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ABSTRAK

Perubahan kecil yang berlaku pada jujukan nukleotid virus Hepatitis B (HBV)
memberi kesan yang besar kepada struktur dan fungsi virus tersebut. Contohnya,
kehadiran mutasi kodon penamat pada bahagian pre-kor genom HBV dalam pesakit
vang negatif terhadap HBeAg telah dikaitkan dengan keadaan viremia berterusan dan
kerosakan hepar yang lebih teruk lagi. Kajian dilakukan ke atas 265 pesakit yang
positif terhadap HBsAg vang dikategorikan kepada tiga kumpulan iaitu pembawa
asimptomatik (ASC), pesakit kronik (CC) dan pesakit hepatoma (HCC). Pengesanan
HBV-DNA dijalankan secara PCR dan sampel yang positif kemudiannya dilakukan
penentuan jujukan (terutamanya kodon 15 dan kodon 28) menggunakan teknik
‘enzymatic sequencing’ atau teknik kombinasi PCR dengan tindakan enzim restriksi.
HBV-DNA dikesan di dalam 95 pesakit [ASC=15 (38.5%), CC=69 (34.7%), I}CC 11
(40.7%)). Kehadiran HBV-DNA tidak mempunyai hubungan bermakné I’J)ng'an
kumpulan pembawa (XWCHWWW jujiukan pre-kor,
varian T-1858 telah dit am 78 pesakit (ASC=14, CC=54 HCC=10), varian C-
1858 dalam 14 pesakit ( =T, CC=1Z dan HCC=1), ma.naka.[a tiga pesakit didapati
mengandungi campuran Vari ‘C{fg?jb( Varian)G-1896 ditemui dalam 92 pesakit
(ASC=15, CC=67, HCCF10), manakKala pesakif lagi mengandungi varian G/A
1896. Dalam kumpulan ASC, didapati 14 pempawa dijangkiti oleh varian T-1858 dan
masing-masing lima adalah positif terhadap HBeAg dan 9 yang lain adalah positif
terhadap anti-HBe; satu pesakit dijangKiti olelf varian C-1858 dan ianya adalah positif
terhadap HBeAg. Bagi ufan CE, didapati 54 pesakit dijangkiti oleh varian T-
1858 dan masing-masing 1 *a':ﬁz. ositif terhadap HBeAg, 25 positif terhadap anti-
HBe, satu negatif t ap “HBeAg/anti-HBe dan_satu lagi positif terhadap
HBeAg/anti-HBe; 17 pesakit dijangkiti oleh varian C-1858 dan masing-masing 8
adalah positif_tefhadap HBeAg dan 4 8dalah positif terhadap anti-HBe; 3 pesakit
dijangkiti .ofeh “Kedua-dud varian C/T-1858 dan kesemuanya adalah positif terhadap
HBeAg . Varian C atau|T-1858 tidak menunjukkan hubungan bermakna dengan
kehiadiran HBeAg/anti-HB& (X*=0.855, P=0355). Dalam kumpulan HCC, 10 pesakit
dijangkiti oleh varian T-1858, masing-masing 7 pesakit adalah positif terhadap anti-
HBe dan 3 lagi negatif terhadap kedua-dua HBeAg dan anti-HBe. Tiada pesakit yang
dijangkiti oleh varian A-1896 (mutasi kodon penamat) secara eksklusif dan hanya tiga
pesakit (daripada semua kumpulan) yang dijangkiti oleh campuran A/G-1896 dan
masing-masing satu pesakit adalah positif terhadap HBeAg dan dua lagi positif
terhadap anti-HBe. Kajian ini menunjukkan kebanyakan pembawa HBsAg di
Malaysia dijangkiti oleh varian T-1858 dan hanya segelintir pembawa yang jangkiti
oleh virus yang mempunyai mutasi kodon penamat pada kodon 28.




NUCLEOTIDE SEQUENCE OF THE PRE-CORE REGION OF HEPATITIS B
VIRUS GENOME IN HBSAG-POSITIVE MALAYSIAN CARRIERS.

ABSTRACT

Small changes in the nucleotide sequence of hepatitis B virus (HBV) can have major
consequences on its structure and function. For example, emergence of stop codon
mutation in the pre-core region of HBV in HBeAg-negative patients have been
associated with viremia and severe liver damage. This study was carried out on 265
HBsAg-positive carriers, classified into three groups; asymptomatic carriers (ASC),
chronic carriers (CC) and hepatoma patients (HCC). Detection of HBV-DNA was

done using PCR and the positive samples were later sequenced using enzymatic

sequencing or by combination of PCR followed by restriction enzyme treatment.
HBV-DNA was detected in 95 samples [ASC=15 (38.5%), CC=69 (34.7%), HCC—il
(40.7%)]. There was no mgmﬁcznt/aﬁerence/between “the presence of HBV- DNA
with the carrier groups (X =8.184, P=0.0017). Sequencing of the pre-core showed
that, T-1858 variant was found in 78 samples (ASC=14, CC=54 HCC=10), C-1858
variant in 14 patients (ASC=1, CC=12, HCC=1) and coinfection of C/T-1858 variant
in 3 CC patients. G-1896 |variant was found in \92 ients (ASC=15, CC=67,
HCC=10), while only three patients were infected¢with both G/A-1896 varian. In the
ASC group, 14 patients were infected with T 1858/var1ant (5 patients were HBeAg
positive and 9 were anti-HBe posmve)’ and-ofe sample was infected with C-1858
variant which was positive for }Qae\ﬁ? In the CC group, 54 patients were infected
with the T-1858 variant (27 |wer eAg positive, 25 were anti-HBe positive, one
each was HBeAg/anti-HBe positive and HBeAg/anti-HBe negative), 12 patients were
infected with C- l858/vanant'(8 were HBeAg positive and 4 were anti-HBe positive)
and 3 patlents/were infected with both C/T-1858 variant which were positive for
HBeAg. Thefe Was no 51gn1ﬁcant difference between C or T-1858 variant with the
presence of HBeAg/anti-HBe (X?=0.855, P=0.355). In the HCC group, 10 patients
were infected with the T-1858 variant, (7 patients were anti-HBe positive and 3
patients were negative for both HBeAg and anti-HBe). No sample was found infected
with A-1896 variant (stop codon mutation) exclusively and only 3 patients (from all
groups) were infected with both A/G-1896 (one sample was HBeAg positive and two
were anti-HBe positive). This study showed that most HBsAg-positive carriers in
Malaysia were infected with the T-1858 variant and only a small number carriers were
infected by the virus with stop codon mutation at codon 28.
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PENDAHULUAN
- ‘\.
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1.1 PENGENALAN | 0%y

'""rrtL

AV

3\?’”‘

caf sﬂx_aga_d:sebabkan oleh jangkitan virus,
: &é&[ respons autoimun. Tanda-tanda
hepatitis adalah sep;em j ui ] "‘(peﬁib;sai‘an hepar) dan kadang-kadang

(’
demam. Jarifﬁ\b.‘—aeh
\/

P

m@pun kromk Jika hepatiti

Hepatitis adalah inflamagi hepar yang,\

agen toksik atau dadah,

i dengan hepatitis fulminant,
abl an oleh virus atau alkohol secara kronik,
‘-«’ia boleh menyebabkan sirosi; dan kanser l!par (Kumar et al. 1992; Ganem 1996)

\

Terdapat beberapa jenis virus hepatitis seperti virus hepatitis A (HAV;
sebelumnya dikenali sebagai hepatitis berjangkit), virus hepatitis B (HBV; hepatitis
serum), virus hepatitis C (HCV; sebelumnya dikenali sebagai hepatitis non-A. non-B),
virus hepatitis delta (HDV), HEV (sejenis virus yang ditransmisi melalui feses
pembawa yang dijangkiti), HGV dan virus kriptogenik (disebabkan oleh virus yang
belum dikenal-pasti) (Blumberg 1997). Lain-lain virus adalah seperti Yellow Fever

