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OZET

Hepatit B Virusu (HBV) ile Kronik infekte Hastalarda HBV Bazal-Kor
Promoter/Prekor Gen Mutasyonlar1 ve Genotip Degerlendirilmesi

Hepatit B Virusu (HBV) genotipleri oldukc¢a farkh cografik dagilima
sahiptir. Ayrica HBV genomunun bazal kor promoter ve prekor gen bolgelerinde
oldukca fazla genetik degiskenlik tanimlanmistir. Bazal kor promoter ve prekor
gen bolgeleri viral repikasyon ve ‘“e” antijen sentezinde 6neme sahip oldugu icin,
yaptigimiz tez calismasinda bu bolgeler dogal olarak meydana gelen mutasyonlar
yoniinden ve bu mutasyonlarin genotip ve “e” antijen durumu ile olan iliskisi
incelenmistir. Ayrica calismada, oldukca simirh bir cografi bolge olan Mersin
ilinde daha once calisiilmamis olan HBV genotiplerinin lokal olarak tanimlanmasi,
bazal kor ve prekor gen bolgelerindeki genetik heterojenitenin arastirilmasi ve
sonrasinda da predominant olarak goriilen mutasyon paternlerinin belirlenmesi
amaclanmistir.

Cahismada, polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR)
ile tespit edilebilir DNA’ya sahip 54 adet kronik hepatit B hastas1 toplanmustir.
Kronik HBV infeksiyonlu biitiin hastalarin, serum HBV DNA diizeyi, serolojik
markirlar (HBsAg, Anti-HBs, HBeAg, Anti-HBe, Anti HBc) ve biyokimyasal
profili analiz edildi. HBV genotipi, pre-S geninin PCR-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) analizi ile belirlendi. Bazal kor promoter ve prekor
gen bolgeleri PCR ile belirlendi ve bu bolgelerdeki mutasyon, PCR iiriinlerinin
direkt dizi analizi belirlenmesinden sonra bilinen wild-tip HBV genotipleri ile
hizalanarak karsilastirilmasi ile tespit edildi.

Cahsmadaki 54 hastamin 35 (%64.8)’i HBeAg negatif ve 19 (%35.2)’u ise
HBeAg porzitiftir. HBYV DNA ortanca degeri, HBeAg pozitif hastalarda, HBeAg
negatifler ile karsilastirildiginda belirgin olarak yiiksek bulunmustur (P=0.001).
HBeAg pozitif ve HBeAg negatif hastalar arasinda ALT (P=0.356) ve AST
(P=0.800) diizeyleri arasinda anlamh bir iliski bulunmamustir. Hastalarin hepsinde
(%100) D genotipi bulunmustur. Bazal kor promoter (1753-1762/1764) ve/veya
prekor (1896) mutasyonlart serumunda tespit edilir diizeyde DNA bulunan
hastalarin %87.75 (43/49)’inde bulunmustur. HBeAg negatif hasta grubunda
mutasyon oram1 %97.1 (33/34) ve HBeAg pozitif hasta grununda ise %66.7 (10/15)
olarak tespit edilmistir (P=0.008). Prekor G1896A mutasyonu HBeAg negatif
hastalarda, HBeAg pozitf olanlardan oldukc¢a yaygin olarak bulunmustur (%73.5 -
%20, P=0.001). iki grup arasinda meydana gelen bazal kor promoter mutasyonlari
arasinda anlamh bir farklihk bulunamamistir (P=0.331), buna karsin bazal kor
promoter ve prekor birlikte mutasyon oram1 HBeAg negatif hastalarda oldukc¢a
yiiksek olarak bulunmustur (P=0.008). Bazal kor ve/veya prekor stop kodon

XV



mutasyonuna sahip hastalarin serum HBYV DNA seviyeleri ile mutasyona
ugramamis virus tasiyan hastalar arasinda anlamh bir farklihga rastlannmstir.

Yaptigimiz bu calisma, Mersin’de goriilen bashica genotipin, genotip D
oldugunu gostermistir. Hastalarin 6nemli bir kism basal kor ve prekor varyanlari
ile infektedir. Birden fazla gen bdélgesinde goriillen mutasyonlar ise oldukca
yaygindir. Prekor gen bolgesinde goriilen G1896A stop kodon mutasyonu ise
Mersin ilindeki HBV ile kronik olarak infekte hastalardaki HBeAg kaybinda
onemli bir role sahip olarak goriinmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B virus, hepatit B ‘¢’ antijeni (HBeAg), niikleotid
mutasyonu, bazal kor promoter, prekor, genotip
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ABSTRACT

Basal Core Promoter/Precore Gene Mutations in Chronically Infected Patients
with Hepatitis B Virus and Genotype Evaluation

Hepatititis B virus (HBV) genotypes have distinct geographic distribution.
Moreover much genetic variability has been described in basal core promoter and
precore gene regions of HBV genome. Since basal core promoter and precore
regions important to viral replication and ‘“e’”’ antigen synthesis, these regions were
examined for naturally occurring mutations and theirs correlations with the
genotype and ‘‘e” antigen status. Furthermore the aim of present study, local
definition of HBV genotypes, investigation to genetic heterogeneity and then
determination predominant mutation patterns of basal core and precore region,
because of has not been studied previously, in our restricted region, Mersin-
Turkey.

A total of 54 chronic hepatitis B patients with detectable HBY DNA by a
polymerase chain reaction (PCR) were enrolled in the study. Serum HBYV DNA
level, serological markers (HBsAg, Aanti-HBs, HBeAg, anti-HBe, Anti HBc) and
biochemical profile (ALT and AST) were analyzed in all patients with chronic
HBYV infections. Genotype of HBV was determined by PCR-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) base on pre-S gene. Basal core promoter and
precore gene regions were determined by PCR and mutations of these regions
were determined direct sequencing of PCR products then aligned with known
wild-type HBV sequences.

Of the 54 patients, 35 (64.8%) were HBeAg negative and 19 (35.2%) were
HBeAg positive. HBY DNA median values were found significantly higher than
HBeAg positive patients compared with HBeAg negative patients (P= 0.001).
There were not found significant relation to ALT (P= 0.356) and AST (P= 0.800)
levels in between HBeAg positive and negative patients. HBV genotype D was
found in 100% of the patients. Basal core promoter (1753-1762/1764) and/or
precore (1896) mutations were detected in 87.75% (43/49) out of patients with
detectable DNA levels in serum. In HBeAg negative patient group, mutation rate
were detected in 33/34 (97.1%) and in 10/15 (66.7 %) of the HBeAg positive patient
group (P= 0.008). Precore G1896A mutation was more common found in HBeAg
negative samples than in HBeAg positive samples (73.5% vs. 20%, P= 0.001).
There was no significant differences in the occurrence basal core promoter
mutations between the two groups (P= 0.331), while the rate of basal core plus
precore mutants was higher in HBeAg negative patients (P= 0.008).

Our study shows that type D is the main HBV genotype in Mersin, Turkey.
Significant numbers of patients have basal core and precore variants. Mutations at
more than one site are common. G1896A stop codon mutation in precore region
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seems to have a significant role in the loss of HBeAg in our patients from restricted
region, Mersin. Serum HBV DNA levels of having basal core mutation and/or
precore stop codon mutation were not significant different from the other non-
mutated virus carrying patients.

Key words: Hepatitis B virus, hepatitis B “e”’ antigen (HBeAg); nucleotide
mutation; basal core promoter, precore, genotype
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1. GIRIS

Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonu tiim diinyada mevcut olan yaygin bir saglik
problemidir. Diinya capinda yaklasik olarak 2 milyar insan HBV ile enfekte olup,
bunlardan 350 milyonunda kronik HBV enfeksiyonu gelistigi bildirilmektedir. Kronik
hepatitin klinik seyri ve gelisen sekeller enfekte bireyler arasinda degiskenlik
gostermektedir (1). Enfeksiyon akut kendini sinirlayan hastalik ve inaktif tagiyiciliktan,
karaciger sirozu ve hepatoselliiller karsinomayir (HSK) igine alan kronik karaciger
hastaligina kadar degisen oldukca genis bir klinik goriiniime sahiptir (2).

Viral faktorler ve konak immun yaniti, HBV enfeksiyonunun patogenezi ve
klinik sonucundan sorumlu tutulmaktadir. Aktif replikasyon sirasinda iiretilen yiiksek
viral kopya sayisi ve HBV polimerazin hata diizeltme (proof reading) aktivitesinin
olmamasi nedeni ile HBV, konak immunitesinin baskisi altinda yiiksek mutasyon
oranina sahiptir (1).

HBV genomik dizi varyasyonlarimin hepatit B “e” antijeni (HBeAg)
ekspresyonuna etki edebilecegi bildirilmektedir (3). HBV’nin bazal kor ve prekor gen
bolgelerinde, HBV replikasyon yetenegini ters yonde etkilemeksizin HBeAg sentezini
azaltabilen veya Onleyebilen cesitli mutasyonlar gelismektedir. Bu hastalardaki klinik
sendrom: en az 6 ay siiresince hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) pozitif, serumda tespit
edilebilir DNA seviyesi ile birlikte HBeAg negatif, HBe antikoru (anti-HBe) pozitif ve
yiiksek aminotransferaz (AST veya ALT) seviyesi ile ortaya konulan aktif karaciger
hastaligi, sirozun bulundugu veya bulunmadigi ya da klinik siroz belirtileri ile kronik
hepatiti gosteren karaciger histolojisi; “HBeAg negatif kronik hepatit B” olarak
adlandirilabilmektedir (4).

HBeAg negatif kronik hepatit B iliskili olarak en yaygin calisilan mutasyon,
prekor bolgesinde, HBeAg sentezini prematiir bir sekilde sonlandiran, 1896. niikleotid
(nt)’de guanin (G)’nin adenin (A)’e doniismesi ile stop kodon (TAG) olusumuna neden
olan niikleotid degisimidir. Kor promoter bolgesi, prekor bolgesinin transkripsiyonunu
diizenlemektedir. Bu sebeple, bu bolgedeki bazi mutasyonlar HBeAg sentezini

etkileyebilmektedir. Ozellikle 1762. nt’de timin (T)’den A’e ve 1764. nt’de A’den G’e



doniisiim ile karakterize ikili (dual) mutasyon, prekor ulak RNA (mesanger RNA,
mRNA) ve HBeAg iiretimini azaltabilmektedir (4).

HBV niikleotid dizisinin tamamindaki %8’den fazla veya yiizey geni (S gen)
dizilerindeki %4’den fazla niikleotid dizi ayrimina gore, virusun A’dan H’ye kadar sekiz
genotipi belirlenmistir. HBV genotipleri acik bir sekilde cografi dagilim farkliligi ve
etnik 6zellik gostermekle birlikte, genotiplerin hastaligin klinik 6zelliklerine, seyrine ve
antiviral tedaviye kars1 yanitina da etki ettigi ortaya konmustur. Bazal kor 1762/1764.
nt’lerdeki ve prekor 1896. nt mutasyonunun prevalansinin toplumun etnik yapisi, HBV
genotipleri ve hastalifin ciddiyeti ile iliskili olabilecegi bildirilmektedir. Ayrica HBeAg
negatif hastalarda mutasyon orani, HBeAg pozitif olan gruplardan daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir (5).

HBV enfeksiyonunun cografik dagiliminda iilkemizdeki prevalansin orta
diizeyde oldugu ve 3-4 milyon insanmin kronik olarak enfekte oldugu tahmin
edilmektedir. Ulkemizde yapilan siirli sayidaki calismalarda %100 oraninda genotip
D’nin goriildiigii bildirilmektedir (6, 7, 8). Daha once yapilan calismalarda, HBeAg
pozitif ve negatif kronik HBV hastalarinda HBV genomunun bazal kor promoter, prekor
ve kor gen bolgelerinde mutasyonlar tanimlanmistir. Yapilan bu calismalarda HBeAg
negatif fenotipin virusun prekor gen bolgesindeki mutasyonla iligkili oldugu
belirtilmistir (6, 7).

Predominant olarak D genotipinin goriildiigii iilkemizde bu mutasyonlarin
prevalansi ve klinik 6nemi ile ilgili olduk¢a sinirli sayida ¢aligmalara rastlanmistir ve
diger bolgelerden de calismalarin yapilmasi gerektigi belirtilmistir.

Bu dogrultuda, yapilan bu tez calismasinda, HBV ile kronik olarak enfekte
hastalardaki viral genomun bazal kor promoter ve prekor gen bolgelerindeki genetik
heterojenitenin arastirilmasi1 ve bdylece predominant olarak goriilen mutasyonlarin
belirlenmesi planlanmistir. Ayrica virusun cografi olarak dagiliminin degiskenligi ve
farkli cografik bolgeler arasindaki goglerin olabilecegi de gbz oniinde bulundurularak,
calisilan hastalarin HBV genotiplerinin de arastirilmasi amaglanmistir.

Hi¢ siiphesiz ki HBV’niin molekiiler morfolojisi ile hastaligin klinik seyri
arasinda siki bir iligki vardir. Baglangicta wild-tip HBV virusu ile enfekte bireylerde,
konak bireyin immun baskis1 altinda gelisen kronik enfeksiyonun seyri sirasinda

dereceli olarak mutant suslar meydana gelmektedir. Bu viral mutasyonlarin durumunun



anlasilmasi ise hi¢ siiphesizdir ki, HBV enfeksiyonuna kars1 dogru immunoprofilaksi ve
antiviral tedavi stratejilerinin tasarlanmasina yardimci olacaktir. Yaptigimiz bu calisma
bolgemizde ilk defa gerceklestirilmis olacak ve bu olas1i mutasyonlarin orani ve paterni
ortaya cikarillarak, virusun sahip oldugu genetik cesitliliginin  belirlenmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Hepatit B virus (HBV) Hepadnaviridae ailesine bagli bir hepatotropik DNA
virusudur (9, 10, 11). “Hepa, hepatotropik 6zelliginden, dna ise DNA genomuna sahip
olmasindan gelmektedir. Hepadnaviruslar iki genus icermektedir (Cizelge 2.1).
Orthohepadnavirus genusu memeli viruslarini, Avihepadnavirus genusu ise kus
viruslarinm igcermektedir (12).

Memeli viruslari; insanlarin HBV’unu, dag sican1 HBV’unu (woodchuck HB V-
WHBYV), tarla sincabt HBV’unu (ground squirrel HBV-GSHYV) ve siyah derili biiyiik
maymunlar (woolly monkey), orangutanlar, goriller, gibbonlar ve sempanzeleri
kapsayan Eski Diinya ve Yeni Diinya primat viruslarini icermektedir. Primat viruslarinin
hepsi birbiri ile yakin iliskilidir ve genellikle tek bir virus tiiriiniin suslar olarak kabul
edilmektedirler. Ancak bunlardan sadece woolly monkey virusu, digerlerinden %20
oraninda niikleotid dizi farklilig1 gosterdigi i¢in, ayr bir tiir olarak kabul edilmektedir.
Insan virusu disindakiler de, non-human primat viruslar1 olarak ayrilmaktadir. Rodent
viruslar1 ise, primat viruslarindan farkli olup, HBV’den %40 oraninda cesitlilik
gostermektedir (12).

Kus viruslari; duck HBV’unu (DHBYV), heron (balik¢il) HBV’unu (HHBV),
Ross’ goose HBV’unu, snow goose HBV’unu ve stork HBV’unu icermektedir. Bu
viruslar olduk¢a yaygin goriilmekte olup, Kuzey Amerika’da yasayan balik¢illarin %50
kadarmin dogal olarak HHBYV ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Kus viruslar
farkli kokenden gelmektedirler. Bu viruslar, baska bir kus virusu ile yakin iliskili olup,
memeli viruslar ile oldukg¢a uzak iligkilidirler (12).

Isminden de anlasildigi gibi, bilinen tiim hepadnaviruslar hepatotropik olup,
karaciger hiicrelerini enfekte etmektedirler ve dogal konaklarinda hepatite neden
olabilmektedirler. Tiim hepatit viruslari, olduk¢a dar konak araligina sahip olup, en
azindan  hiicreye  giriste  kullandiklar1  reseptorlerin =~ benzerlikleri  ile

belirlenebilmektedirler (12).



Cizelge 2.1. Hepadnaviridae ailesi (HSK; hepatoselliiler karsinoma) (12).

" Virus isim .
Genus/iiyeler Kasaltmalart Dogal konak(lar1) Tasinma Hastalik
Orthohepadnavirus
: Horizontal, vertikal, Asemptomatik
Insanlar, enjeksiyonla ila tagiyicilik
Hepatit B virus HBV sempanzeler, Jeksiyonia 1iag SIYICLIY,
gibbonlar kullanarllilar, cinsel, hepalt_;g Izlroz,
an
Tarla sincaplar1
Ground squirrel (grouvn d squirrel), Horizontal, cinsel, Asemptomatik
hepatit B GSHV dag sicanlar1 kan tastyicilik,
P (woodchuck), hepatit, HSK
cizgili sincaplar
Woodchuck Dag siganlart Horizontal, cinsel, Asemptomatik
hepatit B WHBV (woodchuck) kan tastytcilik,
P hepatit, HSK
Siyah derili bityiik . .
Wool.ly monkey WMHBV maymunlar (woolly Horizontal, cinsel, Hepeatit
hepatit B kan
monkey)
Avihepadnavirus
. Asemptomatik
\]/)111:1?5 hepatit B DHBV Ordekler, kazlar Agirlikli vertikal tastyicilik,
hepatit
Heron hepatit B HHBV Balikcillar (heron) Agirlikli vertikal

virus

Insanlarda etkenin neden oldugu enfeksiyon genis spektrumlu bir klinik 6zellige
sahiptir. Enfeksiyonun klinik sonucu, akut kendini smrlayan hastalik ve inaktif
tasiyiciliktan, karaciger sirozu ve HSK’y1 i¢ine alan kronik karaciger hastaligina kadar
degismektedir (1, 2, 10, 13, 14). Kronik HBV enfeksiyonu, %50 oraninda karaciger
sirozu ve %70-90 oraninda da HSK’ya neden olmaktadir (4). HBV enfeksiyonunun
patogenezi, virus ile virusun kodladigi antijenlere karsi konak immun yanit1 arasindaki
etkilesim ile iligkilidir (14). Hastaligin ciddi bir sonucu olan HSK’nin gelismesine
katkida bulunan en Onemli viral faktorler ise, virusun genotipi, spesifik genetik
mutasyonlar ve diger hepatit viruslar ile ko-enfeksiyonlarin oldugu belirtilmektedir (2).

