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OZET
Hepatit B Virusu (HBV) replikasyonunu degerlendir-

mede en duyarli method,
teknigiyle  serumda  HBV-DNA  tayinidir. — Calismamizda,
bu method kullanilarak HBYV replikasyonuna HDV'nin et-
kisi arastirildi. Bu amagla HDV infeksiyonu bulunan ve

molekiiler  hibridizasyon

bulunmayan 30 hastamin serumlarinda HBV-DNA pozi-

tive orani ve konsantrasyonlart karsilastirild:.

Serum HBV-DNA'st kronik hepatit B(IIB)'li has-
talarin 5/10'unda, kronik HB/HD'li hastalarin ise sadece
1/1 l'inde tesbit edildi (P<0.05).

Akut IIB ve akut HB/HD koinfeksiyonlu hastalarin
serumlarinda HBV-DNA pozitivite orami  benzer (4/4 ve
5*5) olmasina ragmen, HBV-DNA koinfeksiyonlu has-
HBV-DNA konsantrasyonlart,
HDV infeksiyonu bulunmayan akut HB'li hastalardakin-
den daha diigiik bulundu '("130" "105-150" ve 280 "250-
330'pg/mi).

talarin serumlanndaki

Bu veriler  HDV'nin HBYV replikasyonunu siiprese

ettigini  gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Delta hepatiii H B V replikasyonu
SerumHB V-DNA

Hepatit Delta Virusu (HDV), sadece akut veya
kronik Hepatit B Virusu (HBV) infeksiyonu bulunan
kigilerde patojenite kazanan ve yalniz HBV ile olusan
hepatitlere gére daha koéti prognoz gosteren bir
hepatit virisudir (1,2,3). HDV'nun diger viruslardan
farkli, yapisal olarak eksik, ¢ok kiglik bir RNA virusu
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SUMMARY
THE DEMONSTRATIONOFSUPRESSIVE EFFECT
OF HEPATITIS DELTA VIRUS ON THE HEPATITIS
B VIRUS REPLICATION BY DETECTION OF
HBV-DNA  IN SERUM

Measurement of serum Hepatitis B Virus (HBV)-
DNA by molecular hybridization is the most sensitive
method to asses HBV replication. By using this method, we
investigated the effect of Hepatitis Delta Virus (HDV) on
the HBV replication. For this reason, the concentration
and rate ofthe HBV-DNA positivity in sera of 30 patients
with and without HDV infection have been compared

Serum HBV-DNA was detected in 5/10 of patients
with chronic hepatitis B (FIB) and only in 1/11 ofpatients
with chronic HB/HD (p < 0.05).

Although the positivity rates of HBV-DNA among
patients with acube IIB and acute HB/HD coinfection
were found lower than in acute HB without HDV infection
(130 "105-150" pgfinl).

These data show that HDV supresses the HBV

replication.

Keywords: Deltahepatitis Serum HBV-DNA
HBV replication

oldugu ve bu nedenle c¢ogalabilmesi ve dolayisiyle
patojen hale gegebilmesi icin HBsAg'den yararlanmasi
gerektigi gosterilmistir (2,3,4,5).

HDV'run bu'rj ¢ ze g rs e HBV'na gore
daha ciddi hepatit formlar*  olusturdugunun
anlasiimasindan sonra Delta hepatitlerinin patogenezi

* HDVve ona bagh olusan c¢esitli hepatit formlar
hakkinda genel bilgi icin, TKI Tip Bil Aras Dergisi
C.6,S.l, 1988,9-17. bakiniz
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ile ilgili arastirmalar olduk¢a yogunlasmistir. Buna
ragmen konunun birgok yoéni hala tam olarak
aydinlatilamamustir.

Bu calismada, encgok tartisilan konulardan biri
olan HDV'nun, HBV replikasyonuna etkisi arastirildi.
HBV  replikasyonunun  degerlendiriimesinde en
spesifik ve en sensitif marker olarak kabul edilen, son
yillardaki  genetik  mihendisligi ve  molekiler
biyolojideki gelismelerin bir Grind olan "HBV-DNA
molekuler hibridizasyon testi" kullanildi. Elde ettigimiz
sonuglar literatlirle karsilastirilarak tartigildi.

MATERYEL VE METOD

Hastalar: Calisma, HBV ve HDV infeksiyonlu
degisik hasta gruplarindan olusan 30 vakada
yapilmistir.

Vakalar arasinda HBV replikasyonu yodninden
kargilastirma yapabilmek igin, tanisini dnceden
bildigimiz, klinik 1aboratuvar ve serolojik (Anti-HBelgM
ve HBeAg varligina gore) yonden benzer &zelliklere
sahip hastalar segilerek asagidaki gibi gruplara ayrildi
ve -20°C de saklanmis olan serumlarinda HBV-DNA
arastirildi.

1. Akut HB (hepatit B): Klinik ve serolojik
(HBsAg, HBeAg, anti-HBelgM pozitif, anti-Delta
negatif) bulgulara goére akut HB tanisi almis olan 5
hasta.

2. Akut HBV/HDV koinfeksiyonu: Klinik ve
serolojik olarak (HbsAg, HBeAg, anti-HBelgM pozitif)
akut HB'e uyan ve ayni anda serumlarinda anti-Delta
pozitif bulundugundan akut HBV/HDV koinfeksiyonu
tanisi olana 4 hasta.

3. Kronik HB: Daha 0&nce biyopsi vel/veya
klinik, laboratuvar bulgularina gore kronik aktif hepatit
(KAH) veya siroz tanisi almis, serolojik olarak anti-
HBelgM*) ve anti-Delta(-) bulunan hastalar arasindan
segilen (51 HBeAg(+)/anti-HBe(-), 51 de HBeAg(-
Yanti-HBe(+) veya () olan) toplam 10 kronik HBI
hasta.

4. Kronik HB/HD (Kronik hepatit B/Delta): 3.
gruptaki hastalarla benzer o6zelliklere sahip olan,
Onceden KAH veya siroz tesbit edilmis olan serolojik
olarak anti-HBelgM () ve anti-Delta(+) bulunan has-
talar arasindan segilen (5'i HBeAg(+)/anti-HBe(-), 6'sI
da HBeAg(-)/anii-HBe(+) veya () olan) toplam 11
vaka.

HBV-DNA tayini: Serumda HBV-DNA tayini igin
kullandigimiz, "Kantitatif radyoizotopik sivi  faz
molekiler hibridizasyon teknigi" adi verilen bu test,
son yillardaki molekiiler biyolojideki ilerlemelerden Is-
tifade edilerek, Abbott Laboratuvarlari tarafindan
gelistirilmigtir.

ik defa 1987 Uluslararasi Hepatit Sempozyumun-
da Mc Kuhns ve ark. tarafindan tanitilmistir. HBV-DNA
tayininde kullanilan &nceki yontemlere gore kullanim
kolayhgi ve yarilanma émrinin uzun olmasi gibi avan-
tajlari nedeniyle blyuk ilgi gormustur (6).

Yontemin esasinin, DNA-probe teknolojisi ve
molekdler hibridizisayondan olugsmasi nedeniyle testin
spesifitesi ve sensitifitesi gok ylksektir.

Testin yapilisi: HBV-DNA aranacak her serum
orneginin 100ml_ (mikrolitre)'i dillie (specimen dillent
ile) edildikten sonra, serumu solubilize eden ve igin-
deki nikleik asitleri denatiire eden reagenlerle oda
Isisinda inkiibasyona birakilir. Bunun Uzerine, serum-
daki HBV-DNA ile birlesecek olan I ile isaretli HBV-
DNA probu iceren reagen ilave edilir ve
hibridizasyonun olusumu igin 18-20 saat 65°C'de
inkiibasyona birakilir, inkiibbasyondan sonra |'*-HBV-
DNA ile serumdaki HBV-DNA'an olusan hibridlesmis
kompleksi igeren karigim, hibridizasyon reaksiyonuna
girmemis 0125-HBV-DNA'dan ve ortamdaki diger
komponentlerden arindiriimak Uzere Jel-Metriks ihtiva
eden Ozel bir kolona dokilerek stzilmeye birakilr.
Boylece kolonun altindaki sayim tlupinde sadece I
isareti HBV-DNA kompleksi toplanmaktadir. Son
oharak sayim tuplerinin bir gamma sayacinda okun-
maslyla, | * isaretli kompleksin verdigi radyoaktivite
Olclilmekte, dolayisiyla serumdaki HBV-DNA tesbit
edilebilmektedir. Kontrol serumlarinin (3 negatif, 2
pozitif) verdigi degerlerden hesaplanan "cut off"
degerinin Uzerinde ¢ikan sonuglar pozitif olarak kabul
edilmektedir. Pozitif bulunan degerlerin kantitatif tayini
ise, belli konsantrasyonda (103 £ 10 pg/ml) HBV-DNA
iceren pozitif kontrol serumlarinin verdigi degerlerden
basit bir formulle yapilabilmektedir.

Diger Serolojik Testler: Serumda anti-delta ve
HBV markerlerinin (HBsAg, anti-HBs, anti-HBelgM ve
IgG, HBeAg, anti-HBe) tayininde ELISA yéntemi ve Ab-
bott ticari kitleri kullanildi. Her testin, esasi ayni olmakla
beraber, yapilig, degerlendiriimesi ve kullanilan
immdanolojik reaksiyon prensibi (Sandwich, Compete-
tion gibi) azgok birbirinden farklidir. Bu ELISA
yonteminde, bir kati faz (boncuk) ve isaretleyici olarak-
ta bir enzim (peroksidaz) kullanilarak serumda aramak
istedigimiz antijen (veya antikor) oldukga sensitif ve
spesifik olarak tayin edilebilmektedir. Teste goére
degisen inklibasyon sureleri sonunda olusan, kati faza
baglanmis enzim isaretli Ag-Ab kompleksi enzim sub-
strati ile reaksiyona sokularak renk olusumu saglan-
maktadir. Olugsan rengin otomatik spektrofotometrede
okunmasiyla elde edilen optik dansite, aradigimiz Ag
(veya Ab) konsantrasyonuyla orantilidir.
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Tablo 1. Akut HB ve HBV/HDV Koinfeksiyonlu Vakalarda Elde Edilen Serolojik Bulgular, 11IBV-DNA
Oranlan ve Konsantrasyonlarinin Karsilagtirilmasi

Anti-Delta Anti-HBclgM
AkutHBn=5 - +
HBV/HDV + +

koineksi. n =4

123
HBV-DNA
Kkonsantrasyonu
HBeAg/Anti-HBe HBV-DNA (pg/ml)
+/- - 280(250-330)
+/- + 130(105-150)

Tablo 2. Kronik HB ve Kronik HB/HD'li Vakalarda Elde Edilen Serolojik Bulgular, HBV -DN A Oranlari

ve Konsantrasyonlarinin Karsilastirilmasi

HBeAg Anti-Delta Anti-HBcIgM HBV-DNA HBYV -DN A konsant. (pg/ml) Toplam
Kronik +(n=5) _ + (4/5) 127(107-160) 5/10*
HBn = 10 (n=5) + (1/5) 79
Kronik +@m=5) F + (1/5) 102 V11
HB/HD n = 11 -(n=) + -(0/6)
SONUCLAR HBYV replikasyonunu ve infektiviteyi gdsteren markerler

Hem akut HB, hem de akut HBV/HDV koinfek-
siyonlu vakalarin timinde HBV-DNA tesbit edilmesine
ragmen, koinfeksiyonlu vakalarda HBV-DNA kon-
santrasyonlari daha dusik bulundu (Tablo 1).

Kronik HB/li vakalarin 5/10'unda, kronik HB/HD'li
vakalarin ise 1/11'de HBV-DNA tesbit edildi (P<0.05).
Bu iki grup arasindaki farkliik HBeAg varligi halinde
daha belirgindi. Kronik HB/HD'li, HBeAg(+) bir vakada
bulunan HBV-DNA konsantrasyonu (10,2 pg/ml),
kronik HB'll vakalardakilere gére (ort. 127 pg/ml)
oldukga dusiik bulundu (Tablo 2).

Vakalarimizda elde edilen serolojik bulgular ve
HBV-DNA konsantrasyonlari Tablo 1 ve 2'de 6zetlen-

mistir. TUm vakalarimizda antl-HBs(—) ve anti-
HBclgG(+)Idi.

TARTISMA

HDV'nin  HBV  replikasyonunu  baskiladigi
onceleri, HBV antijenlerine (HBeAg, HBsAg,

intrahepatik HBeAg) bakilarak degerlendirilmigtir.
Kronik HD'li vakalarin serumlarinda dusik fitrelerde
HBsAg tesbiti, HBeAg'nin dugsik ve anti-HBe'nin
yuksek prevelansi ile intrahepatik HBelg'nin kaybol-
masi (veya disik oranda tesbiti) gibi bulgularla, HDV
varhdinda HBV replikasyonunun inhibe oldugu
disundlmuistir (2-5,7-12).

Son zamanlarda serumda HBV-DNA tayini igin
geligtirilen testlerle yapilan karsilastirmali calismalarda,

icinde (HBsAg, HBeAg, HBeAg, DNA-polimeraz) en
spesifik ve sensitif olaninin  HBV-DNA oldugu
anlasiimigtir (6,13-15). Bu nedenle, HBV
replikasyonunu HBV-DNA varligina gére degerlendir-
menin daha dogru olacagi dislncesiyle,
calismamizda HBV-DNA testini kullandik. Boylece
HDV'nin HBV replikasyonuna etkisini daha kesin bir
sekilde ortaya koymay! amagladik.

Calismamizda, HBV/HDV koinfeksiyonlu vakalar-
da, HBV-DNA konsantrasyonlari akut HB'li vakalara
gore oldukga disUk bulunmustur (Tablo 1). Tum
vakalarda serumlarin yaklasik olarak infeksiyonun ayni
zamanlarinda alinmig olanlariyle, HBeAg(+) olanlarinin
kullaniimis olmasinin, iki grup arasindaki
karsilagtirmayi saglikh kilaacagini dugtndrsek, bu bul-
guyu vaka sayisi az olmasina ragmen anlamli kabul
edebiliriz.

Saracco ve ark. akut fulminant HBV/HDYV koinfek-
siyonlu hastalarin  serumlarinda, akut fulminant
HBV'lilere gére daha dusuk oranda HBV-DNA tesbit
etmiglerdir (16). Daha eski galismalarda da .koinfek-
siyonlu hastalarda HBsAg'nin serumdan kisa slrede
kaybolmasi veya dusik fitrelerde tesbit edilmesi gibi
bulgulara bakilarak, akut HBV/HDV koinfeksiyonunda,
HBV replikasyonunun suprese oldugu sonucuna
variimigtir (2,7,8,9,17). Bulgularimiz da bu sonucu des-
tekler mahiyettedir. HDV'nin esas 6énemli etkisi, kronik
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Tablo 3. S.Govindarajan ile SD.Lee et al'in Yaptiklar: iki Calismada Kronik HB ve Kronik HB/HD'li

Vakalarda Tesbit Edilen HBV/DNA Oranlan

HBV-DN A oranlan

Literatiir no Vakalar HBe Ag(+) HBeAg(-) Toplam

SD Lee et al (19) Kronik HB/HD 1/3(%33)° 0/7(%0) 1/10(%610)'1
Kronik HB 35/41(%85) 6/25(%e24” 41/66(%662.1)'1

S.Govindarajan (18) Kronik HB/HD 2/6(%33) 0/7(%60) 2/13(%15)2
Kronik MB 5/7(%70) 2/7(%28) 7/14(%650)2

al: P< 0.003

a2:P<0.1

b: Fark istatistiksel olarak anlamsiz.

c:P<0.003

HBYV tasiyicilarinda, stperinfeksiyon yaparak fulminant
hepatit veya kisa stirede KAH, siroz ve 6lime neden
olmasindan gelmektedir (3-5,10).

Calismamizda, kronik HB/HD'li vakalarda tesbit
edilen HBV-DNA orani, kronik HB'lilere gore oldukca
disuk bulundu (P<0.05). Bu farkliigin HBeAg
varliginda daha belirgin oldugu gorildi (Tablo 2).
HBeAg (+) olan kronik HB'li hastalarin ise 1/5'inde ve
dusuk konsantrasyonda HBV-DNA tesbit edildi. Buna
karsiik HBeAg (—) olan kronik HB/HD'li (0/5) ve kronik
HB'li (1/5) vakalarda bulunan HBV-DNA oranlar
arasinda 6nemli bir fark gortilmedi (Tablo 2).

Elde etti§imiz bu bulgular, bizimkine benzer iki
ayri galismanin sonuglariyla da (Tablo 3) uyumlu bulun-
mustur (18,19).

Tim bunlara bakarak, HDV'nin kronik HB'li
vakalarda daha Dbelirgin olmak Uzere, HBV
replikasyonunu baskiladigini  séyleyebiliriz. Bu etki
dogal olarak, replikativ fazdaki (genellikle HBeAg
pozitif)y vakalarda daha asikar goriinmektedir. Bu
vakalarda kisa sirede HBe Ag negatiflesmekte, HBsAg
fitreleri dismekte fakat HDV'nin direkt sitopatik et-
kisiyle olusan hizli bir karaciger harabiyeti sonucu KAH
ve siroz gelismektedir. Nonreplikativ fazda (genellikle
HBeAg negatif) olan HBsAg taslyiciid durumu da,
uremesi igin sadece HBsAg varligina ihtiyaci olan
HDV'nin  karacigere olan sitopatik etkisini
surdurmesini saglamaktadir. HBV replikasyonunun
olmadig! "integrasyon fazi" da denen bu tip kronik HB
vakalarinda, HBV-DNA'sinin hepatositlere intégre
oldugu ve bu sgsekilde HBsAg'nin karaciger
hiicrelerinde sentez edildigi belirlenmistir (14,15).

Hem, HDV replikasyonu icin sadece HBsAg
varliginin yeterli olmasi, hem de HDV'nin, HBV
replikasyonunu baskilamasi nedeniyle kronik HB/HD'li
vakalarin serumlarinda HBeAg ve HBV-DNA'a nadiren

Tiirkiye Klinikleri

(%10), anti-HBe'ye ise siklikla (%80) rastlanmaktadir
(3,4,20,21).

Kronik HDV infeksiyonunda olusan karaciger
hasarinin HDV'nin sitopatik etkisi ile oldugu, hem his-
topatolojik olarak (12,11), hem de bu hastalara
uygulanan immunosupressif (10) ve im-
munomodilatér (22) tedavilere cevap alinamamisye
g6sterilmigtir. Halbuki HBV'nin olusturdugu karaciger
hasari, sitopatik etkiden c¢ok, virusa karsi konagin
gelistirdigi immun yanit ile olmaktadir (10,23). iste bu
iki virisin farkh sekilde etki gostermesi nedeniyle
olusan sinerjizme bagl olarak HDV sliperinfeksiyon-
larinda yalniz kronik HB'e gdre, mortalité ve morbidité
ileri derecede artmaktadir.

Sonug olarak, calismamizdan elde ettigimiz bul-
gular ve literattr 151§indaHDV'nin HBV replikasyonunu
baskilayici  etkisinin  oldugunu  kesin  olarak
soyleyebiliriz. HDV'nin direkt sitopatik etkisi yaninda,
bu etkisi de kronik delta hepatitin patogenezinde rol
oynayan faktdrlerden biri olabilir. Bu yazimizin
iceriginden da anlagilacag gibi delta hepatitleriyle ilgili
arastirmalarin devamina ihtiya¢ vardir.

KAYNAKLAR

1. Tekeli E ve i.Balik: Delta Hepatiti. T Ki Tip Bil Aras Der-
gisi 6:9-17,1988.

2. Rizzetto M, et al: Transmission of the hepatitis B virus-as-
sociated delta antigen to chimpanzees. J Infect Dis 141:590-
602,1980.

3. Jacobson IM, JL Dienstag: The Delta Hepatitis Agent:
"Viral Hepatitis, Type D." Gastroenterology 86:1614-7,
1984.

4. Rizzetto M, A Smedile and P Farci: The Clinical Sig-
nificance of the Delta Antigen-Antibody System in
Hepatitis B Infections. Scand J Infect Dis, Suppl 36:74-5,
1982.

GASTROENTEROHEPATOLOJIDergisi Ciltl, Sayi 2,1990



BALIK ve Ark.

SERUMDA IIBV-DNA TAYINIYLE HDVNiN HBV REPLIKASYONUNA SUPRESSIiV ETKiSININ GOSTERILMESI

10.

11.

12.

13.

Fagen E A, Williams R: Serological responses to HBV in-
fection. Gut 27:858-67,1986.

Kuhns MC, A Me Namara, CM Cabal and C Brechot: A
new assay for the quantitative detection of hepatitis B viral
DN A in human serum (abstract). International symposium

on Viral Hepatitis and Liver Disease, pp:64,1987.

Moestrup T, BG Hasson, A Widell et al: Clinical aspects
of delta infection. Br Med J 286: 87-90,1983

Fromme D, JP Allain, IIM Courouce, et al: Long Lasting
abetement of HBsAg syntehesis induced by acute delta in-
fection. Lancet 1:656-7,1983.

De Cock MK, S Govinderajan, Ag Redeker: Acute delta
hepatitis with out circulating HBsAg. Gut 26:2124,1985.

Rezzetto M. G Verme, C Recchia, et al: Chronic hepatitis
in carriers of hepatitis B surface antigen with intrahepatic
expression of the delta antigen. Ann Intern Med 98: 437-
41,1983.

Govindarajan S, GC Kanel, RL Peters: Prevalence of delta
antibody among chronic hepatitis B virus-infected patients
in tehe Ijds Angeles area: Its carrelation with Liver biopsy

diagnosis. Gastroenterology 85:160-2,1983.

Kanel GC, S Govindarajan, RL Peters: Chronic delta infec-
tion an Liver biopsy changes in chronic active hepatitis B
Ann Intern Med 101: 514,1984.

Govindarajan S, et al: Markers of viral replication in
patients with chronic hepatitis B vrus infection. Am J Clin

Pathol 89:233-7,1988.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

125

Seeff LB, RS Koff: Evolving concepts of the clinical and
serologic consequences of hepatitis B virus infection. Sem
In Liver Dis9:11-22,1986.

Sherlock S: The natural hepatitis B.

Postgraduate Med J 63: 7-11,1987.

history of

Saracco G, et al: Serologic markers with fulminant
hepatitis in persons potiti ve for hepatitis B surface an-

tigen. Ann Intern Med 108:380-383,1988.

Govindarajan S, B Valinluck and L Peters: Relapse of
acute B viral hipatitis-role of delta agent. Gut 27:19-22
1986.

Govindarajan S, B Valinluck: Serum hepatitis B virus-
DNA in chronic hepatitis B and Delta infection. Arch
Pathol Lab Med 190:398-8,1985.

ILee SD, et al: Hepatitis D virus superinfection in an en-
demic area of hepatitis B infection: Immunopathohogic
and serologic findings. Soand J Infect Die 19:173-7,1987.

Buti M, et al: Chronic Delta Infection: Correlation of
serum HDYV spesific RNA and IgM anti-HD with in-
trahepatic HD-A g (abstract).International symposium on
Vural Hepatitis and Liver Deisease, pp:40,1987.

Raimando G, et al: Delta infection in hepatocelluler cor-
cinoma positive for hepatitis B surface antigen. Ann Intern
Med 1010:343-4,1984.

Arrigoni A, et al: Levamisole and chronic Delta Hepatitis.
Ann Intern Med 98:1024,1983.

Thomas HC. et al: Immunological mechanisms in chronic
hepatitis Bvirus infection. Hepatology 2:1165-8,1982.