Virus, Eptein Barr Virus (EBV) dan sitomegalovirus (CMV) termasuk parasit dan
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bakteria boleh menyebabkan hepatitis sebagai kesan kedua (secondary effect) (Kumar

et al. 1992).
1.2 HEPATITIS B

Hepatitis B adalah disebabkan oleh virus hepatitis B (HBV) (Galasso et al. 1990).
HBYV telah diketahui mempunyai kepentingan dalam bidang perubatan kerana 1anya
menjangkiti lebih suku bilion orang (Ganem 1996). Blumberg %WQ\?) pula

N et
dunia dan kebahyakan mereka

adalah terdedah kepaEa risiko yang, boleh q'len}endekkan ﬁ‘ayat Dijangkakan terdapat
%

'"Hrr&(

lebih kurang 5000 kematian 5 an satu juta kematian di dunia

setiap tahun adalah #ebabkan oleh 3V, V dan juga HCV telah dikenalpasti

-
L

sebagai virus hepar | ya _' ""'.{ij: Ipmyehfa!b' “utama sirosis dan kanser hepar

(karsinoma hepat’gse‘l# r) (R ‘4..

vaksin r;k@gpan untuk penya_ka‘t be gkﬁ‘manusm yang mula-mula sekal dicipta

o—

99?) HBV juga adalah satu contoh di mana

der v tuk kn 1 rti HIV
,\\ngan ]ayzmya ak.l{n “un !a:ln ._jang an ‘transmisi seksua seperti

) misalnya masth belum berJaya dihasilkan(Ganem 1996)

»

1.3 SEJARAH HEPATITIS B

Jaundis iaitu penyakit kekuningan akibat hepatitis jangkitan virus dikenali sejak
zaman sebelum Masehi lagi. Bermula dari tahun 1839 telah diketahui bahawa hepatitis
adalah diakibatkan oleh nekrosis hepatosit dan penyakit ini merebak pada pertengahan

Perang Dunia Kedua (Zurkerman 1976). Walau bagaimanapun hepatitis dipastikan



-

sebagai penyakit berjangkit yang disebabkan oleh virus hanya selepas Perang Dunia

Kedua berakhir (Havens et al. 1944).

Kajian pesat terhadap hepatitis telah dijalankan dari tahun 1940 hingga tahun
1960. Tetapi era baru yang terpenting dalam penyelidikan hepatitis bermula selepas
penemuan antigen Australia (HBsAg) oleh Blumberg dan rakan-rakannya pada tahun
1965 (Blumberg et al. 1965) dan hubungannya dengan penyakit Hepatitis B itu
sendiri. HBsAg pada mulanya dikenali sebagai antigen Australia kerana, B]_umﬂerg

o
OF gaja d: dalam’ serum orang

ash Australia (Kumar ét al. 1992) semasa mmg}ap pohgnorﬁém brotem pesakit yang

vrrmir=<. .
kerap menerima pemm:%.he.n darah pada m ‘aﬁﬁ&(&' -1989)
- Py X

1.4 EPIDEMIOLOGI

-

/ :

Hepam;s/adgaﬁj)enyalat yang tarjadITecara berkelompok ataupun terjadi kepada

kumpulan orang yang 1ngal d1 dalam f(&Wasan yang .mempunyai taraf higen yang

qrendah (Blumberg 1997). Lebih kurang Eo juta penduduk duma dijangkiti oleh HBV

secara kronik (kebanyakan daripada mereka tinggal di Asia dan Afrika yang
merangkumi lebih kurang 5% daripada penduduk dunia) (Ganem 1996). Di Eropah
dan Amerika Utara, didapati insidens untuk pembawa yang dikenal-pasti adalah 1
dalam 1000 orang (Ganem 1996). Biasanya, hampir 25-40% akan mati akibat sirosis
hepar atau karsinoma hepatoselular primer (Ganem 1996). Virus disebarkan melalui
hubungan seksual, cecair badan, biasanya melalui darah (penyalah-gunaan suntikan
dadah secara intra-vena, tatoo badan, pemindahan darah, pekerja yang terdedah

kepada darah yang dijangkiti) dan melalui penyebaran dari ibu (pembawa virus)



kepada anak (Ganem 1996). Telah diketahui bahawa 1 ml darah daripada pembawa
HBV mengandungi lebih kurang 10 bilion partikel virus yang boleh berjangkit, dan
virus tersebut masih lagi boleh berjangkit selepas kering di atas sesuatu permukaan
selama seminggu. Kesannya, risiko untuk mendapatkan HBV melalui jarum suntikan

adalah lebih tinggi berbanding dengan HIV (Ganem 1996).

Di Malaysia, kajian mengenai kehadiran HBsAg di dalam darah mula

dijalankan pada tahun 70an (Ton et al. 1979). Golongan yang dnpﬂlh um&kﬁlm

prevalens HBsAg ada

vang dikesan untuk prfses penyaringan latasa di tab?)}lg darah Hospital Besar

‘-
nty
,1

'y ((’ r
Kuala Lumpur. Pada masa mr'éhdnpm szar "'mbg adalah setinggi 15-20% (Pang

1987). Kajian oleh Ton|et al. (1979 ,k ,39§5) mendapati kadar pembawa HBsAg

adalah di antara 2-5% b+

-

L

-

1.5 PATQG‘ENESIS JANGKITAN Hﬁv
P \ / : o T~ ;

~“Patogenisiti penyakit hepar yang disebabkan oleh HBV masih lagi menjadi isu hangat.

Sel hepatosit yang diinfeksi tidak menunjukkan kesan sitopatik viral yang jelas, jadi

kerosakan hepar kemungkinannya adalah imunopatik, terutamanya melalui tindakan

sel-T sitotoksik (CTL) CD8 positif. Epitop-epitop CTL kemungkinannya dijumpai
pada HBcAg dan atau pada HBeAg, iaitu protein dalaman yang menjadi sasaran bagi
sistem imun selular (Carman dan Thomas 1991). Produksi gen permukaan (HBsAg)
tidak dianggap sebagai sasaran utama dan peranan protein HBV lain seperti antigen x
dan polimerase masih lagi dalam kajian. Walaupun antibodi-antibodi terhadap

kesemua protein HBV telah dijumpai, namun tidak ada bukti menunjukkan adanya
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kesemua protein HBV telah dijumpai, namun tidak ada bukti menunjukkan adanya
kesan sitotoksiti sel bergantung antibodi (antibodi dependent cell mediated
cytotoxicity, ADCC). Bagaimanapun, HBeAg telah diekspresikan pada permukaan sel
yang ditransfeksikan dengan HBV-vaksinia, menjadikannya sebagai sasaran untuk
tindakan lisis sel oleh humoral (humoral mediated cell lysis), (Carman dan Thomas

1991).

Infeksi oleh HBV boleh mengakibatkan infeksi as1mptomg,tpk d;m

penyembuhan sepenu

daripada kegagalan fulminan . hepar, - su‘osgs axaupun k’xit-é@ndma hepatosetular.

ren
Patogenesis oleh corak penyaﬁl% yang b %‘aﬂ] kemungkinan mempunyai
fC ’ /

hubungan dengan respons imun yang b%&si terhadap sel yang diinfeksi virus.
X \

Walau bagaimanapun, ke iras sécar_a pm'-*se masth belum dikaji sepenuhnya

dan mungkin variasi pdda gé rus memamkan peranan penting dalam mengubah-

P
suai patog;: Sis yang berlaku akjbii't uTkm tei:sebut (Carman dan Thomas 1991).

B,_g\l'\e‘ﬁ dlkatakan bahaw\q patogenems ang}qtan PIBV masih lagi belum dapat

Fa

-ditentukan dengan jelas. Berdasarkan fanda-tanda yang terdapat pada pesakit,

jangkitan HBV ini dibahagikan kepada dua'iaitu jangkitan akut dan jangkitan kronik.
1.5.1 Jangkitan akut

Jangkitan akut HBV adalah berbeza-beza, di mana kebanyakan pesakit tidak
menunjukkan tanda klinikal penyakit dengan jelas. Hepatitis yang dapat dipastikan
secara klinikal dan jaundis wujud dalam 20-35% kes, dan penyakit ini kurang teruk

pada kanak-kanak dan juga jika dos jangkitan adalah rendah. Hepatitis fulminan



-

jarang berlaku dan jika ianya terjadi, penyakit adalah sangat teruk dan boleh

membawa kematian (Ganem 1996).