Yenidoganlar veya cok kiicilk cocuklarda HBV enfeksiyonu genellikle
asemptomatiktir, ancak buna ragmen enfeksiyon ciddi sonuclara sahiptir. Erigkinlerdeki
enfeksiyonunun yaklagik 1/3’#i sarilik ile birlikte bulunan karaciger disfonksiyonu ile

karakterizedir. Ancak fulminant hepatit sebebi ile 6liim cok yaygin degildir (fatalite



orani, akut vakalarin %1’i civarinda). inkiibasyon periyodu uzundur (45-120 giin) ve
iyilesme genellikle uzamaktadir (2 aydan fazla), ancak HBV ile enfekte eriskinlerin
9%90’1ndan fazlas1 tamamen iyilesmektedir (12).

Eriskinlerdeki  vakalarin =~ %10’undan daha azinda ise, enfeksiyon
temizlenmemekte ve kronik hale gelmektedir. Yenidogan veya kiigiik cocuklardaki
enfeksiyon yiiksek seviyede kroniklesme ile sonuclanir. HBV ile enfekte yenidoganlarin
%90 kadari, kronik olarak enfekte hale gelirler ve 3 yasindaki ¢ocuklardaki
enfeksiyonun kroniklesme orani %30°dur. Cok genclerde, immun sistemin heniiz
olgunlagsmadigr asamanin, kronik enfeksiyonun gelismesinde ©nemli oldugu
diisiiniilmektedir. Kronik enfeksiyon asemptomatik olarak kalabilmekte ve vakalarin
kiiciik bir kisminda (6zellikle eriskinlerdeki) iyilesme ile sonlanabilmektedir. Ancak
diger hastalarda kronik aktif hepatit gelismekte olup, siroz ve Olim ile
sonuc¢lanabilmektedir (12).

HBYV, primer olarak kontamine kan ile temas, cinsel temas ve anneden bebege
dogum veya siit ile beslenme sirasinda yayilmaktadir. Persistan olarak enfekte bireyler,
kanlarinda cok yiiksek titrelerde virusa sahip olabilmekte, 10'%/mL seviyesine kadar
ulasabilmektedir ve virus kurumaya karsi 1 haftaya kadar dayanabilmektedir. Bu
sebeple virus taginmasi i¢in, enfekte kan ile temasin cok yogun olmasi
gerekmemektedir. Ev halki ile temasin, Ornegin ortak jilet kullaniminin virusun
yayilmasina Onciiliik ettigi vurgulanmaktadir. Saglik personelinin hastalarindan virusun
bulagsmasinda risk altinda bulunmasinda, sadece igne batmasi sorumlu degildir, bir¢ok
vakada bireylerin asilanmamis olmasi da zemin hazirlamaktadir. Kan transfiizyonu
onceleri virusun yayilmasinda olduk¢a Onemli bulas kaynagi olarak bilinmekteydi.
Ancak virusun varligmin tespitine yonelik duyarli testlerin gelismesi ile kan
transfiizyonunu takiben enfeksiyon gelisme riskinin, giiniimiizde gelismis iilkelerde
1/200.000 oldugu belirtilmektedir (12).

Dogumda kazanilan kronik enfeksiyon, dogada virusun persistan kalmasinda en
biiyiik mekanizmadir. HBV ile akut veya kronik olarak enfekte ve HBeAg pozitif
annelerden dogan bebeklerin %90 kadar1 HBV ile enfekte olabilmekte ve bunlardan
cogu kronik olarak enfekte hale gelmektedirler (12).

Diinyada 350 milyondan fazla insan HBV’u ile kronik olarak enfektedir (2, 4, 14,
15) ve bunlarin 250 milyondan fazlasi Asya’da bulunmaktadir (16). HBV enfeksiyonu,



hepatit B asilamasina ragmen tiim diinyada yillik 1 milyondan fazla O©liimden
sorumludur (10). Bu sebeple de HBV enfeksiyonu biiyiik halk sagligi problemi olarak
goriilmektedir (2, 4, 14, 15).

Kronik HBV tasiyicilariin prevalansi diinyanin farkli bolgelerinde degiskenlik
gostermektedir (17). HBV Sahraalti Afrika, Cin ve Giiney-Bati Asya’da oldukca
endemiktir. Ayrica Akdeniz havzasinda da olduk¢a endemik olup, bircok gelismis
iilkede Onemli seviyede bulunmaktadir (15). En fazla Asya ve Afrika kitasinda
goriilmektedir (%10-20), Giiney ve Dogu Avrupa, Kuzey Afrika, Orta Asya ve Giiney
Amerika’da orta diizeyde (%3-10) ve Bat1 Avrupa ile Kuzey Amerika’da diisiik diizeyde
(%0.3-1) goriilmektedir (17). Tiirkiye orta diizeyde endemik bolge olarak kabul
edilmektedir ve niifusunun yaklasitk %5’inin kronik HBV tasiyicist oldugu
bildirilmektedir (18, 19).

Viral faktorler ve konak immun yaniti, HBV enfeksiyonunun patogenezi ve
klinik sonucundan sorumlu tutulmaktadir. Aktif replikasyon sirasinda iiretilen yiiksek
viral kopya sayis1 ve HBV polimerazin 3’-5" “proof reading” aktivitesinin olmamasi
nedeni ile HBV, konak immunitesinin baskis1 altinda yiiksek mutasyonel orana sahiptir.
Enfeksiyonun dogal siirecinde ise gelisen mutasyonlarin HBV genomunda
birikebileceginin goz Oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Bu HBV mutantlari,
konak immun sistemi tarafindan taninmada 6nemli rol oynayan epitoplarda degisiklik
gosterebilmektedirler. Boylece virusun replikasyon seviyesi artarak, antiviral tedaviye
diren¢ gelistirip veya virusun hiicreye tutunma/penetrasyonunun kolaylagsmasi ile
virulansi artabilmektedir (1).

HBV tagtyicilarinin %7-30’unun HBeAg ¢ok az veya hi¢ eksprese etmeyen
HBV varyantlar1 ile enfekte olduguna inanilmaktadir. Tipik hepatit B enfeksiyonu
stireci, yiiksek serum HBV DNA seviyesi ile HBeAg pozitif fazi icermektedir. Daha
sonrasinda da hasta HBeAg'nin kayboldugu ve HBeAg’ye kars1 antikorlarin (anti-HBe)
ortaya ciktig1 bir serokonversiyon siirecine girer. Genellikle bu siireg, HBV DNA
seviyesindeki azalmay1 ve aminotransferaz seviyesinin normal degerine donmesini
isaret etmektedir. Bazi hastalar arasinda, heniiz acik olmayan sebepler nedeni ile
serokonversiyon ile iligkili immun baski HBeAg’yi az veya hi¢ eksprese etmeyen HBV
varyantlar1 secgilmektedir. Hastada anti-HBe gelismesine ragmen, karaciger hasar ile

iligkili aktif HBV DNA replikasyonu devam etmektedir (4).



2.1. HBV’unun Genomik Yapisi ve Gen Uriinleri

HBV’u, Hepadnaviridae ailesinin prototip iiyesidir (20) ve genomu kismen ¢ift
zincirli sirkiiler bir DNA molekiilii olup, yaklasik 3.200 niikleotid uzunlugundadir (12,
13, 21). DNA zincirlerinden biri, negatif (-) zincir, tam uzunluktadir ve 5’ ucuna
kovalent olarak tutunmus bir proteine sahiptir. Diger zincir olan pozitif (+) zincir,
degisken uzunlukta olup, tam uzunluktaki zincirden daha kisadir ve 5’ ucunda RNA
oligoniikleotidine sahiptir. Bu sebeple hicbir DNA zinciri kapanmamaktadir ve
sirkiilerlik yapiskan (kohezif) uclarla siirdiiriilmektedir (12).

Hepadnavirus virionlar1 zarflidir ve yaklasitk 42 nm ¢apindadir. Virion
niikleokapsid veya kor yapist HBV kor (core) antijeni (HBcAg) olarak adlandirilan
biiyiik bir kor proteini icermektedir. Eksternal glikoproteinler HBV yiizey (surface)
antijeni (HBsAg) olarak adlandirilmaktadir (12).

Genom oldukg¢a kompakt bir yapiya sahiptir (20) ve kismen iist iiste binen (22),
7 viral proteini kodlayan 4 adet “open reading frame” (agik okuma cercevesi-ORF)’den
olugmaktadir (Sekil 2.1) (21): S ORF (3 zarf proteini; HBsAg, gp36 [Pre-S1] ve gp42
[Pre-S2]), C ORF, P ORF, ve X ORF’dir (21, 22).

S geni (nt. 2848-nt.833; tip ayws); major antijen olarak adlandirilan 226 aa’ten
olusan bir protein (S) kodlamaktadir. Pre-S2 geni; 6nceki major antijen ile birlikte
medium (M) antijeni olusturan 55 aa’ten olusan bir protein kodlamaktadir. Pre-S1 geni;
bir 6nceki medium antijen ile birlikte large antijeni (L) olusturan 108 aa’ten olusan bir
proteini kodlamaktadir. C geni (nt.1814-nt.2450); sirayla viral niikleokapsidin bir
parcasi olan kor proteinini (HBcAg) veya kanda sekrete edilen HBe antijenini (HBeAg)
kodlamaktadir. P geni (nt.2307-nt.1621) ise;  viral DNA polimeraz (reverse
transcriptase-RT) proteinini kodlamaktadir. X geni (nt.1374-nt.1836); HBV X proteini
olarak adlandirlan (HBxAg) c¢esitli  gen-diizenleyici fonksiyonlara sahip
transkripsiyonel trans-aktivator proteinini kodlamaktadir (20, 21, 22).

Bu proteinlerden HBxAg ve HBeAg disindaki biitiin proteinler virion ile
birlesmis haldedirler. HBeAg ise kor proteininin tiim aminoasit sekansini icermekte ve
virus partikiiliine katilamamasina ragmen solubl halde enfekte hiicreden sekrete
edilmektedir. Bu ORF’lere ilaveten HBV genomu; iki arttirici (enhancer) dizisi, her iki

zincirin 5’ ucuna yerlesmis iki adet 11 bazlik direkt tekrar dizileri (direct repeat; DRI,



DR2), bir poliadenilasyon sinyali ve glikokortikoid yamiti i¢in bir alan (GRE)
icermektedir (Sekil 2.1) (21).

HBsAg’ye karsi antikorlarin bulunmasi gegirilen dogal enfeksiyonun iyilesmesi
veya HBV immunizasyonunun koruyucu etkisini gostermektedir. Kronik HBV
enfeksiyonu i¢in serum belirtecleri ise HBsAg, HBeAg ve antikorlari, kor antikoru

(anti-HBc) ve HBV DNA’dir (22).

Sekil 2.1. HBV genomik organizasyonu (21).

Kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda plazma HBV’u yaklasik 24 saat gibi
nispeten oldukga kisa yar1 omre sahiptir. Buna karsin enfekte karaciger hiicreleri 10-100
giin gibi olduk¢a uzun degisken yar1 omre sahiptir. Plazma HBYV {iretiminin ortalama
toplam miktar1 ise giinde 1.3x10" partikiildiir. Toplam serum virus yiikii farkli
hastalarda ortalama 2.2x10"" olmak iizere 10" ile 10'? partikiil arasinda degismektedir

(22).



2.2. HBV Genleri

2.2.1. S Geni

S geni 3 bolge icermektedir ve sadece N-uglarmin uzunluklan degiskenlik
gosteren 3 farkli glikoprotein kodlamaktadir. Gen iiriinleri; sadece S-bolgesinden
kodlanan S (small)-HBsAg (veya major HBsAg), preS2-bolgesinden kodlanan M
(medium)-HBsAg (281 aa) ve preS1-bolgesi, preS2-bolgesi ve S-bolgesinden kodlanan
L (large) HBsAg (alttipe bagh olarak 400 veya 389 aa) olarak adlandirilmaktadir (20).

HBsAg, onemli bir zarf proteinidir ve nétralizan antikorlar tarafindan taninan
baslica epitoplar olup, hiicre membranina enfeksiydz partikiillerin tutunmasinda rol

[Pl

oynayan bolgeleri icermektedir. Notralizasyon oOzellikle HBsAg’'nin “a” antijenik
determinantinda bulunan epitoplara antikorun baglanmasi ile gergeklesir. Bu “a”
antijenik determinanti tim HBsAg alttiplerinde ortaktir ve akut enfeksiyon sonrasinda
veya bagarili bir agilamadan sonra iyi bir immun korunmaya izin verir (21).

HBsAg, enfekte hiicrelerden sferik veya flamentdz agregatlar seklinde sekrete
edilir ve konak immun yaniti ile kompleks etkilesimler yolu ile HBeAg ile birlikte, viral

persistansin olugmasinda ve kronik enfeksiyonun siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar

(21).

2.2.2. C Geni

C geni, 2 bolge icermektedir, bunlar; viral niikleokapsidi kodlayan (HBcAg) 183
aa kalintisindan olusan kor bolgesi ve kor gen bolgesi ile birlikte kanda sekrete edilen
HBeAg’yi kodlayan ATG baglangic kodonu ile baslayan, 29 aa kalintisindan olusan
prekor gen bolgesidir (23, 24). Bazal kor promoter gen bolgesi ise, prekor gen
bolgesinin hemen {iist kismindadir ve 1744-1804. nt’ler arasinda yer almaktadir. Bazal
kor promoter gen bolgesi, prekor ve kor RNA’sinin iiretimini kontrol etmektedir. Kor
RNA’s1 bircok fonksiyona sahiptir: major kapsid proteini olan kor proteinini

kodlamaktadir, pregenomik RNA (viral kora paketlenmektedir) olarak gorev
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yapmaktadir ve pregenomik RNA’y1 kismen ¢ift zincirli genomik DNA’ya ceviren
“reverse transkriptase” yani DNA polimerazi kodlamaktadir (25). Kor gen iiriinii olan
kor antijeni (HBcAg) hepatosit yiizeyinde eksprese edilmektedir. Baz1 kor partikiilleri
ise, HBV DNA ve DNA polimeraz icermektedir ve bu partikiiller zarf proteini ile
cevrelendiklerinde HBV partikiillerini olusturmaktadirlar (23). Prekor RNA ise, “e”
antijeni prekiirsorii olan prekor proteinini kodlamaktadir. Prekor proteini, kor proteini
ve “e” antijeninin sekresyonu i¢in gerekli sinyal dizisini iceren Oncii sekans1 kodlayan
tim yapiyr (frame) igermektedir. Sinyal dizisi endoplazmik retikulumda sinyal
peptidazlar yardimi ile prekor sekansindan cikartilarak, p22 tiirev prekor proteni
olugmaktadirlar. p22 proteini daha sonra post-endoplazmik retikulum bolmelerinde
proteazlar tarafindan kesilerek (klevaja ugratilarak) hepatositlerden sekresyona hazir
olgun “e” antijenleri olugsmaktadir (23, 25). Olgun bir virion genellikle 20-29 aa’lik
prekor sekansimi ve 1-149 aa’lik kor sekansimi igcermektedir. Normal HBe sekansina
ilaveten 1-19 aa’lik prekor bolgesi ile devam eden baska HBeAg’ler de tespit
edilebilmektedir (20). HBeAg aktif viral proliferasyonun bir gostergesidir ve anti
HBe’nin ortaya ¢ikmas1 karacigerde viral replikasyonun durmasi ile iligkili

olabilmektedir ve ayrica diisiik enfektiviteyi gostermektedir (24).

2.2.3. X Geni

X-ORF, HBx olarak adlandirilan 154 aa’den olusan bir protein kodlamaktadir.

HBx cesitli hiicresel ve viral genleri, cis ve trans aktive edici elementle transaktive

etmektedir ve HSK’nin gelismesinde dnemli rol oynayabilmektedir (20).

2.2.4. P Geni

P-OREF, polimeraz (Pol) olarak adlandirilan ¢ok fonksiyonlu bir enzim (831 aa;

93 kDa) kodlamaktadir. Polimeraz enzimi, pregenomik RNA’nin ¢ift zincirli DNA’ya

reverse transkripsiyonundan sorumludur (20).
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2.3. HBV Enfeksiyonunun Replikatif Siklusu

HBYV, RNA aracili ilging bir replikatif siklusa sahiptir. HBV’nin yasam siklusu

Sekil 2.2°de sematize edilmistir.

