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OZGUN CALISMA
KRONIK HEPATIT B HASTALARININ SERUM VE

KARACIGER BiYOPSi ORNEKLERINDE HEPATIT B
ViIRUS DNA DUZEYINIiN KARSILASTIRILMASI

ORIGINAL ARTICLE

COMPARISON OF QUANTITATIVE HEPATITIS B VIRUS DNA LEVELS IN
SERUM AND LIVER BIOPSY SAMPLES OF CHRONIC
HEPATITIS B PATIENTS

Mehtap RUZGAR', Sila CETIN AKHAN', Haluk VAHABOGLU'

OZET: Kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonu biitiin diinyada énemli bir saglik
problemidir. KHB hastalarinda tedaviye ragmen relapslarin ortaya c¢ikmasi hasta
yénetiminde sorun olusturmaktadir. Bu calismanin amaci, KHB hastalarinda tedaviye
baslarken yapilan karaciger biyopsisi ve es zamanl olarak alinan kan 6rneklerinde
kantitatif olarak hepatit B virusu (HBV) DNA miktarinin saptanmasi ve karsilastirimasidir.
Calismaya, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Enfeksiyon Poliklinigi’ne basvuran
KHB 6n tanisi almis 69 hasta (49 erkek 20 kadin; yas araligi: 19-68 yil, yas ortalamasi:
36.91+11.03 yil) dahil edilmistir. Tum hastalarin serum HBV-DNA duzeyleri, hastanemiz
rutin laboratuvarinda ticari bir gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
(RQ-PCR; iCycler IQ System, BioRad Laboratories) ile ¢alisiimis ve ortalama serum HBV-
DNA (Serum DNA 2) miktarn 5.6E+6=8.5E+6 kopya/ml olarak belirlenmistir. Hastalarin
ortalama ALT duzeyleri ise 79.59+69.7°dir. Calismamizda hastalarin serum ve karaciger
dokusundaki HBV-DNA duzeyleri ayrica “in-house” RT-PCR (Techne Quantica, Londra)
ile arastinimistir. Orneklerden niikleik asit ekstraksiyonu, DNA Mini Kit (QlAamp, QIAGEN
Inc, Hilden, Aimanya) ile yapilmis ve HBV X genini hedefleyen primerler (F-5-TTCGCTT
CACCTCTGCACG-3’ ve R- 5’-CCCAACTCCCAGTCTTTAA-3’; probe: 5-FAM-AATGTCAAC
GACCGACCTTGAGGCA-p-BHQ-3") kullaniimistrr. istatistiksel degerlendirmede Spearman
korelasyon analizi uygulanmistir. “In-house” RT-PCR ydntemiyle KHB’li hastalarin
serumlarindaki HBV-DNA (Serum DNA 1) dulzeylerinin ortalama degeri 4E+6+4.446
kopya/ml; karaciger biyopsi dokularindaki HBV-DNA duzeylerinin ortalama degeri ise
8.99E+6=3.1E+7 kopya/ml olarak saptanmistir. Hasta serumlarinda hem ticari hem
de “in-house” RT-PCR yo6ntemleriyle alinan HBV-DNA sonuclari arasinda (sirasliyla,
Serum DNA 2 ve Serum DNA 1) anlamli pozitif bir korelasyon oldugu goérilmustur
(r=0.300; p=0.024). Karaciger dokusunda saptanan HBV-DNA dlzeylerinin serum
dizeylerinden daha yuksek oldugu izlenmis, ancak serum HBV-DNA 1 ve 2 degerleri
ile karaciger HBV-DNA duzeyleri arasinda korelasyon saptanamamistir (Serum DNA 1:
r=0.104, p=0.404; Serum DNA 2: r=-0.135, p=0.321). Bu durumun “in-house” RT-PCR
yontemindeki standardizasyon sorunundan kaynaklanabilecedi dusunilmustir. Sonug
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olarak, tedaviye baslarken hastalara karaciger biyopsisi yapilmasinin, kronik karaciger
hastaliginin derecesini belirlemek yaninda, bu érneklerde HBV DNA’sinin kantitatif olarak
saptanmasinin da yararll olabilece@i, ancak bu amacla standardize edilmis duyarli
yontemlerin kullaniimasinin gerekli oldugu kanisina variimistir.

