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Kronik HBV infeksiyonu olan hastalarda
pre-core/core promoter mutasyonlar: ve HBe antijen
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OZET: Hepatit B virus pre-core ve core promoter mutas-
yonlarinin HBeAg negatif fenotiple iliskili olabilecegi
bildirilmigtir. Bu mutasyonlarin prevalanst bir cografi
bolgeden digerine dedigir. Bu ¢aligmanin amact da kro-
nik hepatit B virus infeksiyonu olan Tirk hastalarda
pre-core ve core promoter mutasyonlarinin prevalansini
aragtirmak ve bu mutasyonlar: hepatit B e antijen duru-
mu ile iligkilendirmektir. Yirmi bir hastadan elde edilen
serumda polimeraz zincir reaksiyonu ve direkt dizi ana-
lizi ile pre-core ve core promoter bolgeleri incelendi. Yir-
mi bir hastarmn tiimiinde 1858. niikleotidde T mevcuttu.
Pre-core stop kodon mutasyonu (A 1896), 11 hepatitis B
e antijen pozitif hastanin 2’sinde (%18), 10 hepatitis B e
antijen negatif hastanin 8’inde (%80) saptand:. Birinci
T-A zengin bolgedeki deSigiklikler (%40 hepatitis B e an-
tifen negatif hastada 1753. niikleotidde T’den C’ye ve
%30 hepatitis B antijen pozitif hastada 1752. niikleotid-
de A'dan C’ye) disinda hepatitis B e antijen pozitif ve ne-
gatif hastalar arasinda core promoter mutasyonlarinin
gerek siklik gerek ortaya ¢ikma paterni agisindan bir
fark saptayamadik. Yalnizea bir hastada T 1762 ve A
1764%n birlikteligi sozkonusu idi. Sonug olarak kronik
hepatit B'li Tiirk hastalarda hepatitis B e antijen negatif
fenotip, pre-core mutasyonlart ile iligkili iken core pro-
moter mutasyonlart ile benzer bir iligki siipheli goriin-
mektedir.
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HEPATITIS B e antijeni (HBeAg), hepatit B viru-
sun (HBV) pre-core/core bolgesinin translasyon
tiriiniiniin proteolitik yikimu ile olugur (1,2). Cesit-
li caligmalar, HBeAg iiretimini engelleyen pre-co-
re mutasyonlarimin HBV infeksiyonu seyri sirasin-
da HBe antijen-antikor serokonversiyonu boyunca
ortaya ciktihm gostermigtir (3-8). Bunlar icinde
en sik goriilen 28. kodonda stop kodon olusumuna
yol acan 1896 no.lu niikleotiddeki Guanin (G)'den
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SUMMARY: Mutations in the hepatitis B virus pre-core
and core promoter regions have been reported to be asso-
ciated with hepatitis B e antigen negative phenotype. The

. prevalence of these mutations vary in different geograp-

hical areas. The aim of this study was to determine the
prevalence of mutations in the hepatitis B virus pre-core
and core promoter regions in Turkish patients with chro-
nic hepatitis B and to correlate presence of these mutati-
ons with the hepatitis B e antigen status. Sera from 21
Turkish patients with chronic hepatitis B were analyzed
by polymerase chain reaction amplifications and direct
sequencing of the pre-core and core promoter regions. All
the 21 patients had T at nucleotide 1858. The pre-core
stop codon mutation (A 1896) was detected in 2 (18%) of
11 hepatitis B e antigen positive and 8 (80%) of 10 hepa-
titis B e antigen negative patients. Apart from changes
involving the first T-A reach region (T-C at nucleotide
1753 in 40% hepatitis B e antigen negative and A-C at
nucleotide 1752 in 30% hepatitis B e antigen positive pa-
tients), we found no difference in frequency or paitern of
changes in the core promoter region between the hepati-
tis B e antigen positive and hepatitis B e antigen negati-
ve patients. Only one patient had co-occurrence of T 1762
and A 1764. In conclusion, hepatitis B e antigen negative
phenotype in Turkish patients with chronic hepatitis B is
associated with mutations in the pre-core but probably
not in the core promoter region.
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Adenin (A)Yya degisimdir. Bu mutasyon, 1858
no.lu niikleotidde Timin (T) igeren HBV genotip-
leri ile infekte HBeAg negatif hastalarda siklikla
bulunur. Bununla beraber 1858 no.lu niikleotidde
gitozin (C) olan genotiplerle infekte hastalarda
rastlanmaz (9-11). Bunun nedeni “pregenome en-
capsidation signal” olarak adlandirilan viral pa-
ketlenmede ¢ok 6nemli dizideki uygun baz ciftles-
mesini giirdiirmek i¢indir. Boylece, HBeAg negatif
hastalarda pre-core stop kodon mutasyon (A 1896)
sikhigr belli bir cografi bélgedeki dominant HBV
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genotipine gore jeografik bilgeden bolgeye degisik-
lik gosterir.