Viral DNA transkripsiyonu:

Hepatositlerin enfeksiyonundan sonra viral niikleokapsid niikleusa tasinir.
Transport, kapsid proteinin fosforilasyonuna baglidir ve o ve P hiicresel transport
reseptorleri aracilifiyla gerceklesmektedir. Kapsid biiyiikliigii yaklasik 35 nm olup,
niikleer porlardan transport igin iist limitte bulunmaktadir. Viral genom niikleusta
kapsidinden ayrilir ve “covalently closed circular” c¢ift iplik¢ikli DNA (cccDNA)
molekiiliine doniistiiriilmektedir. Bu islem sirasinda, negatif (-) zincire tutunan protein
uzaklastirlmakta, pozitif zincirin 5° ucundaki RNA oligoniikleotid tarafindan bosluk
tamamlanmakta ve DNA zincirinin ucu kapanmaktadir. Konak tamir enzimlerinin bu
stireci gerceklestirdigi sanilmaktadir. Olusan cccDNA ne konak genomuna entegre
olmaktadir, ne de epizom olarak replike olmaktadir, daha ziyade sirkiiler tek bir DNA
kopyasi olarak bulunmaktadir (12).

cccDNA, hiicresel RNA polimeraz II ile transkribe edilmekte ve cesitli
mRNA’lar olugmaktadir. Sadece bir zincir transkribe olmaktadir. DNA’daki 4 farkl
promoter 3.5, 2.4, 2.1 ve 0.7 kb uzunlugundaki transkriptlerin iiretimine neden
olmaktadir ve bunlarin hepsi aym “poly (A)” ucu ile sonlanmaktadir. Daha sonra da,
RNA transkriptleri poliadenillenmektedir. Memeli hepadnaviruslarinin poliadenilasyon

sinyalini “TATAAA” dizisi olusturmaktadir (12).
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Sekil 2.2. Hepadnavirus replikasyon semasi. Virion icindeki kismen ¢ift zincirli DNA genomu; tam
uzunluktaki negatif (-) zincirli DNA ve degisen uzunluktaki pozitif (+) zincirli DNA’dan olusmaktadir.
Virusun hiicreye girmesinden sonra, genom niikleusta tamir edilerek “covalently closed circular DNA
(cccDNA)” seklini alir. Konak RNA polimeraz enzimi yardimi ile, pregenomik RNA (pgRNA) dahil
¢esitli uzunluklarda mRNA’lar transkribe edilir. Bu mRNA’lar sitoplazmaya tasinir ve sitoplazmada
translasyonla viral proteinleri sentezlerler. Endoplazmik retikulum (ER) dan tomukcuklanmadan 6nceki
son basamak ise DNA’nin pozitif (+) zincirinin kismen sentezlenmesidir (12).
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Viral RNA transkripsiyonu, yogun olarak hepatositlerde gerceklesmektedir.
Ciinkil baz1 promoterler optimal aktivite icin, hepatositlerde bulunan “hepatosit niikleer
faktor-1, (HNF-1)” gibi transkripsiyon faktorlerine ihtiya¢ duymaktadir. Ayrica DNA’da
hepatositlerde etkili bir sekilde fonksiyon goren iki arttirict1 (enhancer) dizinin
bulundugu bilinmektedir (12).

Dort sinif mRNA sitoplazmaya translasyon ve virion birlesmesi (assembly) icin
tasinmaktadir. Cikis, post-transkripsiyonel regiilatdr element (PRE) olarak adlandirilan
yaklagik 500 nt’lik bir dizi elementi ile kolaylastirilmaktadir. Bu elemente, biiyiik
hepadnaviral RNA’lar u¢ uca eklenemedigi (splice edilmedigi) icin ihtiyag
duyulmaktadir (12).

Viral proteinlerin sentezi:

Viral proteinlerin sentezi komplekstir. Genellikle 4 gen bilinmektedir. Kor geni;
prekor ve kor (HBcAg) olarak adlandirilan iki iiriin vermektedir. Polimeraz geni; RT-
RNase-H (genellikle polimeraz veya Pol olarak adlandirilmaktadir) olusturmaktadir.
Yiizey (surface) proteini geni; pre-S1, pre-S2 ve S (HBsAg olarak da
adlandirilmaktadir) olarak adlandirilan 3 protein iiretmektedir. X geni; asil fonksiyonu
bilmediginden X olarak adladirilan bir protein olustirmaktadir (12).

Kor ve polimeraz proteinleri en biiyiikk (3.5 kb) mRNA’dan transkribe
edilmektedir. Iki mRNA ayn1 promoterdan iiretilmeye baslamaktadir. mRNA’lardan biri
prekor olarak adlandirilan proteini iiretmek iizere translasyona ugrar, digeri ise
pregenomik RNA (pgRNA) olarak da adlandirilmaktadir. Bu mRNA’nin alt kismindaki
AUG aym okuma cer¢evesinde bulunan kor proteininin translasyonunun
baslatilmasinda kullanilmaktadir. Kor proteini virionun major kapsid proteinidir.
Prekorun akibeti ise daha farklidir. Sentez sirasinda endoplazmik retikuluma yerlesir ve
salgisal vezikiiller ile taginir. Amino (N)-terminal ucu sinyal dizileri ve bazi karboksi
(C)-terminal ucu kalintilar1 uzaklagtirilir. Hiicreden HBeAg olarak adlandirilan 17-
kDa’luk proteinler seklinde sekrete edilir (12).

Polimeraz proteinini kodlayan polimeraz geni kor geninin alt kisminda

bulunmaktadir. Kor geninden farkli bir okuma cergevesi i¢indedir ve kor geni ile kismen
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iist tiste binmistir. Polimeraz geninin translasyon mekanizmasi heniiz agik degildir. Kor
ile ayn1t mRNA’dan transkribe edilmektedir, ancak baslangi¢ internaldir (12).

Yiizey proteini 3 formda iiretilmektedir. Uzun olani, L (large) veya preS1 olarak,
orta olan1 M (medium) veya preS2 olarak ve kisa olani ise S olarak adlandirilmaktadir.
Bunlar N uglarina gore ayrilmaktadirlar ve aymi cercevedeki farkli AUG baslangig
kodonlarimin kullanilmasi ile iiretilmektedirler. PreS1; 2.4 kb’lik mRNA’dan terciime
edilmektedir, preS2 ve S ise; prekor ve kora benzer bir sekilde 2.1 kb’lik mRNA’dan
terciime edilmektedirler (Sekil 2.3) (12).

X proteini ise 0.7-kb’lik mRNA’dan terciime edilmektedir (12).

Viral genomun replikasyonu:

3.5-kb’lik pgRNA sadece mRNA olarak gorev yapmaz, ayrica viral genom
replikasyonu icin aract olarak da bulunmaktadir. Reverse transkripsiyon aktivitesine
(RNase H) sahip protein P, virionda bulunan ¢ift iplik¢ikli DNA’y1 yapmak iizere bu
RNA’y1 kalip olarak kullanir. {1k zincir sentezlendikten sonra protein P ilk zincirin 5’
ucuna kovalent baglarla tutunur (12).

DNA sentezi kapsid i¢cinde olmaktadir, bu sebeple de ilk basamak pgRNA’nin
enkapsidasyonudur. Sadece pgRNA paketlenir. Bu RNA, kor ve polimeraz genleri igin
mesaj tasimakta olup, enkapsidasyon i¢in bu her iki gen de gerekmektedir. Protein P
RNA’nin 5’ ucunda bulunan epsilon (g) olarak adlandirilan spesifik diziye baglanir. Bu
sinyal, RNA’nin her iki ucunda da bulunan yaklasik 200 nt’lik direkt tekrar (Direct
repeat, DR) dizileri icinde bulunan “ilmik goévde” (stem loop) yapist iginde
bulunmaktadir. “€” sinyali RNA'nin her iki 5’ ve 3’ ucunda bulunmasina ragmen sadece
5’ ucundaki enkapsidasyon i¢in sinyal fonksiyonu gormektedir. P proteini €’a

baglandiginda, kor toplanarak, kapsid sekillenir (Sekil 2.4) (12).
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Sekil 2.3. (A) HBV genomunun sirkiiler haritasi. Tekrarlayan elementler (DR1 ve DR2)in, bilinen dort
promoterin (siyah oklar) ve DNA’min pozitif (+) zincirindeki degisen uzunluktaki “gap-bosluk”in
lokalizasyonu  gosterilmektedir. Bu genom  haritasi, pgRNA’min  baslangicindan  itibaren
numaralandirilmigtir. Bazi yazarlar, EcoRI restriksiyon alanindan (burada 1407. nt’e karsilik gelmekte)
itibaren niikleotidleri numaralamaktadirlar. (B) “Open reading frame-ORF’leri gosteren cccDNA’nin
dogrusal haritasi. Burada alti tane RNA ve bunlardan terciime edilen proteinler (renkli bloklar)
goriilmektedir. Prekor RNA ve kor RNA (pgRNA)’nin uzunlugu genomunkinden daha fazladir ve biitiin
mRNA’lar 121. nt'de poliadenilasyon alani ile son bulur. (C) mRNA’larin transkripsiyon ve
translasyonu. Biitiin transkriptler, kalip olarak kullanilan negatif (-) zincirli DNA’dan yapilmaktadir (12).
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Sekil 2.4. RNA elementinin ¢ift boyutlu yapisi, HBV RNA’daki paketleme (enkapsidasyon) sinyalini
olusturmaktadir. Prekor ve kor proteinleri i¢in baslangi¢c kodonlar: isaretlenmistir, direkt tekrarlayan
diziler (direct repeat sequence, DR) golgelendirilmistir ve mavi ¢izgiler DNA replikasyonunun baslangig
dizisini gostermektedir (12).

Niikleokapsid i¢inde, ilk zincir 3’ ucundan 5’ ucuna dogru, P proteini yardimu ile
sentezlenir. P proteininin RNase H aktivitesi ile ilk DNA zincirinin sentezlendigi RNA
yikimlanir (degrade edilir), ancak RNA’nin 5’ ucu yikimlanmaz, ikinci zincir DNA nin
sentezi i¢in primer gorevi goriir. Ikinci zincir de sentezlenir, ancak genelde bu sentez
tamamlanmaz, bu yiizden de genomik ¢ift zincirli DNA, uzunlugu degisen tek zincirli
bir bosluga sahip olmaktadir (12).

Boylece, viral DNA genom kopyasini iceren olgun kapsid olusur. Yeniden
niikleusa taginir ve DNA’s1 serbest kalarak, yeni bir replikasyon siklusunu baslatir. Bu
nukleusta mRNA sentezi i¢in kalip gorevi goren viral DNA nin yaklagik 20 kopyasinin
toplanmasi ile sonuglanir. Bu siireg, biiyiik miktarda S proteininin birikmesinden once,

enfeksiyonun erken sathalarinda olusmaktadir (12).
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Virionun birlesmesi (assembly):

Kismen ¢ift zincirli DNA iceren korlar, Dane olarak adlandirilan olgun virionlar
olusturmak iizere intraselliiler membranlardan tomurcuklanir. 42 nm ¢apindaki virion
zarfi, L (pre-S1) ve S proteinlerinin her ikisini icermektedir (12).

42 nm c¢apindaki Dane partikiillerine ilaveten, 20 nm ¢apindaki partikiiller de bol
miktarda iiretilmektedir (Dane partikiillerinden 10*-10° kat daha fazla). Bu partikiiller S
ve M proteinlerini icermektedir. Ancak L proteini ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur, kor
proteini ise bulunmamaktadir. Bu partikiiller hiicreden sadece S proteini eksprese
edildiginde olusmaktadirlar, ancak diger viral komponentler olmasa da hiicreden
tomurcuklanabilmektedirler. Virus, 20 nm capindaki partikiilleri ¢ok miktarda
iiretebilmektedir. Immun sistemin tolere edebilmesi icin, serumda 10%/mL
konsantrasyonuna kadar ulasabilmektedirler. Bu partikiillerin icerdigi HBsAg

konsantrasyonu 100 pg/mL’ye kadar ulasabilmektedir (12).

2.4. HBV Enfeksiyonunun immunolojik Ozellikleri

HBYV enfekte ettikleri hepatositler iizerinde direkt sitopatik etkiye sahip degildir.
(12, 20, 26). In vivo hiicre Kkiiltiirii ¢aligmalarinda virusun persistan, non-sitolitik
enfeksiyona sebep oldugu ortaya konmustur (12). HBV enfeksiyonu sirasinda karaciger
hasarina sitotoksik T lenfositlerinin aktivitesi gibi faktorler sebep olmaktadir (12, 20,
26). Hepatositlerden eksprese edilen viral proteinler, T hiicreleri igin hedef
olusturmaktadir. T-hiicre aracili immun yanit akut kendini sinirlayan hepatitte viral
temizlenme icin en Onemli mekanizmadir (20). Sitotoksik T lenfosit yanitimin giicil,
enfeksiyonun siirecini belirlemektedir. Gii¢lii immun yanit, virusun temizlenmesi ve
iyilesme ile sonuglanmaktadir, ancak sariligin gelistigi hepatit olgular1 da siklikla
iyilesme ile sonuclanabilmektedir. Zayif immun yanit sonucu ise az semptomlu kronik
hepatit ile sonuclanmaktadir. Orta siddette yanit ise, kronik hepatit ile karakterize,

kronik enfeksiyon ile sonuclanmaktadir (12).
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Bu nedenle enfeksiyonun seyri; enfeksiyonun yasi, konak genetik faktorleri
(HLA tipi gibi) ve viral antijenlerin ekspresyonunu etkileyen virusun genetik
degiskenligi gibi, immun yanit1 etkileyen cesitli faktorlere baglidir (26).

HBV kronik enfeksiyonunun diger insanlar1 enfekte etme potansiyelindeki
ciddiyet sebebi ile kronik olarak enfekte hastalarda enfeksiyonun kontrol edilmesindeki
ve temizlenmesinde kullanilacak metodlarin gelistirilmesindeki ¢abalar devam
etmektedir. HBeAg son yillara kadar enfektivite belirteci olarak kullanilmaktaydi.
Ancak giiniimiizde tedavi yamtinin degerlendirilmesinde direkt olarak viral titre
Olciilmektedir. Yiiksek doz interferonun (bir sitokin olup, immun yamti arttirmaktadir)
kullanildigr ilk tedavide, kismi bir basarinin gozlendigi bildirilmektedir. Enfeksiyonun
temizlenmesinde hastalarin ¢ok az bir kisminda basarn elde edilmistir. HBV tedavisinde
kullanilan ilaclar, pahali ve toleranst zayif olup, ¢esitli yan etkilere sebep olmaktadir.
HBYV enfeksiyonunun kontrol edilmesinde, niikleosid analoglarinin etkinligi ile ilgili
denemeler halen devam etmektedir. Niikleosid anologlar1 i¢inde lamivudin tedavisinin
hastalarin  %50’sinden fazlasinda iyilesme ile sonuglandigi ve %16’sinda da
enfeksiyonun agikca temizlendigi bildirilmektedir. Direncli viruslar vakalarin %10’ unda
ortaya ¢ikmaktadir, bu da devam eden tedavinin etkinligini sinirlandirmaktadir. Ancak
kombinasyon tedavisinin basari oramini artiracagi belirtilmektedir. Bazi hastalarda
karaciger transplantasyonu gerekmektedir. Ancak sirkiilasyondaki virus, greftin

reenfeksiyonunu kaginilmaz hale getirmektedir (12).

2.5. HBV-DNA’sinda Meydana Gelen Dizi Degisiklikleri
HBV’nin genetik degiskenligi; tasiyici popiilasyonda viral genomun ayriliklarim

yansitan genotiplerin gelismesinde ve enfekte kisilerde mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi

seklinde gozlenmektedir (21, 26).
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2.5.1. HBV Genotipleri ve Alt Genotipleri; HBsAg Alt Tipleri

HBV genom replikasyonu, viral DNA’min reverse transkripsiyonu ile
sentezlenen tam uzunluktaki RNA aracisini icermektedir. Sentez viral DNA polimerazda
bulunan “reverse transkriptase” aktivitesi ile gerceklesmektedir. RT, transkripsiyon
hatalarim diizeltmedigi icin, HBV genom replikasyonu sirasindaki mutasyonlarin sikligi
(aym1 RNA viruslarindaki gibi), karakteristik DNA viruslarindan daha yiiksektir. Sonug
olarak da, HBV popiilasyonlari, cevresel faktorlere karsilik olarak bircok DNA
viruslarindan daha cabuk evrim gecirebilmektedir ve boyle faktorlerin baskisi altinda
HBV mutantlarinin ortaya ¢ikmasi muhtemelen daha sik gelisen bir olaydir (21).

Bu faktorlerin hepsi HBV suslarinin yaygin cesitliligine katkida bulunmaktadir.
Genotipler, alt-genotipler ve HBsAg alt-tipleri; ortak, ayr1 evrimsel tarihi paylasan
genetik olarak stabil viral popiilasyonlar1 gostermektedir. Bunlarin spesifik insan
popiilasyonlarinda ortaya cikmasi ve diinyanin baska bolgelerine konaklan ile birlikte
goc¢ etmesi, bunlarin cografik dagilim gostermesine neden olmaktadir. Mutasyon ve
mutant seleksiyondan kaynaklanan ilave stabil degisiklikler de gbzlenmektedir. Bu viral
alt popiilasyonlar, HBV varyantlar olarak bilinmektedir. (21).

