 1yl (3,2 pmol)
BigDye - 0,5 ul

ddH.O - 4,75 pl

PCR drunleri (DNA) 10ng/pl 2yl

Toplam Hacim 10 pl
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Cizelge 3.19. Termal dongu programi

Sicaklik Derecesi Dongii Suresi Dongu Sayisi
94° C 1dk 1

94° C 10 sn

50° C 5sn 25

60° C 4 dk

4°C o0

DNA’larin temizlenmesi ve cihaza yiklenmesi

1. Formadid, -20° C’den erimesi icin disari ¢ikarilmistir.

2. Tup basina 1 pyl NaOAc c¢ozeltisinden ve 25 pl %100’lUk etanolden
hazirladigimiz karigimdan tuplere 26 ul olarak dagitilmigtir.

3. Tup kapaklar kapatilip el ile gcalkalama yapilimigtir.

4. Tupler oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

5. 4500 rpm’de 10 dakika santrifuj yapiimistir.

6. Icindeki sivi pipetle atiimigtir.

7. Pelletin Gzerine 35 pl %70’lik etanol eklenir ve 4500 rpm’de 5 dakika santrifij

yapimigtir.

8. Tupun igindeki sivi pipetle bosaltiimistir.

9. Her bir tipe 20 pl formamid eklenmistir ve vorteks yapiimigtir.

10.Kisa bir santriflij yapildiktan sonra PCR drlnleri dizi analizi cihazina (ABI
Prism™ 310 Genetic Analyzer, PE Applied Biosystems, Foster City, CA)

yuklenmistir.

3.2.5. Filogenetik analiz

Hepatit B, C ve D virUsleri pozitif serumlardan elde edilen tim dizileri GenBank’dan
indirilen referans dizilerle ClustalW algoritmasi ve MUSCLE programi ile
kargilagtirilarak dizilerin baglangi¢ ve sonundaki muhtemel yanlis okunan bolgeler
cikarilmigtir. Siralanan ve dizenlenen dizilerle Molecular Evolutionary Genetics
Analysis versiyon 10.0.5 (MEGA) programinda Neighbor-Joining metodu (Kimura 2-
parametresi) bootstrap testleri (1000 tekrar) kullanilarak genetik uzakliga bagl bir
agac¢ cizilmistir. Filogenetik agac¢ olusturulurken kullanilan referans dizileri

GenBank'tan (www.ncbi.nlm.nih.gov) saglanmistir.
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Ayrica HBV ve HCV genotiplemesi icin sirasiyla Hepatit B Viris veri tabani

genotiplendirme aracini ve Geno2pheno-HCYV veritabanindan da faydalaniimigtir.

3.2.6. istatistiksel analiz

istatistiksel degerlendirmeler igin veriler Statistica 12 (StatSoft, ABD) ve OpenEpi
version 3.01 (htt://www.openepi.com) paket programi kullanilarak yapilmigtir.
Istatistiksel analizlerde frekans, ylizde, ortalamatstandart sapmalar hesaplanmistir.
Serolojik belirteglerin cinsiyet ve yasa bagli farklarin kargilastiriimasinda Ki-kare
testi kullaniimistir. Tim analizler %95 guven arahdi (Cl) ile yapilmigtir ve istatiksel

analamlilik dizeyi p<0,05 olarak kabul edilmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. HBV, HCV ve HDV Serolojik Belirteglerin Dagilimi

Calismaya alinan 881 katiimcilarin 515’i (%58,4) kadin ve 366’s1 (%41,6) erkek
olup, yaslari 5-75 (yas ortalamasi: 34.2+17) yil arasinda degismektedir. Iki cinsiyet
arasinda yas ortalamalari acisindan istatistiksel anlamli fark yoktu (p=0,07) (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen katilimcilarin yas ve cinsiyetlerine gére dagihmi

Hasta Cinsiyet Yas

sayisli Erkek (%) / Kadin n (%) Ortalama yas Std.sapma Arahgi p
32,3 17,7 5-75

881 366 (41,5) / 515 (58,5) 0,07
35,4 16,4 5-75

HBsAg genel galisma populasyonu igin pozitilik orani %3,6 iken, kadinlarda ve
erkeklerde sirasiyla %3,9 ve %3,3 olarak saptanmistir. HBsAg pozitif olan
orneklerde galisilan HBeAg hepsinde negatif ve %95,7 anti-HBe pozitifligi seklinde
saptanmistir. Orneklerin 419’'unda (%47,5) anti-HBs pozitifligi tespit edilmistir.
Bunlardan 257 (49,9%) kadin ve 162 (44,2%) erkekti (Cizelge 4.2). Sadece anti-
HBs pozitif olan 196 (%46,8), ayni anda anti-HBc ve anti-HBs pozitif olan 223
(%53,2) idi. Genel anti-HBc pozitifligi 294 (%33,4) iken, kadin ve erkeklerde sirasiyla
181 (%35,1) ve 113 (%30,8) olarak bulunmustur. Test edilen 881 6rnegin 42’sinde
(%4,8) izole anti-HBc pozitifligi saptanmistir. izole anti-HBc'li érneklerin birinde
(%2,4) HCV koenfeksiyonu bulunmustur. Ayrica izole anti-HBc pozitif saptanan 42
ornegin HBV-DNA sonugclarinin da negatif oldugu goézlenmistir. HBsAg ve anti-
HBs’nin birlikte pozitifligi %0,1 olarak saptanmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. HBV, HCV ve HDV serolojik belirteglerinin dagilimi

Kadin (n=515) Erkek (n=366) Toplam (n=881)

2

Pozitif % %95 Cl Pozitif %  %95Cl Pozitif %  %95Cl
HBsAg 20 39 2560 12 33 1857 32 36 2651 0,22 0,63
Anti-HBs 257 49,9 456-54,2 162 44,3 39,3-49,4 419 47,6 44,3509 2,72 0,09
Anti-HBc 181 352 31,1-39,4 113 30,9 26,4-358 294 334 30,3-366 1,75 0,18
HBeAg - - - - - - - - - - -
Anti-HBe 1 0,19 0,01-0,95 - - 0,1 0,003-063 - -
Anti-HCV 18 35 2255 8 22 1,043 26 30 2,043 1,28 0,26
Anti-HDV* 2 10 16-31,3 2 167 35460 4 125 44-287 030 0,58

* Sadece HBsAg pozitif hastalarda (n=32) incelenmistir
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Genel olarak, ¢alisma grubunun 389 (%44,1) 6rnegi, ¢aligilan tum HBV belirtecleri
igin negatif saptanmig olup, duyarli populasyon olarak degerlendirilmistir (Cizelge
4.3).

Cizelge 4.3. Calisma populasyonun HBV serolojik yorumlama gruplari

Grup Durum Sayr Oran % Yorum

Anti-HBc Negatif ,

Anti-HBs  Negatif 389 %441 Xg}gr{]eak;:z'ﬂﬁ;‘yar“
HBsAg Negatif

Anti-HBc Pozitif

Ant-HBs Pozitif Enfeksiyon gecirilerek olusan

HBsAg Negatif 107 %121 y
HBeAg Negatif bagistklik
Anti-HBe Pozitif
Anti-HBc Negatif
Anti-HBs Pozitif 196 %22,2 Asilamaya kars! bagisiklik
HBsAg Negatif
Yoruma agik;
Yanlis pozitiflik
Kronik olarak enfekte olabilir
Anti-HBc Pozitif Humoral yanitta bozukluk var,
Anti-HBs Negatif 42 %4,8 immunite tam gelisememektedir
HBsAg Negatif Akut HBV enfeksiyonunun
duzelmesini gosterebilir
Diger hepatovirtslerle
koenfeksiyon olabilir
Anti-HBc Pozitif ﬁ\ktif_L—;BV enfeksiyonu (genellikle
. . roni
Anti-HBs Neg.afuf 30 %3.4 Anti-HBc IgM varsa, akut
HBsSAg Pozitif enfeksiyonu gdsterir
Anti-HBc Negatif
Anti-HBs Negatif 2 %0,2 Erken akut enfeksiyon
HBsAg Pozitif
Akut HBV enfeksiyonunun
iyilesme donemi
Anti-HBc Negatif S gteninde kacis (escape)
. o mutasyon
Anti-HBs  Pozitif 1 %01 Farkli HBsAg subtipleriyle
HBsAg Pozitif karsilasmis tasiyicilar
immiinsiiprese hastalarda
Yalanci pozitiflik
HBsAg Pozitif
HBeAg Negatif HBeAg negatif kronik hepatit B

0,
Anti-HBe Pozitif 1 %3,1

HBV DNA  =2,000 IU/mL

enfeksiyonu
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Anti-HCV 26 (%3) ornekte pozitif, kadinlar ve erkeklerde sirasiyla 18 (%3,5), 8
(%2,1) olarak saptanmistir. Cinsiyet agisindan, kadin ve erkekler arasinda anlaml

fark bulunmamistir (y°=1,28; p=0,26).

Calisma populasyonumuzda anti-HDV pozitifligi kadin ve erkeklerde esit, toplam 4

bireyde (HBsAg pozitif olanlarin %12,5'i) saptanmistir. Istatiksel olarak cinsiyete

gore anlamli fark bulunmamistir (¥?=0,30; p=0,58) (Bkz. Cizelge 4.2).

Genel olarak caligilan tum serolojik belirteglerin pozitifligi agisindan cinsiyetler

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05) (Sekil 4.1).

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Anti-HBc Anti-HBs HBsAg Anti-HCV Anti-HDV
Kadin 35,10% 44,2% 3,9% 3,5% 10%
Erkek 30,80% 49,9% 3,3% 2,1% 16,6%
Toplam 33,30% 47,5% 3,6% 3,0% 12,5%

Kadin ®mErkek = Toplam

Sekil 4.1. HBV, HCV ve HDV serolojik belirteclerinin cinsiyete gére dagilimi.