Yeni olarak Japonya'dan bildirilen iki ¢ahigmada
HBYV core promoter (CP) mutasyonlar1 HBeAg ne-
gatif hastalarda pozitif olanlara kiyasla daha sik
bulunmusgtur (12,13). Longitudinal ¢ahgmalar bu
mutasyonlarin HBeAg-HBe antikoru (anti-HBe)
serokonversiyonu sirasinda ortaya c¢iktigimi gos-
termigtir. Baz1 hastalarda bu mutasyonlarmn A
1896 pre-core mutasyonu olmadan gériilmesi, CP
mutasyonlarinin yalniz bagina HBeAg negatif fe-
notipten sorumlu olabilecegini diigindiirmektedir.
CP bélgesi, transkripsiyondan sorumlu “basic core
promoter” (niikleotid 1742-1849) ve bu bdlgeyi si-
rasiyla pozitif ve negatif olarak kontrol eden “core
upstream regulatory sequence” (niikleotid 1643-
1742) ve “negative regulatory element” (niikleotid
1611-1634) dizilerini igerir (14,15). Basic core pro-
moter, dort T-A zengin bélgeye sahiptir. En sik go-
rillen mutasyonlar ikinci T-A zengin bélgedeki
(niikleotid 1758-1762, TTAAA) 1762. niikleotidde
A’dan T'ye ve 1764. niikleotiddeki G’den A’ya olan
degigikliklerdir. Bu mutasyonlar pre-core RNA'nin
transkripsiyonunu azaltarak/yok ederek HBeAg
tiretimini diigiirebilirler.

Amerikan hastalar iizerinde yapilan yeni bir calis-
mada CP ve pre-core mutasyonlarimin sik olmads-
&1 ve T1762/A1764 mutasyonlarimin fulminant he-
patit ve HBeAg fenotiple agik bir iligkisinin goz-
lenmedigi bildirilmistir (16). Bu nedenle HBV CP
mutasyonlarinin sikhifi ve klinik ¢énemleri hala
anlagilmig degildir.

Bu calismanin amaci da kronik HBV infeksiyonu
olan hastalarda pre-core ve CP mutasyonlarinin
sikhigim aragtirmak ve bu bulgulan hastalarin
HBeAg durumlar ile iligkilendirmektir.

GEREC VE YONTEM

Hastalar: Kronik HBV infeksiyonu olan 29 hasta
¢aligildi. Bunlardan 21 hastanin serumunda poli-
meraz zincir reaksiyonu (PCR) sonras1 HBY DNA
pozitif olarak saptandi. Yirmi bir hastanin 12’si er-
kek, 9'u kadmn, yaglarnn 5-65 arasinda (ortalama
32.8) degigiyordu. Onbir (%52) hasta HBeAg pozi-
tif, 10 (%48) hasta HBeAg negatif idi (Tablo 1).
Kronik hepatit ve siroz tamlan tiim hastalarda
karaciger biyopsisi yapilarak kondu (Tablo 1). Hig-
_bir hastaya serum trnekleri calisilmadan énce in-
terferon tedavisi verilmemigti. Tim hastalarda
anti-HCV ve anti-HDV antikorlar1 negatif idi ve
hi¢bir hastada giinde 10 gramdan fazla alkol kul-
lanim oykiisd yoktu.,
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Hepatit serolojisi: Hepatit B yilizey antijen
(HBsAg), HBeAg, anti-HBe, anti-HCV ve anti-
HDYV enzim immunoassay (Abbott Laboratuarlar,
N. Chicago, IL.) ile test edildi.

DNA ekstraksiyonu: 100 pl serum, final kon-
santrasyon olarak 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM
NaEDTA, %0.5 SDS, ve 0.5 mg/ml proteinaz K ice-
ren 400 pl tampon ile kanstirildiktan sonra
50°C’de 2 saat inkiibe edildi. Ornekler fenol-kloro-
form ile 2 kez ekstrakte edildikten sonra 0.3 M
sodyum asetat ve etanol ile presipite edildi. Niik-
leik asit pelletleri 50 pl 1 mM Tris-HCI pH 8.0 ve
0.1 mM Na EDTA i¢inde yeniden ¢éziildii.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR): Pre-co-
re/core geni ve CP bélgesini iceren X geni ayr1 ay-
11 reaksiyonlarda farkli primer ciftleri ile cogaltil-
di. Her iki PCR'da da birinci PCR, 1-5 pl DNA
ekstresi ile ve toplam 50 pl reaksiyon karigimi (son
kongantrasyonlar 50 mmol/L KCl, 10 mmol/L, Tris-
HCI pH 8.3, 1.5 mmol/L MgCl2, her bir deoksiniik-
leotid trifosfatdan 0.25 pmol/L, 2.5 U Taq polime-
raz-Perkin Elmer, Norwalk, CT. - ve her bir eks-
ternal primerden 15 pmol olmak tizere) kullanila-
rak yapildi. Reaksiyon 40 sikliis olarak, 94°C’de 1
dakika, 51°C’de (pre-core/core primerleri i¢in) ve
55°C’de (X primerleri i¢in) 1 dakika ve 72°C’de 2
dakika (son siklusda 72°C’de 10 dakika) olarak
gerceklegtirildi.

Ikinci PCR icin 5 ml birinci PCR {iriinii, birinci
PCR ile aym kompozisyondaki 45 ml reaksiyon ka-
rigimina eklendi. Ikinei PCR'1n birinciden yegane
fark: internal primerlerin 30 pmol konsantrasyon-
da kullamilmalan idi. Dort ml ikinci PCR tiriinii,
etidyum bromid ile boyanan %1.5 agaroz jelde
analiz edildi ve ultraviyole altinda goérintiilendi.
Kros-kontaminasyonu tnlemek i¢cin Kwok ve Hi-
guchi tarafindan énerilen tiim énlemler alindi (17)
ve her 6l¢iime negatif kontrol eklendi.

Pre-core/core geni i¢in eksternal primerler P1 (5'-
GAGGAGTTGGGGGAGGAGATT-3’, pozisyon
1734-1754) ve P2 (5-GTAGAAGAATAAAGCCC-3',
pozisyon 1503-2478), internal primerler P3 (5-
TAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGT-3’, pozis-
yon 1774-1798) ve P4 (5-ATACTAACATTGA-
CATTCCC-8, pozisyon 2455-2436); X geni icin
eksternal primerler X1 (5-GCATGCGTGGA-
ACCTTT-3’, pozisyon 1232-1248) ve X2 (5'-
ATAGCTTGCCTGAGTGC-3, pozisyon 1266-1283)
ve X4 (5-CTTTATACGGGTCAATGTC-3’, pozis-
yvon 1922-1904) idi.

Direkt dizi analizi: Taq polimerazin olugturabi-
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Tablo 1. HBeAg negatif ve HBeAg pozitif hastalarin karaciger histolojileri, pre-core dizi analizleri ve X

primerleri ile alinan sonuglar,

Hastalar  Cinsivet Yag Histoloji Pre-core dizisi Xgen CR
(Yil) 1858 1896 1899
HBeAg+
1 E 42 KH T G GA +
E 20 KH T GA G +
3 E 26 KH T G G +
4 K 12 KH T G G +
5 E 19 KH T G G +
6 E 10 KH T G G +
7 K 26 KH T G G +
8 E 18 KH T G G +
9 K 15 KH T G G +
10 E 5 KH T G G +
11 K 35 KH T GA GA multipl bandlar
HBeAg+
1 K 42 KH T A A +
2 K 65 KH T A G +
3 K 29 KH T A G +
4 E 40 KH T A G +
5 E 57 EH T G G +
6 E 52 KH+S T A G -
7 E 45 KH T A G -
8 E 32 KH T A G
9 E 36 KH T G G -
10 E 52 KH T A G multipl bandlar

E: erkek, K: kadin, KH: kronik hepatit, S: siroz

lecegi hatalardan kaginmak i¢in her bir serum &r-
negine iki ayr1 PCR uygulandi. Herbir PCR ile ¢o-
galtilan HBV DNA, QIAquick-spin PCR purifikas-
yon kiti (Qiagen Inc., Chatsworth, CA.) ile purifiye
edildi ve daha sonra anti-sense primer P5 (5-
GGAAAGAAGTCAGAAGGCAA-3, pozisyon 1974-
1955) ve X4 primerleri ile pre-core ve CP bélgele-
rinin direkt dizi analizleri i¢in kullamildi. Dideok-
siniikleotid zincir sonlanmas ile dizi analizi, Se-
quenase kiti (version 2.0, US Biochemical, Cleve-
land, OH.) ile gergeklestirildi. Reaksiyon %6 poli-
akrilamid ire jelde yiiritiildi ve otoradyografi-
70°C de 3 giinde elde edildi.

SONUCLAR

Gen bankas ve daha énce yayimlanmg HBV dizi-
leri ile kiyaslaninca, HBVAYWC bizim hastalan-
mizin niikleotid dizisine en yakin olan HBV dizisi
idi. HBVAYWZC ile kiyaslaninca ortaya ¢ikan fark-
hiliklar mutasyon olarak degerlendirildi.

Pre-core: Yirmi bir hastanin tiimiinde 1858 no.lu
niikleotidde, A 1896 stop kodon mutasyonunun
olugumuna izin veren T mevecuttu. On bir HBeAg
pozitif hastanin 2’sinde (%18) 28. kodonda wild tip

(WT) ve mutant tipin karigimi {1896. niikleotidde
G ve A'min herikisinin varhgin gosteren cift band)
mevcutken, kalan 9 (%82) hastada yalmzca WT iz-
lendi. On HBeAg negatif hastanmin 8'inde (%80)
stop kodon mutasyonu (A 1896) gozlenirken, 2
(%20) hastada WT mevcuttu. Ug hastadan pre-co-
re bolgesinde sik goriilebilen bir diger mutasyon
olan 1889 no. lu niikleotidde G’den A’yva (kodon
29da glisin-aspartat) degisim mevcuttu. Bu has-
talarin 2’sinde aym zamanda A 1896 mutasyonu
vardi. Highir hastada baglangi¢ kodonu, kodon 15
ve pre-core geninin diger kistmlarinda mutasyon
gozlenmedi.

Core promoter: Pre-core primerleri ile PCR son-
ras: tek band elde edilen yirmi bir serum érnegi-
nin yalmzca 15'inde (%71) X primerleri ile tek
band elde edildi. Bu 15 hastanin 1(’'u HBeAg pozi-
tif, 51 HBeAg negatifdi (Tablo 1). Degisik primer
ciftlerini (hemi-nested X primerleri ve P5) kulla-
narak tekrarlanan PCR’lara ragmen geri kalan 6
hastamin 4%iinde (hepsi HBeAg negatif) PCR nega-
tif iken, diger 2 hastada ise (biri HBeAg pozitif di-
geri HBeAg negatif) agaroz jel elektroforezinde
multipl bandlar varda.

1. T-A zengin bilge (ATTA, 1752-1755) Bu bilge-
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deki degigikliklerin prevalans1 HBeAg negatif
(%40) ve HBeAg pozitif (%30) hastalarda aym ol-
makla beraber, bu iki hasta grubunda farklh niik-
leotidlerde ortaya ¢ikan degigiklikler X geninin ay-
m kodonunda (kodon 127) farkl amino asit mutas-
yonlarina yol act1. Ug HBeAg pozitif hastamn tii-
miinde 1752 no.lu niikleotidde A’dan C’ye degigik-
lik (kodon 127, izolésin-lésin) gézlenirken iki HBe-
Ag negatif hastada 1753 no.lu niikleotidde T'den
C'ye degisim (kodon 127, izolésin-treonin) meveut-
tu.

2. T-A zengin bolge (TTAAA, 1758-1762) Yalnizca
bir hastada (HBeAg negatif) 1762. niikleotidde
A’dan T’ye ve 1764. niikleotidde G’den A’ya degigi-
min birlikteligi goriildi. Bir HBeAg pozitif hasta-
da ise T 1762 tek bagina mevcuttu. 1762. niikle-
otiddeki degisiklik 130. kodonda lizin-metyonin
mutasyonuna yol agarken, 1764. niikleotiddeki de-
gisiklik 131. kodonda valin-izolésin mutasyonuna
neden olur. Bir diger HBeAg negatif hastada ise
130. kodonda lizin-glutamin mutasyonuna yol
acan 1761 A-C degisikligi stz konusuydu.

3. T-A zengin bélge (TATTA, 1771-1775) Bu bélge-
de goriilen yegane degigiklik 1773. niikleotiddeki
T°’den C’ye gizli degisimdi (134. kodonda 16sin-15-
sin). Bu degisiklik HBeAg pozitif 4 (%40) hastada,
HBeAg negatif 2 (%40) hastada izlendi.

4. T-A zengin bélge (ATAAATT, 1789-1795) Hicbir
hastada bu bélgede degisiklik gozlenmedi.

T-A zengin bélgeler diginda, CP’un diger bolgele-
rinde 2 farkh mutasyon daha gézlendi: 1768, niik-
leotidde T’den A'ya (132. kodonda fenilalanin-tiro-
zin) ve 1820, niikleotidde C’den T'ye (149. kodonda
asparagin-losin} degigimleri (Figir 1).

TARTISMA

Bu ¢aligmada HBeAg negatif ¢ogu hastada (%80)
pre-core stop kodon mutasyonu (A 1896) oldugunu
bulduk. Bu mutasyonun yiiksek oranda gériilmesi,
Tiirkiye’de dominant HBV genotipinin 1858 no.lu
niikleotidde T igermesi ile ilgilidir. T 1858, 1896
no.lu niikleotidde G-A mutasyonuna izin verir. Bu
caliysmada HBeAg pozitif hastalarin %18’inde pre-
core stop kodon mutasyonu WT ile karigim halin-
de bulunmugtur. Bu son bulgu siirpriz degildir;
ciinkii diger aragtirmacilar da daha sonra anti-
HBe'ye serokonversiyon gisteren HBeAg pozitif
hastalarda A 1896 mutasyonunu saptamislardir
(5-8). Iki hastada A 1896 mutasyonuna eslik eden
diger bir mutasyon meveuttu: 1899 no.lu niikle-
otidde G'den A’ya defisim. Bu mutasyonun stop
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kodon mutasyonu ile birlikte olabildigi ve “prege-
nom encapsidation signal”in stabilitesini daha da
artirabilecegi bildirilmigtir. Bir HBeAg pozitif has-
tada da stop kodon mutasyonu olmaksizin 1899
no.lu niikleotidde G ve A'nin karigimi saptanmig-
tir. Onceki caligmalarda da izole A 1899'un olabi-
lecegi gosterilmigtir; bu mutasyon “pregenome en-
capsidation signal” de yeni bir baz giftlesmesi sag-
layarak stabiliteyi artirabilir ancak HBeAg iireti-
mi lizerine herhangi bir etkisi olmayabilir (9).

Caligmamizda, Laskus ve arkadaglarinin sonugla-
rima paralel (16), ancak Japon arastirmacilara
(12,13) z1t olarak CP bélgesindeki mutasyonlarin
ozellikle 1762'deki A-T ve 1764’de G-A degisiklik-
lerinin sik olmadigini bulduk. Tiim hastalar icinde
yalmizca HBeAg negatif olan bir hastada T 1762 ve
A 1764%in birlikteligi saptandi. T 1762 ve A
1764 in birlikteligi, Gen bankasindaki HBV dizi-
lerinin %22’sinde bulunabilmektedir. Bu nedenle,
HBeAg negatif fenotiple iligkili gercek bir mutas-
yon olmaktan ziyade bir varyanti temsil edebilir.
Bu mutasyonlarin pre-core RNA transkripsiyonu-
nu etkileyip etkilemedigini ortaya koymak i¢in in
vitro cahigmalara gereksinim vardir.

Birinci T-A zengin bolge bir tarafa birakilirsa, co-
re promoter bilgesindeki degigikliklerin gerek sik-
Iifh gerekse dogasinda HBeAg negatif ve pozitif
hastalar arasinda herhangi bir fark bulamadik.
Birinci T-A zengin bélgede 1753 no.lu niikleotidde
T°’den C’ye degisim yalmzca HBeAg negatif hasta-
larda saptanirken, 1752. no.lu niikleotidde A’dan
C'ye degigim yalmzca HBeAg pozitif hastalarda
bulundu. Birinei T-A zengin bolgede 1753-4. niik-
leotidlerdeki TT yerine GG’ye degisimin pre-core
veya pregenomik RNA transkripsiyonunun basgla-
mas) ve transkripsiyon diizeyine herhangi bir etki-
si olmadif in vitro ¢caligmalarla gosterilmekle be-
raber (15) bizim buldugumuz degisiklerin transk-
ripsiyon iizerine etkisi in vitro olarak heniiz sinan-
mamugtir, 1752 ve 1753, niikleotidlerdeki degigik-
lerin HBeAg durumu ve pre-core RNA transkripsi-
yon aktivitesi ile iligkili olup olmadigim.ortaya
koymak i¢in in vitro ¢aligmalara gerek vardir.

Bu ¢aligmada core promoter bilgesinde en sik
rastlanan degigiklik 1773. niikleotidde (3. T-A zen-
gin bilge) T'den C’ye degigimdir. Ugiincii T-A zen-
gin bolgedeki mutasyonlarin pre-core RNA diizeyi-
ni azalttig bildirilmekle beraber stz konusu mu-
tasyonlar 1773-4. niikleotidleri TT'den GG'ye de-
gistirerek gerceklestirilmigtir (15). Bu nedenle
1773'deki izole degisiklikler (T-C), pre-core transk-
ripsiyonu iizerinde etkisiz olabilir. Bu, C1773’in
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Figiir 1. HBeAg negatif ve HBeAg pozitif hastalarin core promoter dizileri. T-A zengin bilgelerin, dizileri ve X stop kodonu kodlayan

niikleotidlerin alti ¢izilmigtir.

HBeAg pozitif ve negatif hastalarrmizda aym
oranda bulunmas ile de desteklenmektedir. Aym
zamanda, Gen bankasina giz atildiginda HBV di-
zilerinin ¢ogu (%67) 1773’de C’ye sahiptir.

Diger arastirmacilarin bulgularina paralel olarak
(12,13,16) 4. T-A zengin bolgede herhangi bir degi-
siklik saptamadik. Bu bulgu siirpriz degildir ¢lin-
kii bu bélgedeki mutasyonlarin pregenomik RNA
transkripsiyon aktivitesini énemli dlciide azalttig
bildirilmigtir (15).

Ozet olarak bulgularimiz kronik HBV infeksiyonu
olan Tiirk hastalarda pre-core mutasyonlarinin (A
1896) HBeAg negatif fenotiple iligkili oldugunu
ancak core promoter mutasyonlar1 ile bdyle bir
iligkinin olmayabilecegini desteklemektedir. Has-

ta sayimiz az olmakla beraber sonuclarimiz Las-
kus ve arkadaglarimin bulgularina paraleldir. Boy-
lece bir jeografik bolgede elde edilen sonuglarin
diinyanmin diger bélgeleri icin genellenmesindeki
giiclikler ¢arpici hale gelmektedir. Pre-core/core
primerleri ile bagar ile gogaltilan drneklerin X pri-
merleri ile yapilan PCR ile hatir1 sayilir oranda
negatif olmasi, bu bolgede X primerlerinin tutun-
masin1 (annealing) 6nleyen mutasyon veya deles-
yonlarin varhf ile iligkili olabilir. Bu bulgular
HBeAg negatif hastalarda daha belirgin oldugu
i¢in, Feitelson ve arkadaglarinin (18) ileri siirdiigi
gibi X geninde HBeAg negatif hastalarda mutas-

" yon ve delesyonlarin daha sik olmasi olasihig iize-
rinde ¢aligmalarimiz siirmektedir.
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