HBV izolatlarinin HBsAg alt tiplerine gore gruplandirilmasi 30 yil Once
gerceklestirilmistir. Alt tip spesifitelerinin ekspresyonuna katilan HBsAg epitoplar
molekiiliin 2 eksternal ilmegini (loop) (110-180) iceren bir bolgedir ve HBV suslarim
antijenik olarak cesitli yapmaktadir. Aym1 bolge bilinmeyen sayida epitop icermektedir.
Bu epitoplar biitiin wild-tip HBV suslarinda ortak olarak bulunan HBsAg’nin “a”
determinant1 olarak tamimlanmaktadir. Belirli HBsAg alt tipleri tarafindan ‘“a”
determinantina kars1 olusturulan antikorlar HBV partikiillerinin enfektivitesini notralize
edebilmektedir, bu da biitiin alt tiplere kars1 ¢apraz korumay1 ve mevcut HBV asilar
tarafindan indiiklenen koruyucu immuniteyi olusturmaktadir. HBsAg alt tip
identifikasyonu, poliklonal antikor veya monoklonal antikorlarin referans panelleri ile
test edilmesini gerektirmektedir. Ancak spesifik pozisyonlarda kodlanan aa’leri
identifiye ederek, HBsAg’yi kodlayan viral genom bdlgesinin sekansi da tahmin
edilebilmektedir (Cizelge 2.2). HBsAg alt tipleri; ortak bir 6érnek determinantlarin iki
seti ile (d/y ve w/r), 4 farkh alt ozellikte “w” determinant1 (w1-w4) ve eksprese edilen

ticlincii bir determinant (q) ile tanimlanmaktadir. HBsAg alt tiplerinin gosterilmesi ise;
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ortak “a” determinant1 ile baglamakta, sonrasinda da susta identifiye edilen alttip

determinantlari ile devam etmektedir (0rnegin, “adw?2”, “ayr”) (21).

Cizelge 2.2. Aminoasitler ile HBsAg alt tipi’nin tahmin edilmesi ve HBV ORF’lerinin tahmin edilen
DNA dizisi (21).

HBsAg pozisyonunda aa Tahmin edilen HBsAg alt-tipi

122 127 134 | 159 | 160 | 177 | 178 178
Lys Pro Phe | Ala | Lys | Val | Pro adw?2
Lys Thr Phe | Ala | Lys | Val | Pro adw3
Lys Leu Phe | Gly | Lys | Val | Gln adw4q-
Lys Pro Phe | Ala | Arg | Ala | Pro adr
Lys Pro Phe | Val | Arg | Val | Pro adrqg-
Arg Pro Phe | Ala | Lys | Val | Pro aywl
Arg Pro Tyr | Gly | Lys | Val | Pro ayw2
Arg Thr Phe | Gly | Lys | Val | Pro ayw3
Arg | Leulle | Phe | Gly | Lys | Val | Pro ayw4
Arg Pro Phe | Ala | Arg | Val | Pro ayr

Bu viruslarin niikleotid sekans analizine dayanan karsilastirmali filogenetik
analizi ile tiim genom i¢inde %8’den biiyiik (13) ve S gen seviyesinde %4’den daha
fazla farklilik ile A’dan H’ye kadar 8 genotip icinde smiflandirilmistir (11, 13, 22).
ORF’lerin uzunluklar1 ve kodlanan protein biiyiikliikleri yoniinden genotipler arasinda

bazi farkliliklar bulunmaktadir (22).

Okamoto ve arkadaslari, 1988 yilinda ilk defa, tim HBV genomu icinde %8
veya daha fazla ayrilik ile A’dan D’ye kadar 4 genotipi tanimlamistir (27). Norder ve
arkadaglar1 (28), 1992 yilinda daha onceden Okamoto ve arkadaglari tarafindan
siniflandirilan HBV genomlarmin S gen dizilerini siniflandirarak, genomlar arasinda
9%4.1 kadar kiigiik farklig1 gostermislerdir. Bu nedenle de, E ve F olarak adlandirilan iki
yeni genotipi S gen seviyesinde en az %4 oranmindaki farkliligi kullanarak
tanimlamiglardir. Daha sonra da, Belgika ve Orta Amerika’dan D ve H genotipleri

bildirilmistir (29, 30).

HBYV genotiplerinin dagilimimin ise etnik kokenle iligkili farkli cografik dagilima
sahip oldugu bildirilmektedir (2, 13). Genotip A; Avrupa, Kuzey Amerika, Brezilya,
Giiney Afrika ve Hindistan’da daha prevalan olmasina karsin, Genotip B ve C; Asya’da

daha sik bulunmaktadir (22, 31). Genotip D; Akdeniz bolgeleri, Giiney Avrupa, Orta
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Asya, Hindistan’da daha siklikta bulunmaktadir. Genotip F; Giiney ve Orta Amerika’da,
genotip G; Amerika Birlesik Devletleri (A.B.D.) ve Avrupa’da (Fransa), genotip H ise;
Orta Amerika (Meksika) (31, 32) ve Giiney Amerika (Kaliforniya)’da goriilmektedir
(17, 33).

HBYV genotipleri ile HBsAg alt tipleri arasinda bazi iligski gdzlenmistir. Ancak
bircok genotip iki veya daha fazla alt tip ile iligski icinde bulunabilmektedir (Cizelge
2.3). Her bir genotip/alt genotip arasindaki iligki ile tanimlanan HBV gruplari, siklikla
tipik bir cografi dagilim gostermektedir ve bu 6zellik popiilasyonlarda goriilen HBV
suslarinin 6neminin belirlenmesinde kullanilmaktadir (21). Ayrica HBV genotip/alt
genotiplerinin biyolojik ©zelliklerinde farklilik da olabilecegi belirtilmektedir. HBV
genotip/alt  genotiplerinin  kiiresel dagilimindaki heterojenite, sadece farkli
popiilasyonlarda HBV mutasyonlarinin prevalansindaki farkliliga sebep olmayip, HBV
enfeksiyonlarinin klinik seyri ve antiviral tedaviye yanittaki farklilhiktan da sorumlu

olabilecegi giderek anlasilmaktadir (11).

Cizelge 2.3. HBV genotip ile HBsAg alt tipleri arasindaki sabit iligki ve baslica cografik dagilimlar1 (21).

HBY genotip | HBV alt-genotip | HBsAg alt-tip | Sikhk Bashca cografik dagilim
A A2 adw?2 Yiiksek Avrupa, Kuzey Amerika,
Avustralya
Al aywl, adw?2 Yiiksek Afrika
B B1, B2, B3 adw2 Yiiksek Uzak Dogu
B4 aywl Yiiksek Uzak Dogu
B2 adw3 Diisiik Uzak Dogu
C Cl1,C2,C4 adr Yiiksek Uzak Dogu
C3 adrg- Yiiksek Yeni Gine, Pasifik
Cl,C2 ayr Yiiksek Uzak Dogu
Cl1, C3 adw?2 Diisiik Uzak Dogu
C4 ayw3 Diisiik Uzak Dogu, Pasifik
D D1, D3, D4 ayw?2 Yiiksek | Bati Asya, Dogu Avrupa, Akdeniz
D2, D3 ayw3 Yiiksek Tiim Diinya
Tanimlanmanmsg adw3 Diisiik Dogu Avrupa, Ispanya
D2 ayw4 Disiik Dogu Avrupa, Ispanya, Amerika
Birlesik Devletleri
E - ayw4 Yiiksek Afrika
F F1, F2 adw4q- Yiiksek Latin Amerika, Alaska, Pasifik
F1, F2 ayw4 Diisiik Latin Amerika
G - adw2 Diisiik Avrupa, Kuzey Amerika
H - ayw4 Diisiik Orta Amerika
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Bunlardan HBV genotip D enfeksiyonunun ciddi karaciger hastalig: ile iligkili
oldugu ve asemptomatik tasiyicilar ile karsilastirldiginda HSK’li hastalarda genotip
D’nin genotip A’dan daha yiiksek prevalansa sahip oldugu bildirilmektedir (2, 34).

HBV genotiplerine ilaveten, genotip A, B, C, D ve F i¢inde alt genotipler de
identifiye edilmistir. Alt genotipler, genotip E, G ve H icinde heniiz belirlenmemistir (11,
21).

Tiirkiye’de simdiye kadar yapilan ¢alismalarda HBV genotiplerinin dagilimi
incelendiginde agirlikli olarak (%100) D genotipinin bulundugu gézlenmektedir (8, 35,
36, 37, 38, 39, 40) (Cizelge 2.4). Kaya ve arkadaglarinin Isparta bolgesinde yaptigi
calismada %84.1 genotip D/E, %4.4 Genotip A, %1.4 Genotip C ve %0.7 Genotip F’ye
rastladiklar bildirilmistir (41). Genotip D, 6zellikle Akdeniz havzasi ve Orta Doguda
daha siklikta gozlenmektedir. Bununla baglantili olarak Tiirkiye’nin cografi yerlesimi
ile Giiney dogu Avrupa ve Asya arasinda kopril gorevi gormesi nedeniyle genotip D’nin

yaygin goriillme sebebini agiklamaktadir.

Cizelge 2.4. Tiirkiye’de HBV genotiplerinin dagilimi (ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay,
PCR-RFLP: Polymerase Chain Reaction-Restriction fragment length polymorphism).

Arastirmaci Yil Cabgilan Fen . Genotip Yontem
hasta sayisi bolgesi
Serin ve ark (8) 2005 50 S geni %100 Genotip D DNA dizi analizi
- . . . PCR-RFLP
Ozdemir ve ark (35) 2005 54 S geni %100 Genotip D DNA dizi analizi
Yalcin ve ark (36) 2004 44 S geni %100 Genotip D DNA dizi analizi
N Pre-S .
Siinbiil ve ark (37) 2005 78 . . %100 Genotip D PCR-RFLP
bolgesi
. . . PCR-RFLP
Sertoz ve ark (38) 2008 54 S geni %100 Genotip D DNA dizi analizi
Aksoy ve ark (39) 2006 127 S geni %100 Genotip D PCR-RFLP
Pre-S PCR-RFLP
Leblebicioglu ve ark (40) 2004 147 1> 9100 Genotip D  Genotip spesifik
bolgesi
PCR
%85.1 Genotip
Pre-S D/E
Kaya ve ark (41) 2007 135 b“rle . %4.4 Genotip A ELISA
O8ES 941.4 Genotip C
%0.7 Genotip F
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2.5.1.1. HBYV Sekans Heterojenitesi

Giintimiizde bilinen HBV genotiplerine ilaveten genotipler arasinda yeni HBV
varyantlarii olusturan rekombinasyonlarin oldugu bildirilmistir ve bu da virusun
genetik cesitliliginin artmasina sebep olmaktadir. Bununla birlikte, genotip B, C ve D
arasinda bircok rekombinasyonun varligi bildirilmistir. Ancak hepatit B’nin tanis1 ve
enfeksiyonun takibinde bu rekombinantlarin etkisinin heniiz tanimlanmadig
bildirilmektedir. Bununla birlikte, akut HBV enfeksiyonunun kétiiye gitmesinde, HBV
genotipleri ve molekiiler varyantlar1 arasinda gittikce artan bir iliskinin oldugu

bildirilmektedir (13).

2.5.1.2. HBV Genotiplerinin Belirlenmesinde Kullamlan Yontemler

Tiim genomun %92’den daha fazla veya daha az niikleotid dizi benzerligine
dayanan orjinal siniflandirmasi, dizi analizi ve filogenetik aga¢ olusturulmasi ile
gerceklestirilmektedir (42). Genotipleme, HBV genomunun pre-S ve S genlerinin bir
kisim dizilerinin ortaya c¢ikarilmasiyla da yapilabilmektedir (43). PCR, HBV’nin
genomik tiplendirilmesini kolaylastirmaktadir. Tip spesifik primerler ile amplifikasyon
ve “restriction fragment length polymorphism (RFLP)’e dayanan tiplendirme teknikleri
bulunmaktadir (42). Ayrica, “line probe assay (LIPA)” ve “enzyme-linked immunoassay
ELISA)” teknikleri de bulunmaktadir (36, 44).

Serotipleme, 1970’1i yillarin oncesinde uygulanmaya baslanmistir ve HBsAg’de
bulunan 3 antijenik determinanta kars1 seroreaktiviteyi ifade etmektedir. Bu
determinantlar ortak “a” determinati ve birbirinden bagimsiz 6zel (mutually exclusive)
“d/y” ile “w/r” olup, bunlarla 4 biiyiik serotip; adw, ayw, adr ve ayr tanimlanmistir.
Daha sonrasinda da bunlarinda dahil oldugu toplam 9 serotip tanimlanmistir.
Seroreaktivitenin genomik temeli S geninin dizi analizi ile acgiklanmistir ve
serotiplendirmenin filogenetik iligskiyi dogru olarak yansitmadigi gosterilmistir (42).

Giintimiizde RFLP yontemi, HBV genotiplendirmesinde en yaygin kullanilan
metodtur (36). RFLP ile genotiplendirme yontemi, giivenilir bir sekilde genotip

farkliligin1 yansitmakla birlikte, bu farklilifin tanminmasina izin veren restriksiyon
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alanlarinin belirlenmesini de saglamaktadir (42). S geninin analizine dayanan RFLP ile
tiplendirme yontemi Lindh ve arkadaslar (45) tarafindan tamimlanmistir. Ancak bazi
serum Orneklerinin bu metod ile atipik restriksiyon paterni gosterdigi veya
tiplendirilemedigi bildirilmistir. Bu sebeple, genotipler arasi degiskenligi gosteren,
genotipler icindeki oldukc¢a korunmus bir bolgeyi yansitan pre-S bolgesinin RFLP
yontemi ile analizine dayanan ilave bir metod gelistirmislerdir. Bu metodun, pre-S
bolgesinin 446 bp’lik bir segmentinin amplifikasyonu ve arkasindan da Avall ve Dpnll
restriksiyon enzimleri ile RFLP analizine dayanan bir yontem oldugu belirtilmistir (42).

Otomatize DNA dizi analizi cihazlarinda belirlenen HBV dizileri, bilgisayar
programlar1 kullanilarak, GenBank’dan elde edilen referans niikleotid dizileri ile
eslestirilmekte  (hizalanmakta) ve daha sonrasinda da filogenetik agaclar
olusturulabilmektedir (36).

RFLP ve LIPA gibi metodlarin uygulanmasi kolay ve hizli olmalarina karsin,
baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu metodlar yeni genotiplerin, mutasyonlarin ve ikili

mutasyonlarin tespit edilmesinde yetersiz kalmaktadirlar (36).

2.5.2. HBV Enfeksiyonunun Dogal Seyri Sirasinda Mutant Viruslarin

Gelismesi

Virus “proof reading” aktivitesi olmayan yani spontan hata orani yiiksek viral
“reverse transcriptase” enzimini kullanarak, transkripsiyonla 3.5 kb’lik pregenomik
RNA araciligi ile replike oldugu icin yiiksek oranda mutasyon sergilemektedir (9, 14,
46). HBV’deki bu mutasyon oraninin birgok DNA virusunda goriilen mutasyon
oranindan 10 kat daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (46). Ozellikle uzun siire takip
edilen hastalarda bu varyasyonlara siklikla rastlanmaktadir. HBV’nun her alaninda
yillik niikleotid degisim oraninin yaklasik olarak retroviruslardakine (107) benzer bir
sekilde 1.4-5x107 olarak tahmin edilmektedir. Ancak bu oran viral DNA genomuna
sahip viruslardan 10* kez daha yiiksektir. Her hangi bir zamandaki virus populasyonu
ise tiiriimsii olarak adlandirilan cesitli oranlarda bir grup farkli mutantlarin karisimindan
olusabilmektedir (22). Bu varyant popiilasyonlar, enfeksiyon sirasinda replike olan

viruslarin c¢evre degistirmeleri ile siirekli bir sekilde seleksiyona ugramaktadir (15).
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Bununla birlikte virus-konak etkilesiminin bir sonucu olarak, enfeksiyonun dogal seyri
sirasinda konak immun yanitinin antiviral baskis1 altinda veya spesifik tedavi ile HBV
genomunda dereceli olarak meydana gelen baz1 degisikliklerin de mutasyon gelisiminde
katkisinin olduk¢a Onemli oldugu belirtilmektedir (2, 14, 22). HBV niikleotid
sekanslarmin ozellikle bazi bolgelerinin (hot spot) mutasyonlara duyarli oldugu
belirtilmektedir (22). Ancak, ORF’lerin iist iiste binmesinin (overlap) de mutasyonlarin
gelismesini zorunlu hale getirdigi bildirilmektedir (9).

HBV mutasyonlar1 viral yap1 proteinleri ve HBV genomu tarafindan
transkripsiyonu yapilan RNA veya DNA’nin ii¢ boyutlu yapisim1 degistirebilmektedir.
Bu da biiyiik olasilikla HBV’nun klinik 6nemine etki etmektedir (46).

Bu HBV mutantlari, konagin immun sistemi tarafindan taninmasinda 6nemli
epitoplarinda degisim, HBV replikasyon seviyesinde artma ile birlikte artmis virulans,
antiviral tedaviye kars1 diren¢ veya konak hiicreye tutunma/penetrasyonda kolaylagsma

gosterebilmektedir (14).

2.5.2.1. HBcAg ve HBeAg

HBc proteini viral kapsidin yapisal bir proteini olup, pregenomik RNA’dan
terciime edilmektedir. Tkozahedral kapsid “kor antijeni” olarak adlandirilan 183-kalint1
protein dimerlerinden olusturulmustur. HBcAg’nin 150-183 kalint1 proteinleri RNA
paketlenmesi icin gerekli protamin-benzeri bir domain, 1-149-kalinti proteinleri
genellikle alfa helikal yapida olan “assembly domaini ve 78-137-kalint1 proteinleri ise
spike (¢ikint1) domainleri olarak bilinmektedir. Alt {initelerin dimer gruplamasi 4 uzun
alfa-heliksin radial grubunu iceren iskelet yiizeyinde sivri uglu c¢ikintilar1 (spike)
olusturmaktadir (46).