Katilimcilar yaslarina gore 5 gruba ayrilmigtir (5-18, 19-32, 33-46, 47-60, 61-75 yas
gruplarn). Seropozitiflik oranlarinin cinsiyet ve yasa goére dagihmi Cizelge 4.4‘'de
gosterilmistir. Anti-HBc ve anti-HBs prevalansi yas gruplari arasinda anlaml bir
farklilik gostermektedir ve her iki cinste pozitiflik oranlari yasla birlikte artmaktadir.
HBsAg orani ile yas arasinda anlamh bir iligkii bulunmamistir. HBsAg ¢ocuk yas
grubunda (5-18 yas) negatif olmakla birlikte, 33-46 yas grubunda, her iki cinste
(kadin %7,8; erkek %8,9) diger yas gruplarina gére daha yuksek bulunmustur.
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Cizelge 4.4. Cinsiyet ve yas gruplarina gére HBV, HCV ve HDV prevalansi

v Anti- Anti-HDV
as o Anti-HBc  Anti-HBs  HBsAg HBsAg
gruplan Cinsiyet HCV Genel o
(yil) pozitiflerde
y n % n % n % n % n % n %
Kadin (n=64) 4 625 14 219 0 00 1 156 O 00 O 0,0
5-18 Erkek (n=92) 3 327 26 282 O 00 1 108 O 00 O 0,0
Toplam(n=156) 7 449 40 256 0O 00 2 128 0 00 O 0,0
Kadin (n=195) 25 129 8 441 4 205 0 00 1 051 1 25
19-32 Erkek (n=124) 23 185 54 435 3 242 0 00 1 080 1 33,3
Toplam(n=319) 48 15 140 439 7 2,2 0 0,0 2 062 2 28,5
Kadin (n=103) 61 59,2 58 563 8 776 5 485 1 097 1 12,5
33-46 Erkek (n=56) 28 50 21 375 5 892 1 1,8 1 1,78 1 20
Toplam(n=159) 89 56 79 50,6 13 8,17 6 3,77 2 126 2 15,4
Kadin (n=111) 66 594 72 640 6 54 10 90 o0 00 O 0,0
47-60 Erkek (n=65) 40 615 41 630 3 461 6 923 0 00 O 0,0
Toplam(n=176) 106 60,2 113 64,2 9 511 16 909 0 00 O 0,0
Kadin (n=42) 25 596 27 643 2 476 2 476 0 00 O 0,0
61-75 Erkek (n=29) 19 655 20 69 1 345 0 00 o0 00 O 0,0
Toplam(n=71) 44 62 47 662 3 422 2 281 0 00 O 0,0
Kadin (n=515) 181 351 257 499 20 39 18 35 2 039 2 10,0
Genel Erkek (n=366) 113 30,9 162 443 12 327 8 2,18 2 054 2 16,6
Toplam(n=881) 294 33,3 419 475 32 363 26 29 4 046 4 12,5

HCV prevalansi kadin ve erkeklerde en ylksek 47-60 yas grubunda (%9,1)
saptanmigtir. Anti-HCV 19-32 yas grubunda her iki cinste negatif, 61-75 yas

grubunda ise erkeklerde negatif bulunmustur.

Anti-HDV seropozitifligi her iki cinste, 33-46 yas (%15,4) grubuna gore 19-32
(%28,5) yas grubunda daha yuksek olmakla birlikte, diger yas gruplarinda negatifti
(Bkz. Cizelge 4.4).

Calisma grubunda HVB, HCV ve HDV belirteglerinin yas grubuna gore dagilimi
Sekil 4.2'de gosterilmigtir.
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20,00%

10,00% I I I

0.00% ™
5-18 Yas 19-32 Yas 33-46 Yas 47-60 Yas 61-75 Yas Toplam

m Anti-HBc 4,48% 15,04% 55,97% 60,20% 61,97% 33,37%
= Anti-HBs 25,64% 43,88% 56,60% 57,95% 66,19% 47,50%

HBsAg 0,00% 2,19% 8,17% 5,68% 2,81% 3,60%

Anti-HCV 1,28% 0,00% 3,77% 9,09% 2,81% 3%
m Anti-HDV 0,00% 28,57% 15,38% 0,00% 0,00% 12,50%

®Anti-HBc ®Anti-HBs HBsAg Anti-HCV m Anti-HDV

Sekil 4.2. HBV, HCV ve HDV belirtecglerinin yasa gore dagihimi.

4.2. HBV, HCV ve HDV Molekiler Epidemiyolojisi Sonuglari

Serolojik belirtegleri pozitif gikan HBV, HCV ve HDV d&rneklerine real-time PCR

testleri yapilmistir. Seroloji ve real-time PCR sonugclari Cizelge 4.5'te verilmigtir.

HBsAg pozitif érneklerin timine HBV DNA kantitasyonu yapilmistir. Toplam 32
HBsAg pozitif katiimci arasinda (20 kadin,12 erkek; yas ortalamasi: 43,4+11,6 yil)
25 bireyde HBV DNA saptanmistir.

Cizelge 4.5. HBV, HCV ve HDV’nin serolojik ve molekuler ydontemlere gore pozitifligi

Seroloji (n=881) Real-time PCR?
N Enfeksiyon orani (%95 ClI) N Enfeksiyon orani (%95 ClI)
HBV 32 3,63 (2,54-5,02) 25 2,84 (1,88-4,1)
HCV 26 2,95 (1,98-4,23) 10 1,14 (0,57-2,01)
HDV 4 0,45 (0,14-1,09) 3 0,34 (0,08-0,92)
HDV® 4 12,5 (4,10-27,45) 3 9,38 (2,44-23,43)

@ Real-time PCR serolojisi pozitif bulunan hasta érneklerine yapilmigtir
b HBsAg pozitif hastalarda
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HBV DNA pozitif 6rnekler arasinda dusuk viral yuk (< 2,000 IU/mL) ve orta viral yik
(2,000 -10,000 IU/mL) oranlari sirasiyla %92 ve %8 iken, yuksek viral yuk (= 10,000
IU/mL) ise higbir 6rnekte tespit edilmemistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Calisma grubunda HBV, HCV ve HDV viral ylik dagilimi

Viriis Viral yiik Erkek Kadin Genel (%) YOxSS
< 2,000 IU/mL 9 14 23 (%92) 44,61£12,3
LBV 2,000 -10,000 IU/mL 1 1 2 (%8) 33,5+16,3
> 10,000 IU/mL 0 0 0 00,0+0,0
Toplam 10 15 25 (%100) 43,7127
< 800,000 1U/mL 2 4 6 (%60) 53,7+9,1
HCV > 800,000 IU/mL 0 4 4 (%40) 54,3+13,8
Toplam 2 8 10 (%100) 53,9+10,5
<10000 IU/mL 1 0 1 (%33,3) 43+0,0
HDV >100000 IU /mL 1 1 2 (%66,7) 30+0,0
Toplam 2 1 3 (%100) 34,3+7,5

Real-time PCR ile HBV DNA'sI pozitif saptanmis ornekler, HBV genotiplendirmesi
icin geleneksel PCR ile tim genomunu amplifiye edilmesi planlanmisti. Ancak ¢ogu
orneklerde HBV DNA konsantrasyonu duslk oldugu i¢in ¢cogunda amplifikasyon
basarisiz olmustur. Sonug¢ olarak 19 HBV pozitif 6rneginde polimeraz bdlgesinin
amplifikasyonu ve sekanslamasi sonrasinda HBV DNA genotiplendirmesi

yapiimigtir. Ayrica HBV serotipleri de incelenmisgtir.

Kazak hastalarinin sekanslari daha énce GenBank'da yayinlanmis HBV referans
suglari ile karsilastirilarak siralanmis ve evrimsel uzakliklari belirlenmistir.
Sonrasinda da https://hbvdb.lyon.inserm.fr/HBVdb/HBVdbIndex adresinden Hepatit

B virls veritabani genotiplendirme aracini kullanarak, genotip D (%100) olarak
siniflandinimigtir. Filogenetik analizinde, Kazak izolatlari genotip D dalinda: alt
genotipi D1 olarak belirlenen toplam 16 6rnek Genbank’da kayitl D1 referans dizileri
ile ayni dalda, D2 olarak belirlenen 2 6rnek D2 dizileri ile ayni dalda, D3 olarak
belirlenen tek 6rnek D3 referanslari ile ayni dallarda yer almigtir. (HBV'nin polimeraz
bdlgesinden Neighbor-Joining metodu ile (1000 bootstrap degeri) elde edilen

filogenetik aga¢ Sekil 4.3’te verilmigtir).


https://hbvdb.lyon.inserm.fr/HBVdb/HBVdbIndex
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53 D3 - KC012652.1
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1
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—ss: @® D1 -HBV KAZ 658

Sekil 4.3. Calismamizda elde edilen HBV gen dizilerinin kismi filogenetik analizi.

Hepsi genotip D olarak saptanan orneklerin on besi ayw2 (%78,8), ikisi ayw3
(%10,6) ve kalan iki 6rnek ayw4 (%10,6) HBsAg serotipleri olarak tanimlanmistir
(Cizelge 4.8).