Anahtar sézclikler: Kronik hepatit B, HBV DNA, karaciger biyopsisi, gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu.

ABSTRACT: Chronic hepatitis B (CHB) is an important health problem worldwide.
Relapses in CHB patients, even treated, create a major problem in patient management.
The aims of this study were the detection of quantitative levels of hepatitis B virus (HBV)
DNA in the sera and liver biopsy specimens of CHB patients and the comparison of
the results. A total of 69 patients (49 male, 20 female; age range: 19-68 years, mean
age: 36.91+11.03 years) who were prediagnosed as CHB in the Infectious Diseases
and Clinical Microbiology Department of Kocaeli University (northwestern region of
Turkey) were included to this prospective study. HBV-DNA levels of all of the patients
were initially measured in the routine laboratory of our hospital by using a commercial
real-time polymerase chain reaction (RQ-PCR; iCycler IQ System, BioRad Laboratories)
and the mean HBV-DNA level (Serum DNA #2) was detected as 5.6E+6+8.5E+6
copies/mL. The mean level of ALT in CHB patients was 79.59+69.7. In our study the
HBV-DNA levels of the serum and liver biopsy specimens were also measured by
using an “in-house” real-time PCR (RT-PCR) (Techne Quantica, London, UK). Nucleic
acid extractions were performed with the use of QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen Inc,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’'s recommendations. The primers were
specific for the X gene region of HBV (forward primer: 5-TTCGCTTCACCTCTGCACG-3’,
reverse primer: 5-CCCAACTCCCAGTCTTTAA-3’; probe: 5-AATGTCAACGACCGACCTT
GAGGCA-pBHQ-3’). Statistical analysis was carried out with Spearman rank analysis.
With the use of “in-house” real-time PCR, mean levels of HBV-DNA were found to be
8.99E+6+3.1E+7 copies/mL in the liver biopsy samples, and 4E+6+4.4E+6 copies/
mL in serum samples (Serum DNA 1). There were significant positive correlations
between the results obtained from in-house (Serum DNA 1) and commercial RT-PCR
(Serum DNA 2) (r=0.300; p=0.024) methods. Although HBV-DNA levels in the liver
tissues were found higher than those in serum samples, no correlation between the
HBV-DNA levels of liver biopsy and serum samples (both serum DNA 1 and 2) was
detected. This result was attributed to the standardization problems of in-house RT-
PCR. In conclusion, liver biopsies performed at the beginning of the therapy to detect
the grade of chronic liver disease, would also be searched by means of quantitative
HBV-DNA levels, however, since the determination of HBV-DNA load in liver tissues
may be difficult, standardized sensitive methods should be used for this purpose.

Key words: Chronic hepatitis B, HBV DNA, liver biopsy, real time polymerase
chain reaction.

GiRiS
Kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonunda antiviral tedavinin amaci, viral
replikasyonun baskilanmasi ve karaciger hasarinin 6nlenmesidir. KHB tedavisi ile
kanda HBV DNA’nin saptanamayacak diizeye inmesi mumkun olabilmektedir'.
Ancak cccDNA’nin karacigerde sebat etmesi nedeniyle tedaviden sonra