HBeAg prekiirsorii, prekor bolgesi ve kor geni tarafindan kodlanmaktadir (Sekil
2.5) (46, 47). HBeAg in vitro HBcAg dimerizasyonunu engelleyerek yavas HBV DNA
replikasyonu ile gozlenmektedir bu sebeple pregenomik RNA enkapsidasyonunu
azaltmakta ve immunolojik toleransa sebep olabilmektedir. HBcAg ve HBeAg aym
genden orjin almasina ragmen antijenik olarak capraz reaksiyon gostermezler. HBcAg,

kor geninin 1-183 aa kalintilarindan olusmustur (46). Buna karsin HBeAg,
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hepatositlerden sekresyon sirasinda N-terminal ucundan 19 aa ve C-terminal ucundan
34 aa kaybetmektedir ve albumin ve immunoglobulinler gibi plazma proteinleri ile
birlikte sirkiile olmaktadir (47). Ancak HBeAg’nin immunodominant epitoplarinin
yaygin bir peptid zinciri oldugu diistiniilmektedir. HBcAg dimerler icermesine karsin
HBeAg’nin monomerik oldugu diisiiniilmektedir. Bunlarin bir Ornek antijeniteleri
muhtemelen bu proteinlerin farkli fiziksel safthalarinda ortaya ¢ikmaktadir. Hatta biiyiik
HBc epitopu, HBc agregasyonunu gerektiren bir konformasyonel epitoptur. Eger

agregatlar denatiire edilir ise HBc antijenitesi kaybolmaktadir (46).

Bazal Kor promoter Prekor Kor

1777 1814 1901

HBeAg

HBcAg

Sekil 2.5. HBV prekor ve kor gen liriinleri.

2.5.2.2. Kronik HBV Enfeksiyonu ve HBeAg

Prekor ve kor genleri tarafindan kodlanan HBeAg HBV enfeksiyonunda nemli
bir enfektivite belirtecidir (22). Kronik hepatit B’li hastalar tipik olarak serumda tespit
edilebilen DNA seviyesi ile birlikte HBeAg pozitiftirler (16). HBeAg konak sitotoksik
T hiicrelerinin hedefi olarak bilinmekte ve bu antijenin ortadan kaybolmasi HBV’nin
immun sistem tarafindan temizlenmesi anlamina geldigi bildirilmektedir. HBeAg
antijenemisine kars1 serokonversiyon ile olusan anti-HBe antikorlari, kronik HBV
enfeksiyonunun dogal seyri sirasinda spontan bir sekilde meydana gelebilmektedir (22).
Bu siire¢ genellikle, karacigerde HBV replikasyonunun azaldigim1 ve enfeksiyonun
dogal seyri sirasindaki diisiik enfektiviteyi gostermektedir (16, 22). Yaklasik 30 yil
oncesinde, HBeAg'nin HBV replikasyonunun giivenli ve duyarh bir belirteci oldugu

diisiiniilmekteydi. Ancak bazi HBeAg negatif hastalarda, HBV replikasyonu, anti-
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HBe’nin varliginda bile yiiksek seviyelerde devam etmektedir. HBV’nin HBeAg’'nin
yoklugunda replike olabilecegi agik hale gelmistir. Hastaligin bu sekli HBeAg negatif
kronik hepatit B olarak bilinmektedir (16).

HBeAg negatif kronik hepatit B’li hastalarin toplam sayisimin Akdeniz
bolgesinde daha yiiksek oldugu belirtilmekte ve %33’e kadar ulastigi tahmin
edilmektedir. Ancak HBeAg seroklirensi gerceklesmis hastalar arasindaki HBeAg
negatif kronik hepatit B prevalansinin Asya’li hastalarda (%36), Akdenizli hastalardan
(%24) daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Asya’li hastalarda HBeAg negatif hastalar
daha yiiksek oranda aktif karaciger hastaligina sahip oldugu belirtilmektedir (16).

2.5.3. Kronik HBV Enfeksiyonu Sirasinda Gelisen Mutantlar

HBV genomunda mutasyon ve delesyonlara siklikla persistan enfeksiyonlar
sirasinda rastlanmaktadir. Viral genomun mutasyonel aktif (hot-spot) bolgesi olarak
prekor ve kor promoterlar ile prekor ve kor gen ORF’leri ve pre-S gen bolgesi
belirlenmistir (48). Prekor, kor gen ve bazal kor promoter bolgesi viral persistans ve
kronik hepatitin klinik seyriyle en siklikla iligkili gen bolgeleridir (9). Daha once
yapilmis olan ¢aligmalarda, prekor ve bazal kor promoter ve pre-S gen bolgelerindeki
mutasyonlarin HBV enfeksiyonunun ilerlemesinde veya fulminant bir sekilde

sonuclanmasiyla iliskili olabilecegi ortaya konmustur (13, 14).

2.5.3.1. Prekor Gen Bolgesindeki Mutasyonlar

Prekor gen bolgesi, pregenomik RNA’nin polimeraza baglanan “U seklinde
kivrilan” (hairpin) yapisini (nt. 1855-nt. 1899 ile nt 1858- nt. 1896 ile eslesmistir, (Sekil
2.6) olusturdugu icin, replikasyonda onemli bir rol oynar. Bu protein RNA etkilesimi
pregenomik RNA’dan heniiz olgunlasmamis kor partikiiliine enkapsidasyonunun ilk
basamagi olarak goz Oniinde bulundurulmaktadir. Ayrica, (-) DNA zincirine reverse
transkripsiyon bu “U seklinde kivrilan yap1” icinde baglatildigi bulunmustur. Ayrica bu
“U seklinde kivrilan yap1”nin olduk¢a korunmus oldugu belirtilmektedir (20).
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Sekil 2.6. Prekor gen bolgesinde, pregenomik RNA’nin polimeraza baglanan U seklindeki (hairpin)
yapist (46).

Interferon tedavisi basarisiz olan kronik hepatit B’li viremik HBeAg negatif
hastalar arasinda yapilan calismalar, HBV’ nun prekor bolgesi defektif varyantlarinin
ortaya cikarilmasina sebep olmustur (21). Kronik HBV enfeksiyonlu bircok HBeAg
negatif hastada HBV genomunun prekor bolgesinde mutasyonlar bildirilmistir (3, 24,
49). HBV prekor ve kor ORF’si HBeAg proteinini kodlar. Bir hastanin serumunda
HBeAg’nin varligi aktif viral replikasyon ve yiiksek enfektif durum ile iliskilidir.
Sonrasinda serumda HBeAg’'nin kaybi ile hastada anti-HBe serokonversiyonu gelisir.
Genellikle bu viral replikasyonun azaldiginin ve karaciger hastaligimin gerilediginin
isaretidir. Ancak HBV varyantlarinda, enfeksiyoz virionlarin replikasyonunun devamina
ragmen HBeAg iiretiminin durdugu tanimlanmaktadir (9).

Bu bolgedeki mutasyonlar ile hepatositlerde, enkapside olmamis replikasyon
aracilarinin birikmesi ve viral birlesmenin (viral assembly) bloke olmasi ile viral
replikasyonu etkilerler. Bu durum, replikasyon aracilarinin kromozomal DNA’ya

entegrasyonunu artirarak hepatokarsinogeneze katkida bulunmaktadir (24).
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En yaygin varyantlar prekor bolgesinin 1896. niikleotidinde, kodon 28’i
triptofandan (TGG) prematiir bir stop kodon (TAG)’a ¢eviren G’den A’ya doniisiim
seklinde mutasyona sahiptir (14, 15, 21, 49) (Sekil 2.7). Bu mutasyon prekor proteininin
translasyonunu engeller ve HBeAg iiretimini tamamen durdurur. (9, 49). Genellikle de
asagl yukar olarak serokonversiyon siirecinde (HBeAg’ye karsi antikor yanitinin
aktivasyonundan sonra) ve antijenin kandan temizlenmesinden sonra, bazi kronik
tastyicilarda spontane bir sekilde secilirler (9, 21). Seleksiyon faktorleri tam olarak
bilinmemekle birlikte, muhtemelen enfekte hiicreye karsi hiicresel immun yanit ile
iligkili oldugu belirtilmektedir (21). Baslangicta Akdeniz Bolgesinde anti-HBe
tasiyicilarinda tespit edilmesine ragmen, giiniimiizde olduk¢a genis cografi dagilima
sahip oldugu tahmin edilmektedir (9). HBeAg negatif saglik calisanlari ve HBeAg
negatif annelerden bebeklere tasindigi bildirilmekte ve bu sebeple de virusun HBeAg
negatif kronik tasiyicilar1 arasinda prekor mutantlarinin prevalansinin bilinmesinin

gerektigi diisiiniilmektedir (9, 50, 51).

Kor—-promoter

preCmRNA
—_—
1742 1762/64
adw: GGGGGAGGAGATCAGGTTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATT
Spl TBP TBP
TA ¢ @ P A ————
Al896: ———r e -
Prekor-start
pregenomik mRNA
|| |
GGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCATGT
TA @  mm e e
Al1B96: e
1858 1896
TCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGC
C
TA @ e -
Al896: —rmm - A--—--

Sekil 2.7. Kor promoter ve prekor dizileri ile TA degisimi ve G1896A (stop kodon) mutasyonunun
yerlesimi. Prekor mRNA transkripsiyon baslangi¢ alani ve pregenomik RNA oklar ile gosterilmistir.
Transkripsiyon faktoriiniin baglanma alanlari (Sp1 ve TBP) alt1 ¢izili olarak gosterilmistir (49).
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Prekor gen bolgesindeki delesyon mutantlarn da HSK riski artirabilmektedir.
HBYV varyantlan ile enfeksiyon, HBeAg sentez boyutunda bozukluk meydana gelir ve
Akdeniz bolgesi, Uzak Dogu’daki kronik karaciger hastalarinda yayginlikla
goriilmektedir (24).

HBeAg’de kisalmaya neden olan 1817, 1874 ve 1879. pozisyonlarda
mutasyonlar da bildirilmistir. Ayrica, 1814, 1815 ve 1816. pozisyonda baslangi¢
kodonunu etkleyen niikleotid degisiklikleri de bildirilmistir (44).

Prekor bolgesinde goriilen stop kodon olusumu ile sonuc¢lanan mutasyon
yayginlikla HBeAg negatif kronik tasiyicilarda goriilmekle birlikte, HBeAg pozitif
asemptomatik tasiyicilar ve anti-HBe pozitif kronik aktif hepatitli hastalarda bu bolgede

niikleotid degisimine artan bir egilimin oldugu bildirilmektedir (46).

2.5.3.1.1. HBV Genotip ve Prekor Gen Mutasyonlarmn iliskisi

HBV genomunun sekans heterojenitesi, farkli cografik dagilima sahip 8
genotipin olugsmasina yansimaktadir ve pregenomik RNA seviyesinde baz eslesmesinin
gerekliligi nedeni ile (9) prekor bolgesinde G1896A nokta mutasyonunun viral
genotipler arasindaki dagilimi da farlilik gostermektedir (46).

Prekor bolgesi, HBV’nin etkili bir sekilde replikasyonunda 6nemli yere sahip
olan HBV pregenomundaki RNA enkapsidasyon sinyali ile iist iiste binen bir gen
bolgesidir. Bu sebeple prekor bolgesinde niikleotid degisimi veya delesyona sahip
mutantlar enkapsidasyon sinyalindeki “ilmik govde’nin yapisini degistirerek islevini
bozmaktadirlar (Sekil 2.8). Genotip B, C, D ve E gibi 1858. nt.’de T’e sahip
genotiplerde, enkapsidasyon sinyali G1896A prekor mutasyonu tasiyan dizilerde daha
stabildir (46). Bu sebeple G1896A mutasyonunun varliginin, genotip B, C, D ve E gibi,
T1858e sahip genotipler ile sinirl oldugu diisiiniilmektedir (9, 49).

1858. niikleotid (C) RNA enkapsidasyon sinyalinin sekonder yapisindaki 1896.
niikleotide komplementer yap1 olup 1896 (G) numarali niikleotid ile karsilikli
gelmektedirler. Sekonder yapinin oldukga stabil oldugu belirtilmektedir (46, 52, 53). Bu
stabilite ise Watson-Crick’in G=C baz eslemesi ile desteklenmektedir. Genotip A ve

F’de ise 1858. niikleotidte T yerine C bulunmaktadir. Bu sebeple G1896A mutasyonu
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pregenom enkapsidasyon sekansimin (g) “ilmik govde” yapisimin stabilitesini
azaltmaktadir, bu da bu genotiplerde prekor mutantlarinin nadir bulunma sebebini
aciklamaktadir (20, 46, 49).

G1896A mutasyonunun, predominant HBV genotiplerinin B, C ve D oldugu
Akdeniz havzasinda ve Asya’da yiiksek prevalansim1 ve genotip A’nm yayginlikla
bulundugu Kuzey Amerika ve Avrupa’daki diisiik prevalansimi agiklamaktadir (9, 49).
Hong Kong’da Cin’li hastalarda yapilan bir calismada hastalarin %60’1n T1858’e sahip
HBYV genotipi ile enfekte olduklar1 bildirilmistir. Bununla birlikte G1896A gelisimini
engelleyen, C1858’e sahip HBV genotipi ile enfekte hastalarin, T1858’e sahip HBV
genotipi ile enfekte hastalar ile benzer oranda HBeAg temizlenmesinin gozlendigi

bildirilmistir (49, 54, 55).

U G
C U
G G
Ust Kol AA\\C C
C ~ U
UC\\GU
< \GG
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G~ U
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7CA
Cikint1 UL \\CG
11 U
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A u2s AU A O
1858 U=wme G |1896 1858 U— A 1896 1858 C— G 1896
C— G C—G C— G
C— Gpo C— G C— G
U e G|1899 U —(A)I899 U e G 1899
G C G— C G—C
U— A
Alt Kol A— U] Wild | GI896A
C— G (G1899A)
U— G
U— A . .
G— C Genotip B-E Genotip A, F
U— A
o N

Sekil 2.8. HBV prekor gen “ilmik gévde” (stem loop) bolgesi ve genotipler ile iliskisi (46).
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2.5.3.2. Kor Promoter (Bazal Kor) Gen Bolgesindeki Mutasyonlar

Bazal kor gen bolgesi, prekor gen bolgesinin iist kismindadir (upstream) ve bu
bolge viral replikasyonu diizenlemektedir. Bazal kor gen bolgesi TA-yoniinden zengin
diziler icermekte olup, prekor mRNA’s1 ve kor mRNA/pregenom transkripsiyonunun
baslatilmasi icin baslatici ve “TATA bolmesi” (TATA box) olarak gorev yapmaktadir
(24). Yani bazal kor gen bolgesi, prekor mRNA’s1 ve pregenomik mRNA’nin
transkripsiyonunu diizenlemektedir (46). Bazal kor gen bolgesindeki mutasyonlar,
pregenomik RNA’nin ve prekor mRNA’nin transkripsiyonunu azaltir ve HBeAg
sekresyonunda azalmaya neden olur (24). Yapilan calismalarda, kor promoter
bolgesindeki mutasyonlarin  bircok HBeAg negatif hastada bulunabilecegi
bildirilmektedir (49). Bazal kor promoter bolgesinde en yaygin mutasyon; 1762/1764.
niikleotidlerdeki AGG’den TGA’ya dontisim (TA degisimi) seklinde olan ikili
mutasyonun (bazal kor promoter mutasyonu) oldugu bildirilmektedir. Bu mutasyonun,
kor mRNA transkripsiyonunu etkilemeksizin prekor RNA transkripsiyonunu 6nleyerek
(baski altinda tutarak), HBeAg ekspresyonunu azalttig1 belirtilmektedir (9, 15, 46, 47).
Bu degisimin, kor promoterda niikleer reseptor baglanma alaninin, hepatosit niikleer
faktor—-1 (HNF-1) baglanma alanina doniismesine neden oldugu diistiniilmektedir.
Boyle mutasyonlarin daha az prekor mRNA’s1 olusturdugu ve pregenomik RNA’ya
etkisi olmadigindan (46), artmis viral replikasyonla iliskili oldugu ve anti HBe pozitif
kronik HBV tastyicilarinda daha yaygin bulundugu diisiiniilmektedir (9, 46).

Cok daha az siklikta goriilen 1653. niikleotidte C’den T’ye doniisiim ve 1753.
niikleotidte T’den V (C/A/G)’ye doniisiim seklinde ortaya ¢ikan mutasyonlar da biiyiik
oneme sahip oldugu bildirilmektedir (46).

Baz1 hastalarda TA degisiminin, G1896A mutasyonu ile iligkili olmamasi, kor
promoter bolgesinde bu mutasyonlarin yalmz basina HBeAg temizlenmesinde rol
oynayabilecegini gosterdigi bildirilmektedir. Bu hipotez, in vitro olarak TA degisiminin
prekor mRNA transkripsiyonu ve HBeAg sekresyonunu azaltmasinin gézlenmesi ile
desteklendigi belirtilmektedir. Ancak TA degisiminin, 6zellikle kronik hepatitli bazi
HBeAg pozitif hastalarda da bulunabildigi belirtilmektedir. Bu sebeple kor promoter

mutasyonlarinin HBeAg temizlenmesindeki rolii acik degildir (49).
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Baslangictaki ¢alismalar, G1896A mutasyonunun 6zellikle fulminant hepatitli
veya kronik aktif hepatitli hastalarda bulundugunu bildirmistir, bu da prekor stop kodon
mutasyonunun oldukca patojenik olabilecegini gostermekteydi. Daha sonraki
calismalarda, G1896A mutasyonunun asemptomatik tasiyicilarda da bulunabilecegi
gosterilmistir.  Ancak yine de, GI896A gelismesi ile iliskili HBeAg
serokonversiyonunun, karaciger hastaliginin remisyon ile sonuclanmasina olan etkisinin
daha az olmasi ile ilgili stiphelerin bulundugu belirtilmektedir. Benzer bir sekilde ilk
calismalarda kor promoter mutasyonlarinin 6zellikle fulminant hepatit veya kronik aktif
hepatitli hastalarda bulundugu bildirilmistir, ancak daha sonraki caligmalarda TA
degisiminin asemptomatik tasiyicilarda da bulundugu gosterilmistir. Bu sebeple, TA
degisiminin HBeAg serokonversiyonundan sonra karaciger hastaliginin ciddiyeti veya
seyrine olan etkisi acik degildir (49).

