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Giris

« Hepatit B virusu (HBV)
« Hepadnaviridae ailesi = Cift sarmalli DNA

« Akut ve kronik hepatit,
 Siroz, — gibi ciddi komplikasyonlar

» Hepatoselller karsinom (HCC)
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Giris

« Tani surecinde
* serolojik testler,
* molekuler analizler ve
 biyokimyasal belirtecler kullanilir.

 Serolojik testler > HBV'ye ozgu antijen ve antikorlarin tespit edilmesi
» Molektler yontemler = Viral genomun dogrudan tespiti




SEROLOJIK TESTLER




MOLEKULER HISTOPATOLOJIK

TESTLER TESTLER

invaziv/Non-invaziv
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Serolojik testler

HBV infeksiyonunun tespit edilmesi,
Hastalik evresinin belirlenmesi,
Bagisiklik durumunun degerlendirilmesi,
Tedavinin planlanmasi,

» Tedaviye yanitin degerlendiriimesi

S—

amaciyla kullanilir.




Serolojik testler
HBsAg (surface antigen) —s | A
* HBSAQ. it i e S HBeAg (E antigen) ‘
e HbeAg.viiiee e E ek v et
e anti-HBcIgM....cceiiiiiieee, C DNA
« anti-HBclgG
DNA Polymerase
= | 1 1 B | 0 1 E
* ANTI-HB S . iiiiiiiiiiiiiiiciireceie e e e S

Dang et al. Hepatitis B Serologic Testing Methods. Infectious Diseases. 2021.




HBsAg (Hepatit B surface Antigen) SE-C-ES

* Ylzeyde yer alan zarf proteini
* # replikasyon!

HBeAg (E antigen)

* ElAile tespit edilir. m——y

DNA

DNA Polymerase

HBV'ye akut maruziyetten 1 ila 10 hafta sonra (+)
Semptomlarin baglamasindan / ALT yukselmesinden once (+)

lyilesen hastalarda genellikle 4-6 ay sonra tespit edilemez.

HBsAg'nin 6 aydan uzun sure (+) = kronik infeksiyon
« Kronik HBV hastalarinda negatiflesme orani yilda yaklasik %0,5

e > Chu, et al. The etiology of acute hepatitis superimposed upon previously unrecognized asymptomatic
' HBsAg carriers. Hepatology. 1989 Mar;9(3):452-6.




HBeAg (Hepatit B envelope Antigen) SE-C-ES

« Hepatit B early Antigen = temas « KHB evresini belirleme
sonrasi 6-12 haftada (+) « HBeAg (+) kronik
Infeksiyon/hepatit

 HBeAg (-) kronik

« Hepatit B enfeksiy6z Antigen = infeksiyon/hepatit

enfektivite 2 Yiuksek HBV-DNA!

« Tedavi baslama/Tedaviye yanit

- Prekor proteini isl | |
proteininden iglenen bir degerlendirme

sekretuvar proteindir.

* Prekor/kor bolgesi mutasyonlari -
HBeAg | / - > HBV-DNA 1

Song, et al. Diagnosis of hepatitis B. Ann Transl Med. 2016 Sep;4(18):338.




Anti-HBc  SE-C-ES

« Hepatit B ile karsilagsmayi gosterir.
 Pozitiflik Gmir boyu surebilir.
 Asi araciligiyla karsilasmada negatif! s

HBcAg (core antigen)

« Anti-HBc IgM —
* Anti-HBc IgG

Lok, et al. Hepatitis B virus: Screening and diagnosis in adults. In: Connor R, ed. UpToDate. Wolters Kluwer; 2024. Accessed February 13, 2025.




Anti-HBc IgM

« Akut infeksiyon 0004,
. Aku t alevlenme! HBsAg (surfaceantigen) ey [/ /]

HBeAg (E antigen)

HBcAg (core antigen)

 Pencere donemi

DNA Polymerase

* 6 ay slreyle tespit edilebilir.
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Lok, et al. Hepatitis B virus: Screening and diagnosis in adults. In: Connor R, ed. UpToDate. Wolters Kluwer; 2024. Accessed February 13, 2025.




Anti-HBc 1gG

« Intrahepatik cccDNA varlii ile iligkili
* lyilesme
N ] HBsAg (surface antigen) —s
* OkUIt hepatlt HBeAg (E antigen)
HBcAg (core antigen)

Izole Anti-HBc 1gG (+)
« Akut hepatit bulgulari (+)  — Anti-HBc IgM bakilmali!
« ALT yuksekligi (+)

DNA

DNA Polymerase

—_—

Lok, et al. Hepatitis B virus: Screening and diagnosis in adults. In: Connor R, ed. UpToDate. Wolters Kluwer; 2024. Accessed February 13, 2025.




Anti-HBs SE-C-ES

Notralizan antikor
« Uzun sureli bagisikhk e o)

HBeAg (E antigen)

* Asllama = 4-8 hf sonra (+) = 210 IU/L M
* HBIG = 4-6 ay (+) = 6 ay sureyle anti-HBs bakilmamali! "
* Dogal bagisiklik = Anti-HBc IgG (+) Wi

HEPATIT AKADEMizgsi
Lok, et al. Hepatitis B virus: Screening and diagnosis in adults. In: Connor R, ed. UpToDate. Wolters Kluwer; 2024. Accessed February 13, 2025.
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HBcAg (Hepatit B cor Antigen)
HBcrAg (Hepatit B core-related Antigen)

HBCAQ
« IntrasellUler = serumda yok!

HBCrAg
« 3 komponent - HBcAg + HBeAg + p22cr

» Intrahepatik cccDNA ile korele = HBsAg ve HBV-DNA ile giiclii korelasyon!
« HBsAg/HBV-DNA yoklugunda (+)
* Antiviral alanlarin %78’ 1nde (+)

Lok, et al. Hepatitis B virus: Screening and diagnosis in adults. In: Connor R, ed. UpToDate. Wolters Kluwer; 2024. Accessed February 13, 2025.




Natural History Antiviral therapy

Dogal seyirde
« Spontan HBeAg serokonversiyonu tanimlanmasi

« Spontan HBsAg kaybi olan hastalarin %21’inde (+)

| Antiviral tedavi alan hastalarda
« Tedavinin indukledigi HBeAg serokonversiyonu tanimlanmasi
« HBsAg kaybi tanimlanmasi (PEG-IFN £ NA tedavisi verilen hastalarda)
* NA kesilmesi sonrasi relapsin tanimlanmasi

| HCC hastalarinda
 HCC gelisimi tanimlanmasinda
o Kiratif cerrahi sonrasinda nuksun tanimlanmasinda

Immiinosupresif tedavi alan hastalarda
-+ OKkult hepatit alevlenmesinin tanimlanmasinda
antgen, H

Words shown in Ralic represont dynamic chango of HBorAg
Relerences of corresponding Sndings linked 10 réfevence st of main text

Mak et al. Review article: hepatitis B core-related antigen (HBcrAg): an emerging marker for chronic hepatitis B virus infection. Aliment Pharmacol Ther. 2018;4



AKUT HEPATIT B SEROLOJISI

Semptomlar Anti HBc total
HBs Ag Anti-HBc W/ Anti HBs
Hafta O 16 20 24 28 32 36 100

Weinbaum, et al. Recommendations for identification and public health management of persons with
chronic hepatitis B virus infection. Hepatology. 2009 May;49(5 Suppl):S35-44.




KRONIK HEPATIT B SEROLOJISI

Serum
HBYV DNA

Guncel
Terminoloji

Onceki

Terminoloji

Serum
HBsAg

Serum
ALT

HBeAgPozitif
Kronik Infeksiyon

Immiin Toleran
Donem

intrahepatik
HBV-DNA mevcut

HBeAg Pozitif HBeAg Negatif HBeAg Negatif HBeAg Negatif
Kronik Hepatit Kronik Infeksiyon Kronik Hepatit Faz

Iimmon Klirens

Doneml Inaktif HBY Taswicihg Donemi

Demirtiirk, et al. [Management of chronic hepatitis B infection: A consensus report of the Study Group for Viral Hepatitis of the
Turkish Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases-2023 Update]. Klimik Derg. 2023;36(Suppl. 1):1-22.



HEPATIT B SEROLOJISI YORUMU

HBsAg | Anti-HBs | Anti-HBc | HBeAg | Anti-HBe
Akut HBV + IgM (+) +
Pencere Donemi - - IgM (+) - +
Kronik HBV - - 19G (+) +
(Yiksek enfektivite)
Kronik HBV + . 19G (+) . +
(Digiik enfektivite)
Hastaligi Gegirerek Bagisiklik - + + - +
Asilanarak Bagisiklik - :
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MolekUler Testler

HBV-DNA miktarinin belirlenmesi,
Genotip analizi,

lla¢ direnci mutasyonlarinin tespiti,
“Precor/cor’” mutasyon analizi

S—

icin kullanilabilir.
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Hedef amplifikasyon

« PCR

* Virusun lizisi > DNA'nin saflastiriimasi ve ¢ogaltilmasi = Jel eletroforezinde yuruttlerek
Olculmesi

» Real-time PCR (en cok tercih edilen)

* Nukleik asit sekans bazli amplifikasyon (NASBA)

 Bir karisimdaki nukleik asitlerin tek bir sicaklikta (-41 °C) strekli amplifikasyonu igin
kullanilabilen primer-bagimli yontem

« Transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA)

- jzotermal bir reaksiyonda RNA polimeraz ve ters transkriptaz kullanarak DNA veya RNA
hedeflerini gogaltan bir RNA transkripsiyon amplifikasyon yontemidir.

Compton J. Nucleic acid sequence-based amplification. Nature. 1991 Mar 7;350(6313):91
Transcription-Mediated Amplification. Current Opinion in Biotechnology, 2001.




Hedef amplifikasyon avantajlari

* Yuksek duyarlilik
* Yuksek 6zgulluk

o Kantitatif analiz imkani

» Cesitli nukleik asit turleri ile calisabilme

Compton J. Nucleic acid sequence-based amplification. Nature. 1991 Mar 7;350(6313):91
Transcription-Mediated Amplification. Current Opinion in Biotechnology, 2001.




Sinyal amplifikasyonu

Branched DNA (bDNA)
* Nukleik asitlerin kantitatif tespiti icin kullanilan bir hibridizasyon bazli
amplifikasyon yontemi
» Ozellikle diisiik konsantrasyondaki viral RNA veya DNA'nin
belirlenmesinde kullantlir.

« PCR’den farkli olarak, hedef nukleik asit dizisini cogaltmak yerine,
sinyali amplifiye ederek Olcim yapar.

G. Grech. The power of multiplexing and applications of the QuantiGene Plex Assay in oncology research
and diagnostics [Webinar], Presented at Protein and Cell Analysis Education Series. 2017.




Sinyal amplifikasyonu avantajlari

* YUksek o6zqgulluk

« Amplifikasyon hatasi riski dusuk

e Hassas Olcim

G. Grech. The power of multiplexing and applications of the QuantiGene Plex Assay in oncology research
and diagnostics [Webinar], Presented at Protein and Cell Analysis Education Series. 2017.
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Reporter and

Prob amplifikasyon S -

 Ligaz zincir reaksiyonu

Target DNA strand

* Siklusa katilan prob teknigi rybridized with probe

Sahiner F, Gumral R. Signal amplification techniques and applications in diagnostic virology. J Ist Faculty Med 2020;83(3):291-301.



Ligaz zincir reaksiyonu

 DNA veya RNA dizilerinin amplifikasyonu icin
kullantlir.

* DNA ligaz enzimi kullanarak hedef diziyi ¢gogaltir.

* PCR gibi sicaklik dongulerine dayanir, ancak
polimeraz yerine ligaz kullanilr.

Sahiner F, Gumral R. Signal amplification techniques and applications in diagnostic virology. J Ist Faculty Med 2020;83(3):291-301.




Siklusa katilan prob teknigi

« Hedef DNA veya RNA'nin spesifik olarak parcalanmasini ve floresan sinyal
uretmesini saglayan izotermal bir amplifikasyon yontemidir.

 PCR veya LCR’den farkli olarak, hedef nukleik asidi gogaltmak yerine,
spesifik problarin surekli yikimiyla sinyal uretir.

Sahiner F, Gumral R. Signal amplification techniques and applications in diagnostic virology. J Ist Faculty Med 2020;83(3):291-301.




Siklusa katilan prob teknigi avantajlari

* [zotermal olmasi

« Hizli ve kantitatif analiz saglamasi

« Hedef DNA c¢ogaltiimadigi igin kontaminasyon riskinin dusuk olmasi

Sahiner F, Gumral R. Signal amplification techniques and applications in diagnostic virology. J Ist Faculty Med 2020;83(3):291-301.




Serum HBV-RNA

Yeni biyObeIirtegler « cccDNA aktivitesi

« Kronik hepatit B'nin HBeAg (-) evrelerinin ayrimi

HBV Biomarker Summary of Uses and Limitations o HBeAg SerOkonverS|yonu tahm'n'

Surrogate of cccDNA transcriptional activity
Serum FIBV RNA levels can be used to differentiate HVYH H et ing o
FIBGA senaiatiing Ll SR Lty « Antiviral alan hastalarin kalici viral yukanun tahmini
Serum HBV RNA - I"L’L'Fl_‘?l'll of | Il‘h:/_\g seroconversion ;
- Prediction of SVR in patients on peg-1FN and /or

NA= HBV niikleik asit iliskili antijen (HBV-NRAQ)

Larger cohorts and Improved sensitivity reqguired

No standardized assay to date . ) .
°

Correlates with cccDNA Kalltatlf blr teSt
lLevels can distinguish between active and inactive

.IJ'::."‘LI“I:LIIOH of HBeAg or HBsAg scroconversion, ° HBV—DNA ile yUksek koreIaSyon

development of cirrhosis
HBcrAg - Monltoring of response t catmen
o« esponse to treatmoent . .
Many factors may lead to faulty interpretation (e, Kantltatlf HBSAq (qHBSAQ)
anti-HBe, mutations affecting expression of HBeAg)
Limited availability of assay

Should be further investigated with larger and maore ° intrahepatik CCCDNA dUZeyini yanSItIr

diverse cohorts

Higher sensitivity than PreS1 manual FLISAsS . . . s . . s
F B hE coeralasms it LYY DIIA B el ty « HBsAg kaybl, fibrozis ve HCC gelisimi tahmini

HBV-NRAg Positivity associated with liver abnormalities
Qualitative test

Clindcal utility remains to be further evaluated with Ultrasensitif HBSAq

larger cohorts

Monitoring of response to treatment and SVR e Akut infeksiyonun erken saptanmas|

Prediction of HB=sA g loss
qFIBsAg - Prediction of development of liver fibrosis and HOC
May reflect cccDNA levels in the liver

» Seroklirensi takiben subklinik HBsAg seviyesi/reaktivasyon
monitorizasyonu

Limit of detection 0.2—=5 miIU/ mlL.

Ultrasensitive ‘ Farly detection of acute infection Kant'ta‘t'f Ant'-HBC (qAHBC)

HB<A g I'o monitor for reactivation or subclinical levels of
HB=sAg following scroclearance

 Tedavi esnasinda ALT ile korele

Correlates with ALT during treatment ° FibrOZ|S tahminl

Predicton of development of liver fibrosis and
qAHBe n;-rrg-lnl'lmnn\.\!lnn o
Monitoring treatment and SVR

Identification of occult HBV » Tedavi ve kalici viral yanit monitorizasyonu

Wantai assay has narrow range of quantification
 Okdlt HBV tanisi

LMK
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Sonucg

« Serolojik testler, infeksiyon evresini belirlemede ve bagisiklik
durumunu degerlendirmede kritik rol oynar.

« Molektler yontemler, HBV DNA varligini ve miktarini tespit ederek
hastaligin takibi ve tedavi yanitinin degerlendirilmesini saglar.

« HBV-RNA, HBV-NRAg ve gqHBsAg gibi yeni biyobelirtecler, HBV'nin seyri
ve tedaviye yanit acisindan daha hassas ongoruler sunmaktadir.

 Erken teshis ve bireysellestiriimis tedavi yaklasimlari icin serolojik ve
molekdler testlerin birlikte kullanimi giderek 6nem kazanmaktadir.
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