Anti-HCV pozitif 26 katilimcilar (18 kadin, 8 erkek; yas ortalamasi 49,6+12.6 yil)
arasinda real-time PCR ile yapilan viral yik tayininde 10 kiside viral yiki 4,1 x 10%
ile 9,8 x 106 IU / mL arah@inda olan HCV RNA saptanmistir.
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Viral yuka pozitif olan érneklerde HCV genomun NS5B bolgesi amplifiye edilmis ve
daha sonra DNA dizi analizi yapilmigtir. Filogenetik analiz sonucunda, HCV-1b
olarak belirlenen 6 6rnek (%60) GenBank’da yayinlanmis 1b referans dizileri ile ayni
dalda, HCV-3a olarak belirlenen 3 6rnek (%30) 3a dizileri ile ayni dalda ve HCV-2c
olarak belirlenen 1 6rnek (%10) 2c referans dizileri ile ayni dallarda yer almistir.
HCV'nin NS5B bodlgesinden Neighbor-Joining metodu ile (1000 bootstrap degeri)
elde edilen filogenetik agac¢ Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Ek olarak, https://hcv.geno2pheno.org/index.php adresinden Geno2pheno-HCV

veritabanini kullanarak ekstra genotipleme analizi yapilmis ve filogenetik analizi ile

elde edilen sonuclari dogrulanmigtir.

Ayrica genotipleri saptanan (1b, 3a, 2c) HCV o6rneklerinde NS3, NS5A ve NS5B
bolgelerinde ila¢ direnciyle ilgili olarak belirlenmis aminoasit noktalarindaki nukleotit
ve aminosit dizi analizi incelenmigtir. Yapilan dizi analizi sonucunda genotip 1 b
suslarinda NS3 bdlgesinde 1132V, M175L; 2c suslarinda A39V, Q80G, S122G,
M175L; 3a suslarinda ise M175L aminoasit degisikligi tespit edilmistir. NS5A
bdlgesinde Q30R/H, H58P; NS5B’de C316N aminoasit degisikligi tanimlanmistir.
Genotip 1b suslarinda 1/6 (%16.6) hastada velpatasvir, elbasvir, ledipasuvir,
daclatasvire direng ile iligkili NS5A bdlgesinde Y93C/H mutasyonu, NS5B
bdlgesinde L159F mutasyonu ile iligkili sofosbuvire azalmis duyarlilik gdézlenmistir.
Saptanan tim aminoasit degisiklikleri ve direngc mutasyonlari Cizelge 4.7’de

gOsterilmistir.


https://hcv.geno2pheno.org/index.php
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Sekil 4.4. Calismamizda elde edilen HCV gen dizilerinin kismi filogenetik analizi.

Cizelge 4.7. Kazak izolatlari arasinda HCV NS3, NS5A ve NS5B bdlgelerinde
aminoasit degisiklikleri ve direng mutasyonlari

lgili Genotip Mutasyon Hastan (%) Direng paterni Direng
gen paterni durumu
1b 1132V 5/6 (%83,3) Aminoasit degisikligi -
M175L 1/6 (%16,7) Aminoasit degisikligi -
A39V 1/1 (%100)  Aminoasit degisikligi -
NS3 oc Q80G 1/1(%100) Aminoasit degisikligi -
S122G 1/1(%100) Aminoasit degisikligi -
M175L 1/1(%100) Aminoasit degisikligi -
3a M175L 3/3(%100) Aminoasit degisikligi -
Q30R/H 5/6 (%83,3) Aminoasit degisikligi -
NS5A  1b H58P 6/6 (%100) Aminoasit_degi§ikligi -
YO3CIH  1/6 (%l6,7) Yewatasvir elbasvir, o p oy
ledipasvir, daclatasvir
. Azalmi
NSSE 1b L159F 1/6 (%16,7)  Sofosbuvir duyamﬁ'k
C316N 4/6 (%66,7)  Aminoasit degisikligi -
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Anti-HDV pozitif 4 6rnegin timdne (2 kadin, 2 erkek; yas ortalamasi 36,317,2 yil)
HDV RNA kantitasyonu yapilmistir. Toplam 3 6rnekte HDV RNA tespit edilmigtir
(viral ylk arahgi 6,6x102 ile 2,3 x 10° [U / mL). HDV RNA pozititf bulunan 3 6rnegin
ikisinde HBV DNA pozitif, bir 6rnekte ise negatif bulunmustur.

Viral yaku pozitif olan HDV orenekleri amplifiye edilmis ve daha sonra DNA dizi
analizi yapilmigtir. Filogenetik analizi sonucunda, Kazak HDV izolatlarinin HDV-1’e
(%100) ait oldugunu gostermistir (Sekil 4.5).

Ayrica ¢alisma grubunda HBV, HCV ve HDV genotip ve alt tiplerinin sikligi Cizelge
4.8'de gosterilmigtir.

7 1 - AF008375.1 MISIR
o1 1 - HQO05370.1 TURKIYE
1 1 - HQ005365.1 TURKIYE
1- AF008320.1 YUNANISTAN

” 1 - AF008347 1 TURKIYE
—25: @ 1-KAZ805-F
55— @ 1-KAZ 162-F
L @ 1-KAZ914-F
1 - AF008374.1 RUSYA

M —: 3 - L22064.1 TAYVAN
95 2 - DQ519391.1 JAFONYA

Sekil 4.5. Calismamizda elde edilen HDV gen dizilerinin filogenetik analizi.

Cizelge 4.8. Calisma grubunda HBV, HCV ve HDV genotip/alt genotiplerinin sikligi

Sekans : Alt :
0, — 0 0,
N % Genotip % genotip % (n) Serotip % (n)
ayw?2 78,8 (15)
D1 84,2 (16) ayw3 5.3 (1)
HBVY 19 (76) D 100 ayw3 53 (1)
D2 10,5 (2) aywd 5.3 (1)
D3 53 (1) ayw4 53 (1)
1 60 1b 60 (6)
HCV 10 (100) 2 10 2c 10 (1)
3 30 3a 30 (3)
HDV 3 (75) 1 100 - -
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5. TARTISMA

Arastirmalar viral hepatitlerin dagiliminin cografi bolgelere goére farklilklar
gosterdigini bildirmektedir. HBV ve HCV, Kazakistan'da endemiktir. Kazakistan’da
HBV ve HCV ilgili birka¢ ¢alisma uyusturucu kullanicilari, seks isgileri, mahpuslar
gibi yuksek gruplar arsinda yapilmigtir [230, 231] ve bu virUslerin prevalansiyla ilgili
veriler cogunlukla kan merkezlerinden edinilmistir [11, 13, 232, 233]. Ancak genel
populasyon galismalari ¢cok daha az dikkate alinmigtir. HDV prevalansi hakkinda
ise guncellenmig bir veri bulunmamaktadir. Bunun yanisira, genel populasyonda

viral hepatitlerin molekuler epidemiyolojisi ile ilgili veriler cok yetersizdir.

Bir populasyonda viral hepatitlerin epidemiyolojisinin arastirilmasi énemlidir, ¢inku
bu arastirma teshis ve tedavi stratejileri ile ilgili politika belirleme kararlarini
etkileyebilir. Bu nedenle, calismamizda HBV, HCV ve HDV’nin serolojik ve
molekuller epidemiyolojilerini daha iyi degerlendirebilmesi igin genel populasyonda
anti-HBc, anti-HBs, HBsAg, HBeAg, anti-HBe, anti-HCV ve anti-HDV incelenmesi
yanisira Turkistan boélgesinde dolasan viral genotipler, alt genotipler ve alt tipler de
arastiriimistir. Ayrica, HCV orneklerinde NS3, NS5A ve NS5B bolgelerinde ilag
direnciyle ilgili olarak belirlenmis aminoasit noktalarindaki nukleotit ve aminosit dizi

analizi incelenmisgtir.

Viral hepatitler tim dunya igin oldugu gibi, Kazakistan igin de dnemli bir halk saghgi
sorunu olmay surdirmektedir. Hepatotropik virtsler arasinda, hepatit B, C ve D
virasleri kronik hepatit, siroz ve hepatoselller karsinomaya neden olabilir ve hepatite

bagh mortalitenin %96’sin1 olusturdugu bilinmektedir [3].

Viral hepatitlerin tanisinda rutin olarak serolojik, biyokimyasal ve molekuler biyolojik
testler uygulanmaktadir. Bu amagla, enfeksiyon sirasinda her bir viriise 6zgul kanda
olusan belirtegler (antikor ve/veya antijen), en yaygin olarak ELISA temelli ydntemler
ile arastinlmaktadir. Bu serolojik belirteclerin tespiti gerek tani, gerek hastalhgin

gidisi ve izlemi igin buyuk 6nem tasimaktadir [88].

Bu arastirma, Turkistan bolgesinin genel populasyonunda kan yoluyla bulagan viral
hepatitlerin ilk epidemiyolojik dederlendirmelerini icermektedir. Calisma, bdlgenin
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yaslart 5-75 yil arasinda degisen, toplam 881 bireyin test edilmesiyle
gerceklestiriimigtir. Genel populasyonda viral hepatitilerin durumunu arastirmak igin,
serolojik belirtecler hepatit B virlsl, hepatit C virlsi ve hepatit delta virlsu

enfeksiyonlari agisindan test edilmistir.

Arastirma sonuglarimiza gore katihimcilarin ¢gogunlugu kadindir (kadin-%58,4;
erkek-%41,6). Arastirma yapilan (kan alma) saatlerin ginduz saatleri olmasi ile
birlikte erkeklerin genellikle iste bulundugu ve ¢ogunun sehir digi, yurt disinda
calistiklari icin evde bulunamamasi sonucu bu arastirmada kadinlara erkeklerden
daha fazla ulasiimigtir. Nurgaliyeva ve digerlerinin Almati eyaletinde 290 gondullu ile
yaptiklari bir arastirmaya katilan kadinlarin sayisi erkeklerden fazla olmusgtur [12].
Nersesov ve digerlerinin Guney Kazakistan’da [14], Berkinbayev ve digerlerinin
Pavlodar [17] ve Aktobe bdlgelerinde yaptiklari ¢galismalari da bu durumu destekler
niteliktedir [15].