Kronik HBV enfeksiyonu haftalar ve yillar i¢inde degisim gostermektedir. Tipik
olarak baglangicta HBeAg porzitif fazi, anti-HBe serokonversiyonu izlemektedir ve
diisiik seviyelerde replikasyon sirasinda da HBeAg negatif faz gbzlenmektedir. Bu siire¢
prekor veya kor promoter mutasyonlart olmayan wild-tip varyantlarin, prekor veya kor
promoter varyantlarinin hakim oldugu viral tiiriimsiilere progresif dontisimi ile
karakterizedir. Ge¢is asamasinda (serokonversiyon siirecinde), her iki popiilasyon cesitli
miktarlarda tespit edilebilmektedir. Bu varyantlarin, diisitk immun tolerans ile iligkili
HBeAg’nin azaldigi zamandaki sitotoksik T lenfositlerinden kacarak secildigi ileri
striilmektedir. Seleksiyon baskisinin prekor ve kor promoter varyantlarinin
seleksiyonundan sorumlu tutuldugu, ancak agik olarak belirlenmesi gerektigi
bildirilmektedir (15).

HBeAg, prekor mutasyonu gelismis HBV varyantlan ile enfekte hastalarda,
ortamda wild-tip virus varligi nedeni ile halen tespit edilebilmektedir. Lamivudin
tedavisi sirasinda, G1896A prekor mutasyonlu veya 1762/1764 kor promoter
mutasyonuna sahip HBV varyant1 ile enfekte baz1 hastalarda HBeAg durumunda eski
haline donme ile karsilasilabildigi bildirilmektedir. Burada wild-tip virusun oncelikli
olarak seleksiyonunun séz konusu oldugu belirtilmektedir (44).

Prekor ve kor promoter gen bolgelerindeki mutasyonlarin asemptomatik hepatit
B tasiyicilarinda da bulunabilmesi, akut fulminant hepatitin gelismesi ile iligkili

evrensel spesifik bir genomik mutasyon paterninin heniiz tanimlanmadigi
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belirtilmektedir. Bu sebeple prekor ve kor promoter mutantlarinin, HBV tasiyicilarinda
HBYV ile iliskili ciddi hepatitin gelismesindeki roliiniin tartismali oldugu belirtilmektedir.
Son zamanlarda da HBV genotiplerinin kronik HBV enfeksiyonunun klinik
sonuclarindan, interferon tedavisine yanittan, spontan HBeAg serokonversiyonu
oranindan ve lamivudin direncinin gelismesi ile iligkili oldugunun gosterildigi
belirtilmektedir (14).

Bazal kor promoter ve prekor genlerindeki bildirilen ©nemli mutasyonlar

Cizelge 2.5°de belirtilmistir (44).
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Cizelge 2.5. Bazal kor promoter ve prekor gen bolgelerinde bildirilen 6nemli mutasyonlar (44).

Ortaya
“Regulator Mutasyon (;.1kan . Yorumlar
bolge veya gen amino asit
degisikligi
HBeAg antijeninin ekspresyonunda azalma. HNF4
baglanma alaninda degisme. Fulminant hepatit ile
ALT62T/G iliskili. Invitro HBeAg ekspreyonu deneyleri
gerceklestirilmistir.
HBeAg antijeninin ekspresyonunda azalma. HNF4
baglanma alaninda degisme. Fulminant hepatit ile
GIT64A/T iliskili. Invitro HBeAg ekspresyonu deneyleri
gerceklestirilmistir.
Bazal kor HNF4 baglanma alaminda degisme. “Enhancer II”
promoter T1753A/C — icindeki G1613A ve CI1653T iliskili ilerlemis
karaciger hastaliklari icin potansiyel belirteg.
Bazi1 delesyonlar tanimlanmistir, en yaygin olanlar1 8
. bp’lik olanlaridir. Delesyonlarin  ¢ogu, TATA
5-21 bp’lik - . - . -
delesyonlar _— baglayan proteine baglanabilen ikinci TA yoniinden
zengin bolgeyi etkilemektedir. Bu da HBeAg
ekspresyonunda azalma ile sonuglanmaktadir.
insersivonlar _ Yeni HNF baglanma alani olusturdugu bildirilmistir.
Y Fulminant hepatit ile iligkili oldugu bildirilmistir.
A1814T/C MIL Start kodonu bozmakta ve HBeAg’de azalmaya
neden olmakta.
T1815C/A/G MIT/K/R | Start kodonu bozmakta ve HBeAg’de azalmaya
neden olmakta.
G1816A/T MII Start kodonu bozmakta ve HBeAg’de azalmaya
neden olmakta.
Q2Stop Kodon 2’de stop kodon olusmas1 HBsAg’de kisalma
CI1817A .
ve azalma ile sonu¢lanmaktadir.
C1856T P15S Kodon 1898 ile baz eslesmesine karigmaktadir.
C1857T P15L Kodon 1897 ile baz eslesmesine karigmaktadir.
Degisiklik | Kodon 1896 ile baz eslesmesine karismaktadir;
yok C1858 geneotip A ve F’de, ayrica genotip C’nin bazi
T1858C
suslarinda  bulunmasi, G1896C  prekor stop
Prekor . .
mutantlarinin seleksiyonunu engellemektedir.
K20Stop Kodon 20’de stop kodon olusmas1t HBsAg’de kisalma
A1874T .
ve azalma ile sonu¢lanmaktadir.
W28Stop | Kodon 28’de stop kodon olusmasi1 HBsAg’de kisalma
G1896A .
ve azalma ile sonuglanmaktadir.
W28Stop | Kodon 28’de stop kodon olusmas1 HBsAg’de kisalma
GI897A .
ve azalma ile sonuglanmaktadir.
G1898A G29S Kodon 1856 ile baz eslesmesine karigmaktadir.
G1899A G29D Kodon 1855 ile baz eslesmesine karigmaktadir.
insersivonlar 1838/39 Cerceve kaymasi (frame-shift) mutasyonu HBeAg
Y 1899/1900 | sentezinde bozulma ile sonuglanmaktadir.
Delesyonlar 1839 Cerceve kaymasi (frame-shift) mutasyonu HBeAg

sentezinde bozulma ile sonu¢lanmaktadir.
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2.5.3.3. Kor Gen Bolgesindeki Mutasyonlar

Son zamanlarda, kronik enfeksiyon sirasinda kor protein dizisinin,
arastirmacilarin ilgi merkezi haline geldigi belirtilmektedir (9). HBV kor antijeni
(HBcAg), HBV ile enfekte hepatositlerin sitotoksik T lenfosit aracili lizisinde hedef
yap1 oldugu icin mutasyonlara da duyarli oldugu belirtilmektedir (22). HBeAg negatif
faz sirasinda kor geninde, T-hiicre epitop bolgesini eksprese eden bolgesinde aminoasit
degisikligi ile sonuglanan, bir grup mutasyonlar/delesyonlar ortaya cikarilmistir (9).
Tsai ve arkadaslar1 (56) hepatit B’li hastalarda, HBV ile enfekte karaciger hiicre
membraninda HLA sinif I molekiillerinden izole edilen peptid antijeninin analizi ile bu
antijenlerin hepatositlerde islendikten sonra MHC simif I molekiillerinde sunuldugunu
ve CD'8 sitotoksik T hiicreleri tarafindan tanindigimi ortaya ¢ikarmislardir. Kor
proteininde mutasyonlarin sebep oldugu konformasyonel degisiklik sonucu gelisen
epitop degisikliginin, virusun B hiicre ve T hiicre yanitindan kagmasina onciiliik ettigi
bildirilmekte ve viral persistans ve aktif karaciger hastalign ile iligkili oldugu

diistiniilmektedir (9).

2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Teknigi

PCR, 1985 yilinda ilk kez Kary Mullis tarafindan amplifikasyona dayanan
sistem olarak kesfedilmistir (57). Giiniimiizde ise molekiiler biyolojinin temel uygulama
tekniklerinden birisi olarak kabul edilmektedir.

PCR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis bir tiip test
sistemidir. Hedef DNA/RNA’nin selektif olarak amplifikasyonuna imkan verir. In vivo
sartlarda boliinen bir hiicrede DNA’nin replikasyonu, cesitli enzimler tarafindan
diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanan bir iglemdir. Bir test tiipii
icerisinde gergeklestirilen PCR’de in vivo ¢ogalma ornek olarak alinmistir. Yalnizca
DNA polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami degil, spesifik bolgelerin

kopyalanmasi gerceklestirilir (58).
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Amplifikasyon bazli teknikler; birinci reaksiyonda iiretilen biitiin niikleik
asitlerin bir sonraki reaksiyon icin kalip gorevi gordiigii, birbirini izleyen siklus serisi
icinde tekrarladiklart i¢cin ‘zincir reaksiyonu’ (chain reaction) olarak adlandirilmistir
(57).

PCR, dizisi bilinen iki bolge arasinda uzanan DNA parcasimi ¢ogaltmak icin
kullanilir. ki tane oligoniikleotid, DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri
sentetik tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Bu oligoniikleotidler farkli dizilere
sahip olup, kalip DNA’nin karsilikli dizilerinde baglanirlar. Kalip DNA ilk ©nce
primerlerin varliginda denatiire edilir. Reaksiyon karisimi daha sonra, kalip dizilere,
primerlerin baglanmasi icin gereken sicakliga diisiiriiliir. Baglanmis olan primerler,

uygun sicakliga cikartilarak DNA polimeraz ile uzatilmasi saglanir (59).

Kisaca PCR, temel olarak tekrarlayan 3 asamali bir yol izler (Sekil 2.9) (60, 61).

Bunlar:

1. Cift iplikli DNA (dsDNA)’nin 151 (90-95°C) ile tek iplikli DNA (ssDNA)’ya
denatiirasyonu

2. Ortamm 40-60°C’ye sogutulmasiyla primerlerin (spesifik sentetik
oligoniikleotidler) ssDNA’ya baglanmasi (anneling)

3. Sicakligin 70-75°C’ye yiikseltilmesiyle ssDNA kaliplarina baglanmis olan
primerlerden dogru 5°-3’ yoniinde zincir uzamasinin (elongasyon)

gerceklesmesi (61).

dsDNA
1. Yiiksek sicaklik ile zincir
denatiire olur.
| e——
o I 2. Primerler baglanir.
T -
—_— I 3. Primerlerden itibaren

sentez baslar.

Sekil 2.9. PCR asamalari (60).



Zincir uzamast agsamasinda kalip DNA’ya baglanmis primerlerin 3’-OH
gruplaria kalip DNA’daki bazlara uygun olarak deoksi-niikleotid-tri-fosfatlar (ANTP)
baglanarak zincirin uzamasi saglanir. Bu islem termo stabil bir DNA polimeraz enzimi

olan Tag polimeraz ile katalize edilir (Sekil 2.10) (61).

VOTTRSAPINE

DNA polymerase

// Primer
+ dATP N —gi"_'OH
dTTP
dCTP
dGTP

Sekil 2.10. Zincir uzamasi (61).

Uzamayi takiben orjinal DNA segmenti; yeni komplementer DNA (cDNA)’lar
ve bunu takiben yeni kalip DNA’lar olusturur. Boylece her PCR siklusunda mevcut
spesifik DNA miktan iki katina ¢ikmaktadir (61).

Uygun sartlarda meydana gelen, denatiirasyon, baglanma ve uzama ile meydana
gelen ilk basamak amplifikasyon islemi ile DNA sentezi gerceklesir. Daha sonra bu
islem bir ¢ok kez tekrarlanir (59). Eger bu ii¢ siklus tekrarlatilirsa yani yeni zincirleme
reaksiyon baslatilirsa, her siklusta bir Oncekinin iki katt DNA molekiili (sadece
primerler arasinda kalan bolge) elde edilir. Bu diizen dahilinde yapilan yaklasik 20-35
siklusun tamamlanmasiyla hedef niikleik asitin miktar1 goriiniir bir sekilde milyon-
trilyon kez (10°-10"%) artmaktadur (Sekil 2.11) (57, 62) .

Reaksiyon ortamindaki tiim bilesenlerin (tampon, niikleotidler, primerler, DNA
ve enzim) termostabil olmalar1 nedeniyle, her siklus i¢in sadece belirtilen sicaklik
degisikliklerinin yapilmasi yeterlidir. Bu islem programlanabilir bir cihaz (Thermal

Cycler) ile otomatik olarak yapilmaktadir.
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Sekil 2.11. PCR dongiileri (62).

2.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Bilesenleri

Standard bir PCR reaksiyonu genellikle 50-100 pL’lik bir hacimde, 50mM KClI,
10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 1.5 mM MgCl,, 100 pg/mL jelatin, 0.25 uM primer ¢ifti, 200
UM dNTP (herbir dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2.5 U Tag polimeraz ve 6rnek DNA’nin
varliginda gerceklestirilir. Reaksiyon 1s1 (termal) dongiilerin programlandigr ve
uygulandig bir “1s1 dongii cihaz” (Thermal Cycler)’inda gergeklestirilir. Genel olarak
94°C’de 20 sn’lik denatiirasyon, 55°C’de 20 sn’lik baglanma ve 72°C’de 30 sn’lik
uzamadan olusan 30 siklusluk bir dongii programi farkli uzunluklardaki bir¢ok hedef

dizilerin amplifikasyonu i¢in kullanilabilir (61).

40



PCR’1n bilesenleri:
e Enzim
e Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (ANTP)
e PCR Tampon icerigi
e Oligoniikleotidler (Primer)
e Hedef diziler

e Sicakliklar ve dongii Parametreleri

o Enzim

Oldukga yaygin kullanilan DNA polimeraz, Thermus aquaticus’dan izole edilen
Taq polimerazdir. T. aquaticus’un avantaji, yiiksek sicakliga dayanikli olmasidir. Ancak
diger termostabil DNA polimerazlar da kullamlabilmektedir. 7. thermophilus DNA
polimeraz, Bacillus stearothermophilus DNA polimeraz ve Thermococcus litoralis
DNA polimeraz gibi alternatif termostabil enzimler de kullanilabilmektedir. Taq
polimerazin aktivitesi kabaca 65-72°C arasinda iki katina ¢iktig1 icin calismadaki 1s1 da
Oonemlidir. Tag polimeraz aktivitesi 10 mM Tris’de 8.2-9.0 pH araliginda (25°C’de
oOlciilen) optimaldir ancak daha diisiik veya yiiksek pH araliginda aktivitesi azalmaktadir
(63).

PCR protokollerinde kullanilan enzimlerin konsantrasyonu Onemli derecede
degiskendir. Giiniimiizde en siklikta tercih edilen 7ag polimeraz cogunlukla
reaksiyonlarda 1-2.5 U/ 100 pL konsantrasyonlarda kullanilir. Enzim konsantrasyonu
cok yiiksek oldugunda non-spesifik eslesme, diisiikk oldugunda ise zayif amplifikasyon

etkisi olur (59).

® Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (ANTP)
dNTP’lerin optimal konsantrasyonu her reaksiyon icin ayri ayr1 hesaplanmali ve

Mg** konsantrasyonu ile uyumlu olarak kullanilmalidir. Genelde dNTP konsantrasyonu

20 ile 200 mM arasindadir. Yiiksek konsantrasyonlar diisiik reaksiyon spesifitesi ve
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yiikksek maliyet ile sonuglanirken, diisiik konsantrasyonlar normale gore daha az iiriin
eldesi ile sonuglanir (59).

dNTP’lerin herbiri liyofilize veya noétralize sulu soliisyonlar olarak elde
edilebilir. -20°C’de herbiri birka¢ ay stabildir fakat liyofilize olanlarin kullanmadan
once KOH ile notralize edilmeleri gerekebilir. ANTP’ler son konsantrasyonlar1 100 mM
olacak sekilde hazirlandiklar1 zaman, kiiciik hacimlerde (herbir 20 mM dNTP’den 50
ul) paylastirilabilirler ve birkag ay -20°C’de 100 kathi konsantrasyon seklinde
saklanabilirler (63).

® PCR Tampon Igerigi (Reaksiyon Tamponu)

Cesitli reaksiyon tamponu formiilasyonlari bildirilmistir fakat 1988’de Saiki ve
arkadaslarinin tanimladigina benzer bir goriis birligi ortaya ¢ikmaya baslamistir. Buna
gore bir PCR tamponu; final konsantrasyonunda, 10 mM Tris (pH 8.4) , 50 mM KCl,
1.5 mM MgCl,, %0.01 jelatin, %0.01 NP0 ve %0.01 Tween 20 icerir. Non-iyonik
deterjanlar yerine %0.1’lik Triton X-100 konulabilir. Tuz konsantrasyonu
degistirilebilir (KCI'ii azaltmak veya ortadan kaldirmak icin) ve yiikseltilmis
magnezyum konsantrasyonu ile primerlerin daha iyi ¢alistig1 gézlenir. Ayrica dNTP’ler
ile magnezyum arasinda dayanikli etkilesimler de go6zlenir. Bunun sonucunda
dNTP’lerin yiiksek konsantrasyonu magnezyuma baglanir ve mevcut magnezyum
konsantrasyonunu azaltir. Bu yiizden eger dNTP’ler yiiksek konsantrasyonda
kullaniliyorsa, magnezyum konsantrasyonunu arttirmak gerekebilir (63).

