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KRONIK HEPATIT B ENFEKSTYONLU HASTALARDA
KANTITATIF HYBRID CAPTURE YONTEMI iLE HBV
DNA TAYINI VE KLINIiK ONEMi

Ozay TOGRAL', Giilsevim SAYDAM', Mevhibe BALK', Giiray TOGRAL?, Dogan CENGiZ'

HBY DNA DETECTION IN CHRONIC HEPATITIS B INFECTED PATIENTS BY
QUANTITATIVE HYBRID CAPTURE METHOD AND ITS CLINICAL IMPORTANCE

Summary: HBV is one of the causative agents of viral heparitis. It is an important public health problem worldwide by
causing acute and chronic infections. HBV DNA, is an important marker additional to the other serologic markers and gives
idea abowt viral replication. While PCR technigue detects HBV DNA gqualitatively, Hyvbrid Capture teenique detects it
quantitatively. fn this study, owr aim was to compare PCR technigue with hybridization method which gave quantitative
resteles andd the correlation of HBV DNA levels with ALT and AST levels. In 29 of 57 patients (%651 ) whom all were posirive by
PCR technique HBY DNA levels were found > Spginl by quantitative Hybrid Capeure technique. In 28 patients (5%49) HBV
DNA was found negative by quantitative Hybrid Capture technigue. HBV DNA was not detected by quantitative Hybrid
Capinre technigue in patients whose HBV DNA was found negative by PCR technique. A weak correlation was found between
the serum levels of quantitative Hybrid Captiere HBV DNA and serum ALT and AST levels (r=0,22, p=0,12; r=0.24, p=0,07
respectivelyl, In conclusion, in patients with positive HBV DNA by PCR, the analvtical sensitivity of quantitative Hvbrid
Caprure HBY DNA technigue was lower than that of PCR according to the results of detection of HBV DNA by gquantitative
Hybrid Capture technigue, But quantitative Hybrid Capture technique was an appropriate way of detecting HBV DNA
quantitatively. It was concluded that there is a statistically weak correlation between quantitative HBV DNA levels and serum
ALT, AST levels. With these characterictics quantitative Hybrid Capture HBV DNA method is wseful for the selection of
antivival therapy and for the monitoring of the response to therapy in patients with chironic B heparitis,
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Ozet: Hepatit B Viriisii (HBV), vival hepatite neden olan ajanlardan biridir. Akut ve kronik enfeksivon tablosu olusturmas
nedeniyle biitin dinyada onemli bir halk saglg: problemidiv. HBV DNA HBV enfeksivonu tamsinda diger serolofik
markirlara ilaveten saptanan dnemii bir belirleyicidiv ve viral replikasyvon hakkmda bilgi vermektedir. PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) HBV DNA vt kalitatif olarak saptarken, hibridizasyonu temel alan Hybrid Capiure yontemi ise HEV DNA 'w
kantitatif olarak saptar. Bu galismada kantitatif sonug veren hibridizasyon yvénteminin PCR teknigi ile wyumunu ve aym
zamanda HBV DNA dizeyleri ile ALT (alanin aminotransferaz) ve AST (aspartar aminotransferaz) diizevieri arasmdaki
iligkinin saptanmasim amagladik. PCR teknigi ile HBV DNA 'si pozitif bulunan 57 hastamin 29 ‘unda (%31) kantitatif Hybrid
Capture ydntemiyle HBV DNA=5 pg/ml bulundu. Hastalanin 28 inde (%49) ise kantitatif’ Hvbrid Capture yéntemivle HBV
DNA negatif bulundu. HBYV DNA's: PCR teknigi ile negatif bulunan hastalarin highirisinde kantitatif Hybrid Capture
yéntemiyle HBV DNA belivlenemedi. Kantitatif Hybrid Capture HBV DNA diizeylerivie serum ALT ve AST diizevleri arasinda
zayif bir iliski saptand: (Sirasivla r=022, p=0,12; r=024, p=0,07). Sonu¢ olarak; PCR teknigi ile HBV DNA'si pozitif
bulunan hastalarda, kantitatif Hybrid Capture yéntemiyle yaptigimiz HBV DNA tayininde elde ettigimiz bulgularia kantitarif
Hybrid Capture HBV DNA yénteminin analitik duyarhiliginn PCR teknigine gire daha ditsiik oldugu ancak HBV DNA 'w
kantitatif olarak belirlemede wyvgun bir yontem oldugu ve kantitatif HBV DNA diizevleri ile serum ALT ve AST diizevieri
arasmda istatistiksel olarak zaytf bir ilighi bulundugu sonucuna varildr. Kantitatif Hybrid Capture HBV DNA tayin yintemi,
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bu dzellikleri ile kronik hepatit B enfeksivonlu hastalarda antiviral tedavinin segimi ve verilen tedavinin sonuglarin gizfeme

agisindan yararl olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kantitatif HBV DNA, HBV DNA, Hybrid Capture, PCR, Kronik Hepatit, ALT ve AST.