HBV enfeksiyonunun gorulme sikligi ve tasiyicilik oranlari; yuksek, orta ve duguk
endemisite bolgelerine gore farkhlik géstermekte olup, Kazakistan’da da bolgelere
ve incelenen kisilerin yag, meslek gruplari ve sosyoekonomik durumlarina gore de
degismekle birlikte, %1,5 - 6,8 arasinda oranlar bildirilmektedir [11-17].

Bu calismada, HBsAg'i calisiimis 881 kiside seropozitiflik %3,6 olarak saptanmistir.
Bu oran Nersesov ve digerlerinin Guney Kazakistan’da genel populasyonda %3,4
[14], Nurgaliyeva ve digerlerinin Almati eyaletinde %3,8 oranda HBsAg pozitifligini

gOsteren calismalariyla uyumludur [12];

Kazakistan’da, HBsAg taramalarinin yapildigi ¢alismalar icinde en ¢ok yer alan
gruplardan biri kan donérleridir. Dondrlerde HBsAg pozitifligi, Skorikova ve digerleri
Nursultan’da 28248 kan bagiscisinda %1,5 [13]; igissinov ve digerleri Kazakistan
kan donoérlerinde yillik HBV prevalansi %2,1 oraninda seropozitiflik bildiriimiglerdir
[11].

Botova’nin Karaganda eyaletinde yaptigi arastirmada saglik c¢alisanlarinda %2,1,
hastaneye basvuran hastalarda ise %5,6 oranda HBsAg pozitifligi bulunmustur
[234].
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Berkinbayev ve digerleri Almati eyaletinde %4 [16], Pavlodar eyaletinde %4,9 [17],
Aktobe eyaletinde ise %6,8 oranda HBsAg pozitifligini tespit etmiglerdir [15].

Hepatit B ile dogal enfeksiyona maruz kalan kisilerde bulunan ve anti-HBs'lerin
kaybolmasindan sonra uzun sure devam edebilen anti-HBc, siklikla ge¢cmis HBV
enfeksiyonunun kaniti olarak bilinmektedir [235]. Anti-HBc pozitif bireylerin
cogunlugu saglikli gérinse de, bazilarinda saptanabilir HBV DNA varligi sebebiyle
potansiyel olarak bulastiricidir [236]. Kazakistan'da anti-HBc'nin yayginhgina iligkin
bilgi eksikligi vardir. incelenen galisma popilasyonunun %33,4’tniin, Kazakistan'in
Almati sehrinde gondulliler Uzerine yapilan g¢alisma sonuglarina benzer sekilde
mevcut ya da gegmis HBV enfeksiyonu olduguna dair kanitlari vardir, bu da saglkh
populasyonun yaklasik %30’'unun saptanabilir anti-HBc antikorlarinin oldugunu
gOstermektedir [12]. Kazakstan'da anti-HBc seropozitifliginin  prevalansi,
Ozbekistan ve Tacikistan'dan (eski Sovyetler Birligi) Israil'e gé¢ eden 110 Buhara
Yahudisinde bildirilenlerden 6nemli olgude daha dusuktir, bunlarin %66'sinin
HBV'ye maruz kalma kaniti vardir [237]. Bununla birlikte, gegmiste veya su andaki
hepatit B enfeksyonunun yayginligi, iran (%9,98) [238], Pakistan (%17,28) [239],
ispanya (%10) [240] ve Kuzey Kibris'tan (%13,2) daha yiiksektir. Bu nedenle,

Kazakistan’da kan dondérlerinde anti-HBc taranmasi tartigilabilir durumdadir.

Hepatit B enfeksiyonunda diger serolojik belirtegler olmaksizin anti-HBc'nin tek
basina saptanmasi izole anti-HBc pozitifligi olarak tanimlanmaktadir [241, 242].
izole anti-HBc pozitifligi durumu endemik bdlgelerde oldukca sik rastlanan bir
serolojik profildir. Bu durumda: tanisal testlerden kaynaklanan yalanci pozitiflik;
pencere doneminde akut enfeksiyonun gdstergesi; bagisiklida ragmen dusuk anti-
HBs seviyeleri; dusuk HBV seviyesine sahip kronik tasiyici; diger hepatovirtslerle
koenfeksiyon; immunsUprese hastalarin siklikla anti-HBs olusturamasi gibi cesitli
olasiliklar izole HBc antikorlarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilir [242]. HBV
enfeksiyon prevalansinin ylksek oldugu Ulkelerde saptanan izole anti-HBc 1gG
pozitifliginin virGsle kargilasma nedeniyle mi ya da gapraz reaksiyona mi bagli
oldugunun ayirt edilmesi 6nem tasimaktadir [243]. izole anti-HBc sikhi§i cografi
bolgelere gore farklilik gdstermekte olup, Kazakistan’da bu konuyla ilgili ¢alisma

bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda izole anti-HBc pozitifligi %4,8 olarak
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saptanmigtir. Hepatit B virisu enfeksiyonun diger virus enfeksiyonlariyla (HIV, HCV,
HDV koenfeksiyon/superenfeksiyon vs.) bir arada gorulmesi HBV replikasyonunu
baskilayabilir ve izole anti-HBc pozitifligine yol acabilir [242] . Bizim ¢alismamizda
izole anti-HBc IgG pozitifligi saptanan érneklerin birinde eslik eden anti-HCV (%2,4)
pozitifligi bulunmustur. izole anti-HBc pozitifligi saptanan hastalarda HBV DNA
pozitiflik oranlari farkli galismalarda kullanilan farkli yontemlere gore degistigi rapor
edilmigtir [244, 245]. Kndll ve digerleri izole anti-HBc pozitif hastalarin %8,1’inde
HBV-DNA pozitifligi saptamis ve bu vakalarin %20,4’inde HCV koenfeksiyonu
oldugunu bildirmislerdir [246]. Ramezeni ve digerleri izole anti-HBc pozitifligini
yuksek riskli hastalarda (HIV ile enfekte ve hemodiyaliz hastalari) %10,17, kan
donérlerinde ise %2,07 olarak saptamiglardir. izole anti-HBc pozitif yiiksek riskli
hastalarin %30’'unda HBV DNA varlidini, ancak izole anti-HBc'li kan dondérlerin
hicbirinde HBV DNA’nin bulunmadigini ifade etmiglerdir [247]. Cetinkol ve digerleri
izole anti-HBc 1gG pozitif saptanan 136 kisinin HBV-DNA sonuglarinin negatif
oldugunu bildirmislerdir [243]. Bizim calismamizda da izole anti-HBc pozitif tespit

edilen érneklerin higbirinde HBV-DNA pozitifligine rastlanmamistir.

Genelde anti-HBs pozitifligi dogal enfeksiyon sonucu veya basarili agilama ile elde
edilmektedir ve HBV enfeksiyonuna kargi bagisiklik olarak yorumlanmaktadir [88].
Dinya Saghk Orgutitnin tavsiyelerine gdére, =10 mlU/mLlik anti-HBs
konsantrasyonunun HBV enfeksiyonuna karsi koruyucu oldugu distnulmektedir
[248]. Calismamizda anti-HBs sonug¢ degerleri 210,00 mlU/mL olan numuneler
reaktif ve sonu¢ degerleri <10,00 mlU/mL olan numuneler nonreaktif olarak kabul
edilmistir. Bulgularimiz genel populasyonun %12,1’i dogal enfeksiyona maruz

kaldigini, %22,2’si ise asilama sonucu bagisiklik kazandigini géstermektedir.

Kan dolasimindaki viral yuk viris replikasyonunun énemli bir géstergesidir [249].
Serumda HBsAg'nin 6 aydan fazla pozitif olmasi, disuk seviyelerde HBY DNA
(2,000 IU/mL), HBeAg negatif, anti-HBe pozitif, surekli normal AL/AST seviyeleri,
hafif fibroz ve karaciger biyopsisinde minimal hasar ya da hi¢ hasar olmayan
hastalar inaktif HBsAg tasiyicilari (HBeAg negatif kronik HBV enfeksiyonu) olarak
tanimlanmaktadir [102]. inaktif tasiyicilar, kronik HBV ile enfekte hastalarda en
blyUk grubu olusturur. Dlinyada yaklasik 300 milyon kisi inaktif tastyicilardir [250].
Calismamizda HBsAg'i pozitif olarak bulunan 32 hastanin birinde (%3,1) HBeAg
negatif kronik HBV enfeksiyonu oldugu bilinmektedir.
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Taslyicilarda bulastiricihgin duzeyini saptamada klasik belirleyici olan HBeAg ve
anti-HBe degerleri ¢calismada arastirilmig, bu degerler, HBsAg pozitiflerin timunde
HBeAg negatif ve %3,1 anti-HBe pozitifligi seklinde saptanmistir. Anti-HBe'nin
dusuk oranda bulunmasi bdlgemizde tasiyicilarin bulagtiriciliginin - yuksek

dizeylerde oldugunu gostermektedir.

Hepatit B virisunun yuzey antijeni ve anti-HBs’nin birlikte pozitifligine, S gen
bdlgesinde ortaya ¢ikan ve nétralizan antikorlarin hedefi olan ‘a’ determinantinin
yapisini degistirerek major antijenik farkliliklara neden olan immun kagis (escape)
mutasyonlari yol acabilmektedir. Bu durum HBsAg pozitifligi bilinmeden asi
yapilanlarda ve poliklonal hepatit B immunglobulini (HBIG) ile proflaksi uygulanan
bazi olgularda gorulebilmektedir [251, 252]. Ayrica KHB’li hastalarada HBsAg ve
anti-HBs birlikte pozitifligi, farkh HBsAg subtipleriyle karsilasma, gizli hepatit B
enfeksiyonunda HBV reaktivasyonu, anti-HBs’nin immun baskisi ile HBV kagak
mutantlarin secgilmesi ve yanhs anti-HBs pozitifligi gibi durumlarda tespit
edilebilmektedir [252, 253]. Yapilan calismalarda HBsAg ile anti-HBs birlikte
pozitifligi %3,6 ile %30 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir [251, 252, 254, 255].
Bizim calismamizda hastalarin %0,1’inde (1/811) HBsAg ve anti-HBs bir arada
saptanmigtir. Bu hastalarda HBV DNA negatif bulunmustur.

Genel olarak, calisma populasyonunun 389 (%44,1) 6rnegi, ¢alisilan tim HBV
belirtecleri icin negatif saptanmis olup, duyarli populasyon olarak degerlendirilmistir.
Duyarh populasyonun, 6zellikle yiksek risk gruplarinin hepatit B enfeksiyonuna
karsi asllanmasi dnerilmektedir. Boylece hem HBV, hem HDV agisindan korunmus

oluyorlar.

Dinya Saglk Orgiitli; dinya niifusunun yaklasik %1’inin kronik HCV tasiyicisi
oldugunu bildirmektedir. Akut HCV enfeksiyonlari %80 gibi yuksek kroniklesme
egilimindedir. Bu nedenle hepatit C, dinyada énemli bir halk sagligi sorunu olmaya

devam etmektedir [3].

Gower ve digerlerinin, anti-HCV prevalansi ve genotip dagiimini belirlemek igin
yaptiklari kapsamli literatur arastirmasinda, diinyadaki anti-HCV prevalansi %1,6
(%1,3-2,1), bu oran Kazakistan i¢in %3,3 olarak tahmin edilmistir [151].



102

Yakin zamanda vyapilan, Orta Asya ulkelerini kapsayan bir meta-analiz
calismasinda, Kazakistan genelinde HCV prevalansi genel populasyonda %0,7-5,1
arasinda degistigini, ortalama %0,9; orta riskli gruplar arasinda ise %2-50, ortalama

%29 oldugunu ortaya koymuslardir [146].

Calismamizda anti-HCV seropozitiflik orani %3 olarak belirlenmistir. Sonuclarimiz
Almati genel nufusunde 2005 yilinda yapilan bir arastirmada tespit edilen % 3,2’lik
[12] ve 2017 yiinda yapilan diger bir calismada bildirilen %3,3’lUk anti-HCV

prevalansi ile uyumlu bulunmustur [16].

Omarova ve digerleri yaptiklari ¢alismada, saglikli bireyler arasinda anti-HCV
seropozitifligini ilcelere gore %3,4-6,6 (Almali, Jetisu, Turkisip ilgeleri) olarak tespit
etmislerdir [256].

Kazakistan Cumhuriyeti'nde 2008-2015 yilinda 12 hastali§i kapsayan ulusal bir
tarama programi gergeklestirilmistir. Hepatit C taramasi, bu programin bir parcasi
olarak 2011-2015 yillari kapsamistir ve 2013 yilinda taranan 154 019 kisiden
1288'ine HCV (%1,6) bulasmigstir [257].

Daha sonraki yillarda Nersesov ve digerlerinin yaptigi calismalar Gliney Kazakistan
bolgesinde %4,6 [14], Berkinbayev ve digerleri Pavlodar bdlgesinde %6,1 [17],
Aktobe bdlgesinde ise %6 oraninda hepatit C epidemiyolojisinin yuksek serolojik

prevalansini gostermiglerdir [15].

Hepatit delta virlsu tum dunyada gorulebilir ve yaklasik 62-72 milyon insanin HDV
ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir [194]. Delta viris enfeksiyonunun
epidemiyolojisi kismen HBV epidemiyolojisine benzemekle birlikte bazi bdlgelerde
oldukga farklh bir seyir gosterebilmektedir. Dinyada HDV epidemiyolojisini gosteren
haritaya gbére Kazakistan orta endemik bdlgeler arasinda yer almaktadir (HBsAg
tasiyicilarin %10-19'1, kronik hepatit B’lilerin %30-60’1) [9, 199].

Bulgularimiz 32 HBsAg'i pozitif bireylerde %12,5 oraninda anti-HDV pozitif
oldugunu gostermektedir. Bu oran, Glney Kazakistan bolgesinde gézlenen %1,6’lik
[14], Aktobe bdlgesinde bilinen %4’ltk [15], Almaty bdlgesinde saptanan %6’lk anti-
HDV antikorlarinin prevalansindan daha yuksektir (HBsAg pozitiflerde) [16].
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Berkinbayev ve digerlerinin Pavlodar bdlgesinde yaptiklar c¢alismada HBsAg'i
pozitif 71 hastanin 11’inde (%15,5) anti-HDV pozitifligi saptamislardir [17].

Kazakistan’da 297 karaciger sirozu olan hastalar Uzerinde yapilan arastirmada

vakalarin %30’'unda HDV etiyolojisi saptandigi rapor edilmigtir [206].

En oOnemlisi, sonuglarimiz HDV agisindan orta endemik olan diger uUlkelerden
bidirilen tahminlerle uyumludur. Nijeriya’da anti-HDV, HBsAg pozitif 96 hastanin
%12,5’'inde [258], Tacikistan'da HBsAg sirozu ve hepatosellller karsinomda % 15'lik
bir anti-HD orani [259], Misirda HbsAg pozitif 216 hastanin 32'sinde (%14,8) anti-
HDV bildirilmistir [260].

Genel olarak baktigimizda, viral hepatitilerin gorilme sikhgi bolgelere, incelenen
kigilerin yas, meslek gruplari ve sosyoekonomik durumlarina gore degismektedir.
Cizelge 5.1‘de Kazakistan ve Turkiye’'deki hepatit B, C ve D viruslerinin prevalansi

karsilagtiriimistir.

Cizelge 5.1. Hepatit B, C ve D virtslerinin Kazakistan, Turkiye ve ¢alismamizdaki

prevalansi
Serolojik belirtegler Kazakistan Bu calismada Turkiye
HBsAg %15-6,8 %3,6 %4
Anti-HBs - %47,6 2%32,0
Anti-HBc %30 233,4 %30,6
Anti-HCV %0,7 — 6,6 %3 200,4-1,5
Anti-HDV %1,6-15,5 %12,5 Ortalama %20

Aragtirmaya alinan katiimcilarin gocuk yas grubunda (5-18) HBsAg pozitifligi
saptanmamigtir. Kazakistan’da 1998 yildan itibaren hepatit B asisinin rutin asi
takvimine girmis olmasi bu durumu izah edebilmektedir [112]. Diger yas grublarinda
HBsAQ; 19-32 yas %2,2, 33-46 yas %8,2, 47-60 yas %5,1, 61-75 yas %4,2 olarak
tespit edilmistir. Anti-HBc ve anti-HBs prevalansi yas gruplari arasinda anlamli bir
farkliik gostermekte olup, pozitiflik oranlari yasla birlikte artmaktadir. Hepatit C
hastalarinin ise, 5-18 yas %1,3, 33-46 yas %3,8, 47-60 yas %9,1, 61-75 yas %2,8
olarak bulunmustur. Anti-HCV 19-32 yas grubunda negatif saptanmistir. Anti-HDV
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ise 33-46 yas grubuna gore 19-32 yas grubunda daha yuksek olmakla birlikte, diger

yas gruplarinda negatif bulunmustur.

Nurgaliyeva ve digerlerinin Almati’da yaptiklari bir galismada HBsAg dagilimini, 10-
29 yas grubunda %2,5, 30-49 yas grubunda %6,3, 50 yas ve Uzerinde %1,7 olarak
tespit etmiglerdir. Anti-HBc prevalansi yas gruplari yukseldikge artis gosterdigini
belirtmiglerdir. Anti-HCV pozitifligini >50 yas grubunda yuksek (%5,2), 30-49 yas
grubunda (%0,9) dusik oldugunu bildirmislerdir [12].

Nersesov ve digerlerinin Gliney Kazakistan’da yaptiklari bir calismada ise HBsAg
ve Anti-HCV orani ile yas arasinda anlamli bir iligki bulunmamistir. HBsAg
pozitifligini en dusuk (%2,3) 40-49 yas grubunda, en yuksek (%4,4) 50-59 yas
grubunda, diger 18-24, 25-39, 60-69 yas grublarinda ise yaklasik %3 oraninda tespit
etmislerdir. Anti-HCV pozitifligini en dusik (%3,1) 60-69 yas grubunda, en ylksek
(%5,3) 40-49 yas grublarinda bulmusglardir [14].

Bizim calismamizda hepatit belirteglerinin pozitifligi genellikle yas gruplari
yukseldikge artis gostermektedir. Bu durum muhtemelen, yasin ilerlemesi ile
kigilerin cerrahi operasyon gecgirme, hastaneye yatma, dis ¢ektirme, dogum, cinsel
iliski gibi hepatit agisindan riskli davraniglarinin sayisi ile kan ve kan urunleriyle

karsilasma olasiliklarinin artmasiyla olabilir [261].

Calismamizin molekuler verileri, Turkistan bolgesinde genotip D'nin (%100) HBsAg
pozitif olan Kazak hastalarinda bulunan tek genotip oldugunu géstermektedir. HBV
alt genotip cesitliligine bakildiginda D genotipi icin D1'in (%84,2) baskin oldugu,
ancak D2 (%10,5) ve D3 (%5,3) alt genotiplerinin de bulundugu anlasiimaktadir.

GUnumuzde HBV’nin 10 genotipi (A’dan J'ye kadar) tanimlanmistir [262]. Kanitlar
Orta Asya Ulkelerinde genotip D’nin (%88’e kadar) dominant HBV enfeksiyonu
oldugunu bildirmektedir [263]. Elde ettigimiz verilerde Turkistan bolgesinde genotip
D'nin baskin olusu, Orta Asya ulkeleri ile uyumlu gorulmekte olup, filogenetik olarak

daha homolojik bir dagihm gdstermektedir.

Ayrica, HBV’nin A-D, F ve | genotipleri en az 48 alt genotipe ayriimistir. Genotip D
icin D1 ila D12 alt genotipleri buglne kadar bildiriimistir ve D1, D2 ve D3 gibi alt
genotipler dinya ¢apinda yaygindir [262, 264].
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Eski Sovyetler Birligi (SSBC) topraklarinin cogunda ve Baltik bolgesi ulkelerinde
HBV alt genotip D2’nin hakim oldugu, A2 ve D3 alt genotiplerinin de dagildigi, Orta
Asya Ulkeleri icin HBV alt genotiplerinin dagihmi D1’e dogru kaydidi goérulmektedir
[265]. Ozbekistan ve Kirgizistan gibi komsu Ulkelerde HBV alt genotip D1 sirasiyla
%84,38 ve %73,34 oranlarinda baskin olarak saptanmakta, alt genotip D2 (%3,12
ve %3,33 ) ve D3 (%12,5 ve %23,33) bunu takip etmektedir [266, 267].
Bulgularimiza gore bolgemizdeki HBV alt genotip dagilimi komsu Ulkeler ile

benzerlik gostermektedir.

Kazakistan’da HBV’nin molekuler epidemiyolojisi ile ilgili yeterli dizeyde bilgi
mevcut degildir. Ostankova ve digerlerinin Nursultan sehrinde kan dondrlerinde
yaptidi bir calismada D1-%46,8, D2-%17,05, D3-%31,9, A2-%4,25 olarak
bulunmustur [232]. Ayni arastirmacilarin yaptidi diger bir calismada D1-85,2%, D2-
%3,7, D3-%7,4, A1-%3,7 oldugunu ortaya koymuslardir [268].

Shevcov ve digerleri 106 hepatit B hastasinda %92,5 oraninda D genotip (D1-
%74,5; D2-%5,1; D3-%20,4), A2-%4,7, C2-%2,8 olarak bulmuslardir [269].

Yukarida bahsedilen caligsmalara gore Kazakistan’da genotip D’nin baskin oldugu,
ancak ulkenin bazi bdlgelerinde genotip A ve C’nin de dagildigi anlasiimaktadir.
Bulgularimiz Kazakistan’daki diger calismalarla uyumlu olarak, HBV alt genotipi

acisindan D1’in daha sik rastlandigini dogrulamaktadir.

Kazakistan’da hepatit B virisu Uzerinde yapilan molekuler calismalarda HBsAg'nin
serotipleri bakilmamigtir. Bizim g¢alismamizda hepsi genotip D olarak saptanan on
dokuz HBV 6rneginin, on besi ayw2, ikisi ayw3 ve diger kalan iki drnek te ayw4
HBsAg serotipleri olarak tespit edilmigtir. Verilerimiz ayw2’nin bdlgemizdeki baskin

HBsAg serotipi oldugunu gostermektedir.

Genotip D’nin dominant olarak dagildigi Ulkelerede ayw2 baskin HBsAg serotipi
oldugunu bildiren g¢alismalar vardir [270, 271]. Bizim ¢alismamizda bu sonuglarla

benzerlik gostermektedir.

Hepatit C, global olarak énemli morbidite ve mortaliteye neden olan en yaygin kan
kaynakh hastaliklardan biridir [272]. Mevcut enfeksiyonu tanimlamak igin dogru
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testler onemlidir [176]. Hepatit C enfeksiyonunda ilk tarama i¢in HCV antikor (Ab)
testi kullanihr. HCV Ab varligi, enfeksiyonun akut, kronik veya ¢6zulmus olup
olmadigini gdéstermez. Pozitif bir antikor test sonucu vireminin var oldugunu
dogrulamak igin bir HCV RNA testi ile takip edilmelidir [174]. HCV RNA'nin tespiti
icin nukleik asit testi (NAT) oldukca hassas ve aktif HCV enfeksiyonlarinin teghisi

igin altin standart olmaya devam etmektedir [273].

Akkuzu ve digerleri, anti-HCV saptanan 381 6rnegin 238'inde (% 62,4) HCV RNA
pozitif ve 143'Unde (% 37,5) HCV RNA negatif oldugunu gostermislerdir [274]. Fidan
ve digerleri seropozitif olgularin %37’sinde [275], Kirigci ve digerleri ise %38,2’sinde
viremi saptamislardir [276]. Reddy ve digerleri 115 anti-HCV pozitif serumun
%60,8'inde RT-PCR ile HCV RNA'nin pozitif oldugunu bulmuslardir [272].

Bizim calismada ise anti-HCV pozitif 26 hastanin 10’unda (%38,5) pozitif ve
16’sinda (%61,5) HCV RNA negatif olarak belirlenmistir. Anti-HCV pozitif, HCV
RNA’nin negatif oldugu olgularda aktif HCV enfeksiyonu yok, hasta iyilesmis veya

intermittant viremi olasiligi dusunulmelidir.

Gunumuzde HCV’nin 8 genotipi, 90'dan fazla alt tipi bulunmaktadir ve dinya
genelinde genotip dagilimlarinda farkliliklar gorulebilmektedir [150]. Genotip 1,
dinya ¢apinda en yaygin olanidir (%46) ve bunu genotip 3 (%22) takip etmektedir
[151, 152]. Genotip 2, 4 ve 6 vakalarin yaklasik %23'Unden sorumluyken, genotip 5,
7 ve 8 %1'in altindadir [153, 155]. Genotip 1b tim HCV enfeksiyonlarinin en az

%22’sinden sorumlu oldugu bilinmektedir [151].

Yapilan calismalarda genellikle 1b ve 3a’nin Kazakistan’da dolasan baskin HCV
genotipleri oldugu rapor edilmistir. Nersesov ve digerlerini yaptiklari ¢alismada,

HCV-1b %59 oranda predominant genotip olarak saptanmistir [158].

Shopayeva’nin Kazakistan'da yeni teghis edilen akciger tiberkulozu olan hastalarda
yaptigi calismada, 3a (%44,8) ve 1b (%36,2) baskin HCV genotipleri olarak tespit
edilmistir. Geriye kalan hastalarda %19 oraninda, genotip 2'nin yani sira 1b ve 3a

genotipleri ile kombinasyonu bulunmustur [156].
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Omarova ve digerleri bazi bulagici hastaliklari olmayan hasta gruplarinda yaptiklari
calismada en yaygin alt genotipler 1b (%33-58) ve 3a (%25-42) olarak bulmusglardir
[256].

Sarsekeyeva ve digerleri farkh etnik gruplarda HIV/HCV koenfeksiyonu olan

hastalarda genotip 1, 2 ve 3 sirasiyla %42,9, %6,1, %51 olarak saptamistir [157].

Oradova ve digerleri Almati sehrinde Hepatoloji Merkezine bagvuran, HCV RNA's|
pozitif olan 50 hastada HCV genotip yayginligini arastirmiglardir. Calisma
sonucunda, HCV-1 %58, HCV-2 %14, HCV-3 ise %28 olarak tespit edilmistir [277].
Ayni arastirmacilarin diger bir galismalarinda, genotip 1, 2 ve 3 sirasiyla %50, %25,
%25 olarak bulunmustur [278].

Bu arastirmada ise; anti-HCV ve HCV RNA'sI pozitif 10 hastanin, 6’sinda (%60)
genotip 1b, 3’Unde (%30) genotip 3a, sadece 1 hastada (%10) ise genotip 2c
saptanmigtir. Bulgularimiz Tarkistan bdlgesinde 1b ve 3a’'nin baskin HCV genotipi
oldugunu gostermektedir. Kazakistan'daki diger calismalar ile karsilastirildiginda

uyumlu bulunmustur.

Viral yuk, genotip ve spesifik viral mutasyonlar dahil olmak tzere birgok viral faktor
hastaligin seyri ve tedaviye yanitla iligkili oldugu bildirilmigtir [65]. HCV replikasyonu
icin gerekli yapisal olmayan proteinlerden NS3, NS5A ve NS5B antiviral ilaglarin
ana hedef bolgeleridir [279].

ilag direncinin ortaya gikmasi modern tipta en umut verici tedavi ydntemlerini
sinirlayan énemli bir engeldir. Viral substratlari kodlayan genlerdeki mutasyonlar
molekuller degisikliklere yol acarak ilacin baglanma kuvvetini degistirebilmektedir
[280].

Gecmiste, standart anti-HCV tedavisi pegile interferon ve ribavirin olmustur, ancak
kalici virolojik yanit daguktur. Direkt etkili antiviral (DAA)'lerin gelismesiyle, HCV
enfeksiyonu icin tedaviler hizla gelismektedir. Telaprevir ve boceprevir (N3 / 4A
proteaz inhibitorleri), kronik HCV genotip 1 enfeksiyonunun tedavisi igin pegile
interferon-a ve ribavirin ile kombinasyon halinde kullanilacak en erken DAA’lardir

[281] . ilag direncinin olusmasi igin, mutasyonlar, dogal biyolojik fonksiyonlari



108

degistirmeden inhibitorlerin hedef bolgeye olan afinitesini azaltmalidirlar. Substrat
zarfinin disinda olugsan mutasyonlar bu etkiyi daha hizli géstermektedirler. Bu
yuzden, substrat zarfina sigacak sekilde tasarlanmis ilaglarin dirence daha az

duyarli olabilecedi dusunulmektedir [280].

Bu calismada HCV NS3, NS5A ve NS5B bolgelerinde aminoasit degisimlerinin,
NS5B RNA bagimh RNA polimeraz inhibitori sofosbuvir ve NS5A inhibitorleri
velpatasvir, elbasvir, ledipasvir, daclatasvirin etkisi Uzerine degigimlerini
degerlendiriimigtir. Yapilan dizi analizi sonucunda genotip 1b suslarinda NS3
bolgesinde 1132V, M175L; 2c suslarinda A39V, Q80G, S122G, M175L; 3a
suslarinda ise M175L aminoasit degisikligi tespit edilmigtir. NS5A bdlgesinde
Q30R/H, H58P; NS5B’de C316N aminoasit degisikligi tanimlanmistir. Genotip 1b
suslarinda 1/6 (%16,6) hastada velpatasvir, elbasvir, ledipasvir, daclatasvire direng
ile iligkili NS5A bolgesinde Y93C/H mutasyonu, NS5B bolgesinde L159F mutasyonu
ile iligkili sofosbuvire azalmis duyarlilk goézlenmigtir. Calismamiz ila¢ direng

mutasyon oranlarinin ¢esitli HCV genotiplerinde farkli oldugunu goéstermistir.

Kazakistan’da HCV NS3 ve NS5A/NS5B inhibitorleri ilag direnci ile ilgili veri
bulunmamaktadir. Bu bakimdan ¢alismamiz HCV ilag direnciyle ilgili mutasyonlari

degerlendirme agisinda Kazakistan’da ilktir.

Dunyada yapilan ¢alismalara bakacak olursak, HCV tedauvisi igin gelistirilen NS3/4A
proteaz inhibitdrlerinden danoprevir ile ilgili yapilan bazi calismalarda NS3
bdlgesindeki F43S, Q41R,S138T, R155K, A156S/V/T ve D168A/V/I/E
mutasyonlarinin danoprevir duyarliigini etkiledigi gdsterilmistir. Ozellikle R155,
A156,D168 anahtar pozisyondaki mutasyonlarin inhibisyon aktivitesini 63-447 kat
azalttigr tespit edilmistir [280, 282]. Bu mutasyonlarin danoprevirin inhibisyon
Ozelligini etkileme mekanizmasi bilinmemektedir. Bizim c¢alismamizda NS3
bélgesinde GT1b, GT2c, GT3aya ait 1132V, M175L, A39V, Q80G, S122G
mutasyonlari tespit edilmis, fakat velpatasvir, elbasvir, ledipasvir, daclatasvir,

sofosbuvir direnci ile iligkisi bulunmamigtir.

Bazi galismalar direng mutasyonlarinin gogunun birincil direng varyasyonlari olarak
islev goren M28T/V, Q30H/E/R/K, L31M/V, P32L ve Y93C/H/N pozisyonlarinda
oldugunu agiklamistir. Genotip 1b igin, L31F/M/V, P32L ve Y93C/H/N varyantlar
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birincil diren¢ yer degisimleri olarak islev gorurken; L23F, R30Q ve P58S ikincil
diren¢ mutasyonlari olarak karsimiza gikmaktadir [283-287]. Bizim galismamizda
genotip 1b’de gobrulen Y93C/H ve Q30R/H mutasyonlari bu ¢aligmalar
desteklemektedir. Ek olarak 1132V, M175L, H58P aminoasit degisimleri

goralmustar.

Suzuki ve digerlerinin yaptiklari c¢alismada M28T, Q30E/H/R ve L31M/NV
mutasyonlari yuksek dirence sebep olmaktadir ve bu mutasyonlar daclatasvir
direnciyle iligkili NS5A bdolgesindedir [288]. Calismamizda NS5A bdlgesine ait
Q30R/H, H58P, Y93C/H mutasyonlari belirlenmis olup sadece Y93C/H mutasyonu

velpatasvir, elbasvir, ledipasvir ve daclatasvir direnci ile iligkili bulunmustur.

Sun ve digerlerinin calismalarinda Q30 mutasyonunun iki tard oldugunu
belirtmislerdir ve Q30L mutasyonunun Q30R’den daha yuksek oranda oldugunu
tespit etmiglerdir. Ayrica NS5A diren¢g mutasyonlarinin GT1a hastalarinda GT1b
hastalarindan daha fazla goruldigunu ifade etmiglerdir [281]. Calismamizda GT1a
suslarina rastlanmamistir. GT1b suslarinda ise Q30R/H mutasyonu %83,3 oraninda

tespit edilmigtir.

Sun ve digerlerinin yaptiklari galismada NS5A genotip 1b suslarinda tespit edilen
Y93H mutasyonu, daclatasvir, ledipasvir ve samatasvire kargi yluksek seviyede
diren¢ saglamaktaydi. YO3N/C mutasyonu ise gozlenmemistir. Ayrica 1 hasta
orneginde Y93M ve YO93T mutasyonlari belirlenmigtir. Ayrica, Y93H mutasyonunun
toplam frekansinin % 8,65 oldugunu, bunun genotip 1b mutasyon oraninin % 15,51
oldugunu ve genotip 1a ve genotip 2a'daki mutasyon oranlarinin diguk oldugunu
tespit etmiglerdir [281]. Calismamiz bu verileri destekler nitelikte olup GT1b
hastalardan birinde belirlenen Y93C/H mutasyonu velpatasvir, elbasvir, ledipasvir

ve daclatasvire direng saglamigtir.

Suzuki ve digerleri, NS5A inhibitdrlerine dirence neden olan L31M/V ve Y93H
mutasyonlarinin, Japonya'da HCV genotip 1b ile enfekte olmus tedavi-naif

bireylerde %1,2'ye ulastigini gdstermistir [288].

Onceki ¢alismalar, dogrudan sekanslama ve derin sekanslama kullanarak NS5B

bdlgesinde C316N'nin yluksek prevalansini dogrulamistir. Bu mutasyon o6zellikle
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tedaviye yanit vermeyen GT1b ve relaps gozlenen GT1a suglarinda tespit edilmigstir
[289]. Ancak sofosbuvire duyarlihgiyla ilgili daha fazla galismaya ihtiyag vardir. Sun
ve digerleri ise yaptiklari ¢calismada GT1b suslarin %98’inde, GT1a suslarin ise
%100’Unde C316N mutasyonunu tespit etmislerdir. Calismamizda ise 6 GT1b
susunun 4’Unde (%66,7) C316N mutasyonu tespit edilmistir ancak bu mutasyonun
sofosbuvir duyarhligini etkiledigi tespit edilmemistir. Bir susa ait NS5B bolgesinde
tespit edilen L159F mutasyonu ise sofosbuvire azalmis duyarlilik ile iligkili
bulunmustur. Asya toplumlari Gzerindeki Los Alamos veritabani, C316N frekansinin
%91,6'yva ulastigini ve bunun global mutasyon oranindan fazla oldugunu
goOstermigtir [290]. Bu, bir populasyondaki mutasyon prevalansinin etnisite ile

yakindan iligkili oldugunu diastndurebilir. Bulgularimiz bununla uyumludur.

In vitro calismalar S282T mutasyonunun sofosbuvir direnci ile iliskili oldugunu
gOstermigtir [281]. Ayrica M414T, NS5B nukleosid olmayan polimeraz inhibitorlerine
karsi daha az duyarlilikla iligkili bulunmustur [291]. Calismamizda bu mutasyonlarla
ilgili veri elde edilmemistir. L159F mutasyonu tespit edilen 1 sus sofosbuvire azalmis

duyarhlikla iligkili bulunmustur.

llgili ilag direnci bélgelerinin degisimi DAA'larin antiviral etkisini dogrudan
azaltacaktir. Calismamizda farkli HCV bdlgeleri ile ilgili birden fazla mutasyon tespit
edilmistir. HCV enfeksiyonlu hastalarda 6zellikle DAA tedavisine ragmen kalici
virolojik yanit elde edilememisse, antiviral tedaviye baslamadan Once direng
duzeyinin belirlenmesi olduk¢ga onemlidir. Bu nedenle, DAA'lari terapoétik olarak
uygulamadan once gen sekanslama yapilmasi onerilmektedir. Ayrica, Avrupa
Karaciger Arastirmalari Derne@i (The European Association for the Study of the
Liver;, EASL 2017), mutasyona baglh direnci baslangic seviyesinde
degerlendirmenin tedavi rejiminin optimize edilmesine yardimci olabilecegini
vurgulamaktadir [281]. Bu nedenle, ilag direng bolgelerinin saptanmasi,
bireysellestiriimis antiviral tedavinin optimize edilmesi igin o6zellikle 6nemlidir.
Kazakistan’da bu konuyla ilgili daha fazla 6rnekle, daha kapsamli c¢alisma

yayapilmaya ihtiya¢ vardir.

Dunyada HDV’nin 8 adet genotipi bulunmaktadir ve bu genotiplerin dagihmi farkli
cografi bolgelerde degdiskenlik gostermektedir. Genotip 1 dinyada yaygindir,

Avrupa ve Akdeniz Ulkelerinde, iran, Tirkiye, Kuzey Amerika'da hakimdir. Asya’da
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agirhikh olarak 2 ve 4, Amazon Havzasinda 3, Japonya, Tayvan ve Cin'de genotip
4, Afrika kitasinda ise 5-8 HDV genotipleri siklikla bildirilmistir [217].

Calismamizda genotip tayini yaptigimiz HDV 6&rneklerin timinde genotip 1

saptanmisgtir.

Kazakistan’da yapilan calismalarda yaygin HDV genotipinin HDV-1 oldugu
bildirilmistir. ilyasova ve digerlerinin kronik hepatit D tanisi almis Kazak hastalarinda

yaptidi calismada HDV-1 genotipi bulunmustur [292].

Kazakistan'in 9 bdlgesinden toplanan orneklerde HDV genotiplerinin yayginligi
uzerine yapilan diger bir caligsmada, vakalarin %100'Unde yaygin HDV genotipinin
HDV-1 oldugu rapor edilmigtir [215].

Tarkiye’de yapilmis calismalarda %100 oraninda genotip 1 saptanmistir [293, 294].
Yurtdisinda vyapillan diger calismalarda; Pakistan’in Dogu ve Kizeybati
bdlgelerindeki bir aragtirmaya goére genotip 1 tlkede HDV’nin tek dolasan genotipi
oldugu bildirilmigtir [295]. Dlnyada delta hepatiti agisindan en yuksek prevalansa
sahip olan Mongoliya’da HDV izolatlarinin tamami (%100) genotip 1 olarak
siniflandinimigtir [296, 297]. Filogenetik analizler, HDV 1 genotipinin %91’lik oran
ile Vetnamda’ki baskin genotip oldugunu [298], ayrica Nijeriya i¢in genotip 1

prevalansi %90’a ulastigini gostermektedir [299].

HDV-1, dunyada en yaygin genotip olmasi sebebiyla, bdlgemiz HDV genotipi
acisindan hem dunyadaki, hem Kazakistan'daki diger calismalara uyumlu olarak

bulunmustir. Boylece, genotip 1 Turkistan bélgesinde bulunan tek HDV genotipidir.

Bu calismada, HBsAg'i pozitif olan 32 hastanin 4’Unde (%12,5) anti-HDV pozitif
bulunmustur. Bu hastalarin %75’'inde HDV RNA saptanmistir. Bu bulgu hastalarin

gogunda delta virtsu ile aktif bir enfeksiyon oldugunu gdstermektedir.

Romanya'da yapilan bir calismada, kronik hepatit B enfeksiyonu olan 1094 hastanin
223’unde (%20,4) anti-HDV pozitifligi bildirilmistir. Bu hastalarin %67,7’sinde HDV
RNA saptanmistir [300]. Romanya’da 2761 HBsAg pozitif hasta Gzerinde yapilan

diger bir calismada ise, anti-HDV IgG seroprevalansi %23,1 olup, bu hastalarin
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%16,4’Unde hepatit D viremisi tespit edilmistir [301]. Pakistanda 63 HBsAg pozitif
hamile kadinin 13’ande (%20,6) anti-HDV saptanmistir. Hepatit delta antikorlari igin
pozitif bulunan kadinlarin %30,8’inde HDV RNA bulunmustur [302]. Turkiye,
istanbulda yapilan retrospektif bir calismada, 2089 HBsAg pozitif hasta anti-HDV
acisindan arastiriimis olup, pozitifligi %4,1 (85/2089) olarak saptanmigtir. Anti-HDV
pozitif hastalarin %60'inda (51/85) HDV viremisi tespit edilmigtir [303]. Serumda
HDV RNA, gercek HDV prevalansini belirlemek igcin dnemli bir parametredir. Clnka
anti-HDV, enfeksiyondan sonra uzun yillar boyunca pozitif kalabilir veya pencere

doneminde HDV enfeksiyonuna karsi antikorlar tespit edilemeyebilir [226].

Kronik hepatit D’li hastalarda, HDV RNA, anti-HDV IgM ve total anti-HDV’nin uzun
sureli, bazen yasam boyu pozitifligi devam eder. Hasta kronik hepatit D ise, tipik
olarak HDV zaman igerisinde HBV'’yi baskilar. Boylece bazi hastalarda kanda HDV
RNA pozitif, buna kargilik HBV DNA negatif saptanir [227]. Calismamizda HDV
RNA's| pozitif olan 3 hastanin ikisinde ayni anda HBV DNA pozitif, bir hastada ise
HBV DNA negatif bulunmustur. Literatlrlerde kronik bir delta ajaninin hepatit B
virisU replikasyonunu inhibe etme kapasitesine sahip olabilecegini ve aktif viral
replikasyon suresinin sona ermesine yol acabilecedini gosteren galismalar vardir
[304, 305]
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6. SONUG VE ONERILER

Bu arastirma, Kazakistan'in Turkistan bolgesinin genel populasyonunda kan yoluyla
bulasan viral hepatitlerin (HBV, HCV, HDV) ilk epidemiyolojik degerlendirmelerini
icermektedir. Calisma, bdlgenin yaslari 5-75 yil arasinda degisen, toplam 881
bireyin test edilmesiyle gergeklestirilmistir. Tum serum ornekleri serolojik ve real-
time PCR yontemleriyle degerlendirilmistir. Ayrica viral genotipler, alt genotipler ve
HCV DAA’ya direngli varyantlarin sikligini belirmek i¢in Sanger dizileme yontemi

kullanilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, Dinya ve Kazakistan verileri ile genellikle
uyum icindedir. Bulgularimiz Tarkistan bolgesinin HBV, HCV ve HDV enfeksiyonlari

icin orta endemik bolge oldugunu gostermektedir.

Genel poptlasyon igin HBsAg pozitifligi %3,6 (%95 Cl, 2,6-5,1), anti-HBs %47,4
(%95 Cl, 44,3-50,9), ve anti-HBc %33,4 (%95 Cl, 30,3-36,6) olarak tespit edilmigtir.

Calisma populasyonunun %22,2’si asilanma sonucu, %12,1’i ise gegirilmis dogal

enfeksiyon sonucu hepatit B virlstine karsi bagisiklik kazanmistir.

HBsAg pozitiflerin timinde HBeAg negatif ve %3,1 anti-HBe pozitifligi seklinde

saptanmigtir.

Genel olarak nufusun %44,2’si (%95 ClI, 40,9-47,5), calisilan tum HBV belirtecleri
icin negatif saptanmis olup, duyarl populasyon olarak degerlendirilmistir. Duyarh
insanlarin, 6zellikle yuksek riskli gruplarin hepatit B enfeksiyonuna karsi asilanmasi

onerilmektedir.

Anti-HCV pozitifligi genel populasyonda %3 iken (%95 CI, 2,0-4,3), kadinlar ve
erkeklerde sirasiyla %3,5 (%95 ClI, 2,2-5,5) ve %2,1 (%95 CI, 1,0-4,3) olarak
saptanmigtir.

Hepatit B yuzey antijeni pozitif saptananlarda anti-HDV prevalansi %12,5 (%95 Cl,
4,4-28,7), kadinlarda %10 (%95 CI, 1,6-31,3), erkeklerde %16,6 (%95 Cl,3,5-46,0)

olarak belirlenmigtir.
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Genel olarak caligilan tum serolojik belirteclerin pozitifligi agisindan cinsiyetler

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05)

Calismamizda DNA dizi analiz sistemi kullanilarak HBV, HCV ve HDV &6rneklerine

genotiplendirme yapilimigtir.

Molekuler veriler, Turkistan bolgesinde genotip D'nin (%100) HBsAg pozitif olan
Kazak hastalarinda bulunan tek genotip oldugunu gostermektedir. HBV alt genotip
cesitliligine bakildiginda D genotipi i¢cin D1'in (%84,2) baskin oldugu, ancak D2
(%10,5) ve D3 (%5,3) alt genotiplerinin de bulundugu anlagiimaktadir.

Hepsi genotip D olarak saptanan orneklerin on besi ayw2 (%78,8), ikisi ayw3
(%10,6) ve kalan iki 6rnek ayw4 (%10,6) HBsAg serotipleri olarak tanimlanmistir.
Bulgularimiz ayw2’nin Turkistan bodlgesindeki baskin HBsAg serotipi oldugunu

gOstermektedir.

Calismamizda genotip tayini yaptigimiz HDV 6rneklerin timinde genotip 1

saptanmisgtir.

Calismaya dahil edilen, anti-HCV ve HCV RNA’sI pozitif 10 hastanin, 6’sinda (%60)
genotip 1b, 3’Unde (%30) genotip 3a, sadece 1 hastada (%10) ise genotip 2c
saptanmigtir. Bulgularimiz Turkistan bolgesinde 1b ve 3a’nin baskin HCV genotipi
oldugunu gostermektedir. Ayni hastalarda yapilan mutasyonel analiz ve ilag direnci
arastirmalarinda, 1b subtipi saptanan bir hastada velpatasvir, elbasvir, ledipasvir,
daclatasvire direng ile iligkili NS5A bdlgesinde Y93C/H mutasyonu, yine bir hastada
NS5B bdlgesinde L159F mutasyonu ile iligkili sofosbuvire azalmis duyarlilik
g6zlenmistir. Bu sonuglar bize primer direng agisindan, tedavi almamis hastalarda
tedavi oncesinde mutasyonlarinin belirlenmesinin tedavi se¢imine olumlu katki
saglayacagini dusundurtmektedir. Ayrica, 1132V, M175L; A39V, Q80G, S122G,
Q30R/H, H58P veC316N aminoasit degisikligi tanimlanmistir. Ancak saptanan bu
aminoasit degisiklikerinin ilag direnciyle ilgili olmadigi goralmuastur. Calismamiz
mutasyon oranlarinin gesitli HCV genotiplerinde farkli oldugunu goéstermistir. Bu
calisma, HCV ilag direnciyle ilgili mutasyonlari degerlendirme agisinda
Kazakistan’da ilk oldugu igin dnemli gorunmektedir.
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Mevcut tezde serolojik ve molekuler yaklagimlar kullanilarak bolgemizde gorulen
hepatit B, C ve D virUslerinin tespiti ile birlikte, genotipinin de belirlenmesi basari ile

gerceklestiriimistir.

Kazakistan’da viral hepatitler ile ilgili calisma sayisi halen sinirlidir. ileride bu
viruslerin serolojik ve molekuler incelenmesini igceren daha genis kapsamli

epidemiyolojik ¢calisma yapilmasi gerekmektedir.
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