PCR reaksiyon tamponundaki degisiklikler efektif bir amplifikasyonu 6nemli
olciide  etkilemektedir. ~ Ozellikle MgCl, konsantrasyonu amplifikasyonun
gerceklesmesinde ve spesifitesinde olduk¢a onemlidir. Genellikle herbir ANTP nin 200
mM konsantrasyonunda bulundugu bir reaksiyonda, 1.5 mM MgCl, optimal olarak
kullanilabilir. Bununla bereber bazi reaksiyonlarda, farkli Mg** miktar1 da gerekebilir.
Reaksiyona katilan Mg+2, Oonemli bir enzim kofaktorii olup, sentez olayini katalize
etmenin yaninda, hedef dizine primerlerin baglanmasinda da ayarlayici rolii olan bir
elemandir. Konsantrasyondaki artis baglangicta primer baglantisinin zayif olmasina ve

yanlis eslesmelere neden olabilmektedir. Diger taraftan yine yiiksek Mg+2
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konsantrasyonu, zayif reaksiyon spesifitesine, diisik Mg** konsantrasyonu ise zayif
reaksiyon etkinligine neden olabilmektedir. Reaksiyonda kullamlacak Mg*

konsantrasyonu, niikleotid konsantrasyonu gibi hesaplanmalidir (61).

o Oligoniikleotidler (Primerler)

Oligoniikleotidler genellikle 18-30 baz arasinda sentezlenir ama daha az
karmagsik olan DNA’larin (plazmidler veya daha onceden amplifiye edilen DNA’lar)
amplifikasyonu icin daha kisa primerler kullanilabilir (63).

Bir PCR’de basarili bir amplifikasyon icin 6nemli degiskenlerden biri olan
primerlerin dogru tasarlanmasidir. lyi tasarlanmis primerler arka plan ve 6zgiil olmayan
giriinlerin olusmasimi engellemeye yardimci olur (59). Primer dizilerinin G+C igerigi,
amplifiye edilecek bolgenin G+C icerigine yakin olmalidir. Ozellikle 3’ucunda
sekonder yapilar tasiyan dizilerden kaginilmalidir. Primerler birbirleriyle komplementer
olusturacak nitelikte olmamalidirlar. 24-30 bazlik uzun primerler 60°C ve iizerindeki
baglanma sicakliginda oldukga iyi ¢calismaktadir (63).

Diisiik konsantrasyonda primer kullamimi az miktarda reaksiyon iiriinii elde
edilmesine, yliksek konsantrasyonlarda kullanim ise diisiik spesifiteye neden olur ki bu
durum jelde ¢ok farkli amplikonlarin tespiti ile miimkiindiir. Ancak yiiksek primer
konsantrasyonlari, primer-dimer artefaktlarinin olusmasina da neden olmaktadir.
Primerlerin genellikle 0.1 ve 0.5 uM arasindaki derisimi en elverisli olamidir (61). Sik
araliklarla tekrarlayan dondurup-cozdiirme olmaksizin hazirlanan primerler —20°C’de

amonyumlu sivilarda uygun bir sekilde saklanabilirler (63).

®  Hedef diziler
Bir cok farkli kaynak DNA’nin basarili amplifikasyonu icin materyal

saglayabilir. Bunun icin DNA’nmin amplifiye edilecek kisminin bozulmamis olmasi

gereklidir. Bunun anlami da par¢alanmigs DNA kaynagindan amplifiye edilen kisimlarin
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daha kisa olacagidir. Reaksiyon inhibitorlerinin (deterjan, EDTA, fenol kalintisi)

olmadigindan da emin olmak 6nemlidir (63).

®  Sicaklik ve Dongii Parametreleri

PCR reaksiyonu i¢in gereken 3 termal asama ve farkli sayilardaki dongiiler
giiniimiizde bir ¢ok iiretici firma tarafindan iiretilen 1s1 dongii (Thermal Cycler) cihazlar
ile gerceklestirilmektedir (61).

PCR sirasinda cift zincirli DNA molekiiliiniin, tek zincirli hale gelmesi icin
denatiirasyon igleminin etkili bir sekilde yapilmasi gerekir. Genellikle baslangicta
omegin 94°C civarinda 5 dakika boyunca isitilmasi basarili bir denatiirasyon igin
yeterlidir. Bagarili bir PCR’de primerlerin, hedef diziye baglanabilmesi icin molekiiler
etkilesimlerin optimize edilmesi gerekmektedir. Bu da kritik baglanma sicakligina
baghdir (64).

Denatiirasyondan sonra ortam sicaklign  40-60°C’ye diistiriildiigii zaman
reaksiyon karisimindaki primerler komplementer olduklarni kalip DNA dizilerine
baglanirlar (61). Genelde yiiksek baglanma sicakligi, primerlerin hedef diziye daha
spesifik baglanmasinda ve hedef dizinin cogaltilmasinda (amplifikasyon) oldukca
onemlidir. Diisiik sicaklik ise, hedef dizi ile primer dizisi arasinda daha fazla
uygunsuzluga neden olabilir ve hedefledigimiz dizi disindaki dizilerin non-spesifik
olarak cogaltilmasina neden olabilir. Pratikte 55°C’de gerceklestirilen baglanma basarili
bir PCR i¢in uygundur. Optimal baglanma sicakligi, genelde MgCl, konsantrasyonu ile
optimize edilir (64).

Baglanmay1 takiben ortam sicakligt 70-75°C’ye ¢ikarildiginda, primerlerin 3’
ucundan itibaren kalip DNA’'nin kopyasini teskil edecek sekilde zincir uzamalar
(elongasyon) baglar (61). Uzama zamani hedef dizinin yogunluguna, uzunluguna ve
1stya baghdir. Kalip DNA zinciri {izerindeki primerlerin uzamasi icin kabul edilen en
uygun 181 derecesi 72°C’dir. 1 dakikalik uzama zaman1 genellikle uzunlugu 2 kb’a kadar
olan {iriinler i¢in yeterli olmaktadir (59).

Optimal siklus sayis1 25-30 arasindadir, nadiren 35 siklus uygulanabilir. Bununla

beraber, 35’den yiiksek (40-45) siklus sayis1 uygulandiginda genelde ortamdaki PCR
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karigimini  olusturan maddelerin azalmasi1 ile birbirleriyle olan kritik dengelerin
bozulmasindan kaynaklanan non-spesifik iriinlerin sentezlenmesi s6z konusu

olabilmektedir (61).

2.6.2. “Hot Start” (Sicak Baslangi¢c) PCR Teknigi

Bir PCR uygulamasi sirasinda yapilan temel islem, reaksiyon bilesenlerinin
(enzim, MgCl,, dNTP’ler, primerler, tampon) bir tiip icinde karistirildiktan sonra
(mastermix) hedef DNA’nin ortama konularak, thermal cycler da PCR protokoliiniin
tamamlanmas1 beklenir. Tiim bu islemler sirasinda reaksiyon ortaminin maruz kaldigi
sicaklik 4-25°C arasinda degisir. Hedef DNA eklenip sistem 1s1 dongii cihazina
yerlestirilene kadar olan zaman dilimi i¢inde, hedef DNA ile primer arasinda diisiik
eslesme oranl bir hibridizasyon meydana gelebilir. Bundan sonraki sicaklik dereceleri
55-60°C’nin altina diismese bile, spesifik olmayan iiriinler sentezlenebilir ve bunlar
reaksiyon spesifitesini onemli derecede diisiiriirler (64). Bu nedenle normal PCR
protokoliinde amplifikasyon karisimi hazirlanirken hedef DNA ve primerler arasinda
0zgiil olmayan baglanmalar olabilmekte ve bu baglanmalarin polimeraz enzimi ile
uzatilmasi sonucunda ¢ok sayida istenmeyen bant ortaya cikabilmektedir. Bu
istenmeyen reaksiyonlart 6nlemek igin gelistirilmis olan “hot-start” PCR tekniginde,
temel maddelerden (polimeraz, niikleotidler, Mg** veya primerler) biri baslangigta
amplifikasyon tiipiine konulmamaktadir. Bu karisima ilk denatiirasyon islemi
uygulandiktan sonra eksik olan madde eklenir ve sicaklik normal baglanma derecesine
sogutulur. Boylece 6zgiil primer baglanmasi gergeklesir. Bu asamadan sonra uygulanan

amplifikasyon sonucunda daha net DNA bandi elde edilmis olur (58).

2.6.3. “Nested” PCR Teknigi

PCR duyarhiligindaki problemler, ozellikle diisiik kalitede veya diisiikk kopya

sayisina sahip kalip niikleik asitin bulundugu durumda, artmaktadir. Nested PCR
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tekniginin kullanimasi ile amplifikasyondaki duyarlilik ve 6zgiilliikk belirgin bicimde
artmaktadir (63).

Nested PCR teknigi, PCR fiiriinlerinini dogrulanabilmesinde hizli ve giivenilir bir
yol saglamaktadir. Genellikle iki primer cifti kullanilmaktadir (64). Bu teknikte birbirini
izleyen iki PCR kullanilmaktadir ve her bir reaksiyon genellikle 25 siklusluk
amplifikasyonu icermektedir. Ilk PCR dis (eksternal-outer) primer ciftlerini
icermektedir, ikinci PCR ise ilk primer ciftlerinin i¢ (internal-inner) kisminda iki nested
primer ¢iftini icermektedir (63). Ilk primer cifti ile elde edilen PCR iiriinii, ikinci
reaksiyonda kalip olarak kullanilmaktadir ve ikinci primer ¢ifti ile ilk {iriiniin iginde
daha kiiciik bir yer hedeflenmektedir (Sekil 2.12). Nested PCR’nin dogru iiriinlerin
tespit edilmesinde duyarliligin 10* kat artmasina neden oldugu tahmin edilmektedir. ik
tur PCR iirlinii cok zayif olarak goriilse de nested PCR primerleri ile etkili bir
amplifikasyonu takiben spesifik hedef giiclenebilmektedir (64). Bu muhtemelen ilk tur
amplifikasyondan ikinci reaksiyona eklenen daha kiiciik fragmentlerin etkili bir sekilde

denatiirasyonunun olmamas1 sebebiyledir (63).

[k Tur Primer Setleri Hedef DNA [k Tur Primer Setleri

(D1s-Outer) \ * / (D1s-Outer)

t‘si I
Birinci
_

. amplikon == .
Ikinci Tur Primer Ikinci Tur Primer

Setleri \ * / Setleri
[ ==

(I¢-Inner) (ic-Inner)

\

Hedef DNA’nin Spesifik Amplifikasyonu

Sekil 2.12. “Nested” PCR tekniginin sematik gosterimi (65).
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Hedef dizin ¢ok iyi bilinmemesi durumunda 6rnegin sadece sinirh sayida peptid
dizi verileri bulundugunda, iki internal (i¢) primeri tasarlamak gii¢ olabilmektedir.
Ancak bu durumda da nested PCR uygulanabilmektedir. Boyle durumlarda, yeni
internal primerlerden biri, orjinal primerlerden biri ile birlikte kullanilabilmektedir.
Alternatif olarak, orjinal primerlerden biri veya ikisinin 3’-ucundaki iki ve ii¢
niikleotidin ayn1 olmasi, nested PCR’nin spesifitesini artirmada yeterli olabilmektedir.
Ciinkii PCR primerlerinin 3’-ucu, PCR amplifikasyonunun spesifitesini belirlemede
olduk¢a Onemlidir. 3’-niikleotidin kalip ile komplementer olmamasi durumunda
amplifikasyon olmayabilmektedir. Bu sebeple nested PCR primerlerinin iki veya ii¢
niikleotidi, nested primerlerin orjinal primerler ile overlap yapmasina ragmen, spesifik
hedefin amplifikasyonuna izin vermektedir (64).

Maniiplasyonlar1 azaltmak ve kontaminasyon problemlerini engellemek igin, ilk
ve nested PCR reaksiyonlar tek bir tiip i¢inde gerceklestirilebilmektedir. Her iki primer
cifti, PCR’nin baglangicinda reaksiyona eklenir, ancak bu durumda nested primerlerin,
ilk primer ciftinden daha diisiik T,, degerinde tasarlanmalar1 gerekmektedir. Bu nested
primerlerin anneling sicaklifinin {iizerinde primer hedefin amplifikasyonuna izin
vermektedir. Daha sonra ikinci PCR programi diisilk anneling sicakliginda
gerceklestirilir, bu da ilk PCR iiriiniinden nested primer ciftleri ile spesifik PCR
iriiniiniin amplifikasyonuna izin vermektedir. PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile
analiz edilebilmektedir ve daha kiicilk nested amplifikasyon iirtinii ile primer
amplifikasyon iiriiniiniin her ikisi gozlenebilmektedir (64).

Orjinal ilk PCR fiiriiniiniin amplifikasyonunu engellemek icin, ilk PCR iiriinii
diliie edilerek ikinci tur reaksiyon ayr bir tiip icin gerceklestirilebilmektedir. Boylece

ilk tur PCR fiiriinii tamamen ortadan kaldirilabilmektedir (64).

2.7. Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) Analizi

RFLP, restriksiyon (kesim) enzimlerinin se¢ici DNA kesimi 6zelligi kullanilarak

PCR iriinlerinin tanimlanmasinda oldukca kullanigl bir aractir. Kesim enzimleri, ¢ift

zincirli DNA’y1 niikeotid dizisi ile belirlenen belirli bolgelerden kesen enzimlerdir. Her

enzim genellikle 4, 5, 6 veya 8 niikleotid uzunlugunda 6zgiil niikleotid dizisini
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tanimaktadir. Tanima bolgesi icindeki bir niikleotid degisse de enzim hedef DNA’y1
arttk o noktada kesememektedir (66). RFLP analizi PCR iiriinlerinin kesilmesi ve
sonrasinda da DNA parcalarinin ayristirilmasi icin agaroz jel elektroforezinden
olugmaktadir. Elektroforez sonrasinda da kesim {iriinleri jelin boyanmasi ile
goriintiilenmektedir. Bir PCR iiriiniiniin RFLP analizinde hangi kesim enzimi ya da
enzimlerinin kullanilacagi, hangi niikleotid veya niikleotidlerin sorgulandigina baghdir
(66).

Giintimiizde, seg¢ilebilecek ylizlerce enzim ticari olarak temin edilebilmektedir.
Enzim kesimi i¢in gerekli siire enzimin kesim etkinligine ve kesilecek DNA miktarina
baghdir. Kesim siiresi, bir saat gibi ¢ok kisa bir siireden bir gece gibi ¢cok uzun siireye

kadar degisebilmektedir (66).

2.8. Amplifikasyon Uriinlerinin Analizi

Agaroz jel elektroforezi:

Hedef bolgenin amplifikasyonundan sonra, elde edilen iiriinlerin bir sekilde
belirlenmesi ve analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla uygulanan en basit
klasik yontem agaroz jel elektroforezidir (61). Agaroz, deniz yosunlarindan elde edilmis
lineer bir polimerdir. Ticari olarak elde edilen agaroz tamamen saf degildir. Polisakkarid,
tuz ve proteinler ile kontamine haldedir. Bu kontaminasyonun miktari DNA'nin jelde
goclinii etkileyebilmektedir. Bu yilizden firmalar agarozun kimyasal olarak formiile
edilmis formunu satmaktadirlar (67).

Elde edilen PCR iiriinlerinin fragment biiyiikliikleri, calismanin en basinda
bellidir. Secilen veya dizayn edilen primerlerin hedefledikleri bolge ya literatiir bilgileri
ile bilinir veya ilgili mikroorganizmanin gen haritasina bakilarak bu biiyiikliik
hesaplanir. PCR’da elde edilecek olan fragment biiyiikliiklerinin de ayn1 olmas1 gerekir.
Bunun tespiti, elektriksel bir ortamda molekiil agirligmma gore ayriminin saglandigi
elektroforez metodlariyla gerceklestirilir. DNA negatif elektrik ile yiiklii oldugundan
dolay1 pozitif kutba dogru go¢ eder. Agaroz jeli, porlu bir yapiya sahip oldugundan,
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elektriksel ortamda go¢ eden DNA fragmentlerini biiyiikliiklerine gore birbirinden ayirir.
Jel, ya elektroforezden 6nce veya elektroforezden sonra etidyum bromid gibi bir DNA
boyasi ile boyanir. Bu boya 312 nm dalga boyundaki UV 15181 ile floresan vermektedir
(61).

Bu sebeple, etidyum bromid ile boyanmis jel UV transiliiminatoriinde
goriintiilenir ve fotografi cekilerek incelenir. Istenen biiyiikliikteki DNA fragmentlerinin
tespit edildigi ornekler “pozitif” kabul edilir. Fragment biiyiikliigii hesaplamalarinda,
ticari olarak temin edilebilen standart DNA molekiil agirligi belirtecleri kullanilmaktadir

(61).

2.9. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da "DNA Sequencing" bir DNA o6rnegindeki genetik kodu
olusturan 4 niikleotidin (Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin — A, G, C ve T) sirasinin
belirlenmesi anlamina gelmektedir (68).