GIRIS

HBV, viral hepatite neden olan ajanlardan
birisidir (1). Akut ve kronik HBY enfeksiyonlarimin
rutin tarusinda cesitli serolojik testler
kullamlmaktadir. HBsAg, HBV enfeksiyonlannin en
vaygin olarak kullamlan bir belirleyicisidir, HBeAg
ise aktif HBV replikasyonu ve bununla birlikte
olabilecek karacifier hasarmin belirleyicisi olarak
kullanilmaktadir.  Fakat bu testler hastadaki
enfeksiyon ya da enfeksiyon riskini net olarak
gostermeyebilirler. Bundan dolayi da bu testler
kronik hastaliklarin izlenmelerinde simrh bir imkan
saglarlar. Son illarda, akut wve kronik HBV
enfeksiyonlanmin  tamsinda molekiiler biyoloji ve
monoklonal antikor tekniklerinden yararlamlarak
oldukea iyi sonuglar alinmistr (2).

HBV'ne bagh karacier hastaligi olan Kisilerde
serum HBV DNA’sinin saptanmasi viral replikasyon
agisindan  onemlidir  (3). Kronik tasiyicr  olan
hastalanm  serumlarinda HBY DNA  varhifinin
belirlenmesi viral replikasyonu dogrulamaktadir.
HBV DNA'min enfeksivonun takibinde ve antiviral
tedaviye verilen yamtin izlenmesinde en 6nemli ve en
giivenilir bir belirleyici oldugu ileri siriilmektedir
(4.,5).

PCR yontemi ilk kez 1985'de kullamma girmig
ve HBV DMA'yi saptayan en duyarlt ybntem
olmustur. PCR ile kalitatif olarak 10-3pg/mi
diizeyindeki HBV DNA saptanabilmektedir (5,6,7).

Son yillarda gelistirilen kantitatif hibridizasyon
yontemleride oldukga @nem  kazanmugtir, Bu
yontemlerden Hybrid Capture HBV DNA tayin
izotopik  olmayan  bir
yintemidir ve aktif viral replikasyon ve enfektivite
hakkinda bilgi verebilmektedir (8). Ozellikle
seroncgatif  kisilerden  bulasan  hepatit B
enfeksiyonlaninda tek gistergenin  HBYV  DNA

yontemi immunassay

oldugunun kanitlanmasi bu belirtecin tnemini daha
da arthrmstir (9).

Bu c¢alismada, PCR yintemi ile HBV DNA’si
pozitif bulunan hasta grubunda,  Hybrid Capture
yintemi ile HBV DNA diizeylerinin Kantitatif olarak
belilenmesi ve ALT, AST diizeyleri ile olan
iliskisinin saptanmas amaglands.

GERE( VE YONTEM

Bu cahgma, Tirkive Yiiksek Ihtisas Hastanesi
Gastroenteroloji kliniine bagvuran, PCR teknigi ile
HBV DNA diizeyleri pozitif bulunmus ve kronik
hepatit B enfeksiyonu tamsi konmus olan yaslan 10-
71 arasinda de@igen 5470 erkek ve 18'i kadin olan
toplam 72 kigilik hasta grubunda yapilmstir.

Calismada kullamlan kan &mekleri 12 saatlik
agch@ takiben sabah, 6n kol veninden, antikoagulan
igermeyen Vacutainer tiiplere alindi; 3000xg’de 10
dakika santrifij edildi ve 500 pl'lik Eppendorf
tiplere alnarak, galisma giiniine kadar -20 C"de
muhafaza edildi.

Polimeraz Zincir Reaksivonu (PCR) Yintemi

Serum Gmeklerinden DNA izole edildikten sonra
Mested PCR yontemi ile HBV genomunda bulunan
yiizey ve core bilgeleri igin Gzel olarak sentezlenmisg
oligoniikleotid primerler kullamlarak HBY DNA
amplifiye edildi. Amplifikasyon igin Techne marka
Progene model Thermal Cycler cihazi kullamldi.
PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel iizerinde elektroforez
yontemi ile aynldi, ethidium bromid ile bayand: ve
Polaroid film kullamlarak fotograflan gekildi.

DNA izolasyonunda Bioventures marka Gene
Releaser regine soliisyonu kullamldi. PCR igin,
Promega Buffer 10x ( 100mM Tris HCI, 500mM
KCl, %1 Trton x ), MgC12 25mM (Promega), Tag
DNA polymerase 5U/ul (Promega), UNG 1 Ulpl
(Fermentas), Primer B1-B4 herbirinden 100 pmol/xl
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(Synthetic genetics), dATP, dCTP, dGTP, dTTP
herbirinden 10 mM (Promega), 100 bp DNA Ladder
(Promega), HBV DNA pozitif kontrol (Accurun),
HBV DNA negatif kontrol ( Accurun), Agarose %2 (
Sea Kem LE) kullam1da.

Primer Dizilimleri ; .

Bl:5 ACTCGT GGTGGACTTCTCTC ¥’
B2:5 CATCCTGCTGCTATGCCTCA 3
B3:5 TGA GGC CCACTCCCATAG G3¥

B4 : 5" TGG CAC TAG TAA ACT GAG CCA
31
PCR iiriin uzunlugu: 248 bp

Digene Hybrid Capture Deneyi (Kemiluminesan
Molekiiler Hibridizasyon Deneyi):

Hybride  Capture HBV  DNA
kemiluminesan deteksiyon sistemini kullanan bir
sandvig molekiiler hibridizasyon yontemidir. 11k dnce
hedef DNA'yi1 igerdigi disiiniilen 50 pl serum
drmegindeki DNA denatiire edildi ve diziye &zel bir
genomik HBYV RNA probu ile hibridize edildi. Elde
edilen RNA:DNA hibridleri, alkalen fosfataz ile
konjuge edilmis olan antihibrid antikoru ile
kaplanmis tiplerin i¢ yiizeyi izerinde tutuldu ve
ortama kemilliminesan substrat ilave edildi. Substrat
alkalen fosfataz tarafindan pargalandik¢a yayilan 151k
Luminometreden { Gen- Probe Leader TM ) relatif
151tk birimi ( RLU ) olarak 6lgiildi. Yayilan 1si@in
siddeti, ornekteki hedef DNA miktan ile orantilidir.
Pozitif HBV DNA standartlan ( 10 pg/ml, 200 pg/ml,
2 ng/ml ) ile gizilen kalibrasyon egrisinde herhir
numunenin RLU degeri standartlanin RLU degen ile
karsilagtinilarak HBY DNA diizeyleri kantitatif olarak
belirlendi.

sistemi

ALT ve AST enzim dilzeyleri ise Randox marka
enzimatik  kinetik test kiti ile Hitachi 911
analizdriinde ¢alisildi,

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde “SPSS

for Windows™ istatistik programm kullamildi. Grup
karsilagtirmalan, Mann-Whitney U testi kullamilarak
yapildi. Kantitatif HBV-DNA diizeyleri ile ALT ve
AST enzim degerleri arasindaki iliskiyvi  belirlemek
i¢in Spearman korelasyon analizi kullanildi.

BULGULAR

PCR ile HBV DNA'si pozitif bulunan 57
hastanin 29"unda (%51) kantitatif olarak HBY DNA
5 pg/ml iizerinde saptamirken hastalann 28’inde ise
(%49) kantitatif olarak HBY DNA tespit edilemedi.
Yine PCR ile HBV DNA negatif bulunan 15 hastada
kantitatif Hybrid Capture yontemiyle HBV DNA
saptanamach,

(aligmamizda, kronik hepatit B enfeksiyonu olan
ve PCR ile HBV-DNA"s1 pozitif bulunmus, kantitatif
HBY DNA'st >Spg/ml olan 29 hastamin ALT
diizeyleri (114634138 3TU/L) ile kantitatif HBV
DNA'st <5pg/ml olan 28 hastanin ALT diizeyleri
(98,72£124,81 U/L) arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmad: (p=0,05). Yine kantitatif
HBV DNA’st > 5pg/ml olan 29 hastanin AST
dizeyleri (75447844 U/L) ve kantitatif HBV
DNA'st < 5pg/ml olan 28 hastanmin AST diizeylen
(67,72£71,65 U/L) arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmadi (p=0,05).

Kantitatif HBY DNA's1 >5pg/ml olan 29 hastann
%69'unda  ALT ve %66’sinda da AST yiiksck
bulundu. Yine bu hastalarnin %59'unda ALT ve AST
birlikte ytiksek bulunurken %41'inde de normal
degerlerde bulundu.

PCR ile HBY DNA'si pozitif bulunan 57
hastanin  kantitatif HBV DNA degerleri ile serum
ALT ve AST diizeyleri tablo 1'de verilmistir,

Kantitatif Hybrid Capture HBV DNA degerlerinin
serum ALT, AST enzim diizeyleri ile arasindaki
korelasyona bakildifinda kantitatif Hybrid Capture
HBV DNA sonuglanyla ALT (r=0,22 ; p=0,12) ve
AST (r=0,24 ; p=0,07) diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak zayif bir iliski belirlendi. Buna karsin serum
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ALT we AST dizeyleri arasinda glicli bir iliski
saptand (r=0,90, p=0.00),

Tabla L. PCR ile HBV DNA st pozitif bulunan hastalarda
kanritanf HBV DNA, serum ALT ve AST diizevleri,

PCR ile HBY DNA (+)
n=57
f;;’;::;;"r HBY DNA ALT(UL) | AST(UL)
i X+SD X£SD
989,6121994,11 11592214730 | 65.59271.49

TARTISMA

Kronik Hepatit B enfeksiyonu diinya niifusunun
vaklagik %5Tinde gorilmektedir (10). Kronik HBV
enfeksiyonu asemptomatik kalabildigi gibi enfekte
birevlerin &dnemli bir kismunda da siroz  ve
hepatoselliller karsinomaya neden olabilmektedir
{(11).

Serum HBV-DNA’simin saptanmasi akut wve
kronik hepatitlerde 6nemli ve giivenilir bir belirleyici
olarak kabul edilmektedir (2). HBV DNA'si, aynca
HBV enfeksiyonunun takibinde ve antiviral tedaviye
verilen  yamtin  izlenmesinde de biiyiik Gnem
tasimaktadir (8),

Son willarda molekiiler biyolojik yintemlerle
amplifikasyona dayal sistemler (PCR)
geligtirilmigtir. Ancak bu sistemler  kalitatif olmasi
nedeni ile viral yiikiin (viremi diizeyi) tespitinde
kullamilamamaktadir.  Bunun  yamisim  bu  tiir
sistemlerin saghkh bir gekilde uygulanmas icin, dzel
laboratuvar kosullanna ve ckipmana (ayn odalar,
thermal cycler cihazi, steril ortam, steril malzemeler
vb.) ihtivag vardir,

Giintimiizde kronik aktif hepatit tamsi konulan
hastalara interferon tedavisi uygulanmukladljr. Bu
simifa giren hastalar igin, tedavi énecesi ve siiresince
viral yikiin saptanmasi tedaviye wverilen yanit
agisindan onem kazanmaktadir (5). Bu amagla,
geligtirilen  niikleikasit  hibridizasyon yontemleri,
HBY DNA'min  kantitatif olarak saptanmasinda
vaygin olarak kullamlmaktadir (12). Bunlardan,

Hybrid Capture sistemi, serumda HBY DNA
diizeylerini belirlemek igin kullamilan oldukga hassas,
hizhh ve nonizotopik basit bir immuonassaydir.
Hybrid Capture yintemi, 5-2000 pg/ml arasinda
lineer olup, HBV DNA'wt analitik olarak
saptayabilmektedir,

Bu galismada, PCR ilc HBY DNA'st pozitif
bulunan 57 hastamn 29'unda kantitatif olarak HBY
DNA diizeyi 5 pg/ml'nin dzerinde saptamirken,
hastalarin 28’inde kantitatif olarak HBY DNA tespit
edilemedi. Yine PCR ile HBY DNA'st negauf
bulunan 15 hastada Kkantitatif Hybrid Capture
vantemi ile HBY DNA saptanamad,

PCR, kalitatif olmakla birlikte diger yintemlere
gire daha duyarlidhr. Mahoney, PCR ile 10-3 pg/ml
diizeyindeki HBYV DNA'y1 saptayarak, yintemin
hibridizasyon yontemlerine gore olduk¢a duyarh
oldugunu  géstermigtir (10), Buna karsin V. Barlet
ve arkadaglan PCR yintemi ile de primerlerin
baglanamadigy, genomik degiskenlifin  bulundugu,
DNA izolasyonunun yetersiz oldugu ve ozelliklede
serumda  inhibisyon faktdrleninin - varh@r  gibi
durumlarda yanhs negaif sonuglar alinabilecegini
belirtmiglerdin(7).

Bu gahsmada, PCR yiénteminin duyarhhg HBY
DNA serum pozitif mekler (WHO, TEQAS) ile 10-
3 pe/ml olarak saptand.

Serum ALT, AST enzim diizeyleri hepatoselliler
hiicre hasanmin  en  iyi gostergeleri olarak
bilinmektedir, Hepatositlerde ALT, sitozolde simrly
kalirken, AST, %80 oraminda mitokondri ve %20
oraninda sitozolde bulunmaktadir. Viral hepatitlerde,
enflamatuvar , yamitin plazma membramina ydnelik
olmasindan  dolayt  ALT  dizeyleri, AST
diizeylerinden daha yilksek diizeyde
bulunmaktadir(13).

Hoofnagle ve arkadaglan, serum ALT ve AST
diizeylerinin hastalifin giddetini daima tam olarak
yansitmadigim  bildirmigler ve kronik hepatit B
gelisimini de kronik viral replikasyon ve integral
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viral iiriinlere karg: olusan immun cevaplar arasindaki
bir etkilesim olarak tammlarmslardir(3,14).

Burrel ve arkadaslan, HBeAg, DNA polimeraz
aktivitesi ya da HBY DNA dilzeyleri ile belirlenen
HBV replikasyonu ile hastalifin siddeti arasinda tam
bir iliski bulunmayabilecegini ileri siirmiislerdir (15).

Bu calismada, kantitatif HBY DNA’'s1 =5pg/ml
olan 29 hastanin %69'unda ALT ve %66’sinda AST
yitksek bulundu, Bu sonuglara gire bu hastalarin
ALT ve AST diizeylerinin % dagilimlan arasinda
benzerlik oldugu goriiliirken, yine bu hastalarda ALT
ve AST diizeyleri birlikte degerlendirildiginde
%59 unda ALT ve AST birlikte yiiksek ve %41 inde
de birlikte normal degerlerde bulundu.

Kronik hepatit B enfeksiyonu, statik bir hastalik
olmamasindan dolayi, hastalifin aktivitesi ve HBV
replikasyonunun altunda yatan nedenlerle zaman
iginde  degisiklik  gosterebilmektedir.  HBV
enfeksiyonuna bagh karacier hasanndan viriisiin
direkt sitopatik etki, gistermedigi diisiiniilmektedir.
HBV enfeksiyonlaninda kompleks bir humoral ve
hiicresel yamitin  mevcut oldugu bilinmektedir.
Sonuglanmuz, gesitli viral proteinlere karsi gelisen
hiicresel yamit, enfeksiyonun siddeti ve viral klirens
iligkisiyle agiklanabilinir,

Bu ¢alismada, Hybrid Capture HBV DNA
yonteminin duyarhihnin PCR yintemine gore daha
dilgiik olmasina ragmen analitik spesifikliginin
yiiksek olmasi agisindan HBY DNA’min kantitatif
olarak belirlenmesi i¢in uygun bir yéntem oldugu ve
kantitatif HBV DNA diizeyleri ile serum ALT ve
AST diizeyleri arasinda istatistiksel olarak zayif hir
iliskinin bulundugu sonucuna varilds.

Duyarlihginin  yitksek olmasina ragmen, PCR
yontemi replikasyon aktivitesini gosteremedigi igin
kullamm alam simrhdir, Son yillarda gelistirilen,
kantitatif yontemler, hem viral yiikiin saptanmas:
hem de interferon tedavisinin maliyetini azaltmas:
agisindan  onem kazanmuglardir. Kantitatif Hybrid

Capture  sistemi kit seklinde meveut  olmasi
bakimindan rutin laboratuvarlarda kullanima oldukea
uygun basit  bir immunoassaydir.  Kantitatif
hibridizasyon ~ yintemleri  ile  wviral  yiikiin
saptanmasimn, Szellikle antiviral tedaviye verilen
yamitin izlenmesi agisindan oldukga yararli olacaf
kamsindayiz.
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