Biasanya, jangkitan akut mempunyai tempoh inkubasi yang panjang (45-120
hari selepas permulaan jangkitan. Dalam tempoh ini, replikasi virus adalah sangat
tinggi (>1010 partikel/ml). Pada akhir tempoh inkubasi, berlaku satu fasa prodromal

yang pendek; (tanda-tandanya adalah seperti penyakit yang disebabkan oleh selsema,

1" .
demam, fatig dan malaise). Seterusnya diikuti oleh fasa ikterik (sepertnj @nd&s

berterusan selama 4-8 rm\nggu dan diikuti oleh tsizmnoh kmnvalese; (Ganem 1996).

A

o

detiva). Fasa \n\ﬁ\ mungkm
[ /

1.5.2 Jangkitan kronik

Jangkitan kronik a;qifﬁe :

HBV, dg;, ﬂ%yakan ya berlaku pa bayr (80 -90% daripada neonatal yang
t;a\-:iahR kepada JangV.Lan akan mengaklbatkan Jangkltan kronik). Kebanyakan
Pesakit kronik HBV adalah asimptoﬁatt}c untuk beberapa tahun, walaupun
terdapatnya tanda kerosakan hepar (peniriékatan enzim fungsi hepar di dalam darah).
Biasanya penyakit akan mengambil masa yang lama untuk dimanifestasikan. Jika
penyakit tersebut berkembang) dan boleh menyebabkan sirosis atau karsinoma

hepatoselullar (Ganem 1996; Blumberg 1997).

Pembawa HBV akan terus menghasilkan partikel virus yang tinggi dan HBsAg
di dalam darah, semen dan saliva untuk jangka masa yang panjang. Punca yang boleh

menyebabkan jangkitan menjadi akut atau kronik masih belum dapat dipastikan. Ini



adalah salah satu sebab kenapa penyelidikan berkenaan HBV masih lagi dijalankan
walaupun vaksin terhadapnya sudah ditemui sejak dulu lagi. Bukti-bukti yang ada
mencadangkan patogenesis jangkitan HBV adalah berkaitan dengan keberkesanan
sistem imun selular terutamanya repons sel limfosit-T sitotoksik (CTL). Kehadiran
CTL vang rendah di dalam darah pembawa HBV menunjukkan kekurangan sel

tersebut adalah faktor predispos kepada jangkitan kronik (Ganem 1996).

1.6 DINAMIK VIRAL DALAM JANGKITAN HBV /_
\I.
e —\ 4 ¥

\ -

Kebelakangan ini, viral gxmuk‘&lé)w HBV dﬂa&pes:(ﬂut HBV kronik telah

dikaji (Nowak et al. 199

partikel virus yang dibeb

separuh hayat bagi sel yangZdiiangkiti ol h--Hﬁ\’_ﬁlaiah antara 10-100 hari. Paras
y N N

penghasilan virus yang 00 kali ganda lebih berbanding dengan kes

. =
HIV-1 (mu%km pga di
m\oo ISah lebih lama b

~1’996).

babkaq,se;i hayat Ym& sel yang dijangkiti HBV adalah

andmg separuh hayat se] yang dijangkiti HIV) (Ganem

Dalam jangkitan kronik HBV, secara putaranya, terdapat di antara 5% hingga
40% daripada semua sel hepatosit boleh dijangkiti dan menghasilkan partikel virus
(hepar mengandungi kira-kira 2x10'' hepatosit). Secara kasarnya, 1-10% daripada
vang dijangkiti akan mati setiap hari, dan ini bermakna badan kita terpaksa
menghasilkan lebih kurang 109 hepatosit baru setiap hari untuk menggantikan sel-sel

yang dimusnahkan oleh virus tersebut (Ganem 1996).



1.7 VIRUS HEPATITIS B

Partikel virus hepatitis B mula-mula sekali dilihat oleh David Dane pada tahun 1970
(Dane et al. 1970). Oleh sebab itu HBV juga dikenali sebagai zarah Dane. Selepas itu
lebih banyak lagi penanda lain yang berkaitan dengan HBV ditemui. Almeida et al.
(1971) misalnya telah menemui kor atau nukleokapsid HBV (HBeAg) manakala
Magnius dan Espmark (1972) telah menghuraikan tentang cara replikasi Vi]':ls

tersebut. DNA genom HBV yang berbentuk bebenang duaan (dsDNA) tclahf @eenélj

pasti pada tahun 1974 afitigen ang d‘ hubungkan

d darjah infekti tYI-IBV*tﬁtém “ol (}Sl al. 1975
engan darj ektiviti “ {I;l d’rtﬁngﬂﬁﬂ\ﬂ agnius et ).

w7
William Robinson dan rtkan-rakan pula bega(\ea’(?aq%mlpasn DNA polimerase di

wl

dalam virus ini (Robinsor| dan Lunmcbl9{f&§ﬁ mengesan kehadiran protein kinase

berganding virion (Albin Ha?

al. 1979) dan vaksin-ferhada

€.

etal. 1988)- .
£ Y

IA\\. v \ Ve 2
e T \

™

~ HBV vyang dikelaskan di dalam f!dli hepadnavirus (virus hepatropik DNA)
hanya menjangkiti manusia dan chimpa;zee sahaja (Kumar et al. 1992). Virus
daripada famili ini mempunyai beberapa ciri-ciri yang hampir sama seperti organisasi
gen/genom dan juga cara bereplikasi. la juga mempunyai kaitan filogenetik dengan
virus daripada famili lain seperti virus Cauliflower mosaic dan retrovirus, di mana ciri
enzim transkriptase berbalik dan beberapa ciri lain adalah sama. Lain-lain
hepadnavirus vyang tidak menjangkiti manusia adalah seperti virus hepatitis
Woodchuck (Woodchuck Hepatitis Virus, WHV), GSHV (Ground Squirrel Hepatitis

Virus, iaitu hepatitis yang terdapat dari tupai jenis Spermophilus beecheyi dan



Marmota monax) serta DHBV (Duck Hepatitis B Virus, virus yang menjangkiti itik

Pekin, Anas domesticus) (Ton 1989; Ganem 1996).

HBV lengkap (zarah Dane) yang berukuran 42nm (Dane et al. 1970)
mempunyai tiga jenis antigen iaitu antigen permukaan (HBsAg), antigen kor (HBcAg)
dan antigen e (HBeAg) serta protein bukan struktur seperti DNA polimerase, protein
HBxAg dan protein kinase (Rajah 1.1). Bahagian luar zarah Dane terdiri daripada
protein-protein yang secara kolektifnya dikenali sebagai HBs atau protein perrialdkaan :

yang. rérdm’ ‘daripada

r 5 g

protein-protein HBc. Protg bah-g 75 ?ﬂ: dl!ujuk sebagar partxkel teras (kor)
Xrer {
atau kapsid (nukleokapsid) Partlk teras ini pula M hyelubung DNA virus dan

Bahagian luar ini akan

enzim DNA Polimerase (Rajah 1.2). % f ‘.’ i

LSHBV-DNA '

DI\I&\I:I;BV adalah berben\l\;k' hngkaran et;;nang duaan (dsDNA) yang berbeza
’pm{]ang:nya (Robinson et al. -1974). Bebent'ng yang lebih panjang mempunyai satu
‘nick’ pada suatu kedudukan tetap. Beben;ng panjang iaitu bebenang L (-) terdini
daripada 3200 nukleotid dan ia mengandungi gen untuk sintesis semua protein virus.
Bebenang pendek iaitu bebenang S (+) adalah 50%-70% daripada panjang bebenang L
(Summers et al. 1975) terdiri daripada 1700-2800 nukleotid. Terdapat satu DNA
polimerase yang terikat di terminal 5’ pada bebenang L melalui ikatan kovalen (Ton

1989)



-~

RAJAH 1.1

/_.

.

“Nukieokapsid
{Teras virion-HBeAg)

Ilustrasi Zarah Hepatitis B Virus

Sumber: Poster Wellcome Inc. 1988.

#  DNA Polimerase

10
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No. Aks LZCTRTI2Y

Antigen Kor
{HBcAG)

Artigen Permukaan
(HBsAg)

DNA Polimerase

O
}}a.];f\i-l P2 Virus hepatL_is B atau partikel Dane

-

Sumber: Diubahsuai dari Galasso et al. (1990)

11
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1.9 ORGANISASI GENOM HBYV

Genom HBV mempunyai organisasi yang kecil dan padat sehingga ada beberapa
tempat pengkodan dan translasi yang bertindih (Ganem 1996). Ini adalah cara yang
berkesan untuk genom yang bersaiz kecil menambahkan bilangan asid amino yang
dihasilkan. lanya terdin daripada (sebahagiannya) bebenang berganda DNA (dsDNA)

vang berbentuk bulatan. Bebenang (-) iaitu bebenang yang berpadanan dengan mRNA

(\
o I
mempunyai saiz 3.2kb, manakala bebenang (+) adalah lebih pendek dan m nyai
-
saiz yang bervariasi (1.8./ingga Sanem 6)—~&Genom HBV mempunyal

empat rangka pcmbacaa‘Tl te es,‘lO&F) yang utama.

Keempat-empat rangka itu betada ada bebenan it er et al. 1989).

Genom HBV bolelf dibghdg d bebefﬁp! ‘Baha.g]an (region) iaitu bahagian

S, bahagian P, bahagi,a:r‘x an bafiagiaf C -;ﬁﬁ&g}ﬂnrb‘maﬂ ini adalah berdasarkan

/'

\\
kepada rangka/pmnbacaan terbuka Jujuk (sequ ) nukleotid adalah berbeza-beza

~

mep@mt siub_]ems virus berkﬁmﬁn (Rajah. 1 ‘N3

) ]

A
Gen S mengandungi tiga kodon pemula translasi (ATG), setiap satu terdapat

pada permulaan bahagian pre-SI, pre-S2 serta bahagian S dan mempunyai satu kodon
penamat (TAG/TAA) pada bahagian hujung gen. Bahagian S (surface) adalah gen
vang mengkodkan sintesis polipeptid yang berkaitan dengan HBsAg. Bahagian pre-S
(pre-surface) pula mengkodkan sintesis di permukaan zarah Dane. Beza antara

bahagian S dan bahagian pre-S adalah dari segi struktumya (Ton 1989).




bebenang(-)

bebenang(+)

Bahagian C

Bahagian /

Pre-kor

-

<«——-Bahagian S

RAJAH 13 Pérwakilan sk

ematik genom HBV seperti yang terdapat pada partikel

virus. KeduduKan bacaan jujukan nukleotid bermula daripada tapak

EcoRI. Origin

sintesis bebenang - (panjang) adalah pada direct repeat 1

(DR1), manakala origin sintesis bebenang + (pendek) adalah pada
direct repeat 2 (DR2).

Sumber: diubahsuai daripada Carman & Thomas 1991.



Bahagian kor (core) atau dikenali juga dengan nama bahagian C mengkodkan

sintesis polipeptid nukleokapsid protein HBcAg yang terdiri daripada 183 asid amino.
Bahagian pre-kor/kor (pre-core/core) terlibat dalam sintesis HBeAg manakala
bahagian pre-kor sahaja terlibat dalam sintesis peptid isyarat yang mengandungi 19
asid amino. Bahagian ini (pre-kor) terdiri daripada 87 pasangan bes (nukleotid
1814/1816-1990/1992) tetapi tidak diperlukan untuk penghasilan zarah virus. Kedua-

dua bahagian ini terletak pada bahagian rangka bacaan yang sama tetapi mereka

R

-

mempunyai kodon inisiasi yang berlainan (Miller et al.1989), of C.
o >

P ‘\’ \; .
Bahagian P adalah |\bahagian ?ng gkodkan @ws enzim polimerase
v . A

v f’fft ;”.ix\

\
manakala bahagian X pula meéngkotkan sintesis
(V] ) _-hl ¥

L=
7 =

| &%

110 ANTIGEN-ANTIGEN

o Y
[ A5 | /
DAN-PI A_m-' -

C- G
HBV mernpunyjtﬁbebérapa tigen dan pe%nda yang disintesis semasa reproduksi
" . (" -

9 -

virus leh bahagian-bahagian pﬁénm genom. Setengah—seiéhgah daripada komponen

-

a

~

ini &Kan memasuki aliran darah dan menyeb!bkan perubahan-perubahan yang boleh
dikesan, manakala setengah-setengah yang lain hanya boleh ditentukan melalui biopsi
hepar, dan selainnya memerlukan ujian-ujian yang canggih dan berkesan untuk

menentukannya (Kumar et al. 1992: Ganem 1996).
1.10.1 Antigen permukaan (HBsAg)

Antigen permukaan yang ditemui oleh Blumberg et al (1965) juga dikenali sebagai

Antigen Australia (Kumar et al. 1992). HBsAg boleh didapati dengan jumlah yang

.""




banyak di dalam darah pesakit yang terinfeksi. Bentuk yang biasa dijumpai adalah
partikel sfera heterogenous berdiameter antara 16-25nm dan juga bentuk filamen vang
mempunyai lebar 22nm dan panjang sehingga beberapa ratus nm (Bayer et al. 1968)
Ini berbeza daripada zarah HBV yang berbentuk lingkaran dengan diameter 42nm dan
mempunyai komponen kor dalam (Ton 1989). HBsAg yang berbentuk filamen ini
Juga dijumpai di dalam darah meskipun hubungan filamen inj dengan zarah 22nm dan

zarah 42nm tidak mempunyai perbezaan yang jelas buat masa ini (Ton 1989)

Komposisi utama HBsAg-ini-adalah-terdirt daripada protem karboh /drat dan

lipid Gen S mengkodkan smt;ﬂs pol’jpepgd ya.ng ba!‘kattan d@gan HBsAg. Protein-
protein yang dihasilkan oleh Rndua—dua gen pre-SI(dah pb‘m-sz mempunyai reseptor

terhadap albumin serum manufia berpohmeran Oleh kerana hepatosit manusia juga

\.

mempunyai reseptor terhadap dbuqﬁg‘ﬁii’*m’aka virus dapat masuk ke dalam hepatosit

(Hollinger & Dreesman 19?9’).’ =0 T
/ il
-~
-~ P
b e
o - -
Protein HBsAg kaya dengan triptofan dan asid amino hidrofobik terutama

i
ol

leusin“HBsAg yang tulen adalah sangat stabil apabila bertindak dengan urea, natrium

dodesil sulfat (SDS) dan beberapa enzim proteolitik. la Juga stabil pada beberapa pH
asid.  Penurunan ikatan disulfidnya mengakibatkan kehilangan kesempurnaan
aktivitinya (Ton 1989). Zarah HBsAg mempunyai satu kumpulan antigen spesifik a
dan umumnya kumpulan antigen ini mengandungi dua sub-determinan d atau y dan w
atau r (Le Bouvier 1973). Oleh yang demikian subjenis HBsAg boleh dibahagikan
kepada beberapa bentuk iaitu adw, adr. ayw dan ayr. Biasanya sub-determinan ini

tidak memainkan peranan dari segi diagnosis penyakit. Ini adalah kerana Jangkitan
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yang disebabkan oleh satu subjenis determinan memberikan perlindungan terhadap

jangkitan yang disebabkan oleh subjenis HBV yang berlainan (Ton 1989).

1.10.2 Antigen Kor (HBeAg)

HBcAg adalah protein pada nukleokapsid HBV. Biasanya protein-protein HBc akan

bergabung antara satu sama sama lain membentuk kapsul yang mengandungi HBV-
o

DNA dan DNA Polimerase. Protein HBc ini tidak dapat dikesan di dalam ahran lﬁ.\:a.h,\

r"\

walau bagaimanapun, ia déapa yang (dmmbﬂ' Elanpada
f’
biopsi hepar. Pengeluaran fantigem permukaan den, detergen bukan ionik
BTy E r( Il =E 48) h{a.n

ﬂ“)!

seperti Triton-100 atau Nohidat le) mengakibatk antigen kor. Antigen

kor serum mempunyai dua tmk isoelektri zﬁpﬁn pI-I 4 40 dan 4 .86 berturut-turut

secara menggunakan teknik fo -‘ _ Im"'lﬂbﬂi.m;ukkan bahawa antigen kor

wujud dalam beberg.pa"‘mmtﬁ mms:. Keputusan yang sama didapati

daripada kf)p/ﬁﬁg?ﬁipﬂt}l bhi daripgdﬁ-';eﬁm_ Swa yang mengandungi antigen e
a’;ﬂl'gd'&;'(f’fon/l‘iii!?)‘ \ ' "
3 \ '
Pusat virion dan partikel HBcAg yané diperolehi daripada hepar yang diinfeksi
atau zarah kor yang sempurna mempunyai aktiviti protein kinase. Peranan enzim ini di

dalam proses infeksi dan replikasi virus tidak jelas (Albin & Robinson 1980).
1.10.3 Antigen e (HBeAg)

HBeAg adalah hasil translasi daripada jujukan ATG yang pertama bahagian gen pre-

kor/kor (Carman dan Thomas 1991) Antigen e adalah protein larut air dan
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pengesanannya dikaitkan dengan fasa jangkitan HBV (Magnius dan Espmark 1972).
Sembilan belas asid amino pertama vyang dihasilkan daripada bahagian pre-kor
merupakan peptid isyarat yang membolehkan HBeAg disekresi melalui sistem
membran intrasel (Carman dan Thomas 1991). Peptid isyarat ini bertindak dengan
mengikat pada reseptor yang terdapat di atas retikulum endoplasmik: dengan proses

translasi yang berterusan, translokasi kepada membran berlaku. Apabila isyarat peptid

ini terpisah, terminal karboksil dengan panjang yang berbeza-beza dibuang dan

\‘,_

protein (HBeAg) dirembeskan (Carman dan Thomas 1991). ,\(
—_—g— R

Kehadiran I-IBeAg di dalhm 'serum |

AL
DNA polimerase keranal kedna-hua

) dlgunakan sebagai penanda untuk

"si" mnmnta.l dan transmusi ibu-fetus.

) \ £ \--

'13’ '_h:pqm_u_s‘ “kronik boleh menyebabkan

jangkitan tinggi didalam ked@a®du
af.
Kehadiran }BeAg/Jahm N

prognosis/yﬁg teruk. 3|asaya serum

@eAg bide ani-iBe \HﬁeAg apa;i]z ’tpnkat kep
~“glomerulonefritis membran pada pesakit tmtama kanak-kanak (Ton 1989).

N\

itif terhadap HBsAg mengandungi

IgG boleh menyebabkan

+

1.10.4 Antigen x (HBxAg)

HBxAg adalah protein pelaksana proses transkripsi yang mengandungi 145 hingga
154 asid amino, bergantung kepada subjenis. Protein X yang dihasilkan oleh gen X ini
berfungsi sebagai protease serin (Carman dan Thomas 1991). lanya adalah protein
pengawal-atur yang bertindak sebagai pengaktif-rrans virus (frans-activator) untuk

mengaktifkan beberapa gen daripada manusia dan virus serta meransang proliferasi sel
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(Kidd-Ljunggren et al. 1995; Runkel et al. 1993). Dipercayai HBxAg memainkan
peranan penting dalam pembentukan hepatoma (Koike 1995) dan ianya adalah

antigenik terhadap sistem imun selular (Jung et al. 1990).

1.10.5 Hepatitis B DNA (HBV DNA)

HBV-DNA adalah penanda yang pertama sekali dapat dikesan di dalain aliran darah

f\_

selepas bermulanya jangkitan. lanya boleh dikesan seawal satu minggu éél:pas

jangkitan dengan menggufiaka

pa;{ef HB(\\DNA ini
penting untuk menunjukian ka ;u Walaq b/ahmmanapun, ujian ini
ﬁ"’f‘f"t AR

tidak dijalankan secara putin blasanya,

keaadan penyakit, kesesuai

penyelidikan (Gallaso et al
<
1.10.6 Dll'r{k/l;;ﬁmérase epatiEig,B (;_ BY DNA Rglymerase)
X \ o ,r"/ .I‘._L_r ; "\.
P ,\‘ A ¥ | .

Pt

“Enzim ini dapat dikesan kehad;rannya di d!am aliran darah sebaik sahaja bermulanya

™

jangkitan hepatitis B iaitu pada masa yang hampir sama dengan HBV DNA (satu
minggu selepas jangkitan). Ujian untuk HBV DNA polimerase juga tidak dijalankan
secara rutin dan hanya digunakan sebagai penunjuk kepada progresi penyakit,

kesesuaian untuk rawatan dan untuk tujuan penyelidikan (Ganem 1996).
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1.11 KITAR REPLIKASI HBV

Kitar replikasi HBV (Rajah 1.4) adalah berbeza daripada replikasi virus DNA lain
tetapi menyerupai kitar replikasi retrovirus (virus RNA). Perbezaan yang ketara pada
kitar replikasi ialah adanya satu bahantara pregenom RNA. Sebelum HBV masuk
kedalam sel perumah, permukaan luar HBV akan terikat dengan polialbumin di dalam
darah. Kemudian kompleks ini akan mengikat dengan reseptor polialbumin padi

permukaan membran hepatosit. Selepas HBV masuk ke dalam sel perumah, rpé'rr.iké’l"

teras virus akan di tmlMs in.i aikan \diperbaiki'
N
dan berkembang menjadi“ DNA';Bul'?}kﬁval » tertutup A(&ova]ently closed circular
AAULE
DNA, cccDNA) (Ganem1996) ‘&t mana beben}ngf pédek (+) yang tidak sempurna

berubah menjadi sempuma ‘melalui anMA polimerase endogen. cccDNA
B g

boleh dianggap sebagai an T\promi' yang dibentuk oleh retrovirus

(Ganem 1996). <

PR ccchA ini berﬁmhs: sebagai temp[at bag1 RNA polimerase II sel perumah
urtuk mensintesis pregenom RNA (_pgRNA’di mana sintesis pregenom RNA bermula
dengan menggunakan bebenang (-) sebaga: template Seterusnya pregenom RNA (+)
ini menjadi templat untuk sintesis bebenang (+) DNA melalui enzim transkriptase
berbalik. DNA yang baru disintesis mempunyai kira-kira 300 nukleotid mungkin
menjadi primer bagi sintesis bebenang (-) pada peringkat awal. Pemanjangan
bebenang (-) diikuti oleh pemecahan pregenom RNA. Sintesis bebenang (+) hanya
bermula selepas sintesis bebenang (-) siap. Pembungkusan virus bermula sebelum

pemanjangan sempurna berlaku ke atas bebenang (+). Oleh itu terdapat bebenang (+)

yang tidak sempurna di dalam genom HBV (Rajah 1.5) (Ton 1989).
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RAJAH 1.4  Kitar hidup virus hepatitis B
ER: Endoplasmik Retikulum

Sumber: Diubahsuai dari Ganem (1996).




P
RAJAH 1.5 . “Proges Feplikasi HBV

-

\ 1=HBV di dalam-serum. 2=Terikat pada polibumin dan reseptor

polialbumin hepatosit. 3=Selepas kemasukan ke dalam hepatosit.
4=Bebenang(+) menjadi sempdrna melalui tindakan DNA pofimerase
endogen. S5=Transkripsi pre-genom daripada bebenang(-). 6=(+)RNA
(pre-genom). 7=Pembungkusan pre-genom, DNA polimerase dan kor.
8=Sintesis DNA bebenang(-) dan pemecahan pre-genom. 9=Sintesis
bebenang(+). 10=Eksport.