DNA cift polimerdir ve G, C ile ve A, T ile eslesir DNA'nin bir zinciri,
komplementer zincirin (cDNA) olusturulmasimi saglar ve bu komplementer zincir
orjinal zincirin tekrar olusturulmasinda kullamilabilir. Bu DNA replikasyonunun ve
dolayistyla molekiiler biyoloji ve genetigin temelini olusturmaktadir (69). DNA dizi
analizi yontemleri temelde aymi prensibe dayalhidir. Bu yontemler, her biri bir
oncekinden bir baz daha fazla iceren seriler halindeki tek zincirli DNA molekiilleri
olusturulmasi esasina dayanirlar. Bu molekiiller elektroforezle dizinin okunabilmesini

saglayan merdiven seklinde gozlenirler (Sekil 2.13).
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— T AAGGTAACCCCCCTAGTCGGAT
——> A AAGGTAACCCCCCTAGTCGGA
———> G AAGGTAACCCCCCTAGTCGG
———> G AAGGTAACCCCCCTAGTCG
——— € AAGGTAACCCCCCTAGTC
——> T AAGGTAACCCCCCTAGT
———> G AAGGTAACCCCCCTAG
———> A AAGGTAACCCCCCTA

———> T AAGGTAACCCCCCT

——— € AAGGTAACcCcCcCcCC

——— € AAGGTAACCCCC

—— € AAGGTAACCCC

——o C AAGGTAACCC

——— C€ AAGGTAACC

—— C AAGGTAAC

——> A AAGGTAA

—— A AAGGTA

Sekil 2.13. DNA dizi analizi ile DNA niikleotid dizilerinin ortaya ¢ikarilmasi.

2.9.1. Dizi Analizi Uygulamalar

e Koruyucu hekimligin bir pargasi olarak bireysel insan genomunun dizi analizi

® Genotip-fenotip arasinda iligki kurulmak istendiginde hizli hipotez testlerinde
dizi analizi

e Cok hiicreli organizma gelismesinin biitiin asamalarinda in-vitro ve in-situ gen
ekspresyon profilinin ¢ikarilmasinda dizi analizi

e Kanser arastirmalar: 6rnegin bireysel klonlarin ayrmtili mutasyon serilerinin
belirlenmesi, heterozigotluk analizi ve teshis ve prognoz icin tiimor alt tiplerinin
belirlenmesinde dizi analizi

e Bilinen veya yeni patojenlerin identifikasyonu, biyolojik savag algilayicilarinin
gelismesinde dizi analizi

e Epigenetik yapilarin aciklanmasinda (kromatin modifikasyonlar1 ve metilasyon
paternleri gibi) dizi analizi

e Hiicre soy paternlerinin in vivo ve in vitro ortaya konmasinda dizi analizi

e Mikrobiyal suglarin  karakterizasyonu veya  siniflamadaki  yerlerinin

belirlenmesinde dizi analizi
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e Tarim, ¢evre ve terapotik amaglarla ilgili olarak mikrobiyal farkliligin ortaya
konmasinda dizi analizi

e DNA computing: DNA kiitiiphanelerinin olusturulmasinda dizi analizi

e Mikroorganizmalarin ila¢ direncinin belirlenmesinde dizi analizi

e Mikroorganizmalardaki viriilans, metebolik enzimler ve diizenleyici genlerin

molekiiler seviyede incelenmesinde dizi analizi (70).

2.9.2. DNA Dizi Analizi Yontemleri

DNA dizi analizi i¢in ¢esitli metodlar bulunmasina karsin, giiniimiizde en
popiiler ve yayginlikla kullanilan DNA dizim analizi metodu, 1977 yilinda Frederick
Sanger tarafindan gelistirilen metoda dayanmaktadir. Arastirici bu bulusundan sonra

Nobel 6diilii kazanmustir (68).

1. Geleneksel yontemler (69)

a. Maxam-Gilbert dizileme teknigi (kimyasal degradasyon yontemi): Farkli
uzunlukta fragment olusumu ile sonlanan ve DNA’y1 kesmek igin
kimyasallarin kullanildigr yontemdir. DNA molekiilii radyoaktif madde ile
(P32) isaretlenmistir. ki DNA zinciri birbirinden ayrilir ve bu ipliklerden
birinin dizi analizi yapilir. Elde edilen bu tek iplik 4 tiipe boliiniir. Her
ornege DNA’lann fosfodiester baglarindan kirarak etki eden kimyasal
maddeler ilave edilerek diger bazlarin tahribati saglanir.

b. Sanger yontemi (dideoksi zincir sonlanmas1 yontemi): Dort farkli reaksiyon
icinde farkli uzunluklarda DNA zincirlerinin sentezi icin enzimatik
prosediiriin kullanimi, DNA replikasyonunun durdurulmasinin doért bazdan
biri tarafindan gerceklestirilmesi ve daha sonra olusan fragmentlerin
uzunluklarinin belirlenmesi esasina dayanir.

2. Shotgun yontemi (son yillarda giindeme gelen): Cok biiyiikk klonlanmis DNA
parcalarin bircok parcaya bolerek alt klonlar halinde dizileme yapar (69).
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¢ Sanger Yontemi (Dideoksi Zincir Sonlanmasi Yontemi)

Teknik olarak dizi analizinde en fazla kullanilan en popiiler yontemdir.
Elektroforeze dayanan bir metod olup DNA zincirindeki her bir bazin pozisyonu tek tek
belirlenmektedir. Bu yontemde dort sira halinde, isaretlenen DNA fragmentleri yiiksek
coOziiniiliirliikteki poliakrilamid jelde ayrilarak DNA zincirindeki baz dizilerinin

okunmas1 saglanmaktadir

Teknik olarak dizi analizi 3 ana basamaktan olusur.
1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
2. Dizileme (sekans) reaksiyonu

3. Jel elektroforezi ve bilgisayarda degerlendirme

1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction/ PCR)

Oncelikle hedef dizi, spesifik primer dizileri PCR ile amplifiye edilir.

2. Sekans Reaksiyonu

Reaksiyon bilesenleri (69):
¢ Bir DNA kalib (piirifiye edilmis olmasi tercih edilir.)
e Taq DNA polimeraz
®  Primer
e Deoksiniikleotid (ANTP)
e Dideoksiniikleotid (ddNTP)
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PCR gibi 3 ana basamakta ve ortalama 30—40 dongiide gerceklesir (68, 69).

1. Basamak: denatiirasyon; 94°C’de DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi saglanir.

2. Basamak: anneling (baglanma); 50°C’de gerceklesir. Sekans reaksiyonunda
sadece bir primer kullanilir.

3. Basamak: extansion (uzama); 60°C’de uygulanir. Polimeraz enzimi normal
sartlarda 72°C’de caligir ancak ortama katilan kimyasal olarak modifiye edilmis
(floresan isaretli) ddNTP’ler bu sicaklikla uyum saglamadiklar icin daha diisiik

1silar tercih nedenidir.

Reaksiyon sirasinda lineer bir artis elde edilir. Bu reaksiyon klasik 1s1 dongii
cihazlarinda gergeklestirilir. Bu yontemde PCR’1n ana prensibi ile DNA polimeraz ile
primerin 3’ ucundan DNA sentezi baslatilmakta ve her bir yeni niikleotid son eklenen
niikleotidin 3’-OH grubuna eklenir. Dideoksi metodu ismini reaksiyonda kritik bir rol
oynayan 3’ karbon atomunda —OH’in eksik oldugu sentetik niikleotidden alir (Sekil
2.14). Dideoksiniikleotidlerin reaksiyona uygun konsantrasyonlarda eklenmesiyle de
olusan DNA oligoniikleotid zincirlerinin uzamasi, diger niikleotidin baglanmasi i¢in
gerekli olan 3' -OH eksik oldugu icin rastgele bir bicimde sonlanmaktadir. Bu sebeple
dideoksi metodu zincir sonlanma metodu olarak da adlandirilmaktadir. Sonlandirici
ozellikteki bu bazlar 4 farkli floresan boya (veya radyoaktif madde, kemiliiminesans
maddeler) ile isaretlenir ve reaksiyon 4 farkl tiipte, 4 ayr reksiyon karigimi halinde
gerceklestirilir. Reaksiyonun sonucunda, elimizde deoksiniikleotidlerle uzamis ve
dideoksi niikleotidler ile sonlanmis cesitli uzunlukta diziler iiretilmis olur (Sekil 2.15).
Tiim dizilerin 5’ ug¢lar1 aymdir ancak 3’ uca dzgiin baza gore uzunluklarn degisecektir.
Bu dizilerin son bazlar1 otomatik dizi analizi cihazlarinda okunabilmektedir.

Karakteristik floresan renkleri ise poliakrilamid jelde de belirlenebilmektedir (68, 69).
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Sekil 2.14. Deoksi ve dideoksiniikleotid (68).

Dizi analizi yapilan tek zincirli
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Sekil 2.15. Deoksiniikleotidlerle uzamis ve dideoksi niikleotidler ile sonlanmis ¢esitli uzunlukta diziler

(71).
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3. Elektroforez Asamasi

Sanger tarafindan gelistirilen orjinal metodta, radyoaktif madde ile isaretli DNA
primerleri kullanilmaktadir ve dort niikleotidin her biri icin ayr dizi analizi reaksiyonu
gerceklestirilmektedir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra da, her bir niikleotid
reaksiyonu i¢in ayn ¢izgide elektroforezleri gerceklestirilir (68).

Jel dokmek igin ozel olarak hazirlanmis kaset camlari arasina akrilamid jel
dokerek polimerizasyonun saglanmasi beklenir. Ardindan jel kaseti dizileme cihazina
yerlestirilerek jel kuyucuklarina sonlandiricilart farkli boya ile isaretli, dizi
reaksiyonuna tutulan ornekler yiiklenir ve elektroforez baglatili. DNA’lar negatiften
pozitif kutba dogru go¢ ederler ve molekiil agirliklarina gore jelde siralanirlar (Sekil

2.16) (69).

Uzun urin (Genin 5' ucu)

Kisa uUrin (Genin 3' ucu)

Sekil 2.16. Niikleotidin poliakrilamid jel elektroforezi

Teknolojinin ilerlemesi ve 4 farkli floresan ile isaretli her bir niikleotidin tek bir
reaksiyon tiipiinde karigtirilabilmesi ile birlikte, dizilerin belirlenmesi ve okunmasi
otomatik kapillar dizi analizi cihazlarinda gergeklestirilmektedir (68). Otomatize
sistemlerde, her bir Ornek kapillarlarin icine yiiklenir. Elektroforez ile birlikte
fragmentler biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. Kapillarin alt kisimlarina dogru DNA gog
eder ve her bir niikleotid icin spesifik floresan1 tespit eden lazer tarayicidan gecerler.
Dort boyanin her biri i¢in renk piki olusur. Bu bulgular spektrofotometrede yansittiklari

15181n dalga boyutuna gore okunurlar. Sonlanmis olan her niikleotid bilgisayarda
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kaydedilir. Renk pikleri bazlara ¢evrilir (A, C, G, T) ve lineer bir dizi olusturulur.
Yalnizca bir baz farklilig1 bile ayirt edilebilmektedir (68, 69).

Bilgisayar ortaminda olusan pikler ile elektroferogramlar elde edilir (Sekil 2.17).
Otomatik dizileme cihazlar1 arasinda uygulamada kiiciik farkliliklar olsa da dizilemenin
prensibi aynidir. Diziler elde edildikten sonra, bilgisayar ortaminda bazi kolaylastirict

programlar kullanarak diziler degerlendirilir ve yorumlanir (69).

b

Sekil 2.17: Otomatize sistemlerde olusan niikleotid renk pikleri (68).
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2.9.3. Dizi Verilerinin Degerlendirilmesi

Elektroforetik goriintiiniin anlamli DNA dizi verilerine doniistiiriilmesi igin,
dizilerin manuel olarak kontrol edilmesi ve bilgisayar destekli algoritmalar
gerekmektedir. Elde edilen dizi verisinin kalitesinin degerlendirilmesi icin, dizinin
oncelikle manuel olarak incelenmesi, kontrol edilmesi gerekmektedir. Dizilerin manuel
olarak kontrol edilmesinde, belirli pozisyonlarda karisik niikleotidlerin belirlenmesi
oldukga 6nemlidir. Ayrica, elektroforezin baglangicinda baglanmamis floresan isaretlere
bagh olarak ve elektroforezin sonuna dogru floresan sinyal yogunlugunun azalmasina
bagh olarak pikler genisler ve baz yakalama olasig1 azalir. Bu nedenle dizinin baslangi¢
ve son kisimlariin dikkatli bir sekilde incelenmesi, komplementer zinciri ile beraber

degerlendirilmesi gerekmektedir (66).
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Heterojen bazlar elektroforez verisinde {ist iiste binen pikler seklinde
goriilmektedir. Bu heterojen bazlar dizi analizi reaksiyonu sirasndaki artefakttan veya
dizide varyasyondan kaynaklanabilir. Incelenen dizi komplementeri birlikte
degerlendirilip, pik yogunlugu da gbéz Oniinde bulundurularak maniiel olarak
dogrulanmasi1 gerekmektedir (66).

DNA dizisi daima 5’-3’ yoniinde ve aminoasit dizisi de N-ucundan C-ucuna
dogru okunmalidir. Veri bankasindan ulagilan dizilerin okuma yonii de her zaman
bunlarla uyumlu olacaktir (69).

DNA dizisinin degerlendirilmesi, raporlanmast ve derlenmesi icin ¢ok sayida
program ve veritabani kullanilmaktadir (66).

Iki niikleotid veya aminoasit dizisinin kiyaslanabilmesi icin dizilerin hizalanmasi
gerekmektedir. Bu islem sayesinde karsilastirilan iki dizi elemanlarinin ne kadarinin
eslestigini (match), insersiyon ve delesyonlar goriilebilmektedir. Bu konu ile ilgili
programlarin ¢ogu, aym uzunluktaki dizilerin kullanilmasim tercih etmektedir. Kural
olarak 100 bp’in tizerindeki dizilerde; bir proteinde bulunan aminoasitlerin %25’inden
fazlas1 ve DNA’da bulunan niikleotidlerin %70’inden fazlas1 arasinda bir benzerlik
tespit edilirse, bu iki dizinin tamamina yakin bir sekilde birbirine benzedigi
sOylenebilmektedir (69).

Bir ¢ok dizi hizalama programi bulunmaktadir. CLUSTAL X ilk coklu dizi
hizalama (multiple alignment) programidir ve biyoinformatik i¢in ana yazilimlardan biri

olarak kabul edilmektedir (69).

2.10. Molekiiler Filogenetik Analizi

Filogenetik analizi, yaygin bir ata soyundan gelen tiirlerin soylar1 hakkindaki
hipotezlerin test edilmesi siireci anlamindadir. Bagka bir deyisle, bu analiz mevcut
organizmalarin yakin iligkilerini belirlemek ve organizmalann evrimsel soylar
kapsaminda bir yere koymak i¢in kullanilmaktadir (66).

Homolog diziler hizalandiktan sonra, genetik uzakliklarimin belirlenmesinde

secilebilecek bir¢cok yontem vardir. P-distance, niikleotid farkliliklarinin sayilari, Jukes-
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Cantor, Tajima-Nei, Kimura 2-parametre yoOntemi, sinonim-nonsinonim degisim
oranlarinin belirlenmesi gibi yontemler en ¢ok kullanilanlaridir (69).

Hizalama islemi bittikten sonra, filogenetik aga¢ olusturmanin ilk basamagi
olarak kabul edilmektedir. Filogenetik dendogramin olusturulmasi icin direkt genetik
uzaklik degerleri kullanilabilecegi gibi, Parsimony, maximum likelihood ve sik olarak

tercih edilen neighbor joining gibi yontemler de kullanilabilmektedir (69).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

3.1.1. Kullamlan Cihazlar

e ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)

¢ PCR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)

e Giivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

¢ Elektroforez Gii¢c Kaynagi (Biometra P30)

e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

e Jel Goriintiilleme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, CN-3000,
France)

e Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich- Universal 32 R)

e Mikrodalga Firin (Beko- MD 1500)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e Etiiv (Memmert)

e Otoklav (Hirayama HV-L Series 50L)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buzdolab: (indesit)

® Vortex (NM- 110)

¢ Su Banyosu (Memmert)

e Distile su cihazi (GFL-2104, Germany)

e Mikropipet Seti (Gilson-PIPETMAN-P 10-P100-F1000)
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3.1.2. Kullamilan Bilgisayar Yazilim Programlar:

e CLUSTAL X versiyon 1.83

e GENDOC versiyon 2.6.002 (Multible Sequnce Alignment Editor &
Shading Utility)

e MEGA versiyon 3.1 (http://www.megasoftware.net/)

e Vector NTI versiyon 9.0.0

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

e Tris-Hidroklorid (Sigma T-5941, Lot 31 K5466)

e FEtilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema-
302430300, cat nr 30354)

e Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck-1.51736210)

e Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)

e Borik asit (Merck- K29935665 204)

* Brom fenol mavisi (SCP Science-B7722)

e Siikroz (Merck-1.07651)

e Etanol absolut (Riedel- deHadn/32221)

e Fenol (Merck- S3971900 349)

e Kloroform (Merck- K28735331 107)

e Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)

e Taq DNA Polimeraz (Fermentas-#EP0402)

e 10X Tagq Buffer (with KCI) (Fermentas-#EP0402)

e 25 mM MgCl (Fermentas-#EP0402)

e 100 mM dNTP (Fermentas, Deoxynucleotide set-dNTP set, 4x25 umol,
#R0181)

e Proteinaz K (Sigma, P 2308)

e 100 bp Molekiiler Agirlik Standardi (Fermentas, GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, #5SM0241)
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e Distile Su

e Nuclease Free Su (Fermentas, #R0582)

e Bigdye Terminator v3.1Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA)

® Primerler

Bazal kor promoter/prekor gen bdlgesi icin:

External Sense (TIB MOLBIOL, 1049073): PC/CP-ES (5’-CATAAGAGGACTCTTGGACT-3’)
External Antisense (TIB MOLBIOL, 1049074): PC/CP-EAS (5’-GGCGAGGGAGTTCTTCTTCTAGGGG-3")

Internal Sense  (TIB MOLBIