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OZET

Hepatit delta virtisii (HDV), hepatit B viriisiit (HBV) ile enfekte hastalarda
karacigerle iliskili mortalitelerin 6nemli bir sebebidir. HDV’nin genotiplerinin
belirlenmesi HBV ile iligkili karaciger hastaliklarinin patogenezinin daha 1yi
anlasilmasinda onemlidir. Bu tezin amaci1 HBV ile kronik olarak enfekte hastalarda
HDV’un genotip veya genotiplerinin belirlenmesidir. Bu amagla, bu ¢alismaya HBV
ile kronik olarak enfekte 113 hasta dahil edilmistir. Hastaligmm klinik gidisatinin
incelenmesi amaciyla, bu hastalarin serumlarinda HDV RNA, HBsAg, HBV DNA
miktarlar1 ve biyokimyasal parametreler belirlenmistir. HDV’nin genotipilendirmesi
icin, Oncelikle, hasta serumlarindan elde edilen RNA’lar kullanilarak cDNA
cogaltilmas1 ve semi-nested polymerase chain reaction (PCR) gerceklestirilmistir.
Genotiplendirme i¢in, restiriksiyon enzim analizine ek olarak, semi-nested PCR
iirtinlerinde 11°1 jel purifikasyon kiti kullanilarak elde edilmis, bu gen iiriinleri 6ncii
ve ters primerler ile ¢ift yonlii olarak sekanslatilmistir. Sekanslama isleminden sonra,
elde edilen gen dizilimleri ClustalW programi kullanilarak siralandirilmistir ve gen
bankasinda elde edilen HDV’un dizilimleri ile kiyaslanmistir. Daha sonra, bu
dizilimlerin filogenetik agac1 PHYLIP bilgisayar programi ile komsu-birlikteligi
metoduna gore tespit edilmistir. Calisma sonuglarina gore, daha yiiksek miktarlarda
HDV RNA'’ya sahip hastalarda HBV ve alanine aminotransferase (ALT) m 6nemli
derecede daha diisiik miktarda bulunduklar: tespit edilmistir. Ayni hastalarda,
aspartate transaminase (AST) ve gamma glutamyl transpeptidase (GGT)’in ise
onemli derecede daha yliksek miktarda bulunduklari belirlenmistir. HDV RNA
miktar1 ile yas ve erkek cinsiyet arasinda ters oranti tespit edilmistir. Sekanslarin
siralama isleminde, 11 klinik 6rnege ait genetik dizilimlerin birbirleri ile % 95-98
oraninda benzer olduklar1 tespit edilmistir. Bu dizilimlerin filogenetik analizi
neticesinde tiim 6rneklerin HDV ’nin genotip I grubunda oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak, HBV ile enfekte kronik hastalarda HDV ile iliskili karaciger hastaliklarinin
patogenezinin ve klinik gidisatmin daha iyi anlagilmasi i¢in serolojik ve molekiiler
metotlarin birlikte degerlendirilmesi gerekliligini 6nermekteyiz.
Anahtar kelimeler: Hepatit delta virlisii, hepatit B viriisii, genotiplendirme,

restriksiyon enzim analizi, filogenik analiz.
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ABSTRACT
GENOTYPES AND PHYLOGENETIC CHARACTERIZATION OF
HEPATITIS DELTA VIRUS (HDV) IN PATIENTS WITH CHRONIC
HEPATITIS B VIRUS

Hepatitis delta virus (HDV) is a serious cause of liver-related mortality in
patients who are infected with hepatitis B virus (HBV). Determination of genotypes
of HDV is important for better understanding the pathogenesis of the liver diseases
that are associated with HBV infection. The aim of this thesis was to determine the
genotype or genotypes of HDV among patients chronically infected with HBV. A
group of 113 chronic patients infected with HBV were were included in this study.
For investigation of the clinical progress, the amounts of HDV RNA, HbsAg, HBV
DNA and the biochemical parameters from serum samples of these patients were
determined. For genotyping of HDV, first, cDNA amplification and semi-nested
polymerase chain reaction (PCR) were performed using the RNA extracted from
serum samples of the patients. Next, restriction enzyme analysis were carried out
with the semi-nested PCR products. For genotyping, in addition to restriction enzyme
analysis, eleven of the semi-nested PCR products were purified using gel purification
kit and the gene products were sequenced in both directions with the forward and
reverse primers. The gene sequences were aligned using ClustalW program and
compared to the sequences of HDV present in GenBank database. The position of the
sequences in the phylogenetic tree was analyzed by a neighbour-joining method
using the PHYLIP computer software. According to the results of this study, while
the patients with higher levels of HDV RNA had significantly lower HBV and
alanine aminotransferase (ALT) amounts, same patients had  significantly higher
aspartate transaminase (AST) and gamma glutamyl transpeptidase (GGT) levels.
Reverse correlation was found between HDV RNA levels and demographic factors
including age, male gender. In the result of alignment analysis, the sequences of
eleven clinical samples were shown to be 95-98% similar. Phylogenetic analysis of
the sequences showed that the all samples were infected with genotype 1 of HDV.
As a result, for better understanding of clinical course of the patients and
pathogenesis related with HDV among patients chronically infected with HBV, we
recommend using both of molecular techniques along with serological methods.

Key words: Hepatitis delta virus, hepatitis B virus, genotyping, restriction enzyme

analysis, philogenetic analysis.
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1. GIRiS

Cesitli viriislerin sebep oldugu karaciger hiicre nekrozu ile seyreden,
bulasic1 karaciger enfeksiyonlar1 viral hepatit olarak tanimlanmaktadir. Bu
enfeksiyonlardan sorumlu tutulan etkenler hepatit viriisleridir ve bu grupta en az alt1
virlis yer almaktadir. Bunlar; hepatit A, B, C, D, E ve G wviriisleri olarak
bilinmektedir. Her ne kadar bu viriislerin temel hepatit semptomlar1 benzer ve hedef
organlar1 karaciger olsa da, yapilary, replikasyon mekanizmalari, bulas yollar1 ve
hastalik siirecleri ile neden olduklar1 hastaliklarin sekelleri yoniinden Onemli
farkliliklar gosterirler. Ayrica, Epstein Barr viriis, Cytomegaloviriis, Herpes simpleks
virusii, Varicella Zoster virisii, Coxsackie B viriisii, Adenovirtsler, Rubella viriisi
de hepatit gelistirebilen diger viriislerdir. Virlislerin disinda ¢esitli toksinler, ilaclar,
alkol ve diger bulasici etkenlerde hepatite neden olabilir (1).

Viral hepatitler tiim diinyada yaygin olarak goriilen ve iilkemizi de yakindan
ilgilendiren 6nemli bir saglik sorunudur ve iilkemizde en sik goriilen enfeksiyon
hastaliklarinin basinda gelmektedir. Ozellikle hepatit B viriisii (HBV) iilkemiz igin
onemli bir sorundur. Diinya niifusunun % 5’1 (350-400 milyon) HBsAg (Hepatit B
ylizey antijeni) tastyicist olup, yasayanlarm 1/3’i HBV acisindan seropozitiftir.
Ulkemizde de benzer oranlar s6z konusu olup, nufiisun % 5°i (3.5-4 milyon kisi)
HBsAg tasiyicist ve 1/3’ii de antikor yoniinden seropozitiftir. Ayrica iilkemizde
kronik hepatit B (KHB) sonucu her yil yaklasik 10.000-15.000 kisinin siroz ve
komplikasyonlarindan, 5000 kisinin de hepatoselliiler kanser (HSK) nedeniyle
kaybedildigi tahmin edilmektedir ve KHB tedavisinin de ¢ok pahali ve etkinliginin
arzu edilen diizeyde olmamasi nedeni ile ¢ok O6nemli bir saglik sorunu ile karsi
karstya oldugumuz agiktir. Bunun yaninda KHB hastalarmin primer olarak
hepatotropik bir viriis olan, patojenite ve tedaviyi etkileyen hepatit D viriis (HDV) ile
birlikteligi de dnemlidir (2).

Hepatit delta viriisii, replikasyonu i¢in HBV’ne gereksinim duyan bir RNA
virisiidiir. Daha Onceleri defektif bir virlis olarak bilinen HDV, HBV ile ortak
dizilerinin olmayis1 nedeniyle, bugiin HBV satellit viriisii olarak kabul edilmektedir.
HDV, farkli hepatit tablolarina yol agar. Yiiksek patojeniteye sahiptir ve hizli
ilerleyen bir hastalik tablosu olusturmaktadir. Toplam olgularn % 70 (%]15’inde ilk
1-2 yilda)’inde siroz gelisir. HBV tasiyan hastalarda ek olarak HDV enfeksiyonu da



eklenince, siroz, HSK gelisimi ve buna bagli o6liim riski de artmaktadir. HDV
enfeksiyonunda ciddi KC hasar1 her yasta goriilebilmektedir. Siroz gelisen HBV
hastas1 ¢ocuklarin yaklasik olarak 3/5°niin delta antijeni tastyicis1t olmasi bunun tipik
gostergesidir (3).

Genetik cesitlilik RNA wviriisleri i¢in onemli bir 6zelliktir. HDV, HDAg
bolgesindeki farkliliklara gore sekiz genotipe ayrilir. Her genotip genellikle farkli
cografi bolgelerde farkli dagilimlar gostermektedir. Tiim diinyada genotip I
yaygindir (4).

Genotipler, hastaligm klinik gidisatini, tedavi ve tedaviye yanit1
etkileyebildiginden ve cografi dagilimda rol oynadigindan, bir popiilasyonda farkli
genotipleri belirlemek 6nemlidir. HBV ve HCV nin farkli genotiplerinin oldugu, her
genotipin farkl bir klinik tablo yaratti1 ve bununda ne kadar 6nemli oldugu bilindigi
gibi, HDV genotiplerinin de ayni nedenlerden dolayr 6nemli oldugu kabul
edilmektedir (5, 6).

Hepatit delta virlis enfeksiyonu akut (koenfeksiyon, siiperenfeksiyon,
fulminan), kronik ve latent enfeksiyon seklinde gesitli klinik formlarda goriiliir ve
genellikle ciddi KC hasar1 yapar. Hastaligin klinik seyrini etkileyen en Onemli
faktorlerden birisi virlisiin genotipidir. HDV virlisiiniin genetik farklilig1 hastaligin
prognozunu belirlemektedir (7).

Viral genotiplerin belirlenmesi, epidemiyolojik verilerin yani sira klinik anlam
da tasimaktadir. Genotip belirlemelerinde, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), 0zgiill PZR, hibridizasyon teknikleri, heterodubleks mobilite
teknikleri, tek sarmalli konformasyon c¢esitliligine dayali yontemler SSCP (single-
stranded conformational polymorphism), CFLP (cleavage fragment length
polymorphism) analizleri kullanilmakla birlikte, genotiplere 6zgii ayirt edici niikleik
asit dizileri bulunduran genomik bolgelerin secilerek, elde edilen dizinin filogenetik
analiziyle genotip belirleme altin standart olarak kabul edilmektedir. HDV’ nin
genotiplerinin belirlenmest HBV ile iligkili karaciger hastaliklarinin patogenezinin
daha 1y1 anlasilmasinda 6nemlidir (8).

Bu c¢alisma da, bdlgemizde daha once belirlenmemis olan HDV genotip veya

genotiplerini belirlemek amaclanmaistir.



1.1. Hepatit B Viriis Enfeksiyonu

1.1.1.Tamm

Hepatit B viriis enfeksiyonu, kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler
karsinomun baslica nedeni olup, ciddi bir halk sagligi1 sorunudur (9).

Blumberg ve ark. (10)’1 1965 yilinda, farkli insan popiilasyonlarindaki genetik
farkliliklar1 tanimlamak ve izlemek icin yOntem arastirirken Avusturalyali
Aborjinlerin serumlarinda yeni bir antijen bulmuslardir. Avustralya kokenli 16semili
bir hastanin serumunda immiinopresipitasyon ile bulunan ve Blumberg ve ark.
(11)’na Nobel 6diiliinii kazandiran bu antijen, baslangicta Avusturalya antijeni olarak
adlandirilds. ilerleyen yillarda bu antijen hepatit klinigi ile iliskilendirildi ve spesifik
bir tipi, serum hepatiti olarak adlandirild1 (12). Avusturalya antijeni pozitif olan
insanlarin serumlarinda elektron mikroskopik olarak iki farkli tip partikiil saptandi:
Bunlar: 22 nm c¢apinda, kiiclik sferik ve ¢omak-benzeri yapili partikiiller ve Dane
partikiilii denilen 42 nm ¢apinda, insan hepatit B viriisii olarak adlandirilan (HBV)
viral genom igeren intrensek enfeksiyoz viriis partikiiliidiir (13, 14). Daha sonraki
calismalarda HBV-benzeri birka¢ virlis daha saptanmustir. Cogu kisith bir konak
spektrumuna sahipti ve tiim bu viriisler Hepadnaviridea viriis ailesinde yer
almaktaydir (15). HBV kanatli ve memelilerde enfeksiyon olusturan; genom
organizasyonu, doku tropizmi ve replikasyon stratejisi acisindan birbirine
benzerlikler gosteren cesitli virlislerden olusan Hepadnaviridea ailesi iginde
siiflandirilmaktadir ve bu ailenin prototip tiyesidir (16).

1.1.2. Hepadnaviriislerin Taksonomik Siniflandirilmasi

“Hepadnaviridea ailesi” ismi enfeksiyonun klinik tablosu, hedef organi
(karaciger, eski Yunanda: hepar) ve viriisiin niikleik asidi DNA baz alinarak
olusturulmustur. Hepadnaviridea ailesi iki cinsi kapsar. Bunlar; sadece memelilerde
enfeksiyona yol agan  Ortohepadnaviriisler ve kuslar1  enfekte eden
Avihepadnaviriisler. Taksonomik olarak, Hepadnaviridea giiniimiizde bilinen diger
baska viral ailelerde goriilmeyen biyolojik Ozelliklerden dolayr kendi grubunu
olusturur. Hepadnaviridea bilinen en kiigiik (3-3.3 kilobaz ¢ifti: kpb) patojen genoma
sahiptir. Genom iizerindeki opening frame (OF) essiz bir replikasyon stratejisine
imkan veren oldukca sikistirilmis ve ortiisen (overlap) bir sekilde organize olmustur.

Bu strateji, retroviriis replikasyonunda da goriilen fakat niikleik asid paketlenmesinin



retroviriisin  RNA’s1 yerine hepadnaviriisin  DNA’sinda gergeklestigi, reverse
transkripsiyon basamagini igerir. Iki cins arasindaki subklasifikasyon, konaktaki
farkliliklar ve buna ek olarak memeli ve avian hepadnaviriisleri arasindaki
filogenetik farkliliklar baz alinarak yapilmistir. Simdiye kadar avihepadnaviriisler de
iki major tiir tespit edilmis ve konak durumuna goére adlandirilmistir; Bunlar: 6rdek
hepatit B viriisiit (DHBV) ve balik¢il hepatit B viriis (HHBV)’leridir. Ayrica spesifik
olarak kategorize edilmeyen birkag¢ farkli avihepadnaviriis de tanimlanmistir. Diger
yandan, ortohepadnaviriis genusu en 1yi bilinen dort farkh tiiri HBV, Dagsicani
hepatit viriisii (WHYV), yer sincabi hepatit viriisii (GSHV), yiinlii maymun hepatit
viriisii (WMHYV) icerir. insan hepatit B viriisii (HHBYV), insanlar1 enfekte eden
prototiptir ve deneysel olarak sempanzeleri enfekte etmede kullanilir. WHV 1yi
incelenmis bir ortohepadnaviriistiir. Virlis normalde dagsicanlarinda bulunur ve
akrabas1 olan GSHV gibi diger kemirgenlere transfer edilemez. Ilging olarak GSHV
dag sicanlarini da enfekte edebilir ki bu da onun konak spektrumunun, WHV konak
spektrumu kadar sinirli olmadigini gosterir. Listedeki son tiir, WMHV, HBV nin
aksine dogal konagi “insan olmayan primat” olmasma ragmen, sempanzeler i¢in
enfeksiyoz degildir (15).

Hepatit B viriisii giiniimiizde, tiim diinyadan yayimlanan ¢alismalara gore 8
genotipe ayrilmistir (A-H). Ancak bu durum gelecekte baska genotiplerin
olugsmayacagi yada bu gruba dahil edilmeyecegi anlami tagimamalidir. A-H, % 8-17
arasinda farklilik igeren ciftler seklinde goriiliir (15). Bunun disinda HBs antijeninin
yapisal farkliliklarma gére HBV serotipleri de tanimlanmistir. Ortak "a" determinanti
tastyan HBV serotipleri giiniimiizde 9 grupta incelenmektedir. S geninin dizi analizi
hem genotipleri hem serotipleri tanimlayabilir ancak, genotipler ve serotipler tam
olarak  birbiri ile Ortiismemekte, serotip benzerlikleri genetik iliskiyi
dogrulamamaktadir. Viriisiin cografi dagilimi ile genotiplerin, serotipe gore daha
uyumlu oldugu ve molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar i¢in genotiplerin

kullaniminin daha yararli oldugu belirlenmistir (17, 18).



1.1.3. Viriis Partikiillerinin Yapisi ve Viral Genomun Organizasyonu

Sekil 1.HBV nin elektron mikroskopta goriiniimii

Hepadnaviridea, niikleokapsidi olusturan core proteini ile uyum iginde
sirkiiler, parsiyel cift-zincirli genom iceren zarfli DNA virlislerdir. Hepatositlere
tropizmi nedeniyle karacigerde replike olur ve klinik olarak hepatit olusturur. HBV
ile enfekte hastalarin kaninda elektron mikroskobu ile ii¢ ayr1 viral partikiil
gosterilmistir. 42-47 nanometre (nm) ¢apimdaki sferik partikiiller, tam bir viriyon
olup enfeksiyozdiir. "Dane partikiilii" olarak adlandirilan bu partikiiller, 25-27 nm
capinda elektron yogun bir ¢ekirdek ve yaklasik 7 nm kalinligindaki lipid zarf yapis1
nedeniyle ¢ift katmanl olarak goriiliir. 17-25 nm c¢apinda ve degisken uzunluktaki
(yaklasik 200 nm) filamentoz yapilar ile 17-25 nm ¢apmdaki kiigiik yuvarlak
partikiiller ise enfeksiyoz degildir (19). Bu sferik ve filamentdz partikiiller, enfekte
kisilerin plazmasinda mililitrede birkag yiiz mikrogram diizeylerinde bulunabilmekte
ve bu partikiillerin antikorlarla olusturdugu komplekslerin HBV ile enfekte kisilerde
izlenen immiin kompleks reaksiyonlarindan sorumlu oldugu bilinmektedir. Yuvarlak
partikiillerin kandaki konsantrasyonu 10'* partikiil/ml'ye ulasabilir. Kronik HBV
enfeksiyonunda kandaki viriis konsantrasyonu ise 10° viryon/ml kadardir. Viral
partikiillerin endoplazmik retikulum ve golgi yolaklar1 araciligi ile sekretuvar
yollarla tasindiginda olusan lipid zarf iizerinde ii¢ formda; biiyiik (L), orta (M) ve
kiigiik (S) viral yiizey antijenleri (HBsAg) bulunur (15). HBV ylizey antijenleri
filament6z ve sferik ylizey antijeni partikiillerinin de yapisini olustururlar (20). Dane
partikiiliiniin i¢ kismint olusturan niikleokapsid 28 nm’dir ve viral genomun tekli
kopyasimin yani sira viral genoma kovalent bagla bagli viral polimerazi da igerir ve
boylece HBV enfeksiyonlarmin molekiiler tanisinda probleme sebep olur. Genel

olarak tiim zarfli viriislerde oldugu gibi, HBV partikiilleri de konagin oldugu
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farzedilen proteinleri de igerir (21). Izolattan izolata ve genotipten genotipe farklilik
gostermekle beraber viral genom; yaklasik 3200 niikleotidden meydana gelir.
Oldukea kiictik, kismen ¢ift (~% 70), kismen de tek iplikli (~% 30) ¢cembersel
DNA'dan olusur. ikozahedral bir kapsid igerisinde bulunur. HBV bir DNA viriisii
olmasma karsin revers transkriptaz (RT) enzimi kodlar ve RNA aracisi iizerinden
replike olur. HBV, enfekte hiicre ¢ekirdeginde bir mini kromozom seklinde bulunan
ve kovalent bagl ¢embersel DNA (covalently closed circular DNA, cccDNA) adi
verilen replikasyon ve transkripsiyon aracist molekiile dayanan karmasik bir
replikasyon stratejisine sahiptir. Zarfli bir viriis olmasina ragmen eter, diisiik pH, 1s1,
dondurma ve ¢6zmeye oldukca direnclidir. Bu o6zellikler virlisiin kisiden kisiye
gecisteki etkinligine katkida bulunur ve dezenfektanlara direncini saglar (22).

Dane partikiilii i¢cindeki genomun negatif zinciri tamdir ve bu ip tiim genomu
tasir. Aksine, pozitif zincir 3’- ucu boyut olarak degisebilmekle beraber genomun 2/3
uzunlugunu igerir (23, 24). Viral polimeraz negatif zincire fosfotirozin bagi ile
kovalent baglidir. Pozitif zincirin 5’-ucunda pregenomik RNA rezidiistinden kaynak
alan kisa bir RNA oligomeri viral DNA sentezinin ardindan kovalent bagli olarak yer
alir. Pozitif zincirin aksine negatif zincir, 8-9 niikleotid uzunlugunda ve r-bdlgesi
olarak adlandirilan hem 5°- hem de 3’- ucu olan kii¢iik bir kalint1 icerir. Bu kalint1
yapilar viral replikasyon i¢in esansiyeldir (25-27).

Viral genom; tiimii negatif zincir tarafindan kodlanan, 6 start kodonu, 4
promoter, 2 transkripsiyon giiclendirici element, 1 poliadenilasyon sinyal motifi ve
birkag adet DNA replikasyon sinyalinden olusan 4 a¢ik okuma bolgesi (Open
Reading Frame = ORF) icerir. Tiim ORF’ler benzer bir oryantasyondadir ve en
azindan kismi olarak Ortiismektedir. Bunlar S, C, X, P bdlgeleridir. Bu dort gen
bolgesi birbirleri ile i¢ icedir ve farkli bolgelerden okunmaya baslayarak farkl
proteinlerin kodlanmasinda rol alirlar (3). Genomdaki niikleotid dizilerinin yarisi,
birden fazla mRNA sentezi i¢cin kullanilir. Ayrica ayn1 ORF igerisinde birden fazla
baslangi¢c kodonu bulunur. Bu sekilde birbiri ile iliskili, birden fazla proteinin sentezi
saglanir. Genom igerisinde bu proteinleri kodlayan genler sunlardir:

1. S (Pre S1, pre S2 ve S) geni: Viriondaki zarf proteini (HBsAg) ve diger
partikiillerdeki inkomplet HBsAg' ini kodlar. Bunlar siras1 ile S dizisi, preS2+S dizisi



ve preS1+ preS2 +S dizisi tarafindan kodlanan 24.000 (S-kii¢iik), 33.000 (M-orta) ve
39.000 (L-biiyiik) daltonluk proteinlerdir.

2. P (Pol) geni: Proteinleri kodlayan en biiyiik gendir. DNA polimeraz, revers
transkriptaz ve RNaz H aktivitesine sahip olan viral polimeraz enzimini kodlar.

3. C (Ozyapi, core) geni: ki ayr1 protein sentezletir. Bunlar; 21 kD'luk
cekirdek proteinini (HBcAg) kodlar ve bu proteinin 30 aminoasitlik pre C iiriiniini
tastyan 16 kD 'luk boliimii enfektivite proteini olan (HBeAg)' dir.

4. X geni: X proteinini kodlar. Ozyapi (core, C) ve X ORF'leri de zarf ORF'si
ile kismi olarak {ist iiste binmis sekilde bulunur (19).

Translasyon C baslangic kodonundan basladiginda tam wuzunluktaki C
polipeptidi (HBcAg) sentezlenir. Ancak, sentez pre C baslangic kodonundan
basladiginda ise (HBeAg) proteini agiklatilir. Bu olay pre C dizisinin sinyal dizisi
gibi davrandigimi diisiindiirtir. Pre C dizisinde, stop kodon mutasyonu tasiyan HBV
mutantlarimda HBeAg sentezlenememekte, ancak HBcAg sentezlenmektedir. Bu
mutant suslar fulminan hepatit patogenezinde 6nem tagimaktadir (28).

Core proteini niikleokapsid olusumu i¢in esansiyel iken, tiim core genini
iceren e antijeni de pre-core/core bolgesinden sentezlenen iirliniin proteolizi ile
posttranslasyonel olarak olusur. Bu protein non-esansiyel bir protein olarak viris-
konak immiin etkilesiminde 6nemlidir ve aktif viral replikasyonun bir gostergesidir
(15). Core proteinlerinin subviral ikozahedral partikiilleri meydana getirmesi i¢in;
protein iinitelerinin disiilfit baglar1 ile stabilize edilerek dimerlesmesi ve dimerlerin
bir ¢ekirdek yap1 olusturmasi gereklidir. HBeAg'nin ilk bolimii molekiiliin
endoplazmik retikulum liimenine taginmasi i¢in bir sinyal peptidi gdrevini yapar.
Karboksi terminalinden 29 aminoasid golgi aygitinda ¢ikarildiktan sonra, olgunlasan
HBeAg kana salinir. HBx proteini ise indirekt etkiyle viral ve bazi hiicresel genlerin
transkripsiyonunu arttirabilme 6zelligi tasir (29).

Viral polimeraz, HBV genomu tarafindan kodlanan tek bir enzimdir ve
RNazH aktivitesine sahip bir RNA bagimli DNA polimerazdir. HBV polimeraz 3
fonksiyonel bolge ile “ara bolge” de denilen N-terminalinde lokalize, negatif zincir
sentezinde bir primer olarak gorev alan “terminal proteinden” (TP) olusur. C-
terminali ara bolge ile ayrilir ve RT-polimeraz ve RNazH seklinde gorev yapar (15).

Ug yiizey proteini; L, M ve S, C terminallerinin s domainlerini paylasirlar ve 3 start



kodonunu (L i¢in bir, preS1; M i¢in bir, preS2; S i¢in bir preS3) kodlayan bir ORF
ile kodlanirlar. Niikleus ve iskeletle iligkisi olmasmna ragmen X proteininin
fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Fakat uygun in vivo enfeksiyon olusmasi

icin hepatit B X proteini gerekmektedir (30, 31).
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Sekil 2. HBV genomik organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar (15)



1.1.4. Hepatit B Viriisii Replikasyon Siklusu

Hepatit B viriisii ¢ok hizli replike olabilen bir viriistir ve giinde 10''-10"
virlis salinir (32). Kronik HBV enfeksiyonunda her giin viicutta bulunan virtislerin
% 50'si yeniden olusur. Viriisiin plazma yar1 6mrii yaklasik 4 saattir ve hepatosite
girdikten sonra replikasyonu 17 saat - 1,5 giin kadar siirer (33). HBV replikasyonu
sitopatik degildir ve hiicrede belirgin morfolojik degisiklik yapmaz. Prodiiktif
enfeksiyon cok kisith hiicrede gerceklesir ve HBV'nin tek kanitlanmig replikasyon
bolgesi hepatositlerdir. Safra kanali epitel hiicreleri, pankreasin bazi endokrin ve
ekzokrin hiicreleri, bobrek ve lenfoid doku da enfeksiyon hedefi olabilir. Fakat
hepatosit dis1 replikasyon boélgelerinin  viral patogenezde rolii olmadig:
diistiniilmektedir. Lenfositlerdeki replikasyon viriis persistansi i¢in ikincil bir
rezervuar olabilir (19).

Uzun yillardir devam eden HBV arastirmalarma ragmen, HBV veya baska bir
Hepadnaviridea tyelerinin iiretimi i¢cin uygun hiicre kiiltiirleri tanimlanmamastir.
Hepadnaviridea ailesinin replikasyon siklusu {izerindeki ¢alismalar primer
hepatositlerle yapilan kiigiik serilerle smirhidir (34-36). Fakat intakt karacigerden
alman bu primer hepatositler ancak kisa bir siire calismak icin uygundur.
Gilintimiizde viral giris ve hepadnavirlis konak spektrumunun, viriisiin genis yiizey
antijeninin N-terminaline bagli oldugu varsayilmaktadir (37-41). Ayrica, intrensik
HBV reseptorii bilinmemektedir. Fakat primer Ordek hepatositlerindeki DHBV
calismalarinda, viriisiin hiicreye 16 saati bulan yavas alimy, hiicre basina yaklasik 10*
reseptor molekiiliiniin hizli baglanmaya aracilik ettigi varsayilmaktadir (42, 43).
Hepatosite giris ve uncoating’i (virlisiin zarini birakmasi) takiben, viral niikleik
asidinin salindig1 niikleokapsid hiicrenin ¢ekirdegine transport olur. Viral DNA
salmmminin ve niikleokapsidin disintegrasyonunun niikleer core kompleksinde
gergeklestigi kabul edilir (44).

Hepatit B viriisii replikasyonu genomun asimetrik yapisi, endojen polimeraz
ve revers transkriptaz reaksiyonlar1 nedeniyle 6zellik gosterir. DNA replikasyonu bir
RNA kalib1 araciligi ile revers transkripsiyonla olur. Viriisiin karaciger hiicrelerine
tropizmi vardir. Bu tropizm bazi viral faktorlerce diizenlenir (3). HBV’nin
hepatositleri enfekte etmesiyle uyumlu olarak, viral genom transkripsiyonunu regiile

eden neredeyse tiim elementlerin transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi i¢in



karaciger spesifik baglanma bolgeleri vardir (45, 46). Viral transkripsiyonu regiile
eden en azindan birkag faktor ve etkilesim bilinmesine ragmen, HBV
transkripsiyonunun kesin mekanizmas1 belirsizligini korumaktadir. Ancak viral
transkripsiyonun niikleusta gerceklestigi bilinmektedir. Hem mRNA hem de
pregenomik RNA’lar sirayla terclime edildikleri veya yavru genom iiretimi i¢in
model olarak kullanildiklar1 sitoplazmaya tasmir. Sitoplazmada ¢esitli kinazlarla
fosforile edilebilen core proteini niikleokapsidin temelini olusturur. Bu protein
pregenomik RNA’nin baglanmasi ve paketlenmesi, viral polimerazin gocii ve
boylece RT-polimeraz/RNA kompleksinin yeni olusan niikleokapsidlerle beraber
reverse transkripsiyonu baglatmasinda aktif rol oynar (47-52). HBV’ nin 3 yiizey
proteininin iki major 6zelligi vardir. Birincisi, bunlar transmembran proteinleri gibi
viral zarf i¢inde bulunurlar yani viriisiin yiizeyinde lokalizedirler ve giliniimiizde
heniiz bilinmeyen viral reseptdre baglanmadan sorumludurlar. ikinci olarak, bu ii¢
ylizey proteini fonksiyonel niikleokapsid igermeyen subviral partikiill olarak
salgilanirlar. Proteinler, L ve M proteinlerinde daha uzun olan N-terminallerindeki
proteinlere bagl olarak degiskenlik gdsterirler. Tiim proteinler ortak bir S domaini,
ek olarak preS2’ nin de oldugu M domaini ve hem preS1, hem de preS2’nin
bulundugu L domaini bulundururlar. Memeli Hepadnaviridea’larm yiizey
proteinlerinin N- ve O- glikozile oldugu gosterilmistir (53-57). Bu glikozilasyonlar
yavru viral genomlarm uygun sekilde salgilanmasindan sorumlu tutulmustur. Bu
nedenle de glikozilasyon inhibitdrleri terapisi icin yeni bir hedef olabilmektedir (15).