Sumber: Ton (1989).
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1.12  PROFIL SERODIAGNOSIS TERHADAP PENANDA HBV

Kebelakangan ini HBV telah diselidiki secara meluas dari segi biologi, imunokimia,
ujian klinikal dan sebagainya. Teknik-teknik tertentu seperti radio imunoasai (RIA),
enzimimunoasai (EIA), mikropartikel enzim imunoasai (MEIA) dan beberapa teknik
lain digunakan di dalam makmal untuk mengkaji HBV. Teknik-teknik ini penting
untuk mempelajari beberapa penanda HBV dalam serum dan penanda HBV terhadap
sistem imun pada masa jangkitan HBV dalam beberapa jenis keadaan l-:hmkaf K;;an
menunjukkan setiap pe F sngm ‘virus atau
respon perumah pada rrg te;?tm :ﬁlms: fIBV Oleb%ltu ;gr il terhadap penanda
e
HBYV pada beberapa perpgk@ a.nélq “"fr@ leh memberikan maklumat

terhadap diagnosis dan prognosis pegxa\ﬂi%nns B. Kajian yang dilakukan oleh

Overby dan rakan-rakan|(19§
yang dijumpai didala,m‘§erum apa
< /-:“\"' /“

~

S
) |\ Secara umumnya, \{mpoh i

nju:kan matnya corak bagi penanda HBV

itar HBV (Ton 1989)

bpm HBYV adalah di antara 6-25 minggu.

-HBsAg biasanya dikesan di antara tempc! mula jangkitan dan satu ke enam minggu
sebelum simptom dapat dilihat. Buat ma;a ini ujian pengesanan terhadap kehadiran
HBsAg merupakan ujian piawai untuk menunjukkan pesakit dijangkiti oleh HBV. Jika
HBsAg hadir selepas lebih daripada enam bulan, ia dianggap sebagai jangkitan kronik

(Ganem 1996).



1.12.1 Penanda HBV dalam jangkitan akut dan kronik

Penanda serologi yang biasanya dijumpai di dalam serum semasa jangkitan HBV
mengikut urutan ialah HBsAg, HBeAg dan anti-HBs. HBsAg boleh dikesan di dalam
darah pesakit dua hingga lapan minggu sebelum simptom hepatitis dimanifestasikan
dan ia berlanjutan semasa fasa akut (Gray dan Wreghitt 1992). Antigen ini dihapuskan
daripada darah semasa fasa penyembuhan apabila antibodi terhadap HBsAg (anti-

o\
HBs) dihasilkan (Edwards 1988). Tetapi HBsAg biasanya sudah hilang apahﬂa. /\

ar-dalam rﬁuai(es §' jangkitan

iri ,"_ S?a,dg f@sAé dapat dikesan, virion
" f B <\

vang lengkap dan HBeA, jugahmmﬂ*dl dara "-., Lumar et al. 1992). Anti-HBs

HBcAg tidak dapat dikesan di dalam serum sepanjang jangkitan HBV, tetapi

komponennya iaitu HBeAg boleh didapati beberapa hari selepas kehadiran HBsAg.
HBeAg dihapuskan daripada serum dalam tempoh enam minggu pada jangkitan akut,
biasanya berlaku antara 2-3 minggu sebelum kehilangan HBsAg (Kumar et al. 1992).
Tetapi seperti HBsAg, ia boleh berterusan di dalam keadaan pembawa (Edwards
1988). Selain daripada itu, kehadiran HBeAg ini juga menunjukkan hubungan dengan
HBV-DNA dan DNA polimerase yang dikesan di dalam darah (Edwards 1988).

Kehadiran kedua-dua penanda ini menunjukkan replikasi virus berlaku dengan aktif
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dan keadaan viremia. Oleh sebab itu kehadiran bahan-bahan biokimia ini biasanya

dijadikan pananda dalam jangkitan kronik.

Kehadiran antibodi terhadap HBcAg (anti-HBc¢) menunjukkan permulaan
tindakbalas keimunan terhadap jangkitan HBV (Mondelli et al. 1988). Anti-HBc boleh
hadir berterusan di dalam darah sepanjang hayat. Walau bagaimanapun kehadiran

anti-HBc tidak menandakan berakhirnya replikasi virus yang aktif dan be:jangkiL Ini

AT
XY ' . W
Antibodi terhad (am- c _- pat dikesan selepas kehadiran

anti-HBc. Seperti anti-HBc, anu-HBe ad ahi ar 'hod; yang tidak meneutralkan tetapi

kehadirannya di dalam pem!t'mﬂn raplxkasz virus dan berlakunya
) ¢
resolusi pada ftmgsyhé; ' nal dala.m jangk]tan akut terhad sendiri.

Dalam k@d@ “tertenty

bahegmh pre-kor genom

-

Jdutan ini dikaitkan dengan jangksta.n nik HBV yang positif terhadap anti-HBe

b

(Carman dan Thomas 1991; Chuang et al. 1993).

nii mutasi kodon penamat pada

"dapat dikesan di dalam darah pesakit.

Antibodi yang meneutralkan virus ialah anti-HBs. Kehadirannya menunjukkan
fasa penyembuhan dan ia melindungi perumah daripada jangkitan semula (Mondelli et
al.1988). Perbandingan pengekspresan antigen dan antibodi sebagai penanda-penanda
jangkitan kronik dan akut ditunjukkan dalam Rajah 1.6. Pada umumnya, kehadiran

HBsAg dan HBeAg di dalam serum berulang-ulang disesuaikan dengan



a Jangkitan Akut

b. Jangkitan Kronik |1

Tahun

RAJAH 1.6 Penanda-penanda yang dapat dikesan di dalam darah pesakit daripada
jangkitan akut dan kronik HBV.
HBeAg=Antigen e, HBsAg=Antigen s, HBV-DNA=DNA hepatitis B
ALT=Alanin  transaminase, DNA-P=DNA  polimerase,  Anti-
HBc=Antibodi

terhadap antigen c, Anti-HBe=Antibodi terhadap
antigen e, Anti-HBs=Antibodi terhadap antigen s.

Sumber: Galasso et al. (1990).
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penyakit hepar kronik. Akan tetapi kehadiran HBsAg dan anti-HBe disesuaikan

dengan keadaan pembawa asimptomatik (Ton 1989).
1.12.2 Pembawa senyap (pembawa asimptomatik)

Dalam pembawa senyap, pesakit mengalanmi satu keadaan asimptomatik terhadap
HBsAg antigenemia selepas jangkitan HBV. Ini diikuti oleh kehilangan HBsAg. Pada

masa ini HBeAg boleh dikesan di dalam serum apabila terdapat kehadiran ‘H'EsAg

Beberapa pesakit juga mmm-l-mwﬁkesm di dalam

serum. Anti-HBs tidak deat dlf_&dsl;ndn squm selama b&berapa tahun. Pada
dd

pesakit ini hanya terdapat * anta-l-Bc (y w” ukkan kehadiran HBV.

S "’*.!

Kemungkinan pesakit ini masah mengldap { jﬁgﬂnm HBV sukar dipastikan kerana

kepekatan HBsAg adalah

ﬂdmi‘bo]eh dikesan di dalam serum

(Ton 1989). et N
_
5 "3.\ J Alm
‘
1 13' HBV—DNA DALAQ:I JANGKIT
-

Peningkatan aras ALT (salah satu penanda biokimia) didapati mempunvai hubungan
dengan kehadiran HBV-DNA semasa jangkitan HBV. Peningkatan aras ALT yang
berkait dengan perubahan struktur dan fungsi hepatosit serta hubungannya dengan
HBV-DNA belum diketahui sepenuhnya tetapi didapati HBV-DNA serum telah
mencapai aras maksimum pada sebelum atau semasa peningkatan maksimum ALT
dalam lebih daripada 90% kes eksaserbasi (exacerbation) akut hepatitis B kronik

(Liaw et al. 1988). Peningkatan HBV-DNA ini berlaku sebelum hepatolisis pada
eksaserbasi akut.