kandan eradike edilebilmesine karsin, karacigerden eradike etmek cogunlukla
mUmkuUn olamamaktadir. Bu calismada, KHB’li hastalarda tedaviye baslarken
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yapilan karaciger biyopsisi ile es zamanl olarak alinan kan érneklerinde HBV-
DNA dulzeylerinin kantitatif olarak saptanmasi ve sonuclarin karsilastiriimasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Mart 2005 - Mayis 2006 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Enfeksiyon Poliklinigi'ne basvuran KHB 6n tanisi almis olan yaslan
19-68 yil arasinda degisen (ortalama: 36.91+1.03) 49 erkek ve 20 kadin hasta
calismaya alindi. Hastalarin baslangi¢ rutin biyokimyasal testleri calisildi. Alti aylik
takipleri yapilarak uygun olanlar calismaya alindi. Galismaya alinan hastalarin
karaciger biyopsileri ve serum érnekleri ayni zamanda alindi. 13 hastanin serum
Ornekleri biyopsi 6rnekleri ile es zamanh alinamadidi icin calisma 56 hastanin
serumu ile yapildi. Hastalarda, hepatit C veya D viruslar ile koenfeksiyon,
alkolik karaciger hastaligi, otoimmuUn hepatit ve ilaca bagl hepatit gibi baska
bir karaciger hastaligi mevcut degildi. Hastalarin hicbiri daha énceden antiviral
veya interferon tedavisi almamigti.

Kronik hepatit B tanisini koymak icin HBsAg’'nin alti aydan uzun slre
pozitif olmasi, serum HBV-DNA dlizeyinin HBeAg pozitif hastalar icin 10°
kopya/ml, HBeAg negatif hastalar icin ise 10* kopya/ml olarak tespit edilmesi
(hastanemiz rutin laboratuvarinda calisilan serum HBV-DNA sayilari), ALT ve
AST duzeylerinde strekli veya aralikl iki katindan fazla yukselme saptanmasi
ve karaciger biyopsisinde kronik karaciger hastaliginin saptanmasi sarti arand.
Ornekler toplandiktan sonra calisilincaya kadar -80°C’de saklandi. Karaciger
biyopsileri yapilmadan 6nce hastalara karaciger ultrasonografisi (USG) yaptirilarak
hemanjiyom veya yer kaplayici lezyon tespit edilmeyen hastalara perkitan yéntem
ile, hemanjiyom veya yer kaplayici lezyon tespit edilenlere ise USG aracili ince
igne aspirasyon biyopsisi yapildi. Biyopsi érnekleri Kocaeli Universitesi Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dali rutin laboratuvarinda Modifiye Scheuer skorlama
yontemi kullanilarak incelendi. Bu yontemde “grade” hepatik nekroinflamatuvar
aktiviteyi, “stage” ise karaciger fibrozisini géstermekte, skorlar 0-4 arasinda
degerlendiriimekte ve >1 degerler kronik hepatiti isaret etmektedir.

Serum ve karaciger dokusundaki HBV-DNA, DNA Mini Kit (QlAamp,
QIAGEN Inc, Hilden, Almanya) ile ekstrakte edildi. HBV-DNA duzeyi gercek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) (Techne Quantica, Londra)
ile X bolgesinin primerleri (F-5-TTCGCTTCACCTCTGCACG-3’ ve R-5'-
CCCAACTCCCAGTCTTTAA-3’; probe: 5'-FAM-AATGTCAACGACCGACCTTGAG
GCA-p-BHQ-3’) kullanilarak élguldd. Hastalarin hastanemiz rutin laboratuvarinda
HBV-DNA duzeyleri gercek zamanh PCR (RQ-PCR), iCycler 1Q System (BioRad
Laboratories) ile calisildi.

HBV-DNA pozitif kontroli, HBV “X” bdélgesinin 386 bazgiftlik kisminin
klasik PCR ile ¢ogaltilarak PCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, USA) vektorine
eklenmesi ile elde edildi. Bu amagcla F-5-ACGTCCTTTGTTTACGTCCCGT-3’ ve
R 5-GACCAATTTATGCCTACAGCC-3’ primerleri kullanilarak elde edilen Grln,
PCR artiklarindan PCR Purification Kit (Roche) kullanilarak temizlendi. Klonlama
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islemi oda derecesinde 10 dakika tutularak yapildi. Plazmid transformasyonu
elektro-kompetan DH10B hticrelerine elektroporator (Ependorf) araciligi ile
1700 V ile yapildi ve ampisilin iceren besiyerlerinde klonlanmig plazmidi tasiyan
alicilar Uretildi. Alkalin lizis metodu ile plazmid izolasyonu yapildi ve klasik PCR
ile “insert” varlidi dogrulandi. Plazmid kopya sayisi asagida belirtilen formtile
gbre hesaplandi.

6.02 x 10%® (copy / mol) x DNA amount (9)
DNA length (dp) x 660 (g / mol / dp)

Kopya sayisi=

Plazmid kopya sayisi 107/ul olacak sekilde ayarlandi. 10 kat seyreltmeler
ile hazirlanan pozitif kontrol serisi TagMan PCR isleminde sayi belirlemek icin
kullanildi.

PCR islemi icin ana karisim her reaksiyonda (25 pl) 10 pmol her bir primer
ve 5 pmol FAM ve Quencher igaretli prob, 1.5 mM MgCI, ve %0.1 ROX boyasi
icerecek sekilde hazirlandi. “Hotstart Taq polymerase“ (Fermentas) kullanildi.
RT-PCR Techne Quantica cihazinda 10 dakika 95°C baslangic denatiirasyon-
aktivasyon safhasindan sonra 40 siklus 95°C de 30 san, 55°C de 15 san ve
60°C 1 dak yapildi.

Kopya sayisi, cihazin calismasini koordine eden program tarafindan kopya
sayis! bilinen pozitif kontrollere gére hesaplandi. istatistiksel degerlendirmede
SPSS 10.0 Windows istatistik Programi kullanildi ve veriler “ortalama=standart
sapma” olarak hesaplandi. Serum ve karaciger HBV-DNA duzeyleri arasindaki
iliski ve bizim calistigimiz yontem ile hastanemiz rutin laboratuvarinda calisilan
serum DNA’lan arasindaki iliski ise Spearman korelasyon testi ile degerlendirildi.
p deg@eri 0.05’ten dusuk ise istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, 62 hastanin karaciger biyopsi dokusunda ve 56 hastanin
serumunda “in-house” RT-PCR ile saptanan HBV-DNA duzeyleri (Serum DNA 1),
69 hastanin hastanemiz rutin laboratuvarinda ticari RT-PCR ile caligilan serum
HBV-DNA duzeyleri (Serum DNA 2) ile karsilagtinimistir. Ortalama HBV-DNA
duzeyleri, karaciger biyopsi dokularinda 8.99E+6+3.1E+7 ve serumlarda
(Serum DNA 1) 4E+6+4.44+6 olarak saptanmistir. Ticari PCR ile hastalarin
ortalama serum HBV-DNA dizeyi (Serum DNA 2) ise 5.6E+6+8.5E+6 olarak
bulunmustur.

Hasta serumlarindan her iki yéntemle elde edilen kantitatif HBV-DNA
sonuglar (Serum DNA 1 ve 2) degerlendirildiginde; aralarinda anlamli pozitif
bir korelasyon oldugu goérulmustir (r=0.300, p=0.024; Sekil 1). Calismada,
karaciger dokusunda saptanan HBV-DNA duzeylerinin serum dizeylerinden
daha yuksek bulunmus, ancak serum HBV-DNA 1 ve 2 degerleri ile karaciger
HBV-DNA duzeyleri arasinda korelasyon saptanamamistir (HBV-DNA 1: r=0.104,
p=0.404; HBV-DNA 2: r=-0.135, p=0.321). Hastalarin ALT duzeylerinin ortalama
degeri 79.59+69.7 olarak bulunmustur (Tablo I).
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Sekil 1. Serum DNA 1 ve serum DNA 2 dulzeyleri arasindaki pozitif korelasyon.

Tablo I. Hastalarin Karaciger Dokusunda ve Serum Orneklerinde Saptanan
HBV-DNA Duzeyleri ve ALT Sonuglari

Karaciger
Hasta HBV-DNA Serum DNA 1* Serum DNA 2* Baslangi¢
No (kopya/ml) (kopya/ml) (kopya/ml) ALT duzeyi (IU/L)
1 552386,9841 176125,9664 41100 26
2 1751,607331 153517,3687 12400 72
3 6919,83064 59004,21745 22700 33
4 2573363,835 91582,78423 258000 247
5 941341,0909 7391,542588 48900 14
6 116634,1626 5554,309443 7350000 198
7 38434,88067 651392,0924 3820000 50
8 25312,86418 978258,1182 10000000 47
9 251741,4063 46077,03095 49200 43
10 329,5336444 13528,97569 20000000 55
11 179053,6974 69579,62764 3440 35
12 438535,5176 1891688,58 1680000 28
13 4482,820122 113473,0169 16100000 87
14 15953,79333 4976194,819 20000000 79
15 236974530 7639,323346 43800 50
16 38014761,25 234384,2371 2520000 315
17 42664,98517 131622,987 26300000 101
18 195510,214 53447,03625 600000 100

Tablonun Devami Diger Sayfada
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Tablo I. Hastalarin Karaciger Dokusunda ve Serum Orneklerinde Saptanan
HBV-DNA Duzeyleri ve ALT Sonuglari (Devami)

Karaciger
Hasta HBV-DNA Serum DNA 1* Serum DNA 2* Baslangic

no. (kopya/ml) (kopya/ml) (kopya/ml) ALT duzeyi (IU/L)
19 100551,0557 46330,94108 32400 91
20 5031189,141 4532361,923 20000000 82
21 1330776,159 58680,85325 1350000 25
22 12805559,78 23959344,96 547000 35
23 359820,5134 279447,8136 24600 11
24 73107479,95 71912,08973 516000 56
25 1987,601682 95174,43041 1230000 318
26 29523447,16 60315,59193 10000000 184
27 51713,48649 54935,97059 10000000 86
28 16762688,53 1621899,225 10000000 30
29 240913,743 67322,81874 38000 46
30 8716339,325 165794,6093 1140000 83
31 58359,26119 857381,729 45000000 41
32 574050,2107 1871011,136 4460000 61
33 10919082,76 155,213963 20500 134
34 17229665,64 76814,20276 8460000 117
35 14372,02287 285658,5684 550000 47
35 13454832,07 71126,04163 1590000 68
37 1445122,073 2462680,744 4570000 50
38 247625,1487 41054,91479 147000 68
39 254,5235217 102,2225097 20000000 130
40 8433625,651 3481497,677 17000 30
41 3295336,444 763932,3346 104000 19
42 32414539,55 123223,0982 1230000 17
43 11409831,64 84336,25651 9550000 161
44 29040705,31 2630557,097 10000000 81
45 265962,8649 15779,40751 116000 171
46 4948923,492 65139,20924 10000000 91
47 10979,25299 84800,9963 5810000 237
48 14137,024 242241,312 101000 45
49 1657946,093 23959,34496 10600 17
50 665869,345 3885,964302 12700 51
51 264505,2933 669,5386562 1000000 33
52 1998554,475 23055178,89 10000000 45
53 1469144,248 125961,7436 4100 179
54 335011,4618 30,34591512 91100 45
55 46077,03095 73107,47995 10000000 191
56 32772,76822 1595379,333 19000000 154
57 186075,7326 ND* 43900 35
58 7391,542588 ND 21200 15
59 346241,7825 ND 23300000 50
60 11663,41626 ND 18400000 39
61 8573,81729 ND 225000 14
62 5257311,658 ND 114000 46
63 ND* ND 186000 19
64 ND ND 10000000 32
65 ND ND 98800 93
66 ND ND 20200 65
67 ND ND 24000 56
68 ND ND 384000 50
69 ND ND 63400 21

* Serum DNA 1: Calismada “in-house” RT-PCR ile alinan degerler; Serum DNA 2: Rutinde ticari
RT-PCR ile alinan degerler; ND: Galisilamadi.
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TARTISMA

Kronik hepatit B (KHB) hastalarinin tedavisine karar verilirken, serum
HBV-DNA yiki temel 6gelerden birini olusturmaktadir. Serumda kantitatif
HBV-DNA &élcumu ile, kronik hepatit B tedavisi baslama endikasyonu, tedaviye
yanitin takibi ve tedavi sonlandiktan sonra tekrarlari belirlemek mimkudn
olabilmektedir'. HBV, karacigere tropizm goésteren bir virus olmasi dolayisiyla
karacigerdeki HBV-DNA dizeyi de 6nemlidir. Ancak her ne kadar HBV primer
olarak karacigere tropizm gosterse de yapilan calismalar, akut ve kronik
olarak enfekte hastalarda HBV nukleik asitleri ve proteinlerinin periferik kan
mononukleer hicreleri, lenf nodu, dalak, kemik iligi, bébrek, deri, kolon, mide,
testis ve bdbrekistl bezlerde de saptandigini géstermistir>4. Matsuyama ve
arkadaslarinin® calismasinda, serumda HBV-DNA saptanamayacak dizeyde iken,
HBeAg pozitif rneklerin %17.5’inde ve HBeAg negatif, anti-HBe pozitif drneklerin
%23.8’inde karacigerde HBV-DNA pozitifligi saptanmistir. Lee ve arkadaslari®
da, sirozlu hastalarin %46’sinda serumda HBV-DNA negatif iken karacigerde
HBV-DNA saptadiklarini bildirmisler ve serum ve karaciger HBV-DNA duzeyleri
arasinda guclu bir korelasyon belirlemislerdir. Yapilan baska bir calismada
ise, kronik olarak enfekte hastalarin karacigerlerinde HBV cccDNA’sinin ve
pregenomik RNA’nin viral replikasyon igin iyi birer gésterge oldugu ifade
edilmektedir’. Lu ve arkadaslar®, 41 HBeAg pozitif KHB hastasi ile yaptiklari
bir calismada, hastalarin intrahepatik HBV-DNA duzeyi ile serum HBV-DNA
duzeylerini karsilagtirmiglar ve intrahepatik HBV-DNA duzeyini, serum HBV-DNA
dizeyinden daha yuksek saptamiglardir. Bu arastiricilar, HBV replikasyonunu
gbstermede intrahepatik kantitatif HBV-DNA tespitinin, serum HBV-DNA tespitine
gbre daha duyarli oldugunu ileri sirmuslerdir®. Bizim calismamizda da, KHB
hastalarinin serum ve karaciger biyopsi érneklerinde kantitatif olarak calisilan
HBV-DNA duzeyleri karsilastinldiginda, karaciger dokusunda saptanan HBV-
DNA yUku serumdakinden daha yuksek bulunmus, ancak istatistiksel olarak
bir korelasyon tespit edilememistir.

Antiviral tedavi protokollne alinan hastalarda, tam bir virus eradikasyonu
icin enfekte hepatositlerin normal yasam surelerini tamamlayincaya kadar
etkin bir replikasyon blokaji yapilmasi ve tedavinin karaciger dokusundan
HBV temizleninceye kadar devam etmesi gerekmektedir®'®. Krogsgaard ve
arkadaslarinin' calismasinda, KHB nedeniyle interferon tedavisi alan hasta
grubunda 4-8 yillik takipler sonucu, HBeAg eradikasyonunun %80-90 oraninda
saglanmasina ragmen, serumda HBV-DNA pozitifliginin PCR ile saptanabilir
dizeyde kaldigi belirlenmistir.

HBsAg pozitif hastalarin takibindeki énemli parametrelerden biri de ALT
duzeyleridir. ALT duzeyinde surekli veya aralikli yukselmeler olabilmektedir.
Bizim calismamizda, hastalarin baslangic ALT dizeyleri 11-318 IU/L arasinda
degismekte olup, ortalamalari 79.59+69.7 ve ortanca degeri 50.5 olarak
hesaplanmistir. HBeAg negatif KHB hastalarinda ALT’nin normale dénmesi
ve serumda HBV-DNA negatifligi, tedaviyi sonlandirmaya karar vermek igin
gereklidir. Yapilan bir calismada, interferon tedavisi alan hastalarda 12 aylik
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yanit orani ortalama %24 olarak tespit edilirken, kontrol grubunda hi¢ yanit
olmadigi belirlenmis; ancak yanit alinanlarin yaklasik yarisinda relaps olmasinin
O6nemli bir problem olusturdugu vurgulanmistir®. Bu sonuglar, HBV’nin yapisi
dolayisiyla karacigerde sebat etmesinin temel sorunlardan birisi oldugunu ve bu
nedenle de karacigerde DNA dizeyinin tespitinin dnemini vurgulamaktadir'®.

HBV’nin eradikasyonu, akiif viral replikasyonun inhibisyonu ile gerceklesir.
Bunun icin de cccDNA’'nin tamamen yok edilmesi gerekmektedir'®. Yapilan
bir caismada serum cccDNA diizeyi intrahepatik cccDNA duzeyi ile iligkili
bulunmustur'’. Yuen ve arkadaslari’’, HBsAg’'nin temizlenmesinden sonra
hastalarinin %37.5’inin karaciger dokusunda HBV-DNA yukdnut saptanabilir
diizeyde bulmuslar ve intrahepatik HBV DNA’sinin esas olarak cccDNA formunda
bulundugunu géstermislerdir. Serum ve intrahepatik HBV-DNA duizeyleri arasindaki
iliskiyi gésteren benzer calismalarda da, intrahepatik HBV-DNA dulizeyinin
1.2 kopya/htcre, cccDNA dizeyinin ise <0.12 kopya/hicre olan hastalarin
serumlarinda cccDNA saptanmadigi; serum cccDNA duzeyi ile intrahepatik cccDNA
ve serum total HBV-DNA duzeyi arasinda iligki oldugu bildirilmektedir'®2°,

Hastanemiz rutin laboratuvarinda HBV-DNA dtizeyleri, ticari bir RT-PCR
ile calisiimakta ve givenilirligi NEQAS (Londra, Iingiltere) tarafindan yapilan
dis kontroller ile teyid edilmektedir. Calismaya aldigimiz KHB hastalarinin
serumlarinda, hem “in-house” hem de ticari RT-PCR ile alinan sonuclar arasinda
pozitif bir korelasyon saptanmakla beraber, karaciger biyopsi érneklerinde
saptanan DNA miktari ile korelasyon saptanmamistir. Karaciger dokusunda
“in-house” RT-PCR ile kantitatif HBV-DNA tayini, olduk¢ca guc standardize
edilebilir bir yéntem oldugundan, bu amagcla kullanilacak standardizasyonu
ve kalite kontrolinin daha kolay yapilabilecegi yeni yéntemlere gereksinim
oldugu dusUnilmustir. Hastalara tedaviye baslarken karaciger biyopsisi
yapillmasinin, kronik karaciger hastaligi derecesini saptamak yaninda, karaciger
biyopsi 6érneklerinde HBV-DNA miktar tayininin de yapilmasi yararl olabilir.
Bu yo6ndeki calismalar arttikca, hem tedavi endikasyon kriterlerinde énemli
degisiklikler olabilir, hem de tedaviye alinan hastalarin daha sonra yapilacak
biyopsi 6rneklerindeki HBV-DNA miktar ile karsilastirilarak tedaviye yanitin
degerlendiriimesinde serum HBV-DNA duzeylerine gére daha ydnlendirici
kararlar alinabilir kanisindayiz.
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