Hepatit B viriisii replikasyonu hepatosite tutunma ile baglar ve viriisiin
salinimma kadar c¢esitli asamalar gosterir. Virlisiin tutunmasi ve hiicre igine girisi
hepatosit reseptorii ile virlisiin preS proteini etkilesmesiyle olur. PreS1 ve preS2
proteinlerinin hepatosite 6zgii boliimleri tanimlanmistir. PreS1 proteininin 3 -77.
aminoasitleri viral enfektivite ile iligkilidir. 10-36. aminoasitleri arasindaki bolgenin
HepG2 hiicrelerine tutundugu gosterilmistir (58, 59). PreS2, serum albiiminine
baglanir ve hepatosite baglanmada alblimini aract olarak kullanir. Viral tutunmayi
takiben membran flizyonu ile niikleokapsid sitoplazmaya girer, pasif difiizyon veya
tiibiiler tasinim ile c¢ekirdege tasmir. Viral replikasyonun basinda viral polimeraz
enzimi, pozitif ip¢igin 5' ucuna tutunmus olan kisa RNA dizisinden baglayarak

pozitif ip¢igi tamamlar. Daha sonra polimeraz, oligoniikleotid RNA ve negatif
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ip¢ikteki 8 niikleotitlik (nt) fazla diziler molekiilden ayrilir. Her iki ip¢ik 3' ve 5'
uclarindan birbirine baglanarak kovalan baglarla kapanmis halkasal DNA (covalently
closed circular DNA = cccDNA) yapist olusur (19). cccDNA viral genlerin
transkripsiyonu i¢in kalip gorevi yaparken, kimyasal ve yapisal olarak bir
ekstrakromozomal epizomal DNA olarak gorev yapar. Bu yap1 plazmid-benzeridir
(58) ve enfeksiyonun basladigin1 gosterir. Virlis enfeksiyonu bagsladiktan 24 saat
sonra karacigerde cccDNA varlig1 gosterilmistir. cccDNA oldukga stabil bir yapidir
ve hepatosit icinde DNA giraz ile topoizomerazlarin etkisiyle siipersarmal olusturur.
Enfekte hepatositlerde yaklasik 25-50 kopya bulunan cccDNA'nin yar1 6mrii 14-50
gilin kadardir. Hepatosit ¢ekirdegindeki cccDNA rezervuari, HBV enfeksiyonunun
persistansinda en dnemli faktordiir (15). Sentezlenen HBsAg ise cccDNA olusumunu
inhibe eder. Bunlar virlis replikasyonunun (+) ve (-) feed back mekanizmalar1
olabilir.

cccDNA'dan hiicresel RNA polimeraz II enzimi kullanilarak 4 tip mRNA
sentezlenir.

1. 3.5 kb mRNA: Genomdan daha biiyiikk olan bu mRNA, hem genom
replikasyonu i¢in kalip gorevi goriir hem de precore/core ve polimeraz proteinlerini
sentezletir.

2. 2.4 kb mRNA: Ug ayr1 baslangic kodonu aracilig1 ile biiyiik, orta ve kiigiik
ylizey proteinlerini sentezletir. mMRNA'nin amino terminalindeki baslangi¢
kodonundan baslayan sentez ile preS 1, preS2 ve S proteinlerini iceren biiylik (L)
ylizey proteini olusur. Orta (M) yiizey proteini, ikinci okuma kodonundan baslayarak
sentezlenir; preS2 ve S proteinlerini igerir. Kiiglik (S) yiizey proteini en kiigiik
protein olup, ti¢iincili baglangi¢ kodonundan baslayarak sentezlenir.

3. 2.1 kb mRNA: Sadece preS2 ve S proteinlerini sentezletir.

4. 0.7 kb mRNA: X proteinlerini sentezletir.

Sentezlenen mRNA'lar sitoplazmada P, C, preS/S ve X gen dirlinlerinin
sentezini saglarlar. Bu sirada 3.5 kb mRNA'larin bir kismi selektif olarak P gen
diriinleri ile birlikte, yeni sentezlenen ¢ekirdek (core) partikiilleri i¢ine yerlesirler. Bu
RNA'lar genom sentezinde kullanildigi i¢in pregenomik RNA (pgRNA) olarak
adlandirilir (3, 19).
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Major RNA transkriptleri poliadeniledir, 3’ uglar1 ortaktr ve C genindeki
poliadenilasyon sinyali ile olusturulur (61).

Hepatit B viriisii’niin mRNA sentezini yoneten dort promoter bolgesi vardir.
Bunlar: PreC/C, PreS 1, S ve X promoter'lardir. Bu promoter bolgeleri, farkli
baslangi¢c kodonlarmi kullanarak yedi ayri proteinin sentezlenmesini saglar. Bu
bolgelerin aktivitesi de, genomun (enhancer) Enh I ve Enh II olarak adlandirilan
bolgeleri tarafindan diizenlenir. Hepatositlerde bulunan bazi molekiiller bu bolgelerin
gliclii aktivasyonunu saglar. Bu nedenle HBV hepatositlerde daha giiclii replike
olmaktadir."Core promoter" bolgesi viral replikasyonun merkezidir ve pregenomik
RNA (pgRNA) olarak adlandirilan 3.5 kb'lik en biiyiik RNA'y1 sentezletir. pgRNA
Poli-A kuyrugu tasidigr i¢cin viral genomdan yaklasik 150 nt daha biyiiktir (62).
pgRNA, hem revers transkripsiyonla viral genom sentezi i¢in kullanilir, hem de diger
mRNA'lar gibi translasyona ugrayarak c¢ekirdek proteini (HBcAg), HBeAg ve
polimeraz proteinlerini sentezletir (19).

Hepadnaviral genom tarafindan kodlanan tek enzim olan viral polimeraz, iig
fonksiyonel domainden terminal protein, reverse transkriptaz, RNAaz H domaini ve
bir de terminal domaini polimeraz domainlerden aymran “ara domain” den olusur.
Terminal domain, reverse transkripsiyon i¢in “primer” olarak da gorev yapar (63).
cccDNA olusumundan 6nce yada olusumu sirasinda, terminal protein ve biiyiik
ihtimalle hiicresel ligazlara yada bagka enzimlere bagli olarak ancak tam
anlagilamayan bir mekanizma ile cccDNA olusur. Hiicresel DNA tamir
mekanizmalarinm aktive oldugu ve gevsek sirkiiler formu, cccDNA ya ¢evirdigi
kabul edilmektedir (15). pgRNA 6nce 200-300 molekiil HBcAg sentezletir, sonra
polimeraz sentezine izin verir. Polimeraz sentezi pgRNA'nin "core" bolgesi i¢inde
kalan baslangic kodonundan baslar. Polimerazin sentezlenmesi pgRNA sentezini
durdurur. pgRNA, 5’ ve 3’ uglarda bulunan ikincil bir yapiya ‘e yapist’ kavusur. 5°
ucundaki € kivrimlar1 viral polimeraz tarafindan ilk olarak algilanan bolgelerdir ve
baslangi¢c paketleme sinyali olarak gorev yaparlar (64, 65). Boylece viral kapsit
yapimi baslamis olur. Bu, € yapisi, ¢ekirdek i¢ine bir kopya niikleik asit yerlesmesini
sagladig1 gibi viral DNA sentezini baglatmada da rol oynar (66). HBcAg, ikiser ikiser

biraraya gelir ve disiilfit baglar1 ile stabilize olur. Bu birimlerden 180-240 tanesi
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biraraya gelerek ikozahedral kapsidi olusturur. PgRNA'dan revers transkripsiyon ile
negatif DNA ipciginin sentezi; hiicre sitoplazmasinda, viral kapsit icinde gerceklesir.

Negatif DNA zincir sentezi, terminal protein domaininin tirozin Y65 rezidiisii
ile dGMP arasindaki kovalent bag olustuktan sonra baslar. Baglangigtaki bu dGMP
yi takip eden birka¢ niikleotid, € yapisinin kiiclik bir pargasmni tamamlar (67).
Ardindan kiigiik terminal protein bagli primer, bilinmeyen bir mekanizma ile 3’
ucuna transloke olur ve siirekli kovalent bagli olarak kalir. Bu siire¢ yeni olusan
niikleokapsiddeki yavru genomun dogru katlanmasi i¢in olast bir 6n sarttir. Son
olarak, sentez swrasinda enzimin C-terminalinde bulunan RNaz H bolgesi, pgRNA
yikimini da gerceklestirir. Ancak enzimin revers transkriptaz ve RNaz H aktiviteleri
gosteren katalitik bolgeleri arasindaki 18 nt'lik mesafe nedeniyle pgRNAmm 5'
ucundaki 18 baz yikilamaz ve sentezlenen negatif ip¢ige bagl olarak kalir. Bu
negatif zincir, reverse transkripsiyon reaksiyonu ile biitiiniiyle sentezlenir (3).

Takip eden pozitif zincir sentezi, pgRNA’nm 5’ ucundan kalan 18 nt’lik RNA
tarafindan baslatilir (68). Pozitif ipcigin boyu degiskendir ve kapsidin zarflanma
zamani ile iligkilidir. Zarf yapisi ANTP gecisine izin vermez, bu nedenle kapsid
icindeki dNTP miktar1 pozitif ip¢igin boyunu belirler. Viral kapsid onemli bir
replikasyon makinesidir. Bu sayede HBV viriyonlarinin hepsi enfektif olarak
sentezlenir (15).

Kismi cift iplikli DNA molekiilii olustugunda niikleokapsid partikiilleri,
endoplazmik retikuluma tomurcuklanma ile zarf yapilarin1 kazanmalarina imkéan
saglayacak olgunlasma siirecine girerler. Olusan niikleokapsidlerin bir kismi1 hiicre
cekirdegine geri donerek hiicre icindeki cccDNA kopya havuzunu arttirma islevi de
yapabilmektedir. Core proteinlerinin LHBsAg amino terminali kismina baglanmalari
partikiillerin endoplazmik retikulumdan tomurcuklanmasia neden olur. Her {i¢ zarf
proteinlerini i¢eren virionlar endoplazmik retikulum'dan golgi kompleksine tasmur.
Bu asamalar sirasinda zarf proteinlerinin glikozilasyonu tamamlanir ve olgun virion
kan dolagimina salinir (29). cccDNA’nin enfekte hepatositlerde stabil kalabilecegine
dair kanitlarm varligt ve bu durumun da kronik HBV enfeksiyonuna katkida
bulunabilecegi varsayilmaktadir. Bu ise cccDNA pozitif hiicre eliminasyonunun

uzun donem tedavilerde 6nemli olabilecegine gdstergedir. Son replikasyon basamagi,
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HBV Dane partikiillerinin birlesmesi ve salinimidir. Bu asama tam olarak

anlagilamamustir (15).

et Ll LT

1. Tutunma, adsoprsiyon ve penetrasyon 2. Ozyapinin (core) cekirdege tasinmasi

3. cccDNA'nin olusmast 4. Transkripsiyon / viral RNA'lann sentezi

5. Translasyon / viral proteinlerin sentezi 6. Pre-genomik RNA ve viral polimerazin enkapsidasyonu
7. Revers transkripsiyon ile DNA sentezi 8. HBe antijeni salinimt

9. Sferik ve filament6z partikiillerin salimmi 10. Olgun, enfeksiydz viriyonun (Dane partikiilii) salinimi

Sekil 3. HBV replikasyonunun sematik gosterimi
1.1.5. Hepatit B Viriis Enfeksiyonlari i¢cin Hayvan Modelleri

Yukarida bahsedildigi gibi, viral enfeksiyonlarmn biyolojilerini ve klinik
Ozelliklerini c¢alismak i¢in uygun model sistemlerinin kullanilmasi oldukga
onemlidir. Ancak, dar konak spektrumuna bagli olarak bu secenek HBV ¢aligmalari
icin smirlidir HBV primer hepatosit diginda replike olmamaktadir. Dolayist ile,
diinyadaki birgok arastirmaci HBV enfeksiyonunun en azindan bazi asamalarini
kismen tiretmek i¢cin hayvan modelleri ve hiicre kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesine

calismaktadirlar (15).
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1.1.6. Hepatit B Viriisii’niin Epidemiyolojisi

Tim Diinya'da akut ve kronik HBV enfeksiyonu 6nemli bir halk sagligi
problemi olusturmaktadir. Afrika, Asya ve Pasifik kiyillarinda HBV'ye bagl
hastaliklar en 6nemli ii¢ 6liim nedeninden biridir. Diinya iizerinde yaklasik iki milyar
kisi HBV ile karsilasir, bunlarin 400 milyonu kronik enfektedir ve yilda 500.000-
1.200.000 kisi siroz ve hepatoselliller karsinom (HCC) gibi HBV ile iligkili
nedenlerle 6lmektedir. Diinya'daki HCC olgularmin %60-80'1 HBV ile iligkilidir. Bu
enfeksiyon acisindan kirsal kesimde oturanlarin daha fazla risk altinda oldugu
belirtilmektedir (69). Enfeksiyonun diinyadaki dagilimi cografi bolgelere gore
diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere 3 bolgeye ayrilmistir. Smiflandirmada; bolgedeki
HBsAg ve anti-HBs pozitifligi oranlari, enfeksiyonun alimma yas1 ve viriisiin en sik
hangi yolla bulastigi g6z Oniinde bulundurulmustur. HBsAg pozitifligi Diinya
genelinde % 0.1-20 arasinda degismektedir (70).

Hepatit B viriisii endemisinin diisiik oldugu bolgelerde (ABD, Kanada, Bati
Avrupa, Avusturalya, Yeni Zellanda) HBsAg pozitif olanlarin prevalansi % 0.1-2'dir.
Ancak bu bolgelerdeki escinsellerde, c¢ok esli heterosekstiellerde, damar ici
uyusturucu bagimlilarinda, Eskimolar'da, Yeni Zellanda Maorileri'nde, Avusturalya
yerlilerinde ve Amerikali zencilerde enfeksiyon orami yiiksektir. Enfeksiyon
genellikle yetiskin cagda kazanilir. Erigkinler i¢cin enfeksiyonla karsilagsma orani %
20'y1 gegmez. Cinsel temas ve perkiitan temas en onemli bulas yoludur. Ancak
perinatal ya da erken ¢ocukluk doneminde aliman enfeksiyon, HBV enfeksiyonuna
onemli Olciide kaynaklik eder (70).

Enfeksiyonun epidemiyolojisine etki eden faktdrlerden biri de HBV'nin
genotipleridir. Enfeksiyon agisindan diisiik endemik bdlgeler olan Kuzeybat1 Avrupa
iilkelerinde viriisiin baskin genotipi genotip A'dir (71). Orta endemik bolgelerde
(Japonya, Orta Asya, Orta Dogu, Orta Amerika) HBsAg pozitifligi % 2-5
oranindadir. Yetiskinlerin % 20-60' inda anti-HBs pozitiftir. Enfeksiyon ¢cogunlukla
cocukluk, ergenlik ve geng eriskinlik doneminde almir. Baslica bulas yolu perkiitan
ya da horizontaldir. Ozellikle Akdeniz iilkelerindeki annelerde HBeAg pozitifligi az
oldugu i¢in perinatal bulas nadirdir. Bu boélgelerden Bati Amazon bdlgesinde
HBV'ye bagh fulminant hepatit siktir ve enfeksiyonun en onemli gegis yolu cinsel

temastir. Baskin HBV genotipinin genotip F ve H oldugu belirtilmektedir (72).
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Yiiksek endemi bolgelerinde (Sahra alt1 Afrika, Giineydogu Asya, Cin, Alaska)
HBsAg pozitifligi % 5-20 oranindadir ve eriskinlerde HBV ile karsilagsma oran1 %70-
90 kadardir. Enfeksiyon siklikla kroniklesme riskinin yiliksek oldugu yenidogan ve
erken cocukluk doneminde kazanilmaktadir. Bu donemde asemptomatik enfeksiyon
gecirilmesi nedeniyle akut hastalik tanisi1 az, fakat kronik karaciger hastaligi ve
hepatoselliiler kanser orani1 yiiksektir. Maternal, perinatal ve horizontal bulag ana
bulas yoludur. Asya'da perinatal bulasma, Afrika'da horizontal bulagsma 6n plandadir.
Diinya'da yilda bes milyondan fazla akut hepatit B olgusu ortaya ¢ikmaktadir. Akut
enfeksiyondan sonra yetiskin hastalarin % 5'1 kronik olarak enfekte kalmaktadir.
Eger enfeksiyon 1-5 yas arasi alinmigsa kroniklesme % 20-50 olmaktadir. Hepatit
B’de HBV DNA pozitifligi ile giden gizli HBV enfeksiyonuna ve izole olarak HBV
core antijenine kars1 total anikorlarm (anti-HBc total) pozitifligine de sik
rastlanilmaktadir. Ingiltere ve ABD'de izole anti-HBc total pozitifligi olan kisilerin
de onemli bir kisminda HBV DNA negatif tespit edilmistir. Gizli HBV enfeksiyonu
daha 6nce HBV enfeksiyonu gecirip iyilesenlerde % 18 oraninda, gecirmeyenlerde %
8.1 oranida bulunmustur (70, 73).
Orta endemik iilkeler arasinda yer alan iilkemizde HBsAg pozitifligi % 1- 14.

3 arasinda bildirilmistir. Istanbul ve Izmir gibi Bat illerinde %3- 4.5 gibi daha diisiik
oranda HBsAg pozitifligi bildirilirken Diyarbakir, Elazig, Van gibi Giineydogu ve
Dogu Anadolu illerinden %8- 14.3 gibi yiiksek oranlar bildirilmistir (29).

1.1.7. Hepadnaviriis Enfeksiyonlarinin Patogenezi

Hepatit B virlisi ve diger hepadnavirlis ailesi iiyelerinin gecisi, viicut
stvilarinin degisimi ile vertikal ve horizontal olarak gerceklesir. Serumda ya da viicut
stvisinmn her ml’sinde maksimum 10'°-10'* genom kopyast bulunabilir. Kronik
enfeksiyonlarda +/-1 logjo kadar dogal dalgalanmalar goriilebilir (74). Kronisite
oran1 c¢alismaya bagl olarak, neonatal enfeksiyonlarinda >% 90, eriskin
enfeksiyonlarinda yaklasik % 10-15’tir. Transfiizyona bagli ve nozokomiyal bulas
riski optimum molekiiler tan1 yontemlerinin gelistirilmesi, daha siki hijyen ve yasal
diizenlemelerle son iki dekadda azalmistir fakat saglik calisanlarinin dikkatsiz
davranislaria bagli bulas hala 6nemli diizeydedir.

Hepatit B viriisii konaga girdiginde major hedef hiicresi olan hepatosite,

replikasyonun ve persistansin temel yerine ulasir ve neredeyse tiim hepadnaviriisler
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farkli diizeyde karaciger tropizmi gosterirler. Daha da oOtesi, diger hiicre tipleri
memeli  hepadnaviriisleri  i¢cin  non-hepatik  rezervuar  durumundadirlar.
Immunkompetan konagin enfekte karacigerinde sitotoksik T lenfositleri (CTL)
tarafindan gerceklestirilen siirekli bir hepatosit hasar1 vardir, bu da kollajen
fiberlerinin araliksiz sekilde ekspresyonuna yol agarak agir seyirli ve tedavi
edilmemis vakalarda siroza neden olur (75-77). Bu nedenle, HBV nin hepatosit i¢in
sitotoksik olduguna dair bir kanit bulunmadigmi belirtmek yerinde olacaktir.
Karacigeri enfekte eden diger virlislerin aksine HBV, enfeksiyon durumunda
sitopatik etkiyi uyaramaz (78-80). Karaciger hasarmin (fibrozis, siroz ve
muhtemelen hepatoselliiler kanser) devam eden immiin reaksiyon ve karacigerdeki
siirekli inflamasyonu tarafindan uyarildig1 diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak genelde
enfekte hepatositin 6liimiiyle sonuglanan masif sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve
naturel killer hiicreleri (NK) hiicre aktivasyonu enfeksiyonun eliminasyonun da
esansiyel olarak kabul edilir (81-83). Enfeksiyonun kroniklestigi vakalarda,
baslangic immiin yanit oldukca zayiftir ve enfeksiyonu kontrol etmede yetersizdir.
Enfeksiyonun akut fazdan kronik faza ge¢me mekanizmalar1 simdiye kadar
belirsizligini korumustur yani viral siklusun bu konuyla ilgili kismi hakkindaki
yorumlar sadece spekiilasyondan ibarettir. CD8 (+) CTL, NK ve sitokinleri (TNF
alfa, 1L-12, IL-15 vb) kapsayan yeterli bir Thl cevabi, gecici enfeksiyonlarin
baskilanmasinda dnemli bir yer tutmaktadir (15). Yalnizca S proteinine karsi olusan
antikorlar notralize edici 6zellikte ve immiinite icin major belirte¢ olmasina ragmen,
gecici enfeksiyonun interferon gamma ve immiin hiicrelerden salinan diger sitokinler
tarafindan  kontrol edildigi, bdylece viral replikasyonun durduruldugu
disiiniilmektedir. Fakat HBsAg’ye karsi olusan antikorlarin nedeni sadece virlisii

temizleyen hastalarda olustugunu agiklamaz (15).
1.1.8. Hepatit B Viriisii’niin Klinik Seyri

Viriisiin hepatosite girmesinden sonra HBV enfeksiyonu, bazi immiinolojik
markerlerin belirledigi dort evrede gelisir.

Evre 1: Immiinotolerans ile karakterizedir. Hastaligin asemptomatik dénemi
olup HBVDNA ve HBsAg'nin yiiksek titrelerde bulunmasina karsin transaminazlar
normal yada hafif yiiksektir. Yenidoganda onlarca yil siirebilir. Viriis replikasyonu

yiiksektir. HBeAg / Anti-HBe serokonversiyonu enderdir. Hepatositlerdeki HBcAg
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yalnizca hiicre niikleusu icerisine yerlesmistir. Karaciger biyopsisi normal ya da
minimal hepatit bulgular1 gosterir.

Evre 2: Immiinolojik yamt donemidir. Aktif, semptomatik hepatitle
karakterizedir. Enflamatuar yanit ile hiicre harabiyeti gelisir. Saglikli erigkinde akut
hepatit tablosu goriiliir. Enfekte hiicre 6liimii ile HBV-DNA ve HBsAg titresi daha
disiik olmakla birlikte pozitif, transaminazlar ise yiiksektir. Kronik olgularda bu
donem 10 yil ya da daha fazla siirebilir HBcAg hepatosit sitoplazmasinda da
gosterilebilir. Hastalarin  ¢ogunda HBeAg devam etmektedir. Karaciger
biyopsilerinde belirgin enflamatuvar aktiviteye rastlanir.

Evre 3: Viral replikasyonun baskilandigr donemdir. Konak immiin yanit1 ile
viral replikasyon sonlanir. HBeAg kaybolur, anti-HBe ortaya ¢ikar. Hepatositlerde
HBcAg goriilmez. HBV-DNA negatiflesmistir. Aminotransferazlar normal diizeye
iner. HBV bu donemde hepatosit DNA'sina entegre olur ve hastalarda HBsAg halen
pozitiftir. Konak immun yanitinin gelismesi 1ile karakterizedir. Karaciger
biyopsilerinde nekroenflamatuvar aktivitenin azalmis oldugu dikkati ¢eker. Minor
derecede iltihap ve fagositik aktivite enfeksiyonun baglangicindan sonra bir yil hatta
daha uzun kalabilir.

Evre 4: Virlisiin klirensi ve immiinitenin tam olusmasi ile karakterizedir.
HBsAg (-), anti-HBs (+), HBV-DNA (-), anti-HBc (+), HBeAg (-), anti-HBe (+)
olup transaminazlar normaldir. HBV ile enfekte olan kisilerde bu dénemlerin
gelismesi bazi faktorlerle etkilenir. Genetik 6zellikler, diger viriislerle enfeksiyonlar,
immiinosupresyon, cinsiyet ve HBV mutantlar1 gibi faktorler, enfeksiyonun bu
donemlerden birinde duraklamasma neden olarak kronik enfeksiyon gelisimine yol
acar (3, 87).

Hastalarda goriilen klinik tablo, asemptomatik enfeksiyondan fulminan
hepatite ve hepatoselliiler karsinoma kadar uzanir. HBV enfeksiyonu klinikte su
tablolar ile goriiliir:

1.1.8.1. Akut Enfeksiyon

Akut hepatit B (AHB), HBV ile karsilasilmasini takiben, genelde 6 hafta ile 6
ay arasinda de8isen bir inkubasyon peryodunundan sonra gelismekte ve
asemptomatik enfeksiyondan, fulminant hepatite kadar degisebilen bir klinik

goriinim icerisinde seyretmektedir. Akut B hepatitinde baslangic semptomlari
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istahsizlik, bulant1 ve kusma, halsizlik, karmn agris1 gibi spesifik olmayan belirtiler
seklindedir. Bu donem 3-7 gun kadar siirer. Bu evrede bazi hastalarda serum
hastaligina benzeyen ates, artralji /artrit ve deri dokiintiileri gelisebilir. Bu son
belirtiler ikterin ortaya cikmasi ile gerileyip kaybolurken halsizlik, istahsizlik gibi
yakinmalarda agirlasma gozlenir (84).

Akut HBV enfeksiyonu gegirenlerin  %10-20'sinde  antijen-antikor
komplekslerine bagl olarak ekstrahepatik belirtiler goriiliir. Bunlar; serum hastaligi
benzeri sendrom, poliarteritis nodosa, membranoproliferatif glomeriilonefrit ve
cocuklarda papiiler akrodermatittir. Bircok olguda yeterli immiin yanit ile viriis
karacigerden temizlenir ve iyilesme goriiliir. Olusan anti-HBs antikorlar1 kisiyi yeni
enfeksiyonlardan korur (3). Kendi kendine smirlanmis bir enfeksiyon kliniginde,
viral antijenlerin kaybindan sonra ve antiHBs antikorlarmin goriilmesinden sonra
dahi, kanda diisiik diizeyde HBV DNA, tiim yasam boyu olmasa da yillar boyu
saptanabilir (85).

Akut hepatit B geciren bir hastada beklenen iyilesme siiresi 6 aydan kisadir.
Bu siire (6 ay) sonunda HBsAg pozitifliginin devam etmesi durumunda enfeksiyonun
kroniklestigi kabul edilir. Hastaligin akut evredeki klinik seyri ve kroniklesme
olasilig1 enfeksiyonun basladig1 yas ile yakin bir iliski gostermektedir. Neonatal
donemde alinan bir enfeksiyonda kroniklesme orani % 90 civarinda iken bu oran
cocuklukta % 10’a, eriskin hayatta ise % 1’e kadar diismektedir. Bu iliskinin dikkat
cekici diger bir yonii ise kroniklesen olgularin ¢ogunun akut hepatit evresinin
semptomsuz seyretmis olmasidir. Karsilasilan kronik B hepatitli hastalarin
bircogunun 6zgegmisinde sarilik Oykiisiiniin bulunmayisi bu nedene baghdir (84).
Akut hepatit B enfeksiyonunun seyrinde bir diger olasi durum fulminant hepatittir.
Precore ve core promoter mutasyonlarina sahip viriislerle fulminant seyir ve kronisite
arasinda baglanti olabilecegi bildirilmistir. Ancak fulminan hepatit patogenezinde tek
faktoriin bu olamayacagi, konaga ve viriise bagl pek ¢ok faktoriin diisiiniilmesi
gerekliligi kanisina varilmistir (86). Akut HBV enfeksiyonuna eslik eden HCV veya
HDV enfeksiyonu durumunda da fulminan seyir olasiliginin yiiksek olabilecegi goz
ard1 edilmemelidir. Ikter basladiktan sonra genellikle 2 hafta igerisinde veya
semptomlar1 takiben ilk 8 hafta icerisinde gelisen hepatik ensefalopati, fulminan

gidisin ilk bulgusu olabilir. % 0.1 civarinda goriilebilen bu klinik tabloda karaciger
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yetmezligi ve ensefalopati ile birlikte yiiksek mortalite oran1 dikkati ¢ekmektedir.

Uykuya meyil, dalgmlik hali ve komaya kadar ilerleyebilen biling degisiklikleri, fizik

muayenede flapping tremor, karacigerde kiiciilme, serum transaminaz diizeyinde ani

azalma, protrombin zamaninda uzama, oligiiri, azotemi ve assit gelismis olmasi

onemli bulgulardandir. Ayrica ates, 16kositoz, hemorajiler ortaya ¢ikabilir (87).
1.1.8.2. Kronik Enfeksiyon

Alt1 aydan uzun siire devam eden HBsAg pozitifligi “kronik hepatit B
enfeksiyonu” olarak tanimlanir. Viral replikasyon karacigerde devam eder ve hem
karaciger, hem de kanda titresi degismekle birlikte viremi devam eder. Karacigerde
hepatosit 6liimiine eslik eden inflamatuar infiltratlarin varlig1 kronik viral hepatit i¢cin
karakteristiktir. HBV enfeksiyonunun kroniklesme olasiligi, etkenin bulasim yoluna
gore degisiklik gosterir. Yiiksek endemik bolgelerde enfekte anneden yenidogana
perinatal enfeksiyon ve erken cocukluk doneminde HBsAg pozitif aile iiyelerine,
temas sonucu horizontal enfeksiyon HBV bulasindaki ana yollar1 olusturur (3).

Enfeksiyonun kroniklesmesi ile yas ve immiin sistemin durumu arasinda siki
bir iligki vardir. Dogumda enfeksiyonu alan bebeklerde kroniklesme %80- 90, alt1
yasin altinda enfekte olanlarda % 30, erigkinlerde ise % 5-10 civarindadir. Kronik
enfeksiyon riski; hemodiyaliz hastalari, organ transplantasyonu alicilar1 ve
kemoterapi hastalarinda da yiiksek bulunmustur (3).

Kronik HBV enfeksiyonu genellikle asemptomatiktir ve hastalar genellikle
enfekte olduklarmin farkinda degildirler. Bir kisim hastada halsizlik, yorgunluk
bulanti, iist abdominal agri, kas ve eklem agrilar1 gibi nonspesifik sikayetlere
rastlanilabilir. Birgok hastada biyokimyasal testler normaldir. Karaciger biyopsisinde
normal histolojik yap1 ya da portal alanda minimal mononiikleer hiicre infiltrasyonu
gortilebilir. Bu ozellikteki kronik enfeksiyonlar kronik persistan hepatit olarak
adlandirilir. Ayrica hastalarda anksiyete basta olmak iizere bir takim psikiatrik
semptomlar, endise hali, diisiincelerini yogunlastirmada giicliik, kas gerginligi, uyku
bozukluklari, depresyon goriilebilir. Bu bulgularin hastalarin yasam kalitesini
olumsuz etkiledigi, mental ve genel saglik skorlarinda diisiiklige sebep oldugu
gosterilmistir (87).

Yenidogan ve infant doneminde enfeksiyon kazanildiginda, % 95 civarinda

kroniklesme goriiliirken, neonatal periyod sonrasi ilk 6 yas icerisinde bu oran % 30
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civarmdadir. Immun tolerans donemi olarak da adlandirilan bu dénemde viriisle
enfekte hepatositlere karsit yeterli immun cevap olusmadigindan viriis yliksek
miktarda c¢ogalmakta ancak, hepatositlerde hasar olusmadigindan transaminaz
yiiksekligi saptanmamaktadir. Bu hastalarda HBeAg pozitif olarak saptanir ve
serokonversiyon olasilig1 da ¢ok diisliktiir. HBeAg pozitif kronik hepatit olarak
adlandirilir. HBV enfeksiyonu replikatif ve non replikatif (veya diisiik replikatif ) faz
olmak {iizere, viriis-konak iligkisine dayali dinamik bir seyire sahiptir. Diisiik endemi
gosteren bolgelerde enfeksiyon primer olarak adolesan ve eriskin ¢agda, cinsel iliski
veya intravenoz ila¢ bagimliligi, kan transflizyonu gibi yollarla kazanilir. Bu sekilde
eriskin cagda akut HBV enfeksiyonu gecirildiginde ise, hastalarin sadece % 3-5
kadarinda ve 6zellikle erkek hastalarda kronik HBV enfeksiyonu gelisir ve genellikle
asemptomatik seyreder. Kronik enfeksiyon gelisme oranindaki bu farklar biiyiik
olasilikla, etkenle karsilasildiginda konagin immun cevabinin gelisimi ile ilgilidir. Bu
olgularin bir kismmda viriisiin precore bdlgesindeki mutasyon nedeni ile HBeAg
yapilamaz. Bu durumda HBV DNA diizeyleri diisiiktiir veya saptanamaz,
aminotransferazlar normal seviyededir. Bu klinik tablo "inaktif HBsAg tasiyicilig1"
olarak anilir. Eger HBV DNA ve aminotransferaz diizeyleri yiiksek ise HBeAg
negatif kronik hepatit klinigi s6z konusudur (87).

Kronik hepatit B enfeksiyonunun en 6nemli komplikasyonlar1 siroz, portal
hipertansiyon, assit, 6zofagus varis kanamasi, hepatorenal sendrom ve hepatoselliiler
karsinom olarak siralanabilir. Bu olgularm % 15-20'sinde 5 yil igerisinde siroza
ilerleme goriiliirken, sirozlu hastalarin % 20'sinde ise hepatoselliiler karsinoma
saptanir. Kronik HBV enfeksiyonu olan olgularin her yil % 1-10 kadarinda spontan
HBeAg/AntiHBe serokonversiyonu goriilir ve genellikle karaciger hastaliginda
alevlenme ile birliktedir. HBsAg kaybimnin goriilme olasiligi ise yilda % 1-2
civarindadir (87).

1.1.9. HBV Enfeksiyonunun Tanisi

1.1.9.1. Serolojik Testler

Bir HBV enfeksiyonunda yapilacak ilk test, enfeksiyonun akut yada kronik
olup olmadigmi teshis etmeye yoneliktir. HBV ile enfeksiyon olustugunda
organizmada virlise ait cesitli antijenlere (HBsAg, HBcAg ve HBeAg) karsi

antikorlar meydana gelmektedir. HBV enfeksiyonlarmin 6zgiil tanisin1 yapmak
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amaciyla hasta serumunda bu antijenlerin ve antikorlarin varligi arastirilmaktadir.
Bunlarin saptanmasi ic¢in giiniimiizde duyarliligi, 6zgilliigii ve verimliligi yiiksek
serolojik yontemlerden faydalanilmaktadir. Bu amacla baslangigta RIA yontemleri
kullanilirken, bugiin bunlar yerlerini ELISA testlerine birakmislardir. Bu testlerden;
akut ve kronik enfeksiyonun ayriminda, enfektivitenin degerlendirilmesinde,
bagisiklik durumunun tayininde, kan ve organ vericilerinin taranmasinda
yararlanilmaktadir (88).

HBcAg: Hem akut hem de kronik enfeksiyonlar da énemli 6lgiide eksprese
olur ve HBV enfeksiyonunun acgik bir gostergesidir. Viral HBcAg dolasima
katilmadigi ve sadece hepatositler iginde bulundugu icin serolojik olarak
saptanamamaktadir. Anti-HBcAg antikorlar1 sonucu pozitif ¢iktiktan sonra, yiizey
antijenine (HbsAg) kars1 olusan antikorlar aranir. Negatif anti-HBcAg antikorlarmin
ve anti-HBsAg antikorlarmin varligi durumunda birey HBV ye kars1 basarili sekilde
asilanmis demektir (15).

HBsAg: Akut enfeksiyon da semptomlarin baslamasindan 3-5 hafta Once
kanda saptanabilir diizeye ulasir. Iyilesmeyle sonlanan hastalik tablosunda, akut
donemde tepe diizeye ulasr ve sonra 4-6 ay icinde yavas yavas azalarak
saptanamayacak diizeye iner. HBsAg'nin saptanmast HBV enfeksiyonu oldugunu
gosterir; fakat akut ve kronik enfeksiyonu, viral partikiiller ile non-enfeksiyoz
partikiilleri aywrt edemez. Akut enfeksiyondan sonra HBsAg'nin alt1 aydan fazla
pozitif kalmasi kronik enfeksiyon gelistigini gosterir. Bu hastalarda genellikle
HBeAg de pozitiftir. Fulminan seyreden akut hepatitlerde HBsAg kandan hizla
temizlenir ve virlisiin iireyebilecegi hepatosit kalmamasi nedeniyle kanda antijen
saptanamayabilir. HBV ve HDV ko-enfeksiyonlarinda da HBsAg sekresyonu
baskilanir ve saptanamayacak diizeylere inebilir. Cocuklarda HBV asilamasini
izleyerek kanda gegici olarak HBsAg pozitifligi saptanabilir. Bu durum olgunun
izleminde diger HBV gostergelerinin ortaya ¢ikmamasi ve antijeneminin gegici
olmasi ile ayirt edilebilir (3).

Kantitatif HBsAg kitleri ile yapilan calismalarda HBsAg diizeyinin serum
HBV DNA diizeyi ile korele oldugu gosterilmistir. Ancak lamivudin tedavisi alan
hastalarda HBsAg miktarindaki azalma HBV DNA diizeyindeki diislise gore daha
yavas olmaktadir (89).
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HBeAg: Akut enfeksiyonda HBsAg'yi izleyerek pozitiflesir, genellikle
HBsAg'den 6nce kaybolur. HBeAg'in pozitif olmasi kanda viriisiin fazla miktarda
oldugunu, aktif viral replikasyonu gosterir. HBeAg pozitif olan hastalarin
bulastiricilig: fazladir. Akut enfeksiyon da HBeAg pozitifliginin 8- 10 haftadan uzun
siirmesi, hastaligin kroniklestigini gdsterir. Kronik enfeksiyon da ise HBeAg'nin
pozitif olarak devam etmesi, agwr karaciger hastaligi gelisme riskini arttirir.
Enfeksiyon eskidik¢e hastalarin %50'sinde aktif viral replikasyon azalir ve HBeAg
kaybolur, anti-HBe antikorlar1 saptanir (3).

Anti-HBe: HBeAg'ye kars1 antikorlar; erken nekahat doneminde, HBeAg'nin
kaybolmasini takiben hemen veya 1-2 hafta sonra ortaya cikar. Bazi olgularda ¢ok
kisa bir donem HBeAg ile birlikte pozitif bulunabilir. Akut enfeksiyonda anti-
HBe'nin saptanmasi, viral replikasyonun azaldigmin gostergesidir ve hastaligin
iyilesmeye yonlendiginin habercisi olarak kabul edilir. Anti-HBe antikorlar1
hastalarin ticte birinde alt1 ay i¢inde saptanamayacak diizeylere iner; digerlerinde ise
4-6 yil kadar devam eder. Anti-HBc ve anti-HBs antikorlariyla birlikte saptanmasi,
yakinda gecirilmis akut HBV enfeksiyonunu gosterir. Kronik HBV enfeksiyonunda
anti-HBe antikorlarmin olusmast da, enfektivitenin ve viral replikasyonun
azaldiginin gostergesi olarak kabul edilmekteydi. Ancak "precore" mutantlari
varliginda, HBeAg sentezi durmasina karsin viral replikasyon siirmekte ve anti-HBe
ile beraber HBV DNA pozitifligi goriilmektedir. Kronik HBV enfeksiyonun da
tedavi ile HBeAgmin kaybolmasi, anti-HBe antikorlarmm  olugmasi
hedeflenmektedir. Bu nedenle anti-HBe, tedavi izleminde HBsAg ve HBV DNA ile
birlikte 6nemli bir gostergedir (3).

Anti-HBcIgM: Akut HBV enfeksiyonunun gostergesidir. Akut enfeksiyon da
hastalik belirtileri ile birlikte pozitiflesir, erken nekahat doneminde tepe diizeyine
ulasir ve 3-12 ay icinde azalarak saptanamayacak diizeye iner. Anti-HBcIgM;
HBsAg pozitifliginden 1-4 hafta sonra saptanir ve bazen akut HBV enfeksiyonunun
tek gostergesi olarak bulunabilir. "Pencere donemi" olarak adlandirilan bu dénemde
HBsAg ve HBeAg kaybolmus, fakat bu antijenlere karsi antikorlar heniiz saptanabilir
diizeye ulagsmamistir. Bu donemde HBV enfeksiyonunun tek gostergesi; anti-
HBcIgM pozitifligi veya onunla birlikte anti-HBclgG antikorlar1 olarak saptanir.

Pencere donemi ortalama 2-8 hafta kadar siirer. Bazen bir hafta kadar kisa oldugu, ya
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da bir yila kadar wuzayabilecegi de bildirilmektedir. Ayrica; kronik HBV
enfeksiyonunun akut alevlenme donemlerinde ve HBeAg serokonversiyonu sirasinda
anti-HBcIgM antikorlar1 tekrar artarak saptanabilir. Kronik enfeksiyon boyunca anti-
HBclgM antikorlar1 diisiik diizeyde salgilanmaya devam etmektedir (3).

Anti-HBclIgG ve total Anti-HBc: Akut HBV enfeksiyonun da anti-HBclgG,
anti-HBcIgM'1 izleyerek pozitiflesir ve erken nekahat doneminde tepe diizeyine
ulasir; hayat boyunca saptanabilir diizeyde kalir. Anti-HBcIgG akut enfeksiyon
doneminde pozitiflestigi ve hayat boyu saptanabildigi i¢in akut, kronik veya onceden
gecirilmis HBV enfeksiyonunun gostergesidir ve kisinin HBV ile karsilagsmis
oldugunu gosterir. Bazi hastalarda HBV enfeksiyonunun kanit1 olarak sadece anti-
HBclgG saptanabilir. Diger serolojik gostergeler olmaksizin saptanan salt anti-
HBclgG antikorlar1; uzamis pencere déonemini, HBsAg'nin saptanamayacak kadar
diisiik oldugu kronik enfeksiyonlari, mutant viriislerle olusmus ve bu nedenle ticari
kitlerle HBsAg saptanamayan kronik enfeksiyonlar1 gosterebilecegi gibi pasif antikor
aktarimina ya da serolojik capraz reaksiyonlara bagh olabilir (3).

Anti-HBs: Iyilesmeyle sonlanan akut enfeksiyonda HBsAg kaybolduktan
sonra saptanabilir diizeye ulasir. Anti-HBs antikorlarinin olusmasi, hastaligin
iyilesme ile sonlandigmi ve bagisiklig1 gosterir. Anti-HBc antikorlar1 ile birlikte
genellikle hayat boyunca saptanabilir diizeyde kalir. HBV asilamasindan sonra da
anti-HBs antikorlar1 gelisir; bu durumda anti-HBc antikorlar1 negatiftir ve
bagisikligim izlemi i¢cin anti-HBs titrelerinin izlenmesi gerekir. Asillamadan sonra
saptanan 10 IU/L'nin tizerindeki anti-HBs diizeyleri koruyucudur. Asi olmamis
kisilerdeki sadece anti-HBs pozitifligi, enfeksiydoz olmayan HBsAg ile karsilasmay1
akla getirmelidir. Ozellikle saglik calisanlarinda bu yolla immiinizasyon
goriilmektedir. Kronik HBV enfeksiyonunda, HBsAg ile immiin kompleksler
olusturdugundan, genellikle anti-HBs saptanamaz (3).

Anti-HBcAg pozitif ancak anti-HBsAg negatif bir hasta pre-core mutant HBV
ile kronik olarak enfekte olabilir ya da vahsi tip HBV ile diisiik seviye replikasyonu
olabilir. Bu durumlarda, ¢ok sayida parametre incelenmelidir, 6rnegin serumda ml
basi Olgiilen erken antijen (HbeAg), anti-HBeAg, HBsAg, HBcAg ve son olarak viral
yiik. HBeAg normal olarak sadece aktif replikasyonlu akut ve/veya devam eden

enfeksiyon durumunda eksprese olur. Ancak, siroz ya da hepatoseliiler karsinoma
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(HCC) dontismesi bakimindan yiiksek risk tasirken, HBeAg yi eksprese etmeden
aktif replikasyon gosteren pre-core mutant denilen viriisler mevcuttur. HBeAg
serokonversiyonun deneklerin %98’inden fazlasinda olustugu ve iyilesmenin bir
gostergesi olmasa da vahsi tip HBV’de bulunacagi i¢in kiirlin bir gostergesi olmadigi
da not edilmelidir. Serolojik tarama tamamlandiktan ve replikatif bir HBV
enfeksiyonu ongoriildiikten sonra HBV DNA gibi daha pahali molekiiler yontemler
uygulanir. Onemli olan genellikle tedaviye baslayip baslamamaya karar vermek,
tedavinin etkililigini ve tedaviye uyumunu izlemek, direncli suslar1 ve HBV nin pre-

core mutant zincirlerini belirlemektir (15).

Tablo 1. HBV serolojik testlerinin yorumlanmasi (3).

HBsAg HBeAg Ant-HBe Ant-HBclgM  Anti-HBclgG  Anti-HBs HBV DNA  YORUM

+ = " - - - - Erken enfeksiyon donemi
+ + - + +/- - + Akut enfeksiyon
- +/- - - Erken nekahat déneminde
akut enfeksiyon (pencere
ddnemi)
. = + + k3 - - Akut hastaligin nekahat
doénemi
- +- - + + - Gegirilmig enfeksiyon
+ + = 2 + - + Kronik enfeksiyon
(enfektivitesi ylksek)
+ - + = + - +/- Kronik enfeksiyon
+ ™ ks - +/- Kronik enfeksiyon
- + # + Salt anti-HBc pozitifligi
(Disik diizey enfeksiyon)
+ - - Salt anti-HBc pozitifligi

(Eskiden gegirilmis
enfeksiyon?, yalanci test
pozitifligi?)

- - - - + - Agilama ile kazaniimig
badigiklik

1.1.9.2. Molekiiler Testler

Hepatit B wviriisiine ait antijenlerin veya antikorlarm hasta serumunda
saptanmasimi saglayan serolojik testler enfeksiyonun hangi evrede oldugunu
belirlemede ve enfektivitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Serolojik testlerin yetersiz kaldig1 durumlarda ve atipik serolojik vakalarda taniya
gitmede, antiviral tedavinin izlenmesinde, c¢esitli mutasyonlarin tespitinde molekiiler
biyoloji tekniklerinin kullanildigi goriilmektedir (29).

Cogu bilimsel topluluklar, kronik olarak enfekte HBV hastalarmin yonetimi
icin konsensus belgeleri ve/veya kilavuzlart yayimlamistir (90). Bu arastrmacilarin
hepsi viral yiikiin baslangic sayisini ve takip stiresince stirekli dlgtimlerin yapilmasini
tavsiye ederler. Hasta takibinin, tedaviye baglama ya da hastaya verilen ila¢ rejimini

degistirme konusunda karar vermek a¢isindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Buna
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ek olarak, precore mutasyonlu HBeAg negatif suslar gibi hepatoseliiler karsinom
gelisimi i¢cin yiliksek risk tasiyan suslarla enfekte hastalarda bulunan diisiik
seviyedeki vireminin tespit edilmesi i¢in kantifikasyona yonelik hassas yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Son zamanlarda kullanimi gittikge yayginlasan real-time
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) teknigi HBV DNA’nin miktarinin
belirlenmesine imkan saglayan hizli ve basit bir testtir. Bu yontem, termocycle
siiresince olusan PZR fiiriiniin vermis oldugu fluoresansin belirli zaman araliklarinda
Ol¢iilmesi temeline dayanir. Sonucta, HBV yiizey geni i¢in diizenlenmis bir prob ve
bilinen konsantrasyonlar1 iceren referans standartlarla HBV DNA miktar1 belirlenir.
Bu teknikle serumda ¢ok az miktarda HBV DNA genom kopyasi varsa bile tespit
edilebilir. Ancak kantitatif PZR metodlarinin yiliksek orandaki sensitivitelerine
ragmen standardizasyon, kontaminasyon ve yeniden tekrarlanabilirlik gibi birtakim
problemleri bildirilmistir (29).

Kronik HBV enfeksiyonunun, serum ya da plazmada en az 6 ay siiresince
viral DNA olarak 6lgiilen tespit edilebilir bir viral yik olduguna dair kriterler
iizerinde anlasilmistir. Bu durumda >20,000 [U/ml ya da >100,000 kopya/ml tespit
edildiginde, aktif replikasyon oldugu diisiiniiliir. Ayn1 zamanda, HBV negatif kronik
hepatit B viriis enfeksiyonlarinda, HBV DNA, izlenmesi gereken tek gostergedir
(15). Buna ek olarak viral DNA’nin kalitatif ve kantitatif 6l¢iimii, diger bir durum
olan okiilt (occult) hepatitin izlenmesi i¢in onemlidir. Bu tespit edilebilir HBsAg
yoklugunda o6lciilebilir DNA seviyeleri ile HBV enfeksiyonu olarak karakterize
edilir. Okiilt hepatit B viriis enfeksiyonunun arastirilmasi immunosupresyon oncesi,
solid organ transplant donorlerinde, pozitif HBV serolojisi (HBcAg antikorlart)
durumlarinda ve kriptojenik karaciger hastaliginda omerilir (91). HBV tedavisi
siiresince ya da kronik HBV enfeksiyonunu izlemek i¢in viral yiikiin her 3-6 ayda bir
Olciilmesi tavsiye edilir. Buna ilaveten, tedaviye basladiktan sonra viral yiikiin
Olciimii yararlhidir ve tedaviye cevap vermeyenleri belirlemek i¢in standart bir
yontemdir (92, 93). Tedavi sirasinda HBV DNA konsantrasyonundaki artmalar ilag
direngli varyantlar1 akla getirir, bu nedenle tedaviyi izlemek agisindan HBV
DNA’nm kantitasyonu 6nemlidir. Ayrica HBV DNA kantitasyonu invaziv cerrahi
girisim yapilacak HBV tasiyicis1 kisilerde enfeksiyon riskini saptamada da
kullanilabilir (94).
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1.1.10. Mutant Viriisler

Hepatit B viriisii ile enfekte kisilerde enfeksiyon yasi biiylidiikce, viral
popiilasyonda mutant virlislerin ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Deneysel olarak HBV'nin
mutasyon hizi, her enfeksiyon yilinda 10 000 baz cifti (bg) i¢in bir niikleotid olarak
hesaplanmistir. Bu mutasyon hizi diger DNA viriislerinden 10- 100 kez fazla olup,
HBV'nin RNA aracis1 kullanarak revers transkripsiyonla replike olmasina baglidir.
Kronik, uzun siireli bir enfeksiyon olan HBV enfeksiyonunda viral replikasyon
hizinin ve revers transkriptaz hata oraninin yiiksek olmasi, popiilasyon icinde mutant
kokenlerin zamanla birikmesine neden olur. Antiviral tedavi verilmesi durumunda,
"wild type" virlise gore replikasyon iistiinliigii olan mutant virtislerin seleksiyonu ile
virilis yeni kosullara hizla uyum saglayabilmektedir (3).

1.1.10.1. Basal Core Promoter/Precore ve Core Bolgesinde izlenen
Mutasyonlar

Giliney Avrupa ve Asya'da agir karaciger hastalig1 ve aktif viremisi olan birgok
hastada HBeAg'nin negatif oldugu goriilmiistiir. Bu hastalarda precore/core geninde
1896. niikleotidin mutasyonu (TGG; TAG) ile stop kodon olugsmakta ve HBeAg
translasyonu durmaktadwr. HBcAg sentezi bu kodondan daha sonra bagladigi i¢in
mutasyondan etkilenmemektedir. HBeAg negatif olarak adlandirilan bu varyant
viriisler, fulminan hepatit ve agir kronik karaciger hastalarinda da tanimlanmistir (3).

Hepatit B viriisii genotipleri B, D, E ve G'de ve baz1 C genotiplerinde 1858.
niikleotid timidin seklindedir ve mutasyon sonucu olusan stop kodonu A-T baz ¢ifti
olusturarak fonksiyonel sekonder yapiy1 stabilize etmektedir. HBV genotipleri A, F
ve baz1 C genotiplerinde ise 1858. pozisyonda sitozin bulunmakta; bu genotiplerde
pre-core stop kodonu mutasyonu nadiren izlenmektedir (29).

"Core promoter" bolgesi, HBV'nin replikasyonu ve morfogenezinde en 6nemli
rolii {istlenen gen bolgesidir. pgRNA ve c¢ekirdek proteini mRNA'sinin
transkripsiyonunu yonetir. HBcAg ekspresyonunu posttranskripsiyonel olarak
diizenler. Bu bolgede HBV genotipine bagl olarak "precore" mutasyonlar1 goriiliir
mRNA transkripsiyonu baskilanir ve HBeAg salmimi %70 oraninda azalir. Bu
mutasyonlar ayni zamanda Enh II bolgesini etkiler ve viral replikasyon giiclenir.
"precore" mutasyonlar1 viral replikasyonu tek bagma fazla etkilememektedir,

lamivudine direncli mutantlarda ise replikasyon kapasitesinin onarimma katkida
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bulunabilirler (3). Genel olarak bu mutasyon tipi siklikla A genotipi ile enfekte
kisilerde ortaya ¢ikmaktadir. Core geninde izlenen mutasyon oranlar1 pre-core stop
kodonu mutasyonlarinin varligi, HBe antijeni sentezi ve karaciger hastaliginin
aktivitesi ile iligkilidir (95).

1.1.10.2. X Bélgesinde izlenen Mutasyonlar

X geninde olan mutasyonlar transkripsiyonun kontroliinii ve HBx
fonksiyonunu etkilemektedir. HBx, serin proteazi inhibe ederek viral transkripsiyonu
arttirir. Hiicre iginde p53 proteinine baglanir, bir¢ok sinyal yolunu, piirin ve primidin
metabolizmasimi aktive eder. pS3 geninin HBV iizerindeki baskilayici etkisini kaldi-
rir. Bazal core promoter bolgesindeki delesyonlar eksik HBx sentezine yol acar. Bu
mutasyonda p53 bagimli transkripsiyonel baskilama bolgesi kayboldugundan, HCC
olusumunda 6nemli olabilir (3).

1.1.10.3. S Geni Mutasyonlar

Hepatit B viriisii'ne karsi notralizan antikor yanitina neden olan "a"
determinantindaki 124-147. aminoasitler arasi, tiim subtiplerde olduk¢a korunmus bir
bolgedir. 145. pozisyonda bulunan glisinin, arjinine degismesine neden olan
mutasyon (sG 145R) viriiste biiylik antijenik degisiklige neden olur. HBsAg'in {i¢
boyutlu yapisinda olan bu degisiklik, anti-HBs'nin notralizan etkisinden kurtulmasina
ve replikasyona devam etmesine neden olur. S geninde olan mutasyonlar, ayni
dizileri kapsayan P genini de etkiler. Lamivudin ile azalmis viral replikasyon hizi bu
mutasyonlarla artmaktadir (3).

1.1.10.4. Polimeraz Bolgesinde izlenen Mutasyonlar

Revers transkriptaz inhibitdrii olan niikleotid/niikleozit analogu ilaglarin
kullannmindan sonra goriilmeye baslanmistir. P geni en uzun gendir, genomun
%80'in1 kapsar ve diger {i¢ genle ortak dizileri kullanir. Kodladig1 polimeraz proteini
pgRNA'dan sentezletilir. Polimeraz proteini multifonksiyonel bir proteindir, revers
transkriptaz, DNA polimeraz ve RNaz H aktivitelerine sahip boliimleri bulunur.
Enzimin revers transkriptaz aktivitesi gosteren C katlantisinda yer alan tirozin (Y),
metiyonin (M), aspartat (D), aspartat (D) aminoasitlerinden olusan bolimii (YMDD
motifi) niikleotid baglayan katalitik bolgesidir. Lamivudin kullanimi ile bu bolgedeki
metiyoninin 1zolésin veya valine degismesi (rtM2041 veya rtM204V) viriisiin

replikasyon kapasitesini diistiriir (3).
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Tedavide Interferon ile birlikte en sik kullanilan ila¢ olan Lamivudin'e kars:
olusan bu direng, tedavi alan hastalarin % 14-32'sinde ilk yilda izlenmekte; 4 yilin
sonunda ise % 70'e kadar ¢ikmaktadir. YMDD motifinde aminoasit degisimi tasiyan
direngli mutantlarin in vitro replikasyon etkinliginin wild-type virlislere gore daha
diisiik oldugu saptanmistir (29).

1.1.11. Antiviral Diren¢ Testleri

Son on yilda klinik uygulamaya gittikce daha c¢ok antiviral ajanlarin
girmesiyle, HBV enfeksiyonlar1 i¢in yeni ve kombine tedavi segenekleri gittikce
artmaya devam etmektedir. Bir¢ok yeni antiviralin yan etkisi olarak, direng
mutasyonlarmin gelisimi de artmaya baslamistir ve HBV’de gbézlemlenen antiviral
diren¢ sorununun, bugiin HIV tedavisinde yasananlar kadar karmasik hale gelecegi
ongoriilmektedir. Genotipik analizle, direng ile baglantili bazi mutasyonlar
tanimlanabilir. Polimeraz YMDD gibi mutasyonlar tedavi sirasinda ortaya ¢ikarsa,
bu bulgu direncin baslica kanitin1 olusturur. Asil sorun, bilinen mutasyonlardan
hicbiri saptanamadiginda ortaya ¢ikar. Bu gibi durumlarda, heniiz direncle baglantili
olmayan diger yeni mutasyonlarin tedavi basarisizligina ne derece katkida
bulundugunu hesaplamak gerekir. Bu durumda, olduk¢a az sayida HBV
laboratuarlarinda olusturulan in vitro fenotipleme prosediirlerinin uygulanmasi
gerekir. Ne yazik ki, ticari yontemlerle sadece bilinen mutasyonlar tespit edilebilir ve
smiflandirilabilirken, yeni mutasyonlar spekiilatif kalir; boylelikle fenotiplemede
muhtemelen onemli mutasyonlar tespit edilememis ya da goz ardi edilmis olur.
Bununla birlikte sekanslama sonuglarinin yorumlanmasinda yeni e-08renme
veritabani ¢oziimlerinin kullanilmasi muhtemelen yardimei olacaktir (15).

1.1.12. Sonug ve ileriye Doniik Projeksiyonlar

HBV tanisiyla ilgili gelecekte karsilasilabilecek en biiylik sorunlar immiin
kacis mutantlar1, okkiilt hepatit ve HBeAg negatif kronik hepatit ve gittikce artan
diren¢ mutasyonlaridir. HIV direncini gosteren yontemlere benzer sekilde genotip
sonuclarinin veritabant yorumuna dayanan goriintiisel fenotip gibi yeni yontemler
laboratuar sonuclarinin yorumlanmasima yardimci olabilir. Bununla birlikte, gelismis
bu tami araglarinin iiretimlerindeki hizli artisin kotii tarafi, tedavi kararlarini
belirleyecek ve suboptimal HBV tedavisini Onlemeye yardimci olabilecek bu

testlerin fiyatlaridir (15).
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1.1.13. HBV Direnc ve Teropatik Stratejilere Yonelik Cikarimlar

1990’11 yillarin ortalarindan beri interferon monoterapisi kronik hepatit B
enfeksiyonunun standart tedavisi olmustur. Baglica interferon direnci, HBeAg ya da
HBsAg antijen kayb1 ya da serokonversiyon olarak ortaya ¢ikar ve bu durum HBV
B,C ve D genotiplerinde, HBV genotip A’ya gore daha az siklikta bildirilmistir.
Bununla beraber, tedavi sirasinda interferona direng gelisimi simdiye kadar
bildirilmemistir (15).

Gilintimiizde HBV polimeraz inhibitorleri ile tedavi farkli direng profilleri
olan, direng gelisiminin kontrolii ve antiviral etkinlikleri farkli olan iki aktif alt smnif
ile sinirhdir. Bir ajanla suboptimal tedaviye bagh olarak direng, kismi ya da tam
capraz dirence bagl olarak ardindan verilen ajanlarin etkisini azaltir ya da tamamiyla
ortadan kaldirr. Bu durum lamivudin, telbivudin ve entecavir i¢in kesin olarak
ortaya konmustur. Entecavir ile tenofovir arasinda olusacak kismi g¢apraz-direng
thtimaline isaret eden bazi veriler mevcuttur. Adefovirin tenofovire diren¢ olusturma
potansiyeli lizerinde yeterli ¢galisma yapilmamistir ve bu konu hala tartigilmaktadir.

Hepatit B viriisii i¢cin de novo kombinasyon terapisinin ardisitk monoterapiye
olan ustlinliigii, cok yiiksek HBV viremisi gosteren hastalar i¢cin muhtemeldir ancak
bu prospektif klinik caligmalarla kanitlanmaya muhtagtir. Diisiik ya da orta viremisi
olan hastalarda, hizli HBV replikasyon supresyonu saglandigi taktirde yiiksek
genetik bariyerli ilaglarin kullanimi da direng gelisim riskini oldukg¢a diisiiriir.

Ilk tedavi stratejisinin secimi gelecekte uygulanacak tedavi ydntemlerini
belirleyecek ve suboptimal tedavi durumlarinda, sadece birkag yil i¢inde
seceneklerin hizla tiikenmesiyle sonuglanabilecektir (15).

1.2. Hepatit Delta Viriis Enfeksiyonu

1.2.1. Tamim

Hepatit D virtisi (HDV), bir Deltaviriis olup, insan patojenleri icinde en
kii¢iik genoma sahip olan RNA viriistidiir (96, 97). HDV enfeksiyonunda, HBV nin
yardimec1 fonksiyonunun boyutu heniiz tam olarak bilinmemektedir. HDV’nin
HBV’ye bagimlilig1 sadece viriislin tiimlesmesi i¢in HbsAg’nin sagladigi olanakla
sinirhidir. Kisaca HDV, tam replikasyon ve transmisyon i¢in hepatit B virtisiit (HBV)
ylizey antijenine (HBsAg) ihtiya¢c duyan defektif bir RNA viriisiidiir (98-100).

Retroviriisler digindaki tiim RNA virtiisleri, replike olmak i¢in kendi kodladiklar1
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RNA’ya bagimli RNA polimerazlar1 (RdRp) kullaniyorken, HDV bitki viroidlerine
benzer sekilde RdRp’den yoksundur ve ancak bir hiicre igerisine girdikten sonra
replike olabilmektedir (96). Hepatit delta sadece HBsAg pozitif olan bireylerde akut
ko-enfeksiyon olarak ya da kronik hepatit B’li hastalarda siiper enfeksiyon olarak
gortliir. Yapilan baz1 ¢aligmalar, kronik HDV enfeksiyonunun, daha hizli ilerleyen
fibrozis, artmis hepatoselliiler karsinom riski ve yerlesmis siroz durumunda erken
dekompanzasyona sebep olmasiyla, kronik HBV mono-enfeksiyonuna gére daha
ciddi bir karaciger hastaliina yol actigmi ortaya cikarmistir. Sempanzelerde
eszamanlt HBV ve HDV enfeksiyonunun, tek basma HBV enfeksiyonundan daha
ciddi oldugu da ortaya konmustur. Simdiye kadar sadece interferon alfa tedavisinin
HDV’ye kars1 onemli antiviral aktivite gosterdigi tespit edilmis ve uzun siireli
gidisat1 diizeltmeyle iligkilendirilmistir. Pegile interferon kullanimu ile ilgili edinilen
son veriler dnceki bulgular1 dogrular niteliktedir. PEG-IFN hastalarin yaklasik dortte

birinde virolojik cevap oranlarinin kalici olmasina yol acar (98).
1.2.2. Viriisiin Yapisi ve Viral Genomun Organizasyonu

Delta virilis viriyonu yaklasik olarak 36-43 nm biiytikliigiindedir ve HDV
RNA ve delta antijeni igerir. Viral genom 1679 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda, tek-
zincirli, negatif polariteli ve sirkiiler RNA yapisindadir. HDV 1700 bg igeren, insan
hepatit viriislerinden en kiiciik genoma sahip defektif bir RNA virtistidiir. Hepatit B
viriisiiniin pre-S ve S antijenlerinden (HBsAg) gelen kilif proteini ile kaplhdir.
HBsAg, viriisin matiirasyonu, hiicreden hiicreye gecebilmesi ve varhi§ini
siirdiirebilmesi i¢in gereklidir. Niikleokapsidi 19 nm capindadir ve polihedral
simetridedir; genomik RNA ve delta antijeninden (HDAg) olusur. Delta antijeni
virilisiin kodladig1 tek proteindir; biiylik ve kiiciik olmak {izere iki formda bulunur.
HDV RNA, dizilerindeki % 74 oranindaki baz eslesmesinden, G+C oraninin yiiksek
olmasindan dolay1 katlanarak dallanmamis ¢omak (rod-like) seklinde bulunur. Bu
formdaki RNA molekiilii daha stabildir ve transkripsiyonu baglatabilir. Denatiire
oldugunda ise dairesel yapida goriiliir (96, 101, 102).

Deltaviriis RNA’s1 licli genomik zincirde diger li¢li ise antigenomik zincirde
olmak iizere alt1 “open reading frame’e” (ORFs) sahiptir. Bir ORF, HDAg’i
kodlarken diger ORF’ler aktif olarak kopyalanmaktadir. Virlisiin iki HDAg’i
mevcuttur. Bunlar: kiicik HDAg (S-HDAg) (24 kD) 155 amino asit uzunlugundadir
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ve biliyik HDAg (L-HDAg) (27 kD) 214 amino asit uzunlugundadir. S-HDAg
sekansinda olusan tek bir niikleotid degisikligi (A-G) L- HDAg’nin sentezine yol
acar. HDAg, viriis biyolojisindeki bircok Onemli olayr diizenler. Replikasyon
sirasinda genomu hiicre ¢ekirdegine yonlendirir, genomik RNA’y1 baglar, dimerize
olarak niikleokapsidi olusturur. Kiigiik HDAg genom sentezini artirirken, HDV RNA
sentezini inhibe eden biliylik HDAg, virion morfogenezisi i¢cin gereklidir, HBsAg ile

birlikte viriisiin kurulmasinda rol oynar (98).
1.2.3. Replikasyon
1.2.3.1. HDV RNA Sentezi

Hepatit Delta viriisii’niin hayat siklusundaki en Onemli faktor HBV
replikasyonudur (103). HDV, karaciger hiicrelerinde replike olur. Viriisle enfekte
kisilerde deneysel olarak enfeksiyon olusturulan sempanzelerde baska bir
replikasyon bolgesi gosterilememistir. Viriisiin hepatosite girmesi HBsAg nin Pre-S1
bolgesi ile hepatosit yiizey molekiillerinin etkilesimi sonucunda gerceklesir. Hiicre
icinde S-HDAg tarafindan ¢ekirdege yonlendirilir.

Delta viriis replike olurken, multimerik lineer yapiya kavusmak icin genomik
zincirin konak RNA polimerazim1 kullanarak replike olduktan sonra lineer
monomerlerine ayrilir ve projeni viriisiin sirkiiler HDV RNA’sma baglanarak “ikili
donen dairesel model” dogrultusunda replikasyonunu gergeklestirir. Viriisin RNA
polimeraz enzimini bulundurmamasi ve hiicresel RNA polimeraz II araciligi ile
replike olmasi en 6nemli 6zelligidir. DNA’dan RNA sentezleten bu hiicresel enzimin
viral RNA’ya yonlendirilmesi HDV’ye 6zgiidiir.

HDV ile enfekte hiicrelerde ii¢ ayr1 RNA goriiliir. Bunlar;

-Sirkiiler yapida olan genomik RNA

-Antigenom olarak adlandirilan, genoma komplementer pozitif polariteli
sirkiiler RNA

-HDAg sentezleten pozitif polariteli, lineer yapida 800 nt.lik mRNA’dir
(103).

Hem genomik hemde antigenomik formlar karaciger hiicrelerinde
gosterilebilir, ancak serumda sadece antigenomik form bulunabilir (104, 105).

Delta virlis genomunun ve antigenomunun ribozim aktivitesi vardir.

Seksenbes nt.lik “ribozim kesim bdlgesi’nde, oto-katalitik olarak genomunu kesme
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ve baglama islemleri yapabilir. Antigenom, genomun tam komplementeridir, ancak
iizerindeki HDAg kodlayan bdlgenin 3’-ucunda poli-A sinyali bulunur. Bu bolgedeki
poli-A dizileri transkripsiyon sonrasi diizenleme ile kazanilir. Replikasyon sirasinda
hiicre i¢inde 30 000 kopya antigenom ve 600 kopya HDAg mRNA’s1 bulunur (96).
Her RNA 06zgiil olarak spontan kirilmanin olustugu tek bir bolgeye sahiptir.
Bu kirilma bdélgeleri psddoknot olarak bilinen 4 koklii yapi olusturan viral RNA'ya
karsilik gelen bolgelerdir. Genomik ve antigenomik RNA'larda kirilmanin oldugu
bolgelerde spontan baglanma reaksiyonlar1 ortaya c¢ikar. Ayrica HDV RNA'daki
spontan kirilma aktivitesi viral yasam siklusu esnasinda inhibe edilmesi gereken
potansiyel letal aktivitedir. Comaks1 diizenleme ribozim dizileri arasinda olusur ve
viral genomda 'attenuator diziler' olarak adlandirilir. Bu olay ribozim aktivitesi i¢in
gereken psodoknot yapinin olusumunu engelleyerek, viral genomun kendi kendini
ikiye bolmesini engeller (104, 105). Viral replikasyon esnasinda konak spesifik
faktorler (veya RNA chaperonlar) bu attenuator dizilerle iliskisini Onleyerek
replikasyon esnasinda ribozimi aktive eder (106). HDV, genom replikasyonu i¢in
hiicresel RNA polimeraz Il enzimini kullanir. HDAg direkt olarak RNA polimeraz
II’ye baglanarak molekiiliin negatif uzama faktoriiniin yerini degistirir ve enzim
aktive olur. Genomun transkripsiyonu baglatma bdlgesi 1630 nt.’de, HDAg mRNA’
sinin 5 ucundadir. RNA sentezi burada baglar, sirkiiler genom iizerinde devam
ederek lineer tek bir RNA molekiilii meydana gelir. Bu uzun molekiil ¢ok sayida
HDAg mRNA’dan olusur. Ribozim kesim bolgesinden kesilerek molekiilden ayrilan
diziler 5’-cap ve 3’-poli-A kuyrugu kazanarak olgunlasir. Hiicre sitoplazmasina
gecerek HDAg sentezine baglarlar (96).
1.2.3.2. Antigenom Sentezi
Antigenom sentezi de yukarida belirtilen mekanizmaya benzer. Ancak
antigenom sentezini baska bir enzimin, muhtemelen RNA polimeraz I enziminin
yaptig1 diisiiniilmektedir. Sentezlenen uzun lineer molekiil, oto-kesim ve baglama
yaparak, ¢ok sayida sirkiiler antigenom RNA olusur. Yeni olusan antigenom
RNA’lar L-HDAg icin yeniden diizenlenir. Ayrica hiicresel RNA polimeraz II
enzimini baglayarak genom sentezini baglatir. Uzun lineer bir molekiil halinde
sentezlenen genomik RNA’ da kendisini kesim bolgesinden ayirip iki ucu baglar ve

sirkiiler genom olusur (96).
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Sekil 4. HDV genom ve antigenom semalar1 (107)

1.2.3.3. HDAg Sentezi

Her iki HDAg’de ayni1 baslangi¢c kodonundan sentezlenmeye baslar. Ancak L-
HDAg’nin karboksi ucunda fazladan 19 amino asit daha vardir. Antigenomik RNA’
da olan “RNA editing” ile S-HDAg’nin stop kodonunda degisiklik olur ve
translasyon devam eder. Bu diizenleme, hiicresel ADAR (RNA adenozin deaminaz)
enzimi aktive edilerek yapilir. ADAR, antigenomun 1012. nt. deki adenosini amin
grubunu ayirarak inozine gevirir. izleyen transkripsiyonlarda bu pozisyondaki inozin,
guanozin olarak devam eder. ‘RNA editing’ ile S-HDAg nin 195. Pozisyonundaki
‘UAG’ sonlandirma kodonu, triptofan1 kodlayan ‘UGG’ haline doniisiir. Bu sayede
S-HDAg dizilerinden sonra sentez triptofanla devam ederek 214 aa.lik L-HDAg
olusturulur. Her iki HDAg’ de translasyon sonrasi izoprenilasyon, asetilasyon,
metilasyon, fosforilasyon gibi degisikliklere ugrarlar (96).

1.2.3.4. Viriisiin Olusmasi ve Salinmasi
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Sentezlenen genomik RNA’lar HDAg ile baglanir. Bir yandan da HDAg
dimerizasyonu ile niikleokapsit olusur. Bir viriyonda yaklagik 70 molekiil HDAg
bulunur. Hiicre ¢ekirdeginde olusan niikleokapsit endoplazmik retikulumda HBsAg
ile etkileserek zarfini kazanir. Zarflanma i¢in L-HDAg’nin karboksi ucundaki
sisteinin izoprenilasyonu gereklidir. Bu olayla lipofilik bir 6zellik kazanan molekiil
hem HDV RNA, hem de HBsAg’ye baglanarak viriisiin zarfin1 kazanmasini saglar.
Hiicre digina salimma asamasinin HBV’ye benzer sekilde oldugu diisiiniilmektedir.

Delta viriis replikasyonunda “RNA editing” olay1 replikasyonun biyolojik
regiilatorii olarak diisiiniilmektedir. Bu olay ile S-HDAg ve L-HDAg miktarlar1
iizerinden replikasyon diizenlenir. L-HDAg miktar: arttik¢a replikasyon baskilanir,

ancak viral salinim ile azalmasi tekrar replikasyonu destekler (96).
1.2.4. Delta Viriisii’niin Genotip Dagilimi

Daha onceki ¢aligmalara gore, diinyanin farkl bolgelerinden HDV genomlar:
analiz edilip ti¢ farkli genotip elde edilmis (108, 109). Ancak giinlimiizde yapilan
yeni ¢aligmalara gore sekiz HDV genotipi oldugu ortaya ¢ikarilmistir (99, 110-112).
En sik goriilen genotip, Genotip-I’dir (108, 109, 113) ve ozellikle Avrupa, Orta
Dogu, Kuzey Amerika ve Kuzey Afrika olmak iizere biitiin diinyaya yayilmis
durumdadir. Genotip-11 (daha once genotip Ila olarak adlandiriliyordu). Dogu Asya
ve Rusya’ nin Yakutya bolgesinde yaygindir (114, 115). Genotip I1I en yaygin olarak
Amazon Havzasmnda goriliir (116). Genotip-IV (6nceden genotip IIb (117-120)
olarak adlandiriliyordu) Japonya, Taiwan’da goriilirken, Genotip-V ve VIII ise
Kuzey Avrupa’ya go¢ etmis olanlarda dahil olmak ilizere Afrika kokenli bireylerde
bulunur (121). Almanya, Tiirkiye ve Yunanistan’1 kapsayan genis kapsamli Avrupa
Hep-Net International Delta hepatitis Intervention Trial (HIDT-1) tedavi caligmasima
dahil edilen tiim hastalarin HDV genotip I ile enfekte oldugu kanitlanmigtir (122).
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Sekil 5. HDV’nin diinyada’ki genotipik dagilimi (122)
1.2.5. Delta Hepatit’in Epidemiyolojisi

Hepatit delta viriis enfeksiyonu biitiin diinyada goriilen 6nemli bir karaciger
hastaligidir. HDV ilk defa 1977 yillarinda tarif edilmesine ragmen oldukca eskiden
beri var olan bir viriistiir. 1930'larda Brezilya'da yapilan ve saklanan karaciger
biyopsi orneklerinde HDV'ye rastlanmistir. Ayrica 1947'lerden beri saklanan ABD
ordusu kan orneklerinde HDV tespit edilmistir.

Delta virlis enfeksiyonu endemisinin yiiksek oldugu bdlgelerde HDV
siiperenfeksiyonu seklindedir. HDV c¢ocukluk ve adolesan caginda alinir, yakin
temas On plandadir. HDV enfeksiyonu epidemi yapti§1 zaman daha ¢ok ¢ocuklar ve
geng erigkinleri tutar, fulminant seyir ve Olim gorilebilir. Bu 6rnege en ¢ok
Amazonlar'da rastlanmaktadir. Endemilerin diisiik oldugu bolgelerde ise HDV
koenfeksiyon seklindedir. Erkeklerde siktir ve parenteral bulasim 6n plandadir.

Hepatit delta viriis enfeksiyonunun diinyadaki epidemiyolojik ozellikleri
genel cizgileri ile HBV'ye benzemektedir. Ancak HDV ile HBV epidemiyolojisi
arasinda bazi 6nemli farklar da vardir. HBV'nin orta diizeyde endemik oldugu bazi
bolgelerde HBV ile HDV siklig1 benzerlik gostermemektedir. Gilineydogu Asya, Cin,
Japonya, Afrika ve Alaska'da HBV siklig1 yiiksek buna karsihik HDV siklig1
diigiiktiir. Buna karsilik Akdeniz Ulkelerinde HDV sikhigi HBV'ye paralellik
gostermektedir. Ornek olarak HBV'ye bagl kronik karaciger hastaliginda anti-HDV
pozitiflik orani Italya'da % 20-30 iken, Japonya'da % 3'den azdir. Bu bdlgesel farkin

nedeni bilinmemektedir (123).
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Delta hepatiti Gliney Avrupa’da olduk¢a endemiktir. 1980 ve 90’larda yapilan
calismalar HBsAg-pozitifli bireyler arasinda anti-HDV prevalansinin % 20’den
yiiksek oldugunu gostermistir. Tiirkiye’de, HBsAg-pozitifli hastalarda HDV
prevelanslar1 Tiirkiye’nin batisinda <%35 ile Giiney Dogu’sunda >%27 arasinda
degismistir (124). Yiiksek delta hepatit prevalansinin goriildiigli diger bir iilke ise
kronik hepatitli vakalarm iicte birinin HDV enfeksiyonundan kaynaklandigi
Mongolya’dir (125).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde delta hepatitin epidemiyolojisi ile ilgili
sinirli sayida veri mevcuttur. 1985 ile 1993 arasinda yaymlanmis ¢alismalarda HDV
prevelansinmn Illinois eyaletinde, homoseksiiel erkekler arasinda %2 oldugu (126),
hemofilikler (127) ve hayat kadinlar1 (128) arasinda yaklasik %20 oldugu, hepatit B
tastyicilar1 arasinda ise %30’dan fazla oldugu bildirilmistir (129). Bununla birlikte
1983’ten beri 6nemli sayida vakay1 kapsayan c¢alisma yayimlanmamistir. Amerikan
toplumu i¢inde Ozellikle, IV ila¢ kullanicilar1 gibi yiiksek risk tasiyan bireyler
arasinda HDV prevalansi bilinmemektedir.

Diinya capinda 350 milyondan fazla insanin HBV ile kronik olarak enfekte
oldugu diisiiniilmekte ve bunlardan 15-20 milyonunun anti-HDV pozitif oldugu
tahmin edilmektedir (112, 130).

Giiniimiizde Bat1 Ulkeleri'nde HDV artik seyrek rastlanan bir hastaliktir.
Ulkemizde de son yillarda HDV enfeksiyonu azalmakta ve HDV'li hastalarin yas
ortalamasi giderek artmaktadir. HBV'nin hekimlerce daha iyi taninmasi, korunma
yontemlerinin halk tarafindan daha c¢ok bilinmesi ve HBV asisinin eskiye nazaran
yaygin kullanimi HDV ile karsilasma oranlarindaki diisiisii agiklayacak nedenler
olabilir. Bunun yaninda eskiden aktif enfeksiyon tanisinda yalnizca anti-HDV IgM
kullanilirken, bugiin HDV RNA testinden de yararlanilmaktadir. Tan1 testlerinin
duyarhliklarinin ve o6zgiilliiklerinin gelistirilmis olmas1 da HBV ve HDV ile enfekte
hastalarin daha kolay taninmasina, enfeksiyonun yayilimmin 6nlenmesine neden
olmustur. Son yillarda Bat1 Avrupa'da, Dogu Avrupa'dan gelen go¢gmenler ve benzer
sekilde yurdumuzda Dogu ve Giineydogu Anadolu'dan Bati Anadolu'ya gogler
nedeni ile HDV sikliginda artma izlenmektedir (123, 131).
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1.2.6. Hepatit Delta Viriis Enfeksiyonunun Patogenezi

Delta hepatit enfeksiyonunun patogenezi ile ilgili bilgiler sinirlidir. Hepatit
delta hastaliginda klinik gozlemler genellikle immiin aracilikli bir siirecin oldugunu
gostermistir. HDV replikasyonu sitopatik degildir. Hiicre icinde biriken fazla
miktardaki S-HDAg’nin toksik oldugu gosterilmistir. Akut enfeksiyon sirasinda
virlistin =~ sitopatik etkisinin hakim oldugu diisiiniilmektedir. Ancak kronik
enfeksiyonda viriise ait faktorlerden genotip ve HDAg tipi, konagmn immiin yanati,
yardimci virlis olan HBV’nin genotipi ve replikasyon diizeyinin patogenezde etkin
oldugu diistiniilmektedir (96). Bununla birlikte, sitopatik viral hastaliga isaret eden
bulgular da gozlenmistir. Bu hastaligm tipik bir 6rnegi olarak Giiney Amerika’nin
kuzey boliimiinde goriilen ciddi hepatit salgini verilebilir (132). Cogunlukla fulminan
seyreden bu hepatit vakalari, Genotip-III delta virlis’ten kaynaklanmistir. Kronik
HDV enfeksiyonunda karaciger biyopsisinde hepatositlerin ¢evresinde inflamatuvar
hiicreler ~goriilmesi ve ¢esitli otoantikorlarin  olugmasi immiinopatogenezi
desteklemektedir. Viriise kars1 olusan 6zgiil antikorlar, akut enfeksiyonda diisiik,
kronik enfeksiyonda yiiksek titrelerde saptanir. Bu nedenle viriisii notralize etmedigi
disiiniilir. HDAg’ye karst olusan IgM antikorlarmin nétralizan etkisi ise kesin
degildir; cesitli ¢alismalarda farkli sonuclar alinmistir (96). HDV viremisinin
dogrudan karaciger hastaliginin evresiyle iliskili olmamasi da 6nemlidir. Hepatit D
virlisiine kars1 hiicresel immiin cevap birka¢ arastirmaci tarafindan tanimlanmistir
(133, 134) ve T-hiicre cevaplarinin kalite ve kantitesi enfeksiyonun kontrolii ile
baglantilidir. Sitotoksik CD4+T hiicrelerinin sayis1 delta hepatit hastalarinda, HBV
ya da HCV enfeksiyonu olan bireylere oranla daha yiiksek oldugu bulunmustur
(135). Bir araya getirilen smirl bilgiler, en azindan HDV genotip I enfeksiyonun da
HDV’nin esas olarak immiin-araciliklt bir hastalik oldugunu ileri siirmektedir.
Antiviral tedaviler bu yiizden enfeksiyonun uzun siireli kontroliinii saglamak ic¢in
anti-HDV immiinitesini artirmay1 da hedeflemelidir. Tedaviye yanit HDV’ye spesifik
immiin yanit ile iligkili olabilir (99). Rados ve Samoa adalarinda HDV antikorlar1
pozitif, ancak karaciger hastaligi olmayan gruplarin ortaya konmasi, HBV
replikasyonunun HDV seyri lizerine etkisinin irdelenmesine yardimci olmustur.
HDV’nin HBV replikasyonunu baskiladigi sik¢a ortaya konmustur (136, 137). Delta
hepatitli hastalarin % 70 ila % 90’1t HBV seviyeleri diisiik olan HBeAg negatif
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bireylerdir. Bu hastalarda ALT diizeyleri ile HBV DNA arasinda iligki bulunmamasi,
karaciger hasarinda HDV’nin etkin oldugunu diislindiirmiistiir. Taiwan’da bir grup
krontk HDV hastasinda HDV RNA diizeyleri diiserken ALT ve HBV DNA
diizeylerinde artis oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte, HbeAg (+) delta
hepatitin seyri ilizerine yeterli ¢calisma yapilmamistir. HBeAg pozitif olan damar ici
ilag bagimlilarinda aktif HBV replikasyonu ve HDV patojenitesinde artis
bildirilmistir (96). HBeAg-pozitif olan hastalarin HDV ko-enfeksiyonu durumunda
HBV DNA’larinin negatif olabilecegini belirtmek énemlidir. Diger bir taraftan, HBV
pre-core stop kodonlar1 delta hepatitli olan hastalarda da gelisebilir ve boylelikle
HBeAg-negatif olan hastalarda 6nemli HBV DNA seviyeleri goriilebilir bu da
hepatit B’ye kars1 antiviral tedavilerin uygulanmasini gerektirir. HDV’nin sadece
HBV replikasyonunu degil, tri-enfekte olan hastalarda HCV replikasyonunu da
baskiladigina yonelik artan kanitlar da mevcuttur (99). Edinilen deneyimlere gore
anti-HCV/HBsAg/anti-HDV-pozitif olan bireylerin beste birinden azinin HCV
RNA’lar1 pozitiftir. Anti-HCV-pozitiffHCV RNA negatif olan hastalarin kaginin
HCV enfeksiyonunun 1iyilestigi ve kac hastanm viral enfeksiyon durumunda sadece
baskilanmis HCV replikasyonu gosterdigi acgik olarak bilinmemektedir. Viral
baskinligin zaman i¢inde degisebilecegi de not edilmelidir. Boylelikle ti¢lii enfekte

hastalar yakindan takip edilmelidir ve baskim viriis tedavisi diistiniilmelidir (98).
1.2.7. Delta Hepatit’in Klinik Seyri

Hepatit D viriis enfeksiyonunun dogal seyrini ve karaciger hastaliginin bundan
sonraki gelisimini belirleyen iki 6nemli asama bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
hastalikla karsilasildiginda bagisiklik olusturarak enfeksiyonu sonlandirabilme sansi,
digeri ise enfeksiyonun kroniklesmesi durumunda bunun asemptomatik tasiyicilik
veya kronik hepatit seklinde seyretmesidir. Akut hepatit evresinin iyilesme veya
kroniklesme seklindeki yonelisinde enfeksiyonun basladigi yas (bir anlamda da
enfeksiyonun alinig bicimi) 6nem tasimaktadir. Enfeksiyonun vertikal yolla alindigi
neonatal donemde ¢ogunlukla asemptomatik (iktersiz) hepatit gelisip, % 90'a varan
bir oranda kroniklesme sozkonusu iken, erigkin yasta ikterli seyir daha fazla,
kroniklesme orani ise ¢ok daha diisiiktiir (< %10). Hastalik siirecinin bundan sonraki
seyri, bireyin immiin yanit1 ile viriis arasindaki denge tarafindan belirlenir (138,

139). Karaciger hasariyla HBV-DNA ve ALT diizeyi arasinda anlamli bir iliski
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olmamasi bu olgularda gelisen karaciger hasarinin dogrudan HDV ile iliskili
oldugunu gostermektedir.

Hepatit delta viriis enfeksiyonunun muhtemel seyir sekilleri; akut, kronik,
fulminan ve siroz/ hepatoselliiler karsinom seklinde siralanabilmektedir (140).

1.2.7.1. Akut Delta Enfeksiyonu

Hepatit delta virlis tasiyan hastalarin klinik seyrinde ve histopatolojik
bulgularinda bir kétiilesme oldugu daha ilk donemlerde fark edilmistir. Akut HDV
enfeksiyonu ii¢ farkli sekilde gozlenebilmektedir. Bunlardan ikisi toplumda
koenfeksiyon veya siiperenfeksiyon seklinde goriilmektedir. Ugiincii sekil ise sadece
HBV ile iligkili karaciger transplantasyonu yapilan hastalarda belli bir siire sonra

goriilen sessiz HDV akut enfeksiyonudur (141, 142).

SEMPTOMLAR \

Anti-HBs

HAFTALAR
Sekil 6. Akut Delta koenfeksiyonun klinik ve serolojik seyri (143)

Koenfeksiyon: Delta viriisiiniin hepatit B ile birlikte alinmas1 koenfeksiyon
olarak adlandirilmakta olup bu hastalik formunda klinik seyir biiyiik 6l¢ciide tipik bir
akut hepatit B enfeksiyonuna benzemektedir. Koenfeksiyonda fulminan hepatit
riskinin arttigina iliskin bazi bilgiler bulunmasina ragmen bu konu hala tartigmalidir.
Koenfeksiyonlarmm kronik HDV enfeksiyonuna donlisme orami %2-20’dir. Delta
koenfeksiyonu sik karsilagilan bir durum olmayp bu konuda yapilmis olan

calismalar da sinirli sayidadir (104).
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Hepatit delta viriis defektif bir viriis oldugu i¢in koenfeksiyonun olusabilmesi
icin iki viriisiin ayn1 anda almmasi gerekmektedir. Bu nedenle iki viriisiin ayn1 anda
bulundugu bir kaynaga ihtiya¢ vardir. Bu kaynak her iki viriisiin canliligini da
korumus olmasi gerekmektedir. Ayni kaynaktan almman bu iki viriisiin bulagindan
sonrada HBV replikasyonu baslayana kadar HDV’nin kisinin immiin yanitindan
kacarak varligini siirdiiriip daha sonra patojen hale gelmesi gerekmektedir. Kisacasi
bunun teorik olarak miimkiin goriinmesine ragmen pratikte zor goriilen bir
enfeksiyon formu oldugu muhakkaktir (144). Bir koenfeksiyon olgusunda serum
aminotransferazlar1 tipik olarak ortalama 2-5 hafta arayla iki kez yiikselme
gosterirler. 1lk ALT yiikselmesi HBV’ye immiin yamitin, ikincisi ise HDVAg’ye
immiin yanitin gostergesidir. Hastalik, genellikle, 2—-10 haftalik bir siire igerisinde
kendiliginden 1yilesir, aminotransferazlar normale doner ve viremi gostergeleri
serumdan kaybolur (104).

Akut HBV/HDV ko-enfeksiyonu vakalarin %90’indan fazlasinda iyilesme
saglar ancak genellikle fulminan seyir agisindan yiiksek risk iceren ciddi akut
hepatite de sebep olabilir (145). Bunun aksine, kronik HBsAg tasiyicist olan
hastalarda HDV siiperenfeksiyonu durumunda hastalarin sadece kiiglik bir kisminda
HDV spontan olarak temizlenir. Es zamanli HBV ve HDV enfeksiyonunun
histopatolojisinin tek basina HBV enfeksiyonunda goriilenden daha ciddi oldugu
yoniindeki gozlem, sempanzelerle yapilan deneylerle de dogrulanmistir (146).
Hastalarda akut delta hepatitin ¢ok ciddi seyrettigi birka¢ salgin diinyanin farkli
bolgelerinde tanimlanmistir (138, 147, 148). Bununla birlikte, asilama
programlarinin uygulanmaya baslamasma bagli olarak Batili iilkelerde son yirmi

yilda akut delta hepatit olduk¢a nadir goriilmeye baslamistir.
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AYLAR/YILLAR
Sekil 7. Akut Delta siiperenfeksiyonun klinik ve serolojik seyri (143)

Siiperenfeksiyon: HBsAg pozitif bir kisinin sonradan HDV ile enfekte olmasi
durumudur. Burada klinik seyir fulminan hepatite kadar gidebilen agir bir akut
hepatit atagi seklinde baslamakta ve daha onceden mevcut olan hepatitin klinik,
biyokimyasal ve histopatolojik bulgularinda belirgin bir agirlasma ile devam
etmektedir. Bu olgularda klinik seyir akut baslar daha siddetlidir. inkiibasyon siiresi
koenfeksiyona gore daha kisa oldugu kabul edilmektedir. Kroniklesme orani1 %70-95
oldugu ve 6zellikle genotip-III"iin daha hizli kroniklestigi kabul edilmektedir.

Iyi bilinen bu iki hastalik seklinin disinda sonraki yillarda karaciger nakli
yapilan hastalarda goriilen ve HBV enfeksiyondan bagimsiz olarak ortaya ¢ikan yeni
bir delta hepatiti formu daha tanimlanmistir. Delta siiperenfeksiyonun kronik hepatit
B’nin dogal seyri ilizerindeki etkisinin gdstergesi kronik hepatit B olgular1 igerisinde
Delta siiperenfeksiyonun farkli siklikta bulunmasi ve bunun hastaligin agirligi ile
iligkili oldugudur.

Hepatit delta viriisii’nlin yaptig1 enfeksiyonlar diger hepatitlerle benzer
olmakla birlikte daha agir seyirlidir. Her iki formda da daha sik fulminan seyir
goriilmektedir. Kulucgka siiresi ortalama 21-60 giindiir. Yorgunluk, bulanti, istahsizlik
en sik goriilen klinik yakinmalardir. Klinik belirtilerden 3-7 giin sonra sarilik ve
karaciger fonksiyon testlerinde yiikselmeler izlenmektedir. Akut enfeksiyon tablosu

genelde 15-75 giin siirmektedir (144).
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Delta viriis enfeksiyonunu etkileyen énemli bir faktor {iclii enfeksiyonlardir.
Bir¢ok calismada HDV’nin HBV ve HCV’den daha baskin bir faktér oldugu ve
onlar1 inhibe ettigi goriilmiistiir. Ote yandan HIV ile birlikteligin HDV
enfeksiyonunu, HDV’ye immiin cevabin ¢ok zayif oldugu durumlar disinda pek
etkilemedigi gdsterilmistir (149).

Delta hepatitinin dogal seyrine iligkin veriler daha smirlidir. Bu noktada Delta
hepatiti patogenezinin hala tam olarak anlasilmamis olmasi klinik gézlemlerden elde
edilen neticelerin degerlendirilmesini giiclestirmektedir. Hastalarin akut evreden
sonra diizenli ve uzun siireli prospektif takibinin yapilmiyor olmasi1 da dogal seyir ile
ilgili dogrudan verilere ulagsmadaki bir diger sikintidir (139).

1.2.7.2. Kronik Delta Enfeksiyonu

Kronik hepatit formunda anormal karaci§er enzim degerleri, HBsAg (+)
varligl, anti-Delta (+) ve serumda HDV-RNA pozitifliginin en az 6 ay siiresince
saptanmasidir. HBV-DNA genellikle baskilandigi i¢in saptanmamaktadir. Kronik
HDV enfeksiyonu genelde, delta siiperenfeksiyonu sonucu olusmaktadir. Kronik
HDYV olgular tipik degildir ve klinik olarak diger hepatitlerden ayrilmazlar. Kronik
HDV enfeksiyonunda anti-HDV IgM ve IgG serumda goriiliir ve HDAg’de karaciger
dokusundan immiinohistokimyasal boyalar veya hibridizasyon ile gosterilir (149).

1989 yilinda Taiwan’da yapilmis olan bir arastirmada akut evrede saptanan 30
delta siiperenfeksiyonu olgusu 6-96 ay arasinda degisen siirelerle ileriye doniik
olarak izlenmistir. Anti-Delta (+) vakalarm % 69’unda siirekli ALT yiiksekligi, %
46’sinda Kronik aktif hepatit ve yilda % 9,4’linde siroz gelisimi izlenmistir. Buna
karsin kontrol grubunda bu oranlar anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu ¢alismada
siroz gelisme orant % 9,4 /yil olarak bulunmustur. Vakalarm % 25’1 ti¢ y1l, % 50’si
6-7 y1l igerisinde siroza doniismiistiir (149).

Yapilan bazi ¢aligmalar, artmig fibrozisin progresyonu, artmis hepatoseliiler
karsinom riski ve siroz durumunda erken dekompanzasyonun eslik ettigi kronik
HDV enfeksiyonunun, kronik HBV monoenfeksiyonundan daha ciddi karaciger
hastaligina yol actigini ortaya koymustur (150, 151). Tiirkiye’nin glineydogusunda,
HDV, karaciger sirozu ve hepatoselliiler karsinom vakalarmin yarisini olusturur
(117, 144). Yakin zamanda Tayvan’da ylriitilen uzun donemli gdzlemsel bir

calismada HDV-genotip 1 ile enfekte hastalarin kiimiilatif sagkalim oranlarmin 15
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yildan sonra % 50 kadar az oldugu bildirilmistir (152). HDV enfeksiyonu ayni
zamanda HIV ko-enfekte hastalarda daha yiiksek karaciger sirozu gelismesi riski ile
baglantilidir. Ispanya’da yapilan bir kohort c¢alismaya gére bu oran
HIV/HBV/HCV/HDV-enfekte hastalarda % 66 iken, karaciger sirozu goriilen
HBV/HCV/HIV-enfekte hastalarda sadece % 6’dir (153).

1.2.7.3. Asemptomatik HDV Olgularinin izlemi

Hepatit B virlisii enfeksiyonunun en 6nemli kaynag1 asemptomatik tasiyicilar
olup, yine bu enfeksiyonla miicadelede en etkili yol asemptomatik tasiyicilarin ortaya
cikarilmasidir (154).

Yapilan bir arastirmada anti-HDV pozitif olgulari anti-HDV pozitif olgularin
% 59'unda HDV-RNA diizeyi yliksek saptanmis bu olgularm ALT yiiksekligi ile
viral yiik arasinda bir iliski bulunmamistir (155). Anti HDV'si pozitif ve ALT diizeyi
normal olan olgular asemptomatik HDV olarak tanimlanirlar. Bunlarin seyrinde
HBV baskilandig1 i¢in HDV karacigerde daha hizli nekroz ve fibrosis yapar.
Asemptomatik HDV olgularinda ¢ok nadiren HBeAg pozitif bulunabilir ama hep
HBV-DNA diizeyi diisiiktiir. Yapilan bir calismada % 9.1 oraninda anti HDV
pozitif, ALT yiiksek HBV tastyicilarinda HDV-RNA negatif bulunmustur (156).
Asemptomatik HDV olgularinda ALT yiiksekligi HDV-RNA diizeyi ile iliskili olup
(157) bunlarm HDV-RNA acisindan degerlenilerek interferon tedavisi ile viral
replikasyon baskilanmas1 gerekir. HDV-HBV koenfeksiyonunda siroz gelisme orani
normal kronik HBV olgularindan daha yiiksek oldugu i¢in asemptomatik HDV

olgularminda yakindan izlenmesi gereklidir (144).
1.2.8. Delta Hepatitin Tamsi

HBYV enfeksiyonu olmayan kisilerde HDV arastirilmasina gerek yoktur. HDV
enfeksiyonunun tanisinda serumda serolojik gostergeler ve HDV-RNA arastirilir.
Ko-enfeksiyon ve siiperenfeksiyon ayrimi i¢in anti-HBc IgM testinden yararlanilir.
Stiperenfeksiyonda hastalarda HBsAg’nin negatif bulunabilecegi de unutulmamalidir
(96).

1.2.8.1. Serolojik Testler

HDAg: Akut enfeksiyon da antikorlar olusmadan 6nce kanda kisa bir siire
saptanir. Aktif viral replikasyonu gosterir. Serokonversiyondan sonra antikorlar ile

immiinokompleks olusturdugu icin saptanamaz. Kronik enfeksiyon da genellikle
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negatiftir. HDAg’nin “immiinoassay” testleri ile saptanabilmesi i¢in viral zarfin
denatiirasyonu gerekir. Akut enfeksiyonun erken tanisi i¢in yararhdir, ancak
tekrarlayan testlerle arastirilmasi gerekir. Immiinsupresyonlu hastalarda daha uzun
stireler kanda kalabilir.

Anti-HD Ig M: Akut enfeksiyon da HDAg’den daha sonra pozitiflesir. Akut
enfeksiyon da diisiik titrelerde, kronik enfeksiyonda c¢ok yiiksek titrelerde saptanir.
Ancak kronik enfeksiyon da saptanan IgM antikorlarmimn monomerik yapida oldugu
gosterilmistir. Anti-HD IgM antikorlarimin azalmasi1 ve kaybolmasi hastaligin
tyilesmeye yonlendigini gosterir. Tedavi izleminde yararhdir.

Total anti-HD veya anti-HD IgG: Ko-enfeksiyon da klinik belirtiler ortaya
ciktiktan 3-8 hafta, siiperenfeksiyonda ise iki-ii¢ hafta sonra pozitiflesir. Hem kronik
olgularda, hemde iyilesen olgularda pozitif bulunmustur. Miktar1t HDV replikasyonu
ile koreledir. Yiiksek titrelerde olmasi, kronik enfeksiyon da kotii prognozu gosterir
(96).

1.2.8.2. Molekiiler Testler

Hepatit delta virlis enfeksiyonunun teshisi icin kullanilan serolojik testler
yeterli ancak sensitivitesi ve spesifitesi diisiiktiir. HDV RNA hibridizasyonu ve
tersine transtranskripsiyon (RT-PZR) gibi molekiiler tekniklerdeki gelismeler taninin
ve hassasiyetin artmasini ve hastaligin seyrinin daha i1yi anlasilmasini saglamistir. Bu
gelismeler enfeksiyonun evresini dogru degerlendirmek, tedaviye cevap ve KC
transplantasyonu sonrasi reenfeksiyon olusumu i¢in klinisyene yardimci olur (151,
159).

HDV-RNA saptanmasi: Viral replikasyonun en iyi gostergesidir.

Hibridizasyon testleri: HDV RNA saptanmasinda ilk kullanilan testlerdir.
Referans merkezlerinde uygulanan bu "in-house" testlerle 104-106 genom/ml HDV
RNA saptandigi bildirilmistir

Kalitatif Revers Trankripsiyon (RT)-PZR: HDV RNA'nin daha duyarl bir
yontemle saptanmasini saglar. Duyarliligi 10-100 genom/ml kadardir. HDV'nin
genetik degiskenligi gbz Oniine alinarak cogaltma hedefi, genomun en korunmusg
bolgelerinden seg¢ilmelidir. Siklikla HDAg'ni kodlayan bdlgenin C-terminali
cogaltilir. Enfeksiyonun tanisinda su an i¢cin en giivenilir testtir. Tedaviye yanitin

degerlendirilmesinde, transplantasyon sonrasinda re-enfeksiyonun arastirilmasinda
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da kullanilir. Ancak "in-house" olarak yapilan bu testlerin standardizasyonu
gereklidir (96).

Kantitatif Revers Trankripsiyon RT-PZR: Ger¢cek zamanli PZR
yonteminin kullanima girmesinden sonra HDV RNA'nin hem duyarli, hem de
kantitatif olarak saptanmasina yonelik ¢alismalar olmustur. Bu amacla Japonya ve
Fransa'da yapilan calismalarda 100 kopya/ml duyarliliinda ve tiim genotipleri
saptayabilen testler gelistirilmistir. Rutin kullanomda hem tedaviye yanitin
izlenmesinde, hem de HDV patogenezinin aydinlatilmasinda yararli olacagi

disiiniilmektedir (96).

Tablo 2. HBV-HDV Koenfeksiyon ve siiperenfeksiyonunun serolojik olarak

karsilagtirilmasi

HDV testleri HBYV testleri

HDV HDAg Anti-HD  Total HBsAg Anti-HBe Anti-HBc Anti- YORUM

RNA IgM anti-HD IgM IgG HBs
+ + - - +/- + - - Akut ko-enfeksiyon, erken donem
+ + + +/- + + Akut ko-enfeksiyon, ge¢ donem
+ +/- +/- +/- +/- + Akut siiperenfeksiyon
+ + + + + Kronik enfeksiyon
+ + Gegirilmis enfeksiyon

Enfeksiyon yok

1.2.9. Laboratuvar Bulgularin Delta Hepatitinin Klinik Seyri Belirlemede

Yeri ve Onemi
1.2.9.1. Hepatit D Ko-enfeksiyonunun Laboratuvar Tanisi

Ko-enfeksiyonlarin ¢cogu klinik olarak akut ikterik hepatit B enfeksiyonuna
benzer. Karaciger nekrozu tipik olarak iki pik yapar. Ilki HBV'ye bagh ikincisi
HDV'ye baghdir. Koenfeksiyonda erken antijenemik faz olmayabilir. HDV'e karsi
IgG ve IgM antikorlarmin artis1 ile karakterizedir. Akut hepatitin baslangicindan
itibaren HDV'ye karsi1 antikor cevabi yavastir. Baslangigta HDV'ye kars1 IgM cevabi
yavastir. Giinler hatta haftalarca gecikebilir. IgG cevabi ilk 6nce konvalesan fazda
goriiliir. HBsAg pozitifligi ile bagvuran hastada HDV koenfeksiyonunu dogrulamak
icin uzun sureli takip gerekir. Koenfeksiyonda HBsAg pozitif, anti-HBc IgM pozitif,
anti-HDV IgM pozitif, HDV RNA RT-PZR ile pozitiftir (160).
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1.2.9.2. Hepatit D Siiperenfeksiyonunun Laboratuvar Tanisi

ALT’de bifazik seyir genellikle goriilmez. Daha 6nce HBsAg pozitifligi
bilinen (kronik hepatit B'li) bir olguda akut hepatik hasar var ise (ALT {ist sinrm 10
kat ve flzeri) nedenlerinden biri olarak anti-HDV arastirilmali ve pozitifligi
durumunda stiperenfeksiyon diisiiniilmelidir. HBsAg pozitif, anti-HBc IgM negatif
olan bir olguda anti-HD IgM, total anti-HD, HDV RNA veya HDAg’nin herhangi
birinin pozitifliginde tani konur (160).

1.2.9.3. Kronik Viral Hepatit D (KHD) Enfeksiyonunun Tanis1

HBsAg, anti-HBc IgG, yiiksek titrede [1/1000 (100-1000) ve iizeri] total anti-
D pozitif ve anti-HBc IgM negatif bir olguda 6 aydan fazla siiren serum HDV RNA
PZR ve serum HDAg’nin herhangi birinin pozitif bulunmasi durumunda kronik
hepatit D diistiniilmelidir.  Altinc1 ay ve sonrasinda silipheli olgularda karaciger
biyopsisinde HDAg saptanmasi ile tan1 kesinlestirilebilir (160). HBsAg-pozitif olan
her hastaya en az bir kez anti-HDV antikorlar1 bakilmalidir. Anti-HDV yoklugunda
HDV RNA’nmn dogrudan yapilmasimin bir yarar saglayip saglamadigi hakkinda bir
kanit mevcut degildir. Anti-HDV’nin pozitif sonu¢ vermesi “aktif” delta hepatit
varligina isaret etmeyebilir clinki HDV-RNA negatif gelebilir, bu da HDV
enfeksiyonunun iyilestigi anlamma gelir. Ayn1 zamanda uzun siire i¢inde anti-HDV
antikorlari, iyilesmeden sonra kaybolabilir. Bununla birlikte, hastada HBsAg
serokonversiyonu olustugunda bile anti-HDV yillarca devam edebilir (98). “Aktif”
replikatif delta hepatit varligi, HDV RNA’nin tespit edilmesiyle de dogrulanmalidir.
HDV RNA pozitifse, karaciger hastaliginin derece ve evresinin degerlendirilmesi,
hepatoseliiler karsinom agisindan takip edilmesi ve antiviral tedavinin diisiiniilmesi
gerekmektedir. HDV RNA kopyasi bazi laboratuarlar tarafindan sayilabilmektedir.
Fakat giinimiize HDV RNA seviyeleri ile karaciger hastaliinin klinik belirtecleri
arasindaki korelasyona yonelik herhangi bir kanit bulunmamaktadir. Bu yiizden
glinimiizde HDV RNA quantifikasyonu sadece antiviral tedavi endike oldugu
durumlarda yararhidir. Viral ytiikiin azalma seviyesine bagli olarak, antiviral tedavinin
sonlandirilmasma yonelik kurallar halen arastirilmaktadir. 24 haftalik tedavi
sonrasinda HDV RNA seviyelerinde 3 log’dan daha az diisiis goriilen hastalar, PEG-
2 a-2b antiviral tedavisinden fayda gormeyecektir (161).
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1.2.10. Delta Hepatitlerin Tedavisi

Kronik HDV enfeksiyonu olan kisilerde, sadece HBV enfeksiyonu olanlara
gore karaciger hastaligi daha hizli gelisir. Bu yiizden tani konar konmaz tedavinin
planlanmas1 gerekir. HBV enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan bir¢ok niikleozid
ve niikleotid analoglarimin HDV’ye karsi1 etkisiz oldugu gosterilmistir. Famsiklovir
1990’larda HBV enfeksiyonunu tedavi etmek i¢in kullanilmig (162). Tirkiye’de
yapilan bir ¢alismada lamivudin, famsiklovir ve ribavirinin HDV’ye kars1 6nemli
antiviral aktiviteye sahip olmadigi gosterilmis. Pegile interferon kullanimi ile daha
kalici yanit elde edildigi bildirilmistir (163). Tedavide yiiksek doz interferon
kullanilmast FDA tarafindan onaylanan tek secenektir. Tedaviye yanit % 70
civarindadir. Tedavi ile ALT’nin normal diizeye inmesi ve HDV RNA’nin
kaybolmasi hedeflenir. Anti-HD IgM’in diismesi yanitin uzun siireli oldugunu
disiindiirtir. Relapslar geg, genellikle bir yil sonra goriiliir (96). Yine lamivudin
baska delta hepatit calismalarinda da etkisiz bulunmus (164-166). Interferonla
kombine kullanilan ribavirin tedavisi timit verici bulunmustur. HBV/HDV/HIV-
enfekte hastalarin HAART (highly active anti retroviral therapy) aldig1 ortalama 6
yildan daha fazla stireli gozlemsel bir ¢calismada, bu siireden sonra, hastalarm HDV
RNA diizeylerinde 7 log;o’dan 5,8 logjo’a diisiis gozlendigi ve 16 hastanin 3’ii HDV
RNA negatif hale geldigi belirtilmistir (167). Bu nedenle, HBV polimeraz
inhibitorleri ile c¢ok uzun siireli tedaviler muhtemelen HBsAg seviyelerindeki
diismeye bagli olarak delta hepatit i¢in yararli gériilmiistiir. Giinlimiizde onaylanmis
HBV polimeraz inhibitorlerine alternatif diger bir timit verici tedavi Klevudindir.
Klevudin, hepatit B tedavisi i¢in gelistirilmis bir niikleozid analogudur ve son
zamanlarda dagsicanlarinda delta virlis viremisini inhibe ettigi gosterilmistir.
Insanlarda heniiz HDV i¢in klevudin tedavisine dair bilgi yoktur (168).

Prenilasyonu inhibe eden ajanlar da L-HDAg prenilasyonunu engelleyerek
virlis partikiiliiniin olugsmasmi yani replikasyonunu durdurabilmektedir. Konu ile
ilgili ¢esitli caligmalar yapilmaktadir (96).

1.2.10.1. Rekombinant interferon Alfa

IFN-alfa delta hepatitinin tedavisinde 1980’lerin ortalarindan  beri
kullanilmaktadir (169). O zamandan bu yana HDV enfekte hastalarda interferon

alfanin farkl siire ve dozlarda kullanilabilecegi gosterilmistir. Fakat calismalarda
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sonlanim noktalar1 farkli oldugundan, verilerin karsilastirilmasi zordur ve az sayida
calismada zaman siirecinde HDV RNA seviyeleri takip edilmistir. Yiiksek doz IFN
alfa’> nin kullanildigi bir randomize Italyan calismasi, delta hepatitinde IFN
tedavisinin uzun siireli faydali sonuglar dogurmasi agisindan o6zellikle onemlidir
(170). Baz1 calismalarda uzun dénem IFN kullanmistir ve iki yillik tedavinin HDV
RNA klerensi agisindan iistiin oldugu goriilmiistiir (171).

1.2.10.2. Pegile interferon Alfa

Son zamanlarda, pegile IFN delta hepatitin tedavisinde kiigiik calismalarda
kullanilmis ve % 20 civarinda kalict virolojik cevap oranlar1 elde edilmistir
(171,172).

Bir calismada kronik HDV enfeksiyonu ve kompanse karaciger hastaligi olan
90 hasta (Almanyadan 42, Tirkiyeden 39 ve Yunanistandan 9) PEG-IFN a-2a ve
adefovir dipivoxil ile farkl sekil ve dozlarda toplam 48 hafta tedavi planlanmis (98).
Hastalarda ii¢ gruba ayrilmis. HBV DNA ve HDV RNA real-time PZR ile
Olgtilmiistiir. Hastaligin ilerlemesine ya da IFN iligkili yan etkilere bagh olarak
toplam 10 hasta 48 haftalik tedavi siirecini tamamlayamamustir. 48. haftayla beraber,
tim PEG-IFN gruplarinda yalnizca adefovir monoterapisi alan gruba gore ortalama
HDV RNA seviyelerinde anlamli diizeyde daha fazla diisiisler goriilmiistiir. HDV
RNA sirastyla hastalarin % 21, % 30 ve % 8 inde negatif olmus (PEG-IFN vs.
adefovir, p=0,06). Sadece PEG-IFN 0-2a ya da adefovir monoterapisi alan hastalarin
0. ve 48. haftalardaki HBsAg seviyeleri benzer iken, PEG-IFN «a-2a/adefovir
kombinasyonu alan grupta 48. haftada HBsAg seviyelerinde 1.1 log;o IU/ml diisme
saptanmistir (p <0,001). Bu veriler, Yunanistan’da yapilmis olan ve delta hepatitli
hastalardaki uzun siireli IFN tedavisi ile HBsAg seviyelerinde elde edilen anlamli
disiislerinin saptandig1r bir ¢alismayla paraleldir. HIDIT-1 ¢aligmasi sonuglarina
gore; (1) PEG-IFN a-2a, 48 haftadan sonra hastalarmm % 40 indan daha fazlasinda
HDV’ye kars1 anlamli antiviral etkinlik gostermistir ve bunlarm % 25’inde HDV
RNA negatiflesmistir; (2) adefovir dipivoxil HDV RNA diisiirmede O6nemsiz bir
etkiye sahiptir fakat ciddi HBV replikasyonlar1 olan hastalarda diistiniilebilir (3)
PEG-IFN o-2a + adefovir kombinasyonunun, HBV DNA yada HDV RNA
disiiriilmesinde avantaji yoktur (4) HBV enfekte hastalarda PEG-IFN + niikleotid

kombine terapisi HBsAg seviyelerini diisiirmede monoterapiye karsi iistiindiir. Su
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anda, delta hepatitin tedavisinde PEG-IFN a-2a + tenofovir kombinasyonlarmin
etkinligi arastirmalar1 devam etmektedir. Ayrica, alternatif tedavi segeneklerinin de
kesfedilmesi gerekmektedir. Prenilasyon inhibitdrleri bunlar arasinda timit vericidir.
HDV replikasyonu prenilasyon basamagina bagli olusur ve prenilasyon inhibitorleri

malignite tedavisinde kullanilmak {izere yeni gelistirilmistir (98).
1.2.11. Korunma

Delta virlis enfeksiyonu icin etkili bir tedavi olmadigindan korunmaya 6nem
verilmelidir. HDV’nin replikasyonu HBV’ye bagimli oldugundan, HBV
enfeksiyonundan korunma HDV’den de koruyacaktir. Bunun i¢in Hepatit B asisi
kullanarak HBV enfeksiyonunu oOnleyerek HDV enfeksiyonunu da engellemis
oluruz. Bircok {ilkede hepatit B’ye karsi genis capli asilama kampanyalari
baglatilmistir. Bunun sonucu olarak HBV ve HDV enfeksiyonu sikliginda azalma
beklenmektedir. Deneysel calismalarda rekombinant HDAg asilarin koruyucu
etkinligi gosterilememistir. HDV’den korunmada temel prensip hepatit B hastaligi
gecirmemis veya bagisik olmayanlarin asilanmasi, kronik hepatit B hastalarinin ise
cinsel temasla gecis ve kontamine igne kullanma gibi riskli davranislar konusunda
egitilmeleridir. Bu hastalarin cinsel partnerleri HBV enfeksiyonu yoniinden test
edilmeli ve eger negatif iseler HBV enfeksiyonuna karsi asilanmalidir. Ayrica HBV
ve HDV gibi benzer yollarla bulasan, basta humanimmunodeficiency viriis (HIV)
olmak iizere diger seksuel yollarla bulasan hastaliklarin kontroliine yonelik ¢abalarda

hastaliktan korunmada 6nemlidir (98).
1.2.12.Viral Genotipleri Belirlemede Kullanilan Molekiiler Yontemler

Enfeksiyonun varligini arastirmada kullanilan hibridizasyon testleri ve niikleik
asit amplifikasyon testlerinde korunmus bolgeler hedef olarak secilmektedir. Genotip
belirlemelerinde ise genotiplere 6zgii ayirt edici niikleik asit dizileri bulunduran
genomik bolgeler secilir. Elde edilen dizinin filogenetik analizi ile genotip belirleme
altin standart olarak kabul edilir. Ancak daha basit ve maliyeti diisikk genotiplere
0zgli dizilerin restriksiyon enzim kesim bolgelerine gore RFLP, 6zgiill PZR,
hibridizasyon teknikleri, heterodubleks mobilite teknikleri, tek sarmalli
konformasyon g¢esitliligine dayali yontemler SSCP, CFLP analizleri de
kullanilmaktadir (8).
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Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biiyiikliikteki fragmanlara
ayrilmasi1 RFLP olarak adlandirilir. Bu yontem polimorfizm c¢aligmalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Restriksiyon enzimleri, DNA {izerinde yaklasik 5-10 baz
uzunlugunda belirli bir niikleotid dizisini taniyarak bu noktada kesim yapar ve
DNA’y1 ikiye ayirir. ilki Hamilton tarafindan kesfedilen Hind III basta olmak {izere,
200’den fazla farkli bakteri tiiriinden, her biri bakterinin orijinal isminin kisaltmasi
ile anilan ¢ok sayida restriksiyon enzimi bulunmustur. Her DNA molekiili farkli
kesim noktalarmna sahip bolgeleri icerir. Bu DNA bdlgeleri ayni restriksiyon enzimi
kullanilarak kesildiginde bireylerin tasidig1 mutasyonlara bagli olarak degisik miktar
ve uzunlukta parcalar elde edilebilmektedir. Yontem PZR {iriiniiniin restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesimi ve elektroforez ile kesilen fragmanlarin ayrim
temeline dayanir (8).

RFLP analizinin daha kolay uygulanir olabilmesi agisindan segilen enzim
biiyiik 6nem tasimaktadir. Secilen enzimin kesilmek istenilen DNA’y1 birden fazla
noktada kesmesi sonucu olusan c¢ok sayida ve birbirine yakin biiyiliklikteki
fragmanlar analizi zorlastirmaktadir. RFLP tek nokta mutasyon analizlerinde siklikla
kullanilan bir yontemdir. Tek nokta mutasyonlari ile meydana gelen veya zarar goren
enzim kesim noktalar1 kullanilarak bu bdlgelerde olusan mutasyonlar1 tespit etmek
miimkiindiir. Mutasyon noktasmi g¢evreleyen primerler ile gerceklestirilen PZR
reaksiyonunun ardindan tek nokta mutasyon bélgesinden kesen bir enzim segilerek
analiz edilir.

Genotip testlerinde kullanilan yontemlerden altin standart niikleik asit dizi
analizi olmakla birlikte rutin laboratuvarlarda kullanimi zordur. Bu amagcla ticari
kitler ve sistemler gelistirilmistir. Filogenetik analiz, tiirlerin evrensel olarak
birbirlerine ne kadar yakin olduklarini ortaya koymak i¢in kullanilir. Bir organizmay1
olusturan molekiilleri kodlayan niikleik asitlerin incelenmesi ve bagka
organizmalardaki niikleik asitlerle karsilastirilmast sonucunda organizmalarin
birbirlerinden uzaklig1 degerlendirilebilir (8).

Viral genotiplerin belirlenmesinin, epidemiyolojik verilerin yanm smra klinik
anlamida olabileceginden tanisal viroloji laboratuvarlarinda yer almaktadir. Viral yiik

ile birlikte tedavinin dozu ve suresini belirlemede 6nemlidir.
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Genotipler hastaligin prognozu iizerinde onemli Olciide degistirdiginden,
ayrica tedavi ve tedaviye yanit1 etkileyebildiginden farkli genotiplerin bir
populasyonda belirlenmesi 6nemlidir. Diinyanin farkli alanlarinda yapilan HDV
genotiplendirme caligmalar1t HDV’nin evrimi ve yayillimmin anlagilmasi ig¢in
degerlidir. HBV ve HCV’nin farkli genotiplerinin oldugu, her genotipin farkli bir
klinik tablo yaratmasmmn Onemi bilinmektedir. Buna bagli olarak HDV
genotiplerinin de belirlenmesinin ayn1 nedenlerden dolayr onem arzettigi kabul

edilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calismaya, Firat Universitesi Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Gastroenteroloji
Anabilim Dali ve Enfeksiyon Hastaliklar1 poliklinigine 2010-2011 tarihleri arasinda
basvuran ve kronik hepatit B tanisi ile takip edilen 16 yasindan biiyiik, 35 kadmn ve
78 erkek hasta alindi. Bu ¢alisma i¢in, Firat Universitesi Etik Kurulu onayr almmistir
(19.03.2009/Toplant1 Sayisi: 03, Karar No: 02). Calisma grubunu olusturacak hasta
serumlary, rutin olarak anti-delta antikoru bakilmis kronik hepatit B olgulari
arasindan secilecegi i¢in, hasta gruplarindan Firat Universitesi Etik Kurulunun karar1
dogrultusunda hasta onam formu alinmamistir. Hastalarin laboratuvar bulgulari
hastane otomasyonundan retrospektif olarak incelendi. Calismaya alinan hastalarda;
HBsAg titresi, HBcAg titresi, anti-HBcAg titresi, HBV-DNA titresi, total anti-delta
IgG antikoru bakilmis olma sart1 arandi. Toplanan serum 6rnekleri HDV yoniinden
incelenmek {izere Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali molekiiler laboratuvarina
almarak RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Uretici firmanin
direktifleri dogrultusunda, HBV DNA kantitatif PZR yontemi (HBV monitor, Roche)
ile test edildi. HDV RNA’da kantitatif PZR yontemi (Light Cycler, Roche) ile test
edildi. Kronik HBV oldugu tespit edilen anti-delta antikoru pozitif HDV siiphesi olan
hastalarin serumlar1 alimarak molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarinda RT-PZR ve
semi-nested PZR ile calisildi. Agaroz jel elektroforez sonunda 441 bg¢ uzunlugunda
goriilen amplifiye RNA’larin tiimiine RFLP yapildi. Rastgele segilen 11 PZR iiriinii

sekansa gonderildi ve sonuclar filogenetik aga¢ programia yerlestirildi.

2.1. Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Tim hastalarin biyokimyasal parametreleri; total protein, albumin, total
bilirubin, LDH, ALT, AST ve GGT olarak; Olympus AU 600 (Olympus Optical Co.

Ltd, Japan) oto analizoriinde ticari kitler kullanilarak olgiildi. Hematolojik

parametreler i¢in CELL-DYN 3700, USA cihazi1 kullanild.

2.2. Serolojik Parametrelerin Ol¢iimii

Tiim hastalarin serolojik parametreleri olan; HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-
HBe, anti-HBcAg markerlerine Makro Eliza (Abbott Axsym System, Germany)

yontemi ile anti-delta markerine mikroeliza ( Murex anti-delta; Abbott, Portugal)

yontemi ile bakildi.
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2.2.1. HBV DNA’nin Kantitatif Belirlenmesi

HBV DNA kantitatif PZR yOntemi ile iiretici firmanin (HBV monitor, Roche)
direktifleri dogrultusunda otomotik olarak test edildi. Cihazin alt ve iist smir
duyarlhliklar1 20-170.000.000 IU/ml’dir. Cihaz sonuglar1 U/ml olarak verildiginden
HDV RNA sonuglariyla uyumlu hale getirmek amaciyla HBV DNA sonuglar1 5.8 ile
carpilarak kopya/ml’ye cevrilerek sonuclar degerlendirildi.

2.2.2. HDV RNA’nin Kantitatif Belirlenmesi

HDV RNA kantitatif PZR yontemi ile iiretici firmanm (Light Cycler, Roche)
direktifleri dogrultusunda otomotik olarak test edildi. Cihazin alt ve iist smir

duyarliliklar1 400- 40.000.000 kopya/mI’dir.

2.3. Kimyasal Maddeler, Sarf Malzemeler ve Cihazlar

DNA izolasyon kiti (Vivantis marka GF-I niikleik asit ekstraksiyon kiti),
primerler (IDT), deoksinukleotid trifosfat (ANTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
(Vivantis), MgCl, (Fermentas), buffer (Fermentas), 7aqg DNA polimeraz
(Fermentas), 50 ve 100 b¢’lik DNA markeri (Fermentas), Restriksiyon Enzimleri
(RE) Sma I (Vivantis) ve Xho I (Promega), agaroz (Applichem, Germany), ethidium
bromide, bromphenol blue, xylene cyanole, alkol (Scharlau ET 006, Germany),
elektroforez aparat1 (Consort E833, Belgium), elektroforez tanki, fotograf makinesi
(Polaroid, UK) ve fotograf filmi (Polaroid 667), 1s1 blogu (Major Science MD- 02,
Belgium), santrifiij cihaz1 (Hettich Zentrifugen Mikro 22R, Germany), PZR cihazi
(AB Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler, Singapour), 10- 100 ve 1000 pl
pipetler (Medisis), ultraviyole transilluminator (Vilber Lourmat, France), elektronik
hassas terazi (Sartorius BC 410, Germany), hiz ayarli vortex (VELP Scientifica,
Italy)

2.3.1. Serum Orneklerinden Kalitatif HDV RNA Ekstraksiyonu

HDV RNA, 100 mikrolitre serum 6rneginden Vivantis marka GF-I niikleik
asit ekstraksiyon kiti ile tiretici firmanin direktifleri dogrultusunda ekstrakte edildi ve

50 mikrolitre olarak sulandirildi.

Izolasyon protokolii su sekilde uygulandi:

54



1. 100 pl hasta serumundan alnip RNA-Binding Column tiiplerine aktarilip
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, list kistm alind1 ve altta kalan sivi
atildu.

2. 500 pl Wash Buffer ekleyip 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ust kisim
alinip, altta kalan s1v1 atild1.

3. Tiipe 70 pul DNase I Digestion Mix konulup (direk membran {iizerine
pipetleyerek) 15 dakika oda 1sisinda beklendi.

(Digestion mix i¢in 6rnek basina DNase I’den 7 pl, Digestion Buffer’dan 56 pl,
Digestion enhancer’ den 7 pl ayr1 bir ependorf igerisinde pipetlenerek mix
haline getirilerek hazirlandi).

4. Tiipe 500 ul Inhibitér Removal Buffer konup, 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Ust kisim almip, altta kalan siv1 atild1.

5. 500 ul Wash Buffer eklenip 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, tist kisim
alind1 ve altta kalan siv1 atild1.

6. Tekrar 500 ul Wash Buffer ekleyip 13000 rpm’de 1 dakika santriflij edilip,
iist kisim alindi ve altta kalan s1v1 atildi.

7. Kalintilarin kalmasini engellemek i¢in tekrar 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

8. Ustteki membranli kismi yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarip 40-60 pul
dH20 (RNase-Free Water) direk membran iizerine eklenip 1 dakika bekletildi
ve 13000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

9. Kolon atilarak mikrosantrifiij tiiptli, i¢cine akmig olan siv1 ile birlikte alindi.

Genomik RNA igeren bu sivi, kullanilincaya kadar -80 °C’ de sakland.

2.3.2. Oligoniikleotidler (Primerler)

Calismamizda Mirshafiee ve ark. (173) ve Theamboonlers ve ark. (181)’nin
kullandiklar1 genotiplendirme i¢in genellikle ideal oldugu kabul edilen nt 907-1308

aras1 bolgeyi amplifiye eden oligoniikleotidler (primerler) kullanmildi. Primerlerin

niikleotid dizileri Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan HDV-I, II ve III primerleri

Primer I 5’ATG CCA TGCCGA CCC GAA GAG GAA 3°
(nt 884-907)

Primer II 5’GGC CTC TCA GGG GAG GAT TCA C 3’
(nt 1.334-1.313)

Primer III 5’ CTC AGG GGA GGA TTC ACC GAC A 3°
(nt 1.329-1.308)

2.3.2. Stok Primerlerin Hazirlanmisi

Firmadan alinan primerler lizerinde yazan nmol miktarmin (83.1 nmol) 10 kat1
kadar sulandirilarak stok primerler hazirlandi. Sonra her ¢alismada tek kullanim i¢in
(20 pmol’liik) ayr1 ayr1 ependorflara 20 ul HDV primeri ve 80 pl dH20 konularak

PZR primerleri hazirland1.

2.3.3. cDNA sentezi (RT-PZR Asamasi)

HDV II primerleri ve M-MuVL reverse transcriptase enzimi (Fermentas Co.,)
kullanilarak RNA peletinin komplementer DNA’ya (cDNA) revers transkripsiyonu
(RT) yapild1

Mikrosantrifiij tiipleri numaralandirilarak, her bir tipe HDV RNA 0Ornegi
(ekstraksiyon iiriinii) ve 20 pmol primer 11 (5°GGC CTC TCA GGG GAG GAT TCA
C 3°) konularak, primerlerin baglanmasi i¢in 70°C’de 10 dk siiresince termal cycler

cihazinda bekletildi.

Ardindan, 20 U M-MuVL RT enzimi, 5 mM dNTP, 5X reaksiyon tamponu,
50U RNaz inhibitéri ve dH20 iceren mix hazirlanarak cihazdan c¢ikarilan
ependorflara 6rnek basina 10 pl olacak sekilde eklenerek 22 pl toplam hacim elde
edildi ve cDNA sentezi i¢in 37°C’de 1 saat bekletildi.

2.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Semi-nested PZR’nin birinci basamaginda cDNA amplifikasyonu i¢in, RT
asamasinda elde edilen c- DNA’dan 5 pl, PZR-mix’den ise 45 pl kullanildi. Her bir
tiipe MgCl,, buffer (MgCl, + KCI), dANTP (2.5 mM), ileri (forward) ve geri (reverse)
primerler (primer-I ve primer-11), 7ag DNA polimeraz ve dH,O’dan olusan PZR mix

karigim1  konularak toplam 50 pl tizerinden PZR kuruldu. Tiipler cihaza
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yerlestirilerek ilk asamada c¢ift sarmal DNA molekiillerinin denatiire edilmesi
amaciyla 95°C’de 4 dakikalik bir dongiiye tabi tutuldu. PZR isleminin ikinci asamasi
ise strasiyla 95°C’de 2 dakika ayrilma (denaturation), 60°C’de 1 dakika baglanma
(annealing), 72°C’de 1 dakika uzatma (elongation) olmak iizere 36 dongi lizerinden
gerceklestirildi. Otuzalti siklusun sonunda {i¢ilincii asama olan uzatma periyodu i¢in
72°C’de 10 dakika tutuldu. Ikinci PZR basamaginda ise, 1. PZR fiiriinii, 20 pmol’liik
primerler (HDV-I ve HDV-III), PZR tamponu (MgClL, + KCI), MgCl,, 2.5 mM
dNTP, Tag DNA polimeraz, dH,O’dan olusan PZR mixi hazirlanip tiipler cihaza
yerlestirilerek [.PZR ile ayn1 dongiiler uygulandi.

Calismanin her asamasinda pozitif ve negatif kontroller kullanildi. Pozitif
kontrol olarak laboratuvardaki rutin calismalarda, daha 6nce Delta virlis pozitif
oldugu tespit edilen serum 6rneklerine ait RNA’lar kullanildi. Negatif kontrol olarak
ise, hem RNA izolasyonu, hem de PZR asamalarinda sterii DEPC’li
(diethylpyrocarbonate) su (nuclease- free water) (Applichem, Germany) kullanildi.

2.3.5. PZR Optimizasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu denemelerinde optimum sonucun elde
edilebilmesi i¢in; sikluslarda, baglanma 1silarinda ve template DNA miktarlarinda
baz1 degisiklikler yapildi. 52°C, 56°C ve 60°C baglanma 1silar1 denenerek yapilan
PZR’lerde en iyi sonucun 60°C’de saptandigi gorildii.

2.3.6. PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Oncelikle 150 ml. erlen-mayer igerisine 1 gr. agaroz (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Almanya) birakildi. Uzerine 50ml 1X TAE (Tris- Asetat -EDTA;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) tamponu ilave edildi ve karisim
mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildii. Jelin 50-55°C’ye sogumasi beklendi ve jele
0.5 pg/ml etidyum bromid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya)
ilave edildi. Hazirlanan % 2 lik agaroz, jel taragi yerlestirilmis jel tablasina dokiildii.
Agarozun donmasi i¢in 15 dak. beklendi. Taraklar c¢ikartildi ve jel tablasi
elektroforez tankina yerlestirildi. PZR fiirtinleri, 5 kisim iiriin, 1 kisitm 6X yilikleme
boyast (10mM Tris-HCI, % 0,03 bromophenol blue, % 60 gliserol, 60 mM EDTA,
Fermentas Co.,) oraninda karistirilarak toplam dokuz pl hacminde jeldeki tarak

gozlerine aktarildi. Uriin biiyiikliigiiniin belirlenebilmesi i¢in, PZR iiriinleri ile

57



birlikte 1pul 100 bp’lik DNA merdiveni (Fermentas, Co.,) yiiklendi. Jele 120 V’da
elektrik akimmi uygulanarak 30 dak. siireyle DNA {riinlerinin gocii saglandi.

Elektroforez sonucunda olusan bantlar resmedildi.
2.4. Restriksiyon Enzim Kesimi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu pozitif iirlinleri, Restriksiyon Enzimleri ile
Kesimden Piirifikasyon Kiti (Wizard Sv Gel And Pcr Clean-Up System, Promega
Corp. Madison Wi, Usa) kullanilarak piirifiye edildi. Bu amagla; 40 pl PZR iiriini, 5
hacim Tampon Soliisyonu ile karistirildi. Bu karisim 6zel dondiirme kolonlar1 (Spin
Column) i¢ine konulup. 2 ml’lik toplama tiiplerine (Collection Tube) yerlestirildi.
Tiipler 14000 devirde 5 sn. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipleri
bosaltild1 ve kolonlar tekrar iclerine yerlestirildi. I¢lerine 300 pl Yikama Tampon
Soliisyonu eklenerek tekrar 14000 devirde bes sn. santrifiij edildi ve toplama tiipleri
santrifiij isleminden sonra bosaltildi. Kolonlar ¢ikarilarak 1,5 ml. hacimdeki
eppendorf tiiplerinin i¢ine yerlestirildikten sonra 25 pl. Eliisyon Tampon Soliisyonu
kolonun ortasina gelecek sekilde eklendi. Tiipler bes dak. oda 1sisinda bekletildikten
sonra 14000 devirde 30 sn. santrifiij edilen piiriifiye PZR iirlinii kesim i¢in hazir hale
getirildi.

Cogaltilan semi-nested PZR iiriinii icerisinde genotiplerin ayrimma imkan
saglayacak uygun restriksiyonu enzimleri ve bu enzimlerin tanima bolgeleri Tablo

4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Smal ve Xhol enzimlerinin restriksiyon tanima bdlgesi ile genotip kesim

biiytikliikleri
Restriksiyon Kesim Enzimi Uriinleri
Sma I Xho I
5. CCC | GGG...... 3 5. C|TCGA G....>
3o GGG 1 CCC...... 5 3o GAGCT 1 C....... 5
Genotip I 219+222 382+59
Genotip 11 441 81+301+59
Genotip 111 306+135 83+58

Sma I (Vivantis Co.,) ve Xho I (Promega Co.,) restriksiyon enzimleri ile
kesim deneyi enzimin temin edildigi firmanin tarif ettigi protokole gore

gerceklestirildi. Kisaca; kesim asamasi i¢in oncelikle 10X NE buffer (1 mM NaCl,
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500 mM Tris-HCl1, 100 mM MgCl,, 10 mM dithiothretiol, pH 7.9)’dan 2,5 ul, 100X
BSA’dan 2,5 pl, 15 pl piirifiye PZR {irtinii, 20 pl enzim (10,000 U/ml) ve 10 pl
dH,O iceren toplam 50 pl’lik karisim hazirlandi. Hazirlanan karisim 16 saat
50°C’de inkiibasyona birakildi. Bu islem sonrasinda karisim 80 °C’de 20 dak.
inkiibasyona birakilarak enzim aktivitesinin sonlanmasi saglandi.

Kesim sonuglar1 kesim {iriinlerin bes kisim {iriin, bir kisitm 6x yiikleme boyasi1
oraninda karistirilarak toplam 9 pl hacminde jel taraklar1 yardimi ile agilan gozlere
aktarildi. Uriin biiyiikliigiiniin belirlenebilmesi igin, kesim iiriinleri ile birlikte 5 ul
100 bp lik DNA markeri (Fermentas Co.,) yiliklendi. Jele 120 V elektrik akimi
uygulanarak 30 dak. siireyle DNA {iriinlerinin gocli saglandi. Olusan bantlar jel
dokiimantasyon sistemi yardimi ile goriintiilendi.

Sekanslama: Mevcut tezde, agaroz jel sonuclarina gére PZR pozitif olarak
tespit edilen ve restriksiyon enzim kesimleri yapilan 11 klinik 6rnege ait nested-PZR
driinlerinin her birinin F ve R primerleri kullanilarak ¢ift yon sekanslanmasi,
otomatik sekans cihazi (IONTEC, Ist.) kullanilarak gerceklestirildi. Bu sekans
sonuclarinin sekans dizi bilestirme programlarinda bilestirilmeleri neticesinde elde
edilen dizilimler 6nce BLAST programi ile (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) gen
bankasinda bulunan HDV genomlar1 ile dizilim kiyaslanmasi (alignment)
programina kosuldu. Daha sonraki adimda ise bu dizilimlerin gen bankasinda mevcut
HDV dizilimleri ile filogenetik iligkisinin (filogenetik agag) tespiti Bitisik-baglanti
(Neighbor-joining) Metodu temelli hazir program (PHYLIP computer program)
kullanilarak gerceklestirildi. Filogenetik programda maksimum dizilim farklilig:

0.75’e gore hesaplandi.

2.5. istatistiksel Analizler

Istatistiksel ~degerlendirmeler, SPSS 12.0 bilgisayar paket programi
kullanilarak yapildi. Kategorik verilerin olast farkliligt Chi Square testi, ikili
gruplarin karsilastirilmasi Student-t testi veya Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Parametreler arasindaki korelasyonun saptanmasinda Pearson’s
korelasyon analizinden yararlanildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade

edildi ve p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Hastalarin demografik bulgulan

Calisma grubu 113 kronik hepatit B hastasindan olusmustur. Bu hastalarin %
69’u (n=78) erkek olup %31’1 (n=35) kadindi. Hastalarimizin yaslar1 22-82 yil aras1
olup yas ortalamas1 48.8 +11.8 yil’dir.

Hastalarin virolojik bulgulan

Tim hastalarimizin HBsAg’leri pozitif olup HBsAg titresi 1- 3803 [U/ml
araliginda degismekte olup median HBsAg titresi 315 IU/ml olarak bulundu.
Hastalarin % 11.1’inde HBeAg pozitif, % 88.9’unda ise negatif olarak izlendi.

Incelenen 113 kronik hepatit B hastasinin tiimii anti-HDV’si pozitif olan
hastalardan se¢ilmisti. Anti- HDV testi pozitif bulunan 113 hastanin tamamina HBV
DNA ve HDV RNA kantitatif olarak calisildi.

Hastalarimizin kantitatif HBV DNA diizeyleri 0 ile 3.1x 10" kopya/ml
araliginda olup, median HBV DNA diizeyi 226.99 kopya/ml olarak bulundu. HBV
DNA diizeyleri kendi i¢inde degerlendirildigi zaman 17 hastanin (% 15) HBV
DNA’st 0 (negatif) iken, 29 hastada (% 25.7) 20 U/ml (116 kopya/ml) degerinin
altindaydi. Geriye kalan hastalarimizin HBV DNA’s1 20 U/ml (116 kopya/ml)’ nin
iizerindeydi.

Calisma grubundaki 113 hastada HDV RNA degeri 2.3 x10* ile 7.8x10°
kopya/ml araliginda degismekte olup median HDV RNA diizeyi 9.6 x10° kopya/ml
olarak bulundu. 23 hastanin HDV RNA diizeyi 400 kopya/ml’den diisiik (% 20.4),
geriye kalan 90 hastanmn HDV RNA diizeyi ise 400 kopya/ml’den yiiksek olarak
belirlendi.

Hastalarin Klinik Bulgulan

Hastalarin biyokimyasal parametreleri (ALT, AST, TBIL, ALB, INR, GGT,
PLT ) incelendiginde tablodaki sonuglar elde edildi (Tablo 5).

Kadin ve erkek hastalarm, virolojik parametreleri (HDV RNA, HBV DNA
ve HBsAg titre ) degerlendirdigimizde Tablo 6’da gosterildi.

Kadin ve erkek hastalar karsilastirildiginda HDV RNA, HBV DNA ve
HBsAg titresi acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi. p degerleri

sirasiyla: 0.88, 0.71, 0.38 olarak bulundu.
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Tablo 5. Hastalarin biyokimyasal parametrelerinin degerlendirilmesi

MIN MAX MEAN
ALT (IU/L) 11 672 96,601+104
AST (IU/L) 10 1205 87,9259+124
TBiL(mg/dL) 0.2 8,80 1,383+1,46
ALB (g/dL) 2 4,9 3,7687+0,65
INR 0.9 2,24 1,249+0,25
GGT (IU/L) 8 643 84,505+96,9
PLT(K/UL) 25 715 144,149+88,47

Tablo 6. Kadmn ve erkek hastalarin, virolojik parametrelerinin karsilastirilmasi

HBsAg titresi HBV-DNA HDV-RNA
Median 286 IU/ml 133,4 kopya /ml 12200 kopya/ml
KADIN 7 6
*Range 1-31901U /ml 0-30,7x10" kopya/ml 300-2,3 10x10” kopya/ml
Median 322 IU/ml 261 kopya/ml 8905 kopya/ml
ERKEK ‘ .
*Range 1-3803 IU/ml 0-6,3 X10° kopya/ml 231-7,8x10° kopya/ml

*Alt sinur tist duyarliliklar

Daha sonraki adim olarak, HDV RNA diizeyi 400 kopya/ml’nin altinda olan
hastalar (Grup I) ile 400 kopya/ml iizerinde olan hastalar1 (Grup II) karsilastirildi.
Grup I de 23 hasta (% 20.35), Grup II’ de ise 90 hasta (% 79.65) bulunuyordu (Tablo
7).

Tablo 7. HDV RNA diizeyi 400 kopya/ml’nin altinda olan hastalar ile 400

kopya/ml’nin iistiinde olan hastalarin karsilagtirilmasi

HDV-RNA<400 KOPYA HDV-RNA>400 KOPYA P
(mean) (mean)

ALTIU/L) 102,95+164,60 95,06+85,86 0,05
YAS(yil) 51,22412,43 48,18+11,63 0,35
AST(IU/L) 62,04+67,74 94,17+134,46 0,016
TBiL(mg/dL) 1,40£1,95 1,37£1,33 0,045
ALB(g/dL) 3,80+0,89 3,76+0,59 0,4
INR 1,23+0,31 1,25+0,23 0,17
PLT(K/UL) 157,65+82,80 141,04+89,90 0,27
GGT(UU/L) 67+112,79 88,63+£93,20 0,006

" P<0.05
Bu sonuglara gore AST, ALT, GGT oranlarinda istatistiksel olarak anlamli
fark izlendi. Grup II’deki hastalarin ortalama ALT diizeylerinin Grup I’deki
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hastalardan isatistiksel olarak anlamlilik olusturacak sekilde daha yiiksek oldugu
bulundu (p=0.05). Grup I’deki hastalarin AST degerleri Grup II’deki hastalarin
ortalama AST diizeylerinden isatistiksel olarak daha yiiksek oldugu belirlendi
(p=0.016). Grup II’deki hastalarmn GGT diizeylerinin Grup [’deki hastalardan
isatistiksel olarak anlamlilik olusturacak sekilde daha yiiksek oldugu tespit edildi
(p=0.006).

Ayni sekilde Grup I ve Grup II” deki hastalar HBV DNA ve HBsAg titreleri
asagidaki tablo 8’de gosterildigi sekilde degerlendirildi.

Tablo 8. HDV RNA diizeyi 400 kopya/ml’ nin altinda olan hastalar ile 400

kopya/ml’nin {izerinde olan hastalarin karsilagtirilmasi

HBsAg(IU/ml) HBVDNA (kopya/ml)
HDV-RNA<400 Kopya/ml median 312 1125
*range 1-3803 0- 3.7x10°
HDV-RNA>400 Kopya/ml median 318 133
*range 1-3109 0- 5.8x10°
*xp 0.73 0.015

*Alt sinir iist duyarliliklart **P<0.05

Grup II’deki hastalarm HBV DNA diizeylerinin Grup I’deki hastalardan
isatistiksel olarak anlamlilik olusturacak sekilde daha diisiik oldugu bulundu
(p=0.015). Grup II’deki hastalarmm HBsAg titrelerinin Grup I’deki hastalarin HBsAg
titrelerinden minimal diizeyde yliksek oldugu belirlendi (p=0.73).

HBeAg pozitif (% 11.1) ve negatif hastalar (% 88.9) Tablo 9°de HDV RNA,
HBV DNA ve HBsAg titre oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. HDV RNA, HBV DNA ve HBsAg titrelerinin p degerleri sirasiyla 0.71,
0.94, 0.88°dr.

Tablo 9. HBeAg pozitif ve negatif hastalarin HDV RNA, HBV DNA ve HBsAg

titre oranlar1 agisindan karsilastirilmasi

HBsAg HBV-DNA HDV-RNA

HBe (4) Median 293 1U/ml 208,8 kopya/ml 6090 kopya/ml

*Range  7-21511U/ml  15-13,3x10° kopya/ml 300-7,8x10° kopya/ml

HBe () Median 318 TU/ml 261 kopya/ml 5105 kopya/ml

*Range  2-3803 IU/ml  0-30,7x 10’ 300-4,5x10° kopya/ml

*Alt sinur tist duyarliliklar
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HBeAg pozitif (% 11.1) ve negatif hastalar (% 88.9) Tablo 10’da ise
demografik ve biyokimyasal olarak karsilastirildi (Yas, ALT, AST, ALB, GGT,
PLT). Sonuclara gore, istatistiksel olarak tek anlamli olan, platelet degerleriydi. p
degerleri sirasiyla 0.86, 0.43, 0.7, 0.481, 0.11, 0.02 idi. PLT diizeyi HBeAg pozitif

hastalarda anlamli 6l¢iide diisiik oldugu belirlendi.

Tablo 10. HBeAg pozitif ve negatif hastalarin demografik ve biyokimyasal olarak

karsilastirilmasi
HBeAg (-) (mean) HBeAg (+) (mean) P
YAS(y1l) 49,65+12,11 44,89+8,20 0,86
ALT(U/L) 93,57+102,14 85,77+45,17 0,436
ASTIU/L) 94,5+150,87 70,334+36,62 0,705
ALB(g/dL) 3,72+0.71 3,68+0,29 0,481
GGT(IU/L) 71,53470,17 252,84283.47 0,11
PLT(K/UL) 149,52+99,21 82,66+36,81 0,02
P<0.05
PZR Sonuclan

Semi-nested PZR iirtinlerinin % 2’lik agaroz jelde elektroforezi sonucunda
calisilan toplam 113 klinik 6rnegin tamaminda yaklasik 441 baz cifti uzunlugunda

PZR iiriinii tespit edilmistir (Sekil 8).

M 1 2

441 bg

Sekil 8. PZR iirlinlerinin etidyum bromidle boyanmis jel goriintiisii.

M: 100 bg¢’lik DNA markeri, 1-2-3-4 Klinik 6rneklerden elde edilen PZR iiriinleri (441 bg)
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Restriksiyon Enzim Kesim Sonuclan

Sma I (Vivantis Co.,) restriksiyon enzimi ile semi-nested PZR pozitif
purifiye iirlinlerin kesimi neticesinde yaklasik 219 ve 222 bg biiyiikliikte iki DNA
bantmin olustugu belirlenmistir. Bu iki biiyiikliik bir birine ¢ok yakin oldugu i¢in

resimlemede tek bant goriintiisii elde edilmistir (Sekil 9).

Semi-nested PZR pozitif piirifiye tiriinlerin X4o0 I (Promega Co.,) enzimi ile
kesimi neticesinde yaklasik 382 ve 59 bg¢ biiylikliikte iki DNA bantinin olustugu
belirlenmistir (Sekil 9).

M1 N UC Xhol Smal M2

441 bg e

219,222 bg

Sekil 9. PZR firiinlerinin Xho I ve Sma I enzimleri ile kesilip etidyum bromidle
boyanmis jel goriintiisii

M1: 100 bg¢’lik DNA markeri, N: PZR negatif kontrol, UC: Kesilmemis PZR tiriinii, X#o 1 :
Xho I ile kesilmis PZR tirtinti (Genotip 1), Sma I: Sma I ile kesilmis PZR iriini (Genotip I), M2: 50
b¢’lik DNA markeri.

Restriksiyon enzim sonuglarma goére tiim semi-nested PZR iirlinlerinin HDV
Genotip I oldugu tespit edilmistir.

Sekanslama Sonuclan

Restriksiyon enzim kesim sonucuna gore genotip I olarak belirlenen ve
tesadiifi olarak segilen 11 semi-nested PZR firiiniine ait dizi analizleri ile bu diziler
iizerinde bulunan primer ve enzim tanima bolgeleri Sekil 10°da sunulmustur. Elde

edilen dizilerin enzim tanima bdlgeleri incelendigi zaman 11 klinik 6rnegin 10
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tanesinde Sma I tanima bolgesinin bir tane oldugu ve bunun da kesimi neticesinde
beklenildigi gibi yaklasik esit biiyiikliikteki iki farkli fragment olustugu tespit
edilmistir. Ancak, bes nolu klinik 6rnege ait dizilimde iki adet enzim tanima
bolgesinin varligr belirlenmis olmasina ragmen bunun tanima bdlgelerinin bir birine
yakin olmasi nedeniyle kesim motifinde bir degisiklik yapmadigi gorilmiistiir.
Diziler lizerinde Xho [ tanima bdlgelerinin arastirilmasi neticesinde, tiim dizilimlerde
bu enzime ait tek tanima bolgesinin varligi tespit edilmis ve bu tanima bolgesinde
kesim sonucunda, beklenildigi gibi, 380 ve 60 baz c¢iftlik iki farkl biiytikliikte
fragmentin olustugu belirlenmistir.

PZR pozitif olarak belirlenen 11 PZR iiriiniine ait dizi analizlerinin kendi
aralarindaki dizi kiyaslanmalar1 neticesinde (Alignment) % 95-98 oraninda
benzedikleri goriilmiistiir. Bu klinik 6rneklere ait dizilimlerin gen bankasinda mevcut
HDV genomlar1 ile BLAST programinda dizi kiyaslanmasi neticesinde ise, gen
bankasinda mevcut dizilimler ile % 85-95 arasinda benzerlikleri tespit edilmistir.
Sekil 11 de gen bankasinda kiyaslanmasi yapilan ve en ¢ok benzerlikleri tespit edilen
¢ farkli HDV genomu ile BLAST-alignment sonuglar1 verilmistir.

Dizilimi belirlenen klinik 6rneklere ait bu dizilimlerin yine gen bankasinda
mevcut dizilimler ile filojenetik agacinin belirlenmesi neticesinde, tiim klinik

orneklerin HDV genotip I grubunda yer aldiklar1 tespit edilmistir (Sekil 12).
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primer F: 5 EOOATGOONGOGARGAGGA >
Primer R (Antisense reverse dizilimi): EICCGIGRMCOICCCCIGAG

1) BiCEEATCEEEACEEEMAEAGERA A GAAGGACGCGAGACACGAACCCGTGGAGTGATTTCCGCTTTATTC

ACTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGTGGATCGGCTGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCTGGTTTCCC
CTCACATCCRGCCCCTCCCCGGTCCTGGTGAAGGGGGACTCCGGGACACCCTGCAAACCGGGGACGAAGCLCGLCcece
GGGCGCTCCCCTCGATCCACCTTCGAGGGGGTTCACACCCCCAACCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTTTTCCTTTCCTCG
TCTTCCCTGGTCAACCTCYTAAGTTCCTCTTCTTCCTCCCCGCTGAGATTCTTCCCTCCGGCGCTCAGTTGCTTTCTCTTGT

TEIGGAGGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCCiGICEGIGAACeIceetIGas

2) BiCCEATCEEEACEEEMAGAGBERA A G A AGGACGCGAGGACACGAACCCGTGAGTGGAAACCCGCTTTATT

CACTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGCTGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCCGGTCTC
CCCTCGTGTCCAGCCCCTCCCCGGTCCGAGCGAAGGGGGACTCCGGGACCCCTTGCATGYTGGGGACGAAGCLCGCLCE
CCGGGCGCTCCCCTCGGTCCACCTTCGAGGGGGTTCACACCTCCAGGCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTTTCCCTTCTCT
CGTCTTCCTCGGTCAACCTCCGGAGTTCCTCTTCTTCCTCCTTGCTGAGGTTCTTCCCTCCCCCGGCCAGCTGCTTCTTCT

TGTTEICGAGGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCAGICGIGRmICeICeeeIaAs

3) BiCECCACEEEAACAEEARAEIN c G A CGCGGACGCGAACTCGTGAGTGGAAACCCGCTTTATTCACTGGG
GTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCTGGTTTCCTCTCACG
TCCAGCCCCTCCCCGGTCCGAGTGAAGGGGGACTCCGGGACTCCTTGCATGCTGGGGACGAAGCCGCCEEEGGGCGC
TCCCCTCCGTTCGCCTTCGAGGGGGTTCACACCTCCAGTCGGCGGGCCGGCTGTTCTTCTTTCCCTTCTCTCGTCTTCCT
CGGTCAACCTCCTGAGTTCCTCTTCTTCTTCCCTGCTGAGGCTCTTCCCTCCCCCGGCCAGCTGCTTCTTCTTGTTRICEA

BGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCCiGIEGICAACCICeeeIGAs

4) BIGEORTCEEEACEEERAGAGERA » G/ AGGACGCGAGACACGAACCCGTGAGTGYATTCCGCTTTATTCA

CTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGTGGATCGGCTGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCGCCGGWTCCC
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CTGATGTCCAGCCCCTCCCCAGTCCTGGTGAAGGGGGACTCCGGAACACCTTGCATGCTGGGGACGACGCCLCCGGEG
CGCTCCCCTCGATCCACCTTCGAGGGGGTTCACACCCCCAACCGGCGGGCCGGCTATTCTTCTTTCCCTTCTCTCGTCTT
CTTCGGTCAACCTCTTAAGTTCCCCTTCTTCCYCCTTGCTGAGACTCTTCCCTCCGGCGCTCAGCTG CTTTCTCTTGTT-

BABGGCCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCTGICEGIGAACEICeeeeIeAE

5) HiGCCAGEEACEEAAEABERAGAA G oA CGCGGACGCGAACTCGTGAGTGGAAACCCGCTTTATTCACT

GGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCTGGTTTCCT
CTCACGTCCAGCCCCTCCCCGGTCSGAGTGAAGGGGGACTCCGGGACTCCTTGCATGCTGGGGACGAAGCCGCCE
CCGGGCGCTCCCCGCEEEEEGGCGCTCCCCTCCGTTCGCCTTCGAGGGGGTTCACACCTCCAGTCGGCGGGCCGG

CTGTTCTTCTTTCCCTTCTCTCGTCTTCCTCGGTCAACCTCCTGAGTTCCTCTTCTTCTTCCCTGCTGAGGCTCTTCCCT
CCCCCGGCCAGCTGCTTCTTCTTGTTEIGGABGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCCiGICEGGARICe!

6) HiGCOMICECCACCOGAMGAGEIR A GAAGAACGCGAGACGCGAATCCGTGAGTGGAAACCCGCTTTA

TTCACTGGGGTCGACAGCTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAAAGTATATCCYATGGGAATCCCCTG
GTCCCGTCGTGTCCAGCCCCTCCCCGGTCCGATGGAAGGGGGACTCCGGGACTCCTTGCATGCTGGGGACGAAGC
CGCCCCCGGGCGCTCCCCTCGATCCRCCTTCGAGGAGGTTCACACCTCCAGGCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTTTT
CCTTMTCTCGTCTTCCTCGGTCAACCTTCCGAGTTCCTCTTCTTCCTCCCTGCTGAGAYTCTTCCCTCCTCCGGCCAG

CTGCTTCTTCTTGTTEIGGAGBGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCTGIEGIGAMCCICeeeIGAs

7) BiGCCEACEEEAAGAEEAMAGEN : G A CGCGAGACACGAACCCGTGAGTGAAAACCCGCTTTATTCACT

GGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCCGGTCGCCC
CTCRYGTCCAGCCCCTCCCCGGTCCGAGCGAAGGGGGACTCCGGGACACCTTGCATGYTGGGGACGAAGCCGCCC
CCGGGCGCTCCCCTCGRTCCACCTTCGAGGGGGTTCACACCTCCAGTCGGCGGGCCGGCTGTTCTTCTTTCCCTTCT
CTCGTCTTCCTCGGTCAACCTCAGGAGTTCCTCTTCTTCCTCCCTGCTGAGCGTCTTCCCTCCCCCGGCCAGCTGCTT

CTTCTTGTTRIGBABGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCTGICE AN eICeetI GG

8) NGOG CCACCOEARGAGERA A GAAGGACGCGGACGCGAACTCGTGAGTGGAAACCCGTTTTATT

CACTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCTGGCC
TCCTCTCACGTCCAGCCCCTCCCCRGTCCGAGYGAAGGGGGACTCCGGGAYTCCTTGCATGCTGGGGACGAAGCC
GCCCCCGGGCGCTCCCCTCCGTTCGCCTTCGAGGGGGTTCACACCTCCAGTCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTTTCC
CCTTCTCTCGTCTTCCTCGGTCAACCTCTTGATTTCCTCTTCTTCTTCCCTGCTGAGGCTCTTCCCTCCCCCGGCCAGY

TGCTTCTTTCTTGTTRIGBABGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCCTHGICEEIGRACCICEeIGAE
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o) RiGEEATCEEEABEEEAREAGERA A GA A GGACGCGGACGCGAACCCGTGAGTGGAAACCCGCTTTAT

TCACTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGACGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCCGGT
TTCCCACCACGTCCAGCCCCTCCCCGGTCCGAGTGAAGGGGGACTCCGGGACTCCTTGCATGCTGGGGACGAAGC
CGCCCCCGGGCGCTCCCCTCCTATCGCCTTCGAGGGGGTTCACACCTCCAGTCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTTTCC
CTTCTCTCGTCTTCCTCGGTCAACTTCCTGAGTTCCTCTTCTTCTTCCTTGCTCAGGCGCTTCCCTCCCCCGGCYAGTT

GCTTTTTCTTGTTEIGBABGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCTGIEGICAMICCICCeeI GG

10) MIGEEATCEEEACEEERABABERA A G A A GGACGCGAGACACGAACCCGTGAGTGGAAACCCGCTTT

ATTCACTGGGGTCGACARCTCTGAGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCTG
GYTTCCCCTYRCGTCCAGCCCCYCCCCGGTCCGGGTGAAGGGGGACTCCGGGACCCCTTGCATGCTRGGGACGAA
GCCGCCCCCGGGCGCTCCCCTCGATCCRCCTTCGAGGGGGTTCACAYCTCCAGKCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTT
TCCCTTCTCTCGTCTTCCTYGGTCAACCTCYGGAGTTCCYCTTCTTCCTCCCTGCTGAGGCTCTTCCCTCCTCCGGCCA

GCTGCTTCTTCTTGTTRICBAGGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCTHGICEGIGAAICCICeeeIGAG

11) HCEOATCECEACEEERAGAGBERA A G A AGGACGCGAGACACGAACCCGTGAGTGGAAACCCGCTTT

ATTCACTGGGGTCGACARCTCTGAGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGTATATCCYATGGGAATCCCTG
GYTTCCCCTYRCGTCCAGCCCCYCCCCGGTCCGGGTGAAGGGGGACTCCGGGACCCCTTGCATGCTRGGGACGAA
GCCGCCCCCGGGCGCTCCCCTCGATCCRCCTTCGAGGGGGTTCACAYCTCCAGKCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTT
TCCCTTCTCTCGTCTTCCTYGGTCAACCTCYGGAGTTCCYCTTCTTCCTCCCTGCTGAGGCTCTTCCCTCCTCCGGCCA

GCTGCTTCTTCTTGTTEICGAGGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCTHGICEGIGAMICCICCeeIGas

Sekil 10. PZR pozitif 11 farkl klinik 6rnege ait DNA dizileri ile bu dizilimler iizerinde

bulunan primer ve enzim tanima bolgeleri
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HDV ELZ.11

HQO005371.1

AM779596.1

AY648956.1

HDV ELZ.11

HQO005371.1

AM779596.1

AY648956.1

HDV ELZ.11

HQO005371.1

AM779596.1

AY648956.1

HDV ELZ.11

HQO005371.1

AM779596.1

AY648956.1

HDV ELZ.11

HQO005371.1

AM779596.1

AY648956.1

HDV ELZ.11

HQO005371.1

AM779596.1

AY648956.1

ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAAAGAAGGACGCGAGACACGAACCCGTGAGTGGAAACCH0

NN RN
ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAAAGAAGGACGCGAGACACGAACCTGTGAGTGGAAACC
NN RN
ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAAAGAAGGACGCGAGACACGAACCTGTGAGTGGAAACC

0 T O O R R R O O
ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAAAGAAGGACGCGAGACACGAACCCGTGAGTGGATACC

CGCTTTATTCACTGGGGTCGACARCTCTGAGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGT120

NN e RN
CGCTTTATTCACTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGT

NN e RN
CGCTTTATTCACTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGT

NN e RN
CGCTTTATTCACTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAAAAGGGAGGATCGGCTGGGAAGAGT

ATATCCYATGGGAATCCCTGGYTTCCCCTYRCGTCCAGCCCCYCCCCGGTCCGGGTGAAGL80

0 T e e U O O O O O O O R O IR IR O
ATATCCTATGGGAATCCCTGGTTTCCCCTCACGTCCAGCCCCTCCCCGGTCCGAGTGAAG

0 T e e U O O O O O O O R O IR IR O
ATATCCTATGGGAATCCCTGGTTTCCCCTCACGTCCAGCCCCTCCCCGGTCCGAGTGAAG

FEEErE trrrrrrrrrrrrr rerrrnd PEEErrrrrr rerrrrrrr reernd
ATATCCTATGGGAATCCCTGGTTTCCCCTTATGTCCAGCCCCTCCCCGGTCCTGGTGAAG

GGGGACTCCGGGACCCCTTGCATGCTRGGGACGAAGCCGCCCCCGGGCGCTCCCCTCGAT240

AR RN
GGGGACTCCGGGATGCCTTGCATGCTGGGGACGAAGCCGCCCCCGGGCGCTCCCCTCGAT
R RN

GGGGACTCCGGGACCCCTTGCATGCTGGGGACGAAGCCGCCCCCGGGCGCTCCCCTCGAT

NN R R R
GGGGACTCCGGGATGCCTTGCATGCTGGGGACGAAGCCGCCCCCGGGCGCTCCCCTCGAT

CCRCCTTCGAGGGGGTTCACAYCTCCAGKCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTTTCCCTTCTC300

0 T T e O O 0 O
CCACCTTCGAGGGGGTTCACACCTCCAGTCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTTTCCCTTTTC

A e RN
CCACCTTCGAGGGGGTTCACACCTCCAGTCGGCGGGCCGGCTATTCTTCTTTCCCTTCTC

LEorrrrrrrrrrrrerrere o reer tr rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CCACCTTCGAGGGGGTTCACACCCCCAGCCGACGGGCCGGCTACTCTTCTTTCCCTTCTC

TCGTCTTCCTYGGTCAACCTCYGGAGTTCCYCTTCTTCCTCCCTGCTGAGGCTCTTCCCT360

NN e RN
TCGTCTTCCTCGGTCAACCTCCGGAGTTCCTCTTCTTCCTCCCTGCTGAGGCTCTTCCCT

0 T e B O O O O O R R R R IR O A O
TCGTCTTCCTCGGTCAACCTCCGGAGTTCCTCTTCTTCTTCCTTGCTGAGGTTCTTCCCT

PEEEEEEEEE et PEErrr reerrrr rer trrrrr e
TCGTCTTCCTCGGTCAACCTCTTAAGTTCCTCTTCTTCTTCCTTGCTGAGGCTCTTCCCT
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HDV ELZ.11 CCTCCGGCCAGCTGCTTCTTCTTGTTCTCGAGGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTC420
PEEErrer rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rerrrrrrrrrrrrrrrrrr e

HQO005371.1 CCTCCGGCTAGCTGCTTCTTCTTGTTCTCGAGGGACTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTC
A NN

AM779596.1 CCCCCGGCCAGCTGCTTCTTCTTGTTCTCGAGGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTC

A R
AY648956.1 CC-CGCGGACAGTTGCTTCCTCTTGTTCTCGAGGGCCTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCT

HDV ELZ.11 TCCTTGTCGGTGAATCCTCCCCTGAG446

FEEEEErrrrrrrrrrrr e
HQO005371.1 TCCTTGTCGGTGAATCCTCCCCTGAG

FEEEEErrrrrrrrrrrr e
AM77959%96.1 TCCTTGTCGGTGAATCCTCCCCTGAG

FEEErrrrrrr ter rrrrrrrrrnd
AY648956.1 CTCCTTGTCGGAGAACCCTCCCCTGAG

Sekil 11. PZR pozitif klinik 6rnege (11 nolu ornek) ait dizilimin gen bankasinda mevcut ii¢
farkli HDV genomu ile BLAST dizi siralama sonuglar1

70



Hepatifis delta virns dTkS
dbjl.-‘-. E2&5994 1
-I:ijIA E221941.1
embla 0217351
embl& 9021744
gb|EL47E901.1
#h
gblEL47E910.1

2 dbjlaE206 5251

dbijla E2OE5249.1

*HDV ELZ.11

gbIHQO05371.1

emb| A M7 P55

“embla M7 7I5E2.1

Cembil s 775961

gbHQOO 53671

embila 775551

Sekil 12. Onbir nolu 6rnege ait gen dizilimininin filogenetik aga¢ sonucu (Gen bankasmdaki

virlislerin dizilimleri Sequens ID olarak verilmistir. Tim bu virlisler HDV 'nin genotip 1 alt

grubunda yer almaktadir).
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4. TARTISMA

Son yillarda HDV enfeksiyonlarinda azalma saptanmasina ragmen diinya
capinda 350 milyondan fazla insan kronik HBV ile enfektedir. Bu enfeksiyon
Tiirkiye’de de, ozellikle Dogu ve Gilineydogu Anadolu bdlgesinde yiiksek bir
prevalansa sahiptir. Diinya ¢apindaki HBsAg tasiyicilarinin % 5’inin HDV ile
koenfekte oldugu tahmin edilmektedir. Bu sonuca gore 15-20 milyon HDV tasiyicisi
bulunmaktadir ve tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir
(5, 130).

Bu calisma, insan sagligmi bu kadar etkileyen bir enfeksiyon etkeni ile
miicadelede yardimc1 olabilmek icin bdlgemizdeki HDV  enfeksiyonunun
prevelansi ve karakteristik 6zelliklerini tanimlamak amaciyla planlanmastur.

HDV ile HBV epidemiolojisi bircok yonden benzerlik gosterse de her iki
enfeksiyon arasinda bazi dnemli farklar da vardir. HBV’nin endemik oldugu belirli
bolgelerde HDV sikligt HBV kadar yiiksek olmayabilmektedir. Yapilan bir¢ok
calismaya gore, HDV’nin global prevelansi ¢ok degiskendir ve ayni bdlgede bile
degisik zaman periyodlarinda degisik prevelanslara rastlamak miimkiin
goriinmektedir. Bu da HBV ve HDV enfeksiyonu birlikteligini ve uyumunun
molekiiler ve virolojik agidan sorgulanmasimni zorunlu kilmaktadir (5, 123).

Bolgemizde HBV sikligi oldukca yiiksektir ve buna bagh olarak HDV
enfeksiyonunun prevelansini ve epidemiyolojik 6zelliklerini arastirmak oldukca
onemlidir.

Hepatit D enfeksiyonu tiim diinyada goriiliir, ancak dagilim paterni ayni
degildir. Genomik degiskenlige dayanarak, niikleotid dizisinde %40 oraninda
degiskenlik gosteren, farkl: tiirler, belirli bolgelerde temsil edilen ve farkli hastalik
sonucu ile iligkili olan baslica 8 HDV genotipi belirlenmistir. HDV enfeksiyonu
oranlar1t HBV’nin endemik oldugu bolgelerde daha yiiksektir ancak istisnalar
bulunur. Vietnam ve Endonezya’da HDV koenfeksiyonu nadir goriliir (122, 173).

Hepatit D viriisti tiim yas gruplarini ilgilendirir ve enfeksiyonun baslica iki
spesifik paterni olusabilir. Ornegin, HDV ile HBV ko-enfeksiyonu ve kronik bir
HBYV tastyicismnin HBV ya da HDV siiperenfeksiyonu (111, 112).
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Endeminin diistik oldugu bolgelerde HDV koenfeksiyon seklinde ortaya
cikar, parenteral yolla bulasir. Akut hepatit, hafif akut hepatitden fulminan hepatite
degisen klinik tiplere sahiptir. Bu degiskenligin sebebi kiginin immiin cevabinin veya
HBV’nin T- helper fonksiyonunun degisimidir. Cogu vakada akut delta hepatiti tipik
kendini siirlayan hepatit seklindedir. Klinik ve histolojik olarak Hepatit B’den veya
diger akut viral hepatit tiplerinden ayirt edilemez. Avrupa ve Amerika’da yapilan iki
ayr1 caligmada fulminan B hepatiti ile non fulminan B hepatiti arasinda delta
koenfeksiyonu orami arastirilmis ve Avrupa’da yapilan calismada sirasiyla %34 ve
%4.2, Amerikada’ki calismada ise swasiyla %39 ve %19 bulunmustur. Ilag
bagimlilar1 arasinda yapilan diger bir calismada akut delta hepatitli hastalarla HBV
monoenfeksiyonlu hastalar karsilastirilmis ve 86 koenfekte hastanin 15 tanesinde
(%17,4), 50 monoenfekte hastanin 2 tanesinde fulminan hepatit gelismistir (174).
Kronik HDV enfeksiyonu, HBV mono enfeksiyonundan daha siddetli KC hastaligia
yol acar. Hizli ilerleyen fibrozis, erken hepatik dekompanzasyon ve HCC riskinde
artiga neden olmaktadir (130,174). Koenfekte hastalarin HBV genotipleri KC’deki
enflamasyonun yaninda HDV’ nin viral yiikiinii de etkiler (187).

Delta viriis enfeksiyonu, endemilerinin yiiksek oldugu bolgelerde HDV
siiperenfeksiyonu seklinde goriilir. Bu bolgelerde, HDV c¢ocukluk ve adolesan
caglarda alinir ve bulasta yakin temas on plandadir. Yiiksek endemik bdlgelerdeki
siiperenfeksiyon durumunda hastalik daha agir seyreder, karaciger hasari, siroz ve
Olim daha fazla goriiliir (134). Bozday1 ve ark (174).’nin yaptig1 bir ¢alismada 75
kronik delta hepatitli hastada 2-6 yillik takip siiresi sonrasinda ilk biyopsi sonuglarina
gore 29 hastada kronik hepatit, siroz, KC yetmezligi gelismistir. Akut hepatit epizotu
sonrasi histolojik sirozun prevalansi yillarla lineer bir artisa sebep olmustur. 10 yil
sonra %23 (10/43), 20 yil sonra %41 (9/22), 30 y1l sonra %77 (9/13) histolojik siroz
vakas1 yakalanmistir (174). Hastaligin seyrinin agir olmasindan ve HDV
prevalansmin yliksek saptanmasindan dolay1 bolgemizde delta viriis enfeksiyonunun
siiperenfeksiyon seklinde seyrettigi diistiniilmektedir.

Kronik HDV enfeksiyonun da HBsAg diizeyinin HDV replikasyonu ile
iligkili oldugu gosterilmistir. HDV viremisi yiiksek olarak degiskendir fakat
biyokimyasal aktivite ve histolojik evrelendirme ile iliskili degildir. Bu bilgi HDV”’

nin non-sitopatik bir virlis oldugunu destekler. GGT sirozla iligkili tek bagimsiz
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marker olduguna goére KC biyopsisi (kronik delta hepatitli hastalarda) fibrozun
Olciimiinde major ara¢ olarak kalmaya devam edecektir (159). GGT inflamasyon ve
fibrozisin daha agir seyredeceginin bir gostergesidir. Bu ¢alismada da, HDV RNA
diizeyi 400 kopya/mlI’nin altinda olan hastalar ile HDV RNA diizeyi 400
kopya/ml’nin {izerinde olan hastalar biyokimyasal parametreler agisindan
karsilastirildiginda HDV RNA diizeyi yiiksek olan hastalarin GGT diizeylerinin,
HDV RNA diizeyi diisiik olan hastalarm GGT diizeylerinden istatistiksel anlam
olusturacak diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur (p=0.006). Sonu¢ olarak HDV
RNA diizeyi arttik¢a GGT diizeyi de anlamli1 6l¢iide artmaktadir.

Delta virlis RNA’smin klonlanmasi, serum ve karacigerde HDV RNA’nin
Olciimii icin gerekli olan problarin olusturulmasini kolaylastirmistir. HDV RNA’nin
saptanma sensitivitesi, RT-PZR teknigi ile birlikte anlamli 6lgide artmustir. Daha
once viral yiikiin tespitine yonelik ticari bir test standardize edilmedigi i¢in, farkl
merkezlerde yerli analizler gelistirilmistir. Yakin zamanda, ger¢ek zamanli PZR ile
serumda HDV’nin kantifikasyonunun kronik olarak enfekte olmus hastalarin
yonetiminde uygulanmasi onerilmistir (111, 112). Bu c¢alismada da HDV RNA
diizeyleri kantitatif olarak 6l¢iilmiistiir.

HBsAg-pozitif hastalarda anti-delta seroprevalansma yonelik caligmalar ile
incelenen bu viriisiin HDV’nin yasam dongiisii i¢cin HBV’ye ihtiya¢ duydugu
gergegini ortaya ¢ikarmustir. HDV nin diinyadaki dagilim paterni farklidir. Ornegin,
HBV tasiyicilarinin %90°1 Pasifik adalarinda her iki viriisle de enfekte olurken, bu
oranlar Italya’da %8’e Japonya’da ise %5’e diismektedir. Diinya genelinde HDV
hastaligina iligkin yiiriitiilen klinik ¢alismalar, patogenezde genis bir varyasyon soz
konusu olduguna ve bu farkliliklarin sebeplerinin heniiz tam olarak bilinmedigine
isaret etmektedir ( 176).

Tirkdogan ve ark. (177)’nm yaptig1 epidemiyolojik bir ¢alismada, Tiirkiye’de,
HDV enfeksiyon prevalansinin kronik KC hastalarinda (%32.7), asemptomatik
HBsAg tasiyicilarina (%5.2) oranla dikkat c¢ekici sekilde yiiksek oldugu
gosterilmistir. En yiliksek prevalans (%45.6) ise hepatit viriisiinii alma riski yiiksek
olan kisilerde (saglik personeli, hemodiyaliz hastalari, politransfiizyon alan hastalar)

kronik KC hastalig1 ile beraber goriilmiistiir. Siddetli veya fulminant hepatit siklig1,
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HBV ile enfekte hastalar (%7.8) ve HBV/HDV ko-enfeksiyonu olan (%10)
hastalarda benzerdir.

Ulkemizde anti-HDV sero-pozitifligi %2.9 -%33 arasindadir; kronik HBsAg
tastyicilarinda bu oran %0-11.2 arasindayken, kronik hepatitli hastalarda %6.8-53.4
arasindadir (6). HDV enfeksiyonu Bati iilkeleri ve Tiirkiye’nin bat1 bolgelerinde
azalmasina ragmen, Dogu ve Giiney Dogu Anadolu Bdlgelerinde ise kronik KC
hastaliklarinin ikinci siradaki biiylik nedeni olarak dnemini korumaktadir. Bunun
baslica sebebi ise bu bolgelerde yasayan kisilerin kotii hijyen kosullarina maruz
kalmasi, sosyoekonomik diizeyin ve egitim seviyesinin diisiik olmasindandir (177).

Diilger ve ark. (178)’'nin 2010 yilinda yapmis olduklar1 bir caligmada Van
yoresinde Kronik Hepatit B’li hastalarda HDV prevalans1t %16 gibi yiiksek bir
oranda bulunmustur. Ayrica ayni caligmada kirsal alanlarda yasayan geng erkeklerde
enfeksiyon oranmin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Bu c¢alismada elde ettigimiz sonuglara gore de, Elazig bolgesinde kronik
HBV’li hastalar arasindaki HDV endemisinin oldukca yiiksek oldugu ve bu
hastalarin biliyiik ¢cogunlugunun geng erkeklerden olustugu bulunmustur. Hastalarin
% 69’u erkek (78/113) ve yas ortalamas1 48.8 £11.8 yil’dur.

Delta viriis enfeksiyonunun diinyadaki epidemiolojik 6zellikleri genel ¢izgileri
ile HBV’ye benzemektedir. Bulasim esas olarak parenteraldir. Yani bulasta ana yol
olarak kan ve kan iirtinleri yer almaktadir. Bununla birlikte vertikal ve horizantal
gecis de soz konusudur. Aile i¢i bulasim HBV’ye benzer sekilde goriilebilmektedir.
Ozellikle i.v. ilag kullanicilarinda enfeksiyonun prevalansi ¢ok yiiksek bulunmustur.
Hong-Kong’da yapilan bir calismada HDV tasiyicilariin neredeyse tamami, HBsAg
pozitif i.v. ilag kullanicis1 oldugu, buna karsin ila¢ kullanicis1 olmayanlarm ise ¢ok
diisiik oranda oldugu belirtilmistir (122).

Baslica HBV’ye kars1 as1 kampanyalari, hamile kadimnlara ve kan {iriinlerine
sistematik tarama yapilmasi, saglik ¢alisanlar1 arasinda kanla tasman enfeksiyonlara
kars1 giivenlik prosediirlerinin uygulanmasi, tek kullanimlik enjektorler, gelismis
sosyoekonomik sartlar, cinsel yolla bulasan hastaliklara kars1 farkindaligin artmasi
ve kazanilmig immiin yetmezlik sendromu olan hastalarin takibi gibi nedenlerle
Italya, Ispanya, Taiwan ve Tiirkiye gibi diinyanin baz1 bolgelerinde HDV

enfeksiyonunun prevalans1 6nemli 6l¢iide diisiis gostermektedir (112).

75



Ulkemizde de alman cesitli onlemler sayesinde bulasic1 karaciger
hastaliklarinda diisiis olmasi beklenebilir ancak bazi bdlgelerde, bu ¢alismada da
goriildiigli gibi halen yiiksek HDV siklig1 bulunabilir. Bunun nedeni bdlgemizdeki
koti hijyen kurallar1 ve aile i¢i gecisin yiiksek olmasindan kaynaklanabilir.

Italya’da yapilan calismalarda HBsAg tasiyicilarmin 1983°de % 24.6,
1992°de % 14, 1997°de % 8.3 oldugu ve HDV prevalansinin azaldig1 gosterilmistir.
Kao ve ark. (180)’nin Tayvan’da yapmis oldugu bir ¢alismada intravendz ilag
kullanicilar1 arasmda HCV ve HDV enfeksiyonunun prevalansinin azaldigini
gostermislerdir.

Bununla birlikte, HDV prevalansinin diismekte oldugu iddialarina yonelik
baz1 karsit goriisler 6ne siirtilmektedir. Gelismekte olan {ilkeler, gelismis iilkeler ile
aynt HBV kontrol onlemlerine sahip degildir ve sosyoekonomik kosullarda ayni
gelismeleri gostermemektedirler. Bu bolgelerde gozlenen prevalansa yonelik veriler
azdir ancak kesitsel calismalar HBsAg tasiyicilarinda HDV  ko-enfeksiyon
oranlarinin halen % 10’un iizerinde oldugu gosterilmistir. Almanya’da, HBV’li
bireylerde anti-HDV antikor prevalansi 1992 yilinda % 18.6’dan, 1997°de % 6.8’e
digmiis, 1999’dan itibaren ise bu oranlar tekrar % 8-%14 arasinda yliikselis
gostermistir. HDV Fransa’da yaygin olmaya devam etmektedir (122). Endiistrilesmis
iilkelerdeki bu niiksiin ana sebebi Dogu Avrupa, Afrika, Orta Dogu, Tiirkiye ve eski
Sovyetler Birligi’nden gelen gociin artmasidir. Endemik bdlgelerden gog tek sebep
degildir. Intravendz ilag kullanimi, cinsel uygulamalar ve beden modifikasyonu gibi
nedenlerinde etkisi s6z konusu olabilir (112). HDV siiperenfeksiyonunun kiime
salginlar1 rapor edilmeye devam edilmektedir ve salginlar hala meydana gelirken ve
endemik {ilkelerden gb¢ popiilasyonu artarken, HDV enfeksiyonu tehdit olmaya
devam edecektir (122).

Son yirmi yil igerisinde Tirkiye’nin bati ve orta kesimlerinde HDV
seroprevelansini % 7°den % 0.9’a diistiigli tahmin edilmektedir. Bununla beraber
Tirkiye’nin gilineydogu ve dogusunda oranlar hala yiiksek seyretmeye devam
etmektedir. Diyarbakir’da karaciger sirozundaki HDV enfeksiyonu prevelans orani
Yalg¢in ve ark. (107) nin yaptig1 bir calismada % 47 olarak bildirilmistir.

Bu calismada, kronik HBV enfeksiyonu olan hastalar arasinda HDV

seropozitivitesinin  yiiksek oldugunu ortaya koymus bulunmaktayiz. HDV
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enfeksiyonu iilkemizde 6zellikle Dogu ve Gilineydogu Anadolu’da ciddi bir saglik
sorunudur.

Aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz glukoneogenezde rol
oynayan, sirastyla oxalo-asetik asit ve piruvik asit olusturmak amaciyla aspartik asit
ve alaninden amino gruplarini ketoglutarik aside transferini katalizleyen enzimlerdir.
ALT sitozolik bir enzimdir ve goreceli olarak karacigere spesifik iken AST hem
sitozolik hem de mitokondrial izoenzimler olup karacigerin yanisira ¢izgili kaslarda,
beyin, pankreas ve kan hiicrelerinde bulunmaktadir. Permeabilite artis1 veya hiicresel
nekroz gelisen durumlarda bu enzimleri i¢eren hiicrelerden enzim sizmasi sonucunda
serum enzim diizeyleri normal sinirlarn lizerine ¢gikar (29, 107).

Bu calisgmada, HDV RNA diizeyi 400 kopya/ml’ nin altinda olan hastalar
(Grup I) ile HDV RNA diizeyi 400 kopya/ml iizerinde olan hastalar (Grup II)
biyokimya sonu¢larmna gore karsilastirildi. Grup I’de 23 hasta (% 20.35), Grup II’de
ise 90 hasta (% 79.65) bulunmaktaydi. Bu sonuglara gore, Grup II’deki hastalarin
ortalama ALT diizeylerinin Grup I’deki hastalardan isatistiksel olarak anlamlilik
olusturacak sekilde daha yiiksek oldugu bulunmustur (p=0.05). HDV RNA diizeyi
yiiksek olan hastalarin ortalama ALT diizeylerindeki bu yliksekligin sebebi,
karaciger rezervinin HDV RNA diizeyi yliksek olan hastalarda daha az oranda
bulunmasindan kaynaklanabilir. Tersine Grup I’deki hastalarin AST degerleri Grup
II’deki hastalarn ortalama AST diizeylerinden isatistiksel olarak anlamlilik
olusturacak sekilde daha yiiksek oldugu bulunmustur (p=0.016). Bu sonuca gore, bir
hastada AST yiiselip ALT diisiiyorsa bu ilerleyici hastaligin bulgusudur ve hastanin
siroza dogru ilerledigini gostermektedir. Ciinkii siroza giden hastalarda fibrozis
gelistigi icin hepatosit hiicreleri azalmakta ve dnce ALT diizeyi diismektedir.

Ayni sekilde, Grup I ve Grup II hastalarda; total bilirubin, GGT, PLT, total
protein, albiimin ve INR diizeyleri karsilastirildiginda istatitiksel anlamlilik
olusturacak bir fark tespit edilmemistir.

Kronik HDV hastalarinda, Delta virtisiit HBV nin yiizey antijenini kullanarak
replike oldugu kabul edilir. Bundan dolayida, HBsAg titrelerinin yiikselmesini, HBV
DNA diizeylerinin ise diismesi beklenir. Bu ¢alismada, Grup II’deki hastalarda HBV
DNA’nin median degeri 1125 kopya/ml iken, Grup II’deki hastalarda HBV
DNA’nin median degeri 133 kopya/ml bulunmustur (p=0.015). Grup II’deki
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hastalarin HBV DNA diizeyleri Grup I’deki hastalarin HBV DNA diizeylerinden
istatistiksel olarak anlamli Olglide diisik bulunmustur. Buna gore, Delta
enfeksiyonunun, HBV’nin ¢ogalmasini baskiladigi sonucuna ulasilabilir.

Zachou ve ark. (159)’nin yapmis oldugu bir ¢calismada da bu ¢alismada oldugu
gibi serum HBV DNA ve HDV RNA diizeyleri kantitatif olarak ol¢tilmiistiir. Ayni
calismanin sonucunda Delta viriis replikasyonu arttikga Hepatit B replikasyonunun
azaldig1 saptanmistir. Yani HDV RNA diizeyi arttikga HBV DNA diizeylerinin
azaldig1 bildirilmistir. Zachou ve ark. (159) ayrica HDV replikasyonunun serum
HBsAg diizeyleri ile korele olarak arttigmni saptamislardir. Bu calismada da, HDV
RNA diizeyi yliksek olan hastalarin HBsAg titrelerit HDV RNA diizeyi diisiik olan
hastalardan minimal diizeyde yiliksek bulunmustur. Bu sonucun ¢ikmasinin nedeni
hasta sayimizin yeterli olmamasi ve HBsAg titrelerinin uzun bir zaman diliminde
degisiklige ugramasi olabilir.

Zachou ve ark. (159)’nin HDV RNA ile HBsAg arasindaki iliskiye dair
sonuglar1 bagka caligmalarda gdsterilen terapotik denemelerdeki indirek bulgularla
ayni ¢izgide bulunmustur. Interferon tedavisine cevap veren hastalarda HDV RNA
disiisii HBsAg ile iligkilidir. Niikleozid analoglar1 tedavisine cevap vermemis
hastalarda HBsAg ve HDV RNA diizeyleri stabil kalmistir. Benzer sekilde mevcut
calismada da HBsAg Ol¢limiinin HDV RNA replikasyonunda 6nemli oldugunu
gostermektedir.

Bu calismada, HBeAg pozitif ve negatif olan hastalar arasinda ALT, AST,
Total bilirubin, albiimin, INR, GGT, PLT diizeyleri karsilastirildiginda istatistiki
olarak sadece PLT diizeyi HBeAg pozitif hastalarda anlaml 6l¢iide diisiik ¢ikmistir.
p degerleri swrastyla 0.4, 0.7, 0.34, 0.49, 0.5, 0.12, 0.02°dir. HBeAg pozitif hastalarda
trombosit seviyelerinin diismesinin nedeni biiylimiis dalaktaki gdllenmeye bagl
olabilir.

Genotipler hastaligin gidisat1 iizerinde etkili oldugundan ve cografi olarak
farkliliklar gosterdiginden, klinik iizerinde tedavi ve tedaviye yanita etkisi olabilecek
farkli genotiplerin bir populasyonda belirlenmesi biiyiik bir 6nem arzetmektedir (6).
Diinyanin farkli alanlarindaki HDV genotip c¢alismalar1 HDV’nin evrimi ve
yayilimini anlamamiz i¢in degerlidir (181). HBV ve HCV’nin farkli genotiplerinin

oldugu, her genotipin farkli bir klinik tablo yarattigi ve bununda ne kadar 6nemli

78



oldugu bilindigi gibi, HDV genotiplerinin de ayni nedenlerden dolay1 6nemli oldugu
kabul edilmektedir. Ulkemizde bu konuyla ilgili ¢alismalar oldukca smirhidir.
Altuglu ve ark. (6) ve Bozday1 ve ark. (5)’nin, kronik hepatitli hasta gruplarinda
yapmis olduklari iki farkli calismanim sonucunda HDV genotipi iilkemiz i¢in Genotip
I olarak tespit edilmistir.

Bu calismanm 0Oncelikli amaci ise bolgemizde daha 6nce hi¢ belirlenmemis
olan HDV’nin yaygin olan genotip ya da genotiplerini tespit etmeye g¢aligmaktir.
Farkli genotipler enfeksiyonun epidemiyolojisini anlamada ve patogenezde
onemlidir.

Hepatit delta virlis izolatlar1 arasindaki  genetik  varyasyonlarin
karakterizasyonlar1 genellikle, genotipler arasinda %30-40 oraninda, ayni genotipin
izolatlarin arasinda ise %10-15 oraninda degisiklik gosteren filogenetik dizi analizi
iizerine odaklanir. Dizi farkliliklarmin anlamliligi halen belirsiz olmakla birlikte,
farkli genotiplerle iliskili patojenik varyasyonlardan sorumlu olabilir (182).
Calismamizda Genotip I olarak belirlenen 6rneklerin niikleotit dizilimlerinin % 95-
98 oraninda benzerligi goriilmiistiir. Bu oran RNA virilisler i¢in ayr1 genotipler
arasinda olsa dahi 6nemli bir benzerliktir.

Delta virlisii’niin ¢esitliligi cografi orjini ile alakalidir. Avrupa, Kuzey
Amerika, Afrika ve bazi Asya lilkeleri basta olmak {izere tiim diinyada genotip I daha
yaygindir. Genotip II (daha once Genotip Ila olarak adlandiriliyordu), Japonya,
Taiwan, Rusya’da, Genotip III, en yaygm olarak Giliney Amerika’ nin Amazon
Havzasinda, Genotip IV (daha 6nce Genotip IIb olarak adlandiriliyordu), Tayvan ve
Japonya da, Genotip V- VIII ise Kuzey Avrupa’ ya gé¢ etmis olanlarda dahil olmak
iizere Afrika kokenli bireylerde bulunmustur (122). Tirkiye’de ise Genotip I
saptanmistir (5, 6).

Bu calismaya gore tiim hastalarmm Genotip I HDV viriisii ile enfekte oldugu
sonucuna ulagilmistir.

Tim diinyada genotiplendirme ile alakali pek ¢ok calisma yapilmis ve
ozellikle Genotip I’in diger genotiplerden daha etkin ve HBV ile etkilesime bagh
olarak daha genis bir dagilima sahip oldugu bulunmustur.

Esmaeili ve ark. (183)’nin 2009 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada Tahran

bolgesinde caligmaya alinan hastalarda genotip I’1 bu bdlgenin yaygin genotipi
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olarak belirlemislerdir. Bu sonu¢ daha 6nceleri ayn1 bélgede Behzadian ve ark. (109)
ve Mohebbi ve ark. (184)’nin da yapmis olduklar1 genotip arastirmalarinin
sonuglariyla ortiismektedir. Genotip 1 sadece Iran bolgesine has degil Kuveyt ve
Urdiin gibi tiim Orta Dogu iilkelerinin ortak etkenidir (4).

Pakistan’da 2007 yilinda yapilan bir calismada hastalardaki yaygin olan
genotipin HDV genotip I oldugu, hastaligimm her yasta bulasabildigi ancak en sik
olarak gen¢ erkekleri sectigi ve bu bolgedeki hastalarin biiyiilk ¢ogunlugunun
zamanla siroza gittigi belirtilmistir (155). Bu calismada da benzer sonuglara
ulagilmistir.

Tayvan’da yapilan bir ¢aligmada genotip 1 hastalarinda genotip II
hastalarindan daha fazla diisilk remisyon oranlari ve daha ¢ok olumsuz sonug
gorilmiistiir. Genotip IV’lii hastalar siklikla hafif KC hastaligina sahiptir. Ancak,
Okinawa’ nin Miyako adasinda Genotip IV’lin bir varyanti, Tayvan’ daki Genotip
IV’ den daha biiylik oranda kétiilesen hastalik ve siroza gidisle birlikte bulunmustur.
Genotip III siddetli salginlara Giiney Amerika’nin Amazon Havzasinda oOliimle
sonucglanan akut KC yetmezligine neden olur. Genotip I’e bagl ciddi hepatit
salgilar1 da meydana gelmistir, ancak genotip I ¢ok sayida hastalikla iliskilidir. Bu
da, genotip ile dogal 6ykii arasindaki iliskinin anlasilmasimni zorlagtirmaktadir.

Bu c¢alismaya alinan hastalarin birgcogunda siroz gelismistir. Daha Once
bildirilen ¢aligmalardaki gibi Genotip I’in hastalar lizerinde daha ¢ok olumsuz
sonuglara neden oldugu bilgisine ulagilmistir. Ancak bu ¢alismada hastalarda sadece
genotip I’in varlig1 nedeniyle, genotip I’in diger genotipler ile patogeneze etkisinin
kiyaslanmas1 ger¢eklestirilememistir.

Hepatit B virlisliniin genotipinin aynt zamanda HDV’nin dogal Oykiistinii
belirleyebilmesine ragmen, cogu koenfekte bireyde HBV DNA serum diizeyleri
genotip analizi i¢in ¢ok diisiik oldugu i¢in herhangi bir etkinin incelenmesi zordur.
Ancak, Su ve ark. (152)’nin genellikle HDV genotip I ve II ile enfekte olan Tayvan
popiilasyonun da HDV siiperenfeksiyonlu hastalarda yapmis oldugu bir ¢alismada,
HBV genotip B’ye oranla, HBV genotip C ile anlamh 6l¢ciide daha diisiik remisyon
oranlar1 ve daha olumsuz sonuglar saptandigini bildirilmistir. Brezilya’da yapilan bir
calisma, HBV genotipinin koenfeksiyonlu hastalarda karaciger enflamasyonunun

siddetini ve HDV viral yiikii belirledigini iler1 stirmiistiir ancak bunun sonuca iliskin
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bulgular heniiz net degildir. Misir’da yapilan bir ¢alismada, HBV genotip D ve HDV
genotip [ birlikteliginin stk bulundugu ve HBV tasiyicilarinda HDV
koenfeksiyonunun siddetli karaciger (KC) hastaligiyla iliskili oldugu belirlenmistir
(185).

Delta viriis ile enfekte kisilerde birden fazla genotip enfeksiyonu goriilebilir.
Ozellikle viriisle sik karsilasma riski olan kisilerde, bu kokenler arasinda
rekombinasyonlar gergeklesebilir (186).

HDV genotip I’in cografik dagilimi ve genetik degiskenligini daha 1y1
tanimlamak ve farkli HDV enfeksiyon paternlerine sahip popiilasyonlar da genom
degiskenliginin boyutunu degerlendirmek i¢in, farkli bolgelerden 72 hastanin
serumlarmda HDV RNA analizi yapilmistir. Hastalar genellikle ABD’de ve,
Archangelos ile Rodos da dahil olmak iizere Yunanistan’da ve civarinda yasayan
kisilerden olusmustur. Elde edilen tiim diziler HDV genotip I’e ait bulunmus. Bu da,
bu genotipin genis cografik dagilimmi ve Avrupa ve ABD’deki predominansini
dogrular niteliktedir. Yapilan onceki ¢alismalarin aksine, daha 6nce yaymlanmis tiim
mevcut HDV dizileri ile birlikte, bu genis ve cesitlilik gdsteren dizi grubunun
filogenetik analizi ile genotip I igerisinde 1yi tanimlanmais alt tiplere rastlanmamustir.
ABD, Archangelos, Tiirkiye ve Arnavutluk’ta rastlanan izolatlarda diisiik dizi
cesitliligi gdzlenirken, bu HDV’nin daha yakin zamanda ortaya ¢iktigina ve/veya dizi
cesitliliginin ¢ok daha fazla oldugu Yunanistan, italya ve Kuzey Afrika ile
kiyaslandiginda, bu bolgelere daha az sayidaki kaynaktan geldigine isaret etmektedir.
Archangelos’ta ortaya c¢ikan izolatlar arasindaki diisiikk dizi cesitliligi, 6zellikle bu
toplumda goriilen HDV hastaliginin son derece hafif paterni géz oniine alindiginda
ilgingtir. Genotipler arasinda niikleik asit ve amino asit dizilerinin karsilastirilmas,
fonksiyonel farkliliklarla iligkili olabilen hem genotip spesifik dizilere hem de
olduk¢a korunmus bélgelere isaret etmistir. Genotip spesifik dizilerinin en belirgin
olani, her bir genotip i¢inde olduk¢a korunmus olan ancak genotipler arasinda 6nemli
Olgtide farklilik gosteren L-HDAg’nin C-terminal ucunun 19-20 amino asitine
karsilik gelen bdlgedir (187). Mevcut calismada tiim genomun sekanslanmasi
yapilamadig1 i¢in bu kiyaslanmalarin yapilmasi miimkiin olmamistir. Bu nedenle,

daha sonraki ¢calismalarda tiim genom ¢alismasi hedeflenmektedir.

81



Genom biiyiikliigli, genotip II icin 1682-1685 niikleotid (nt), genotip IV (11b)
icin ise 1676 nt’dir. Genotip II ve diger genotipler arasindaki HDV niikleik asit
dizilerindeki farklilik % 13.8 ile % 35.3 arasinda degismektedir. Genotip II ile diger
genotipler arasinda HDAg kodlayic1 bolgedeki farkhiliklar, % 17.8 ile % 29.8
arasinda degismektedir. Genotip I ve II arasinda kiigiik ya da biiylik hepatit delta
antijenlerinin (HDAg’ler) etkilesimi ile 1ilgili genotipik ya da boyut acgisindan
smirlama yoktur ve farkli genotiplerin HDAg’lerinin virlis benzeri partikiillerle
birlikte paketlenmesi sirasinda genotipik uyumsuzluk yoktur. Genotip II’nin kii¢lik
HDAg’s1 ile genotip I HDV RNA replikasyonunun transkativasyonuna iligkin
belirgin bir evrensel genotipik sinirlama yoktur. Bunun tersine, genotip I kiiclik
HDAg’ler i¢cin genotip II HDV RNA replikasyonunu transaktive etmek acisindan
daha ¢ok genotipik smnirlama oldugu diisiiniilmektedir. Genotip I HDV nin diizeltme
etkinlikleri de genotip 1I’ye oranla daha yiiksektir. Genotip I ile karsilastirildiginda,
Genotip II HDV enfeksiyonu akut evrede fulminan hepatit ile daha az siklikta
iligkilidir ve kronik evrede siroz ya da hepatoselliiler karsinom (HCC) gibi daha az
olumsuz sonug¢ verir. Genotip IV (IIb) HDV enfeksiyonu olan hastalarin klinik
gostergeleri ile sonuglari, genotip II HDV enfeksiyonu olan hastalarinkine daha c¢ok
benzer. HBV ya da HDV’nin persistan replikasyonunun, serumlarmdan her iki
viriisiin de temizlendigi hastalarinkine kiyasla daha olumsuz sonuglarla (siroz, HCC
ya da mortalite) iligkili oldugu bulunmustur. HBV Genotip C, HDV genotip I ve yasa
ek olarak kronik hepatit D’li hastalarda siroz, HCC ya da mortalite ile iligkili onemli
bir faktordiir. Bununla birlikte, kronik HDV enfeksiyonu olan hastalarin ¢ogunda
hepatit B virlis DNA diizeyleri diistiktiir ya da tespit edilemez diizeydedir. Uzun
siireli takip sirasinda, genotip I HDV sagkalimla iliskili en 6nemli belirleyicidir
(188).

Bir bireyde HDV’nin kendiliginden temizlenip temizlenmedigi ya da kronik
enfekte hale gelip gelmedigini belirleyen mekanizmalar ile ciddi hepatite ve fibrozun
hizl1 ilerlemesine sebep olan siirecler halen acikliga kavusturulamamistir. HDAg,
insan hepatositleri ya da transgenik farelerde dogrudan sitotoksik degildir. HDV nin
viral yiikii, klinik bir calismada yer alan hastalarda karaciger hasarinin siddeti ile
iligkili bulunmamistir. Bununla birlikte, gézlemsel kohort ¢alismalarindan edinilen

kanitlar, HDV enfeksiyonunun akut evresinde, HDV viremisinin artan alanin
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aminotransferaz diizeyleri ve baskilanmis HBV ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur. Kronik fazda, diisen HDV RNA, HBV’nin reaktivasyonu ve orta
diizeyde transaminitis, HDV ya da HBV replikasyonuna bagli hepatoselliiler
karsinom ve siroz gelisimi ya da her iki viriisiin temizlenmesine bagli remisyon ile
karakterize olan ge¢ evre ile sonuglanir. Dolayisiyla, HDV ve HBV’nin viral yiikii
viral enfeksiyonun evresine gore dalgalanma gdsterir. Bu dalgalanmanin hastaligin
ilerlemesinin patogenezi ile dogrudan bir iliskiye isaret edip etmedigi halen
belirsizdir ve diger faktorler de goz 6niine alinmalidir (133).

RNA diizeltme etkinligi genotip I’e oranla genotip II ile daha diisiiktiir, ancak
bu farkin azalan hastalik aktivitesinin sebebi olmasi muhtemel degildir. Biiyiik
HDAg’de C-terminal kisminmn dizisi, genotipler arasinda biiylik Olciide farklilik
gosterir hatta diger HDV genotipleri ile genotip I’in HDV paketleme sinyal bolgeleri
arasinda %74 oraninda farklhilik goriiliir. Genotip I’de biiylik antijenin C-terminal
dizisi, partikiillerin daha az etkin sekilde birlesmesine sebep olacak sekilde klatrin
ile zay1f etkilesime giren genotip II’ye oranla daha iy1 paketleme islevi ile sonuglanir.
Karboksil-uctaki 19 amino asit, viral paketleme etkinlikleri i¢in en 6nemli belirleyici
olabilir. Bununla birlikte, tiim HDV genotipleri bir dl¢iide klatrine baglanabilir, bu
da, HDV partikiillerinin birlesmesinde klatrin baglayict roliinii destekler. Bu
mekanizmalardan hangisinin genotipin HDV dogal oykiisii iizerindeki etkisini
destekledigi belirsizdir (122).

Hepatit B yiizey antijeni’nin c¢esitli bolgeleri, HDV’nin birlesmesi ve
sekresyonu agisindan gereklidir. Tayvan’da yapilan bir ¢aligmada, dogal olarak
olusan HBV varyantlarmm HBsAg diizeyleri ve dizilerinin HDV nin birlesmesi ve
sekresyonu iizerindeki etkileri arastirilmistir. Cesitli HBsAg diizeylerini eksprese
eden 6 HBsAg ekspresyon plazmidi ve 6 hepatit B viriisii (HBV) tireten plazmid (3
genotip B ve 3 genotip C), HDV ile enfekte olan hastalarin serumlarindan
olusturulmustur. Bu plazmidler Huh-7 hepatoma hiicre hattina, HDV’nin genotip 1, II
ya da IV’lin 6 ekspresyon plazmidi ile birlikte transfekte edilmistir. Serum HBsAg ve
HBV DNA diizeyleri, HDV RNA diizeyleri ve kronik hepatit D (KHD) hastalarinin
sonuclar1 ile koreleymis. HDV’nin genotip LIl ya da IV sekresyonu, HBsAg
diizeyleri ile genel olarak korele iken, HBV genotipleri ya da HBV DNA diizeyleri

ile degilmis. HBsAg-kodlayic1 dizilere yonelik karsilikli ve rezidii mutagenez
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deneyleri, sitosolik bdlge I’deki rezidii Pro-62’nin genotip 2 ve 4 HDV nin birlesme
ve sekresyonunu etkiledigini ancak genotip [’in birlesme ve sekresyonunu
etkilemedigini ortaya koymustur. Pre-S2 N-terminal delesyon HBV mutant, iic HDV
genotipinin sekresyonunu olumsuz etkiler. Hastalarda, serum HDV RNA diizeyleri
HBsAg diizeyleri ile korele iken, HBV DNA seviyeleri ile degildir. HDV ya da HBV
viremisinin kotii sonuclarla korele oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak, HDV’nin
birlesmesi ve sekresyonu, HBsAg’nin miktar ve dizilerinden etkilenmistir. KHD’nin
etkin tedavisi i¢in, HBsAg iiretiminin azaltilmasi ile birlikte HBV ve HDV
replikasyonunun baskilanmasi 6nemli olabilir (122).

Brezilya’nin Para eyaletine bagl Bele’m de, 1994-2002 yillar1 arasinda biiyiik
bir devlet hastanesine (Santa Casa de Miserico’rdia) basvuran kronik olarak HBV ve
HDV ile enfekte olmus hastalardan alman 17 serum 6rnegi incelenmis. HBV genotip
F’nin, HDV 3 bulunan koenfekte hastalarda saptandigi Amazon’un diger bolgeleri
iizerine yapilan onceki ¢aligmalarin aksine, tiim vakalarda HDV 111 ve HBV genotipi
A (alt tip adw?2) tespit edilmistir. HDV 3/HBV A ko enfeksiyonu, HBV ile HDV
genotipleri arasinda spesifik bir etkilesim olmadig1 ve koenfeksiyonun sadece belli
bir cografi alanda bulunan en yaygin genotipleri yansitabilecegine isaret etmektedir.
HBsAg ile etkilesime giren ve HDV birlesmesi i¢in gerekli olan L-HDAg nin
karboksi-terminal bolgesinin analizi, Dogu Amazon’daki farkli izolatlar arasinda
bazi farkliliklar oldugunu ortaya koymustur (100).

RFLP restriksiyon enzimleri (RE) ile HDV genomunun HDAg bdlgesi
kesilerek genotiplendirme yapilan bir yontemdir. RFLP basit ve gilivenilir bir
metoddur. RFLP analizi HDV’ nin baslangi¢ genotiplendirmesi i¢in ¢ok faydalidir.
Bozday1 ve ark. (5)’ nin Tiirk hastalar lizerinde yaptig1 bir ¢alismada HDV-RNA
tiplendirmesi icin HDV genomunun HDAg bdlgesinin amplifikasyonu, RFLP analizi
ile incelenerek HDV genotiplendirmesi yapilmistir. RFLP analizi ile biitiin HDV
RNA pozitif hastalarda HDV genotip I belirlenmistir (183).

Bu calismada da, RFLP analizi ile HDAg bdlgesinin amplifikasyonu yapilarak
tim hastalarimizin HDV genotip 1 ile enfekte oldugu bulunmustur. Bu sonuglar,
Tiirkiye, Iran, Misir, Liibnan ve Pakistan gibi diger Orta dogu iilkelerinde yapilan
calismalarla uyumlu olarak bulunmustur (6, 155, 179, 185).
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Bu calismada, Sma I enzimi ile HDAg bdlgesinin kesimi sonucunda 219 ve
222 baz ¢ifti uzunluguna denk gelen bantlar izole edildi. Xho I enzimi ile de 382 ve
59 baz cifti uzunlugunda bantlar elde edildi. Bu iki enzimin kesim sonuclar1 daha
once yapilan ¢alismalarla mukayese edildiginde, HDV Genotip I’e karsilik geliyordu
(181, 183). Genotip II i¢in istenilen Sma I, kesilmemis ve Xho I, 81+301+59 baz
ciftleri ayrica Genotip III i¢in istenilen Sma I, 306+135 baz ciftlerini ve Xho I,
83+358 baz ¢iftleri goriilmemistir. Bu da hastalarin sadece HDV Genotip 1
enfeksiyonuna sahip oldugunu gostermektedir.

Bozday1 ve ark. (5)’nin yaptig1 calismada, 13 hasta i¢in de direkt sekanslama
yapilmis ve bu veriler filogenetik analiz i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada da RFLP
sonrast PZR {iriinlerine direk sekanslama yapilmistir. Sonuglara gore tiim hastalarin
Genotip I HDV oldugu belirlenmistir ve bu sonu¢ RFLP sonuglar1 ve Tiirkiye’de
yapilan ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

Sonu¢ olarak Elazig yoresinde tiim Tiirkiye’de oldugu gibi Genotip I
HDV’nin yaygin oldugu bulunmustur.

Bu calismada, HDV genotiplendirmesi, HDV-RNA pozitif bulunan hastalarin
PZR’laridan elde edilen amplikonlarin direkt sekanslanmasi ile basariyla
uygulanmistir.  Kullanilan klinik orneklerin hepsinde genotip 1 tespit edilmistir.
Sonuglar Bozdayr ve ark. (5)’nin sonuglari ve yayinlanan diger calismalarla
ortiismektedir.

Defektif bir viriis olan HDV replikasyonunu tamamlamak i¢cin HBV nin yiizey
proteinlerine ihtiyag duyar. HBV’nin bu proteinleri saglayan genotipleri de HDV
enfeksiyonunun olusumunu etkileyebilir. Tiim popiilasyonunu temsil eden HBV
DNA genotip D’ye paralel olarak HDV genotip I’de Bozday1 ve ark. (5) tarafindan
Tirk popiilasyonunun tek genotipi olarak bildirilmistir.

Bolgemizde HBV enfeksiyon prevalansinin yiiksek olmasi nedeniyle, HBsAg
pozitif saptanan hastalarda ayni zamanda HDV enfeksiyonu yoniinden de
arastirilmasi endemik olan bolgemiz icin 6nemli katkilar saglayacaktir. Boylece
HDV ile enfekte vakalarin daha erken taninmasi saglanabilir. Bu vakalarda serolojik
yontemler kullanilabilir ancak gilivenli bir tani i¢in yeterli olmayabilir. Bu nedenle,
molekiiler tekniklerin serolojik yontemlerle birlikte kullanilmasi viral epidemilerin

daha 1iyi anlasilmasi ve virlis patogenezinin daha dogru tespiti i¢in Onem
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arzetmektedir. Mevcut tezde serolojik ve molekiiler yaklasimlar kullanilarak
bolgemizde goriilen kronik hepatit B olgularinda HDV’nin tespiti ile birlikte,

genotipininde belirlenmesi basari ile gerceklestirilmistir.
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