Selain daripada itu, HBV-DNA juga mempunyai hubungan yang rapat dengan
kehadiran HBeAg yang diikuti oleh peningkatan aras anti-HBe. Pengesanan HBeAg
di dalam darah menunjukkan fasa replikasi jangkitan HBV dan kehadiran anti-HBe
pula dianggap berlakunya pertukaran kepada fasa kejangkitan tak aktif akibat
penghapusan HBeAg. Tetapi ada laporan (Carloni et al. 1987; Bernstam 1992)
menyatakan bahawa replikasi HBV boleh berlaku dalam kehadiran anti-HBe. lrﬂ%\-}

DNA telah didapati pada serum pembawa anti-HBe yang mengalami kerosaka}i hepar

\\_ < |

vang teruk tetapi tidak dyumpai pada pembawa anti-HBe yang fmempunyai hepar

-~

normal atau kerosakan heg mjmnmm (Bomnoz er al 1986}\

] -

P S

Pengesanan kehaj:m HB\"—DNA dapat dilakukan dengan lebih tepat
menggunakan teknik tin pﬂgsrﬁ,mal polimerase (PCR) Sensitiviti pengesanan
DNA virus meng/gmﬁan teknik PCR adalah jauh lebih tinggi berbanding dengan

leknik-tekniﬁ,l-aﬁi (Shih et|al 1990} Den@n menggunakan PCR, DNA virus bukan

saﬁaya daplat dikesan didalam pesakit kromk aktlf yang negatif terhadap HBeAg (90%)
malah 1a juga dapat dikesan pada pembawa Sihat yang negatif terhadap HBeAg (80%)
Ini menunjukkan bahawa replikasi virus adalah paling aktif pada pembawa hepatitis B
kronik aktif walaupun bertaku serokonversi (seroconversion) kepada status anti-HBe

(Shih et al. 1990).

Dalam kes tertentu di mana berlaku mutasi pada genom HBV, pengekspresan
penanda-penanda serologi tidak dapat diperhatikan (contohnya dalam mutasi kodon
penamat bahagian pre-kor genom HBV). Di sini, penentuan jujukan nukleotid HBV-

DNA perlu dilakukan jika ingin melakukan diagnosis yang lebih tepat.
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1.14 HUBUNGAN MUTASI HBY DENGAN KETERUKAN HEPATITIS

Infeksi HBV boleh menyebabkan berbagai penyakit secara akut dan kronik kepada
manusia (Ganem 1996; Blumberg 1997; Ogata et al. 1993). Pesakit kronik HBV boleh
menjadi pembawa tanpa mengidap penyakit hepar iaitu pembawa asimptomatik
(asymptomatic carrier, ACS) atau mempunyai aktiviti penyakit hepar kronik (Chronic
Liver Disease, CLD) (Chuang et al. 1993). Perkembangan dalam bidang biologi

molekul telah membawa kepada analisis jujukan nukleotid HBV (Chuang et al ('1;9193\)’

-
¢
Analisis ini banyak membafifu_dz e anda-pena:\da serologi
& N
terutamanya HBeAg dan anfi-HBe (Cuthbert 19 {_. [N
rrr()" (A i\\
» N L )

enai mutasi-mutasi pada genom

éanﬁﬁﬁkmmk virus (Scaglioni et al.
G ’ @
asnbe_rla‘im pada semua gen virus dan
gan penéaw -aturan;. terutamanya pada gen vyang
=
dan protem’nukleokapsxd \um et al. 1997). Bahagian
pa]ﬂ genom virus yang sering dlpengam]u oleh mutasi tersebut seperti penyusunan
semula, dan/atau delesi, biasanya mellbatkan bahagian-bahagian promoter kor (Lindh
et al. 1998), promoter pre-kor (Scaglioni et al. 1997), pre-kor (Carman et al. 1989;
Ehata et al. 1996, Chu et al. 1998), kor (Thomas & Carman 1994; Nishizono et al.

1997) dan juga bahagian X (Kidd-Ljunggren et al. 1995, 1997; Hsia et al. 1997).

Kajian-kajian yang lepas banyak bertumpu kepada sistem imun perumah
kerana protein HBe (HBeAg) dikatakan sebagai sasaran kepada sel limfosit T

sitotoksik (cytotoxic T lymphocytes, CTL). Walaupun HBeAg dijumpai pada
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permukaan sel tetapi tapak jalannya masih tidak jelas. Daripada model virus haiwan
yang berkaitan (hepadnavirus itik) didapati delesi yang berlaku pada bahagian pre-kor
genom menyebabkan kegagalan hepatosit untuk merembeskan HBeAg tetapi
penghasilan virion berjangkit tidak terjejas. Pengetahuan tentang mekanisme
penghasilan dan sekresi HBeAg telah digunakan untuk menyiasat korelasi di antara
juukan DNA dan penyakit yang berkaitan dengan HBV. Terdapat kes didalam
sekumpulan pesakit hepatitis kronik terutamanya di negara Mediteranean dan
AsiaTimur yang menunjukkan viremia berterusan walaupun HBeAg tidak ,da’-pé;\"«

dikesan (Carman dan Thowmm serokonve}h HBeAg

kepada anti-HBe menyebabkan pemberhentian rep Slkam vuué\ﬁ{BsAg masih lagi

£eY
disintesis oleh hepatosit yahg m dx.{nrgg i m diintegrasi oleh virus

Co
at dijelaskan berdasarkan mutasi

(Harrison dan Zuckerman 1

yang berlaku pada ba.hagian tid G ditukarkan kepada A

apat disintesis. Oleh itu, HBeAg yang
o ) ‘\\4\
(Carman dan.Thomas 1991, Harrison

penamat menygb@ia—lj} pepti isyarq_t.ftf&/_:.“_

£ W — ==
negz:tii?&;k'*mégunjukkan "éérokoﬁj'._ :
d;n'ﬁ.lckennan 1992). \- '

Selain daripada mutasi pre-kor, mutasi pada bahagian kor juga dikaitkan
dengan keterukan hepatitis. Didapati bertaku mutasi 'missense’ (penukaran nukleotid
vang menyebabkan perubahan kepada residu asid amino yang disintesis) dalam
jujukan nukleotid pada gen kor daripada pesakit yang menghidapi infeksi kronik HBV
di dalam segmen yang mengandungi 54 nukleotid, i.e nukleotid (nt) 2150-2203
(kodon 84 hingga 81 daripada permulaan gen kor) iaitu pada kelompok mutasi

(mutation clustering region, MCR) (Chuang et al. 1993). Kajian lain ada menunjukkan
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mutasi pada gen X juga memainkan peranan yang penting dalam hepatokarsinogenesis

(Hsia et al. 1997).
1.15  HUBUNGAN MUTASI PRE-KOR DENGAN PENANDA HBeAg/HBe

Selepas penemuan HBeAg pada tahun 1972 (Magnius & Espmark 1972), ianya
didapati berguna sebagai penanda bagi jangkitan dan kerosakan hepar (Lindh et al
1996). Serokonversi kepada HBeAg dilihat sebagai penurunan replikasi vl;m‘s‘dgﬁ
pesakit biasanya akan sembuts mmm ada]air W; s'ljstern
imun perumah dan rnutasﬁ yang berlaku pada Wm

= '( P r !
terlibat dalam sekresi HBeM kﬁ

Banyak kajian yang meiaporkan varian : tam pada kodon penamat (mutasi
TAG pada nt 1896, iaitu |mutps " & m rwwrmm tidak dapat dikesan)

adalah dikaitkan deng:m hcpar pesaklt HBV fulminan dan

pesakit CLD ,(]‘l{d.n)camus al. 198_3-;"621‘%&%. 991; Chuang et al. 1993). Varian
7 - - A
ot \ }
ini ya{g dténggap paling L'dihubunskahcgpngan keterukan penyakit berdasarkan
kekéraparmya ditemui dalam pesakit he kronik dan fulminan (Harrison dan

Zuckerman 1992)

Kajian lain yang dijalankan oleh Ton et al. (1993; 1996) mendapati adanya dua
mutasi titik dalam bahagian pre-kor/kor, pada kodon 11 (C-1856) (tak bermakna, non-
sense) dan kodon 13 dimana serin digantikan oleh threonin (mutasi missense) Ini
menunjukkan genom pre-kor/kor HBV mempunyai variasi yang tinggi dan ia

membolehkan HBV varian mengelakkan sistem imun perumah.
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Postulasi yang sama juga dilaporkan di mana infeksi HBV yang mempunyai
mutasi kodon penamat adalah lebih teruk berbanding dengan infeksi HBV oleh strain
bukan mutan (Alberti dan Fattovich 1994; Carman et al. 1991, Cuthbert 1992) dengan
alasan:kehadiran mutasi kodon penamat dan mutasi 'missense’ pada tapak
pemprosesan karboksi-terminal protein pre-kor/kor (kodon 147-155) mungkin adalah
mekanisme adaptif HBV untuk mengurangkan pengeluaran dan sekresi protein virus
agar dapat mengelakkan diri daripada sistem imun perumah seterusnya mengekalkan
rintangan virus (Chuang et al. 1993). la juga boleh mengalami penuhha,n/ gosmf .

\

(positive selection) daripadé “mMana virus

varian berupaya menggantikan vifus jenis fl}lam u@l{\cainpuran pembawa

'"'(Nr
nverstberlam ( ‘ ‘”1

asimptomatik setelah serok

Walau bagaimanap -é' apa.) ajian di n'iaﬁa'mfem oleh strain HBV yang
N ] 's 8 G
mengandungi muta‘si_/ﬁ/ on ) _:G.)-"_ tidak dapat dikaitkan dengan
&3 o Y \\. . .
perkembangan” semua’ kes penyakit hepatiti ﬁﬂnn}an\(l.mdh et al. 1995). Ini adalah
B -~ - J -,(ﬂ N

}iem\kehadiran kodon p :amat bukan satu-satunya faktor yang terlibat dalam
pefkembangan penyakit yang disebabkan oleh HBV (Carman et al. 1991). Lindh et al
(1996) menyatakan kajian-kajian terdahulu hanya tertumpu kepada pembawa antibodi
HBe yang kebanyakannya daripada kawasan Mediterranean dan Timur Jauh yang
sudah pun mempunyai kerosakan hepar yang teruk dan viraemik. Oleh sebab itu
penemuan mutasi TAG (mutasi kodon penamat) hanya membuktikan mengapa
HBeAg tidak dijumpai di dalam pesakit terbabit dan bukannya mutasi TAG sebagai
penyebab kerosakan hepar. Sebaliknya Lindh et al. (1996) menyatakan bahawa
kerosakan hepar adalah lebih teruk lagi pada pesakit yang dijangkiti dengan strain C-

1858 dan bukannya pada pesakit yang dijangkiti oleh strain TAG. Kajian lain yang
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dijalankan juga menunjukkan mutan pre-kor ini boleh didapati di dalam pesakit ASC
(pembawa asimptomatik) yang positif terhadap anti-HBe (Chuang et al. 1993). Oleh
itu, hubungan di antara penyakit hepar dan kehadiran mutasi kodon penamat pre-kor
tidak boleh dianggap sebagai hubungan penyebab (Lindh et al. 1995, 1996).
Kemungkinan kehadiran kodon penamat pre-kor adalah semata-mata strategi HBV
untuk mengurangkan penghasilan protein virus dan mengelakkan diri daripada sistem

imun perumah (Chuang et al. 1993).

1.16 'STEM-LOOP'P

Bahagian pre-kor HBV ad

amino) yang mendahului
pr__ k 3\!‘ b;rﬁm‘gm sebagai pre-kursor/isyarat
untuk sekres:,pﬁefw HBe) manakala A kc\ﬁ‘ akan bertindak sebagai pengutus
unwk\prot&n kgr (protein Kor- akan mem‘geh{'uk nukleokaps:d partikel virus) (Ganem
&. Varmus 1997). Satu subset mRNA kor a!m dibungkus (packaging) bersama-sama
polimerase ke dalam nukleokapsid ymé\ berfungsi sebagai pre-genom untuk
ditukarkan menjadi DNA melalui proses transkripsi berbalik (reverse trancription).
Pembungkusan mRNA kor (juga dikenali sebagai RNA pre-genom kerana ianya
bertindak sebagai pre-genom virus) sebenarnya adalah satu langkah utama dalam kitar
replikasi HBV. Proses pembungkusan ini diarahkan oleh satu unsur cis pendek pada
hujung 5' mRNA kor (Junker-Niepman et al. 1990). Unsur ini dikenali sebagai
enkapsidasi pre-genom yang mengandungi jujukan yang terdiri daripada 2/3 bahagian

3' pre-kor dan beberapa nukleotid pertama gen kor. Jujukan RNA pregenom tersebut
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menyebabkan wujudnya struktur ‘stem-loop' atau ‘hair-pin' akibat daripada

perpasangan bes (base-pairing) (Rajah 1.7) (Shih et al. 1993; Laskus et al. 1994;

Lindh et al. 1996).

Struktur ini didapati dapat menghadkan variasi mutasi titik pada pre-kor kerana
perpasangan-bes adalah spesifik. Mutasi pada nt 1896 daripada G>A (TAG, mutasi
kodon penamat) dapat dijelaskan melalui struktur ini. Mutasi TAG dapat ditoleransi
kerana U-1858 boleh membentuk pasangan bes samada dengan G atau A pagia” nt

> A 'dak berlaku*pada nt
1896 kerana ianya bukan C tidak dapat memb k"pasangambes\dengan A dan ini

1896. Walau bagaimanapun, p

LTS |

akan merosakkan proses enk sxdasn dan e'ep (_ i Lindh et al. 1996). Ini
-‘-.’_\”

menunjukkan bahawa peranan >truktur 1m peg‘i diambil-kira dalam kajian mengenai

mutasi pada bahagian pre-kor

penamat. <

-

/; > R
& Ve -

117 OBJEKTIF KAJIAN

) \

Kajian-kajian yang lepas telah menunjukkan kepentingan penentuan jujukan pre-kor

genom HBV dalam mengenal-pasti patogenisiti penyakit yang disebabkab oleh virus
m (Carman dan Thomas 1991). Melalui bacaan jujukan nukleotid, mutasi-mutasi
dapat dikesan. Mutasi yang kerap dijumpai dan mempunyai hubungan dengan
pengekspresan genetik virus adalah mutasi kodon penamat (TAG) pada bahagian pre-
kor virus. Apabila mutasi jenis ini berlaku, HBeAg tidak dapat dihasilkan di dalam
darah, tetapi penghasilan virion berjangkit masih diteruskan (Carman dan Thomas

1991). Terdapat juga keadaan di mana jangkitan vertikal (dari ibu kepada anak) telah

'_I\
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RAJAH 1.7 Perpasangan bes antara nukleotid 1958 dan 1896 di dalam struktur
stem-loop RNA virus hepatitis B.

C: sitosin, U: urasil, G: guanin, A: adenin dan T- timidin

Sumber: Lok et al. (1994)
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dikaitkan dengan hepatitis fulminan pada bayi. Bayi tersebut yang dilahirkan oleh ibu
yang positif terhadap anti-HBe biasanya mengalami hepatitis fulminan selepas 3
hingga ke 4 bulan hidup, manakala bayi yang dilahirkan oleh ibu vang positf terhadap
HBeAg akan mengalami keadaan seperti pembawa kronik hepatitis B (Bahn et al
1995). Ini membuktikan bahawa mutasi pre-kor boleh dikaitkan dengan hepatitis
fulminan. Selain daripada itu, terdapat juga kes di mana kehadiran mutan TAG
mempengaruhi rawatan interferon ke atas pesakit. Biasanya selepas rawatan

o
interferon, pesakit yang dijangkiti dengan virus 'wild-type' dikesan negat‘u“/umu‘.('

HBV-DNA, manakala bagj/fesak 2" terdapatnya muts TAG keadaan viremia

akan berterusan (Fattovich|et al. 1995), Jadi, oleh .kjnma sebaﬁ-sebab yang tersebut di

. SN &

atas, maka kajian ini dij '!Ea;xan ini_mel ?%rhga kumpulan pesakit yang
dijangkiti oleh HBV iaitu pcmbawa aswﬁ@l{ hepaut:s kronik dan juga pesakit
kanser hepar (HCC). l ofam\y

L\ )
C.
Objektif penyelidikanini adlah )
<t - - [ \
Y \¢ )

-

<l. Menentukan sekuens/jujukan nukle!id pada bahagian pre-kor genom HBV

pada pesakit yang positif terhadap HBsAg di Malaysia.

(%]

Menentukan hubungan antara mutasi yang berlaku di pre-kor genom HBV

dengan penanda jangkitan hepatitis B virus.

tad

Menentukan hubung-kait penanda-penanda HBV pada ketiga-tiga kumpulan
kajian iaitu pembawa asimptomatik (ASC), pesakit hepatitis kronik (CC) dan

pesakit kanser hepar (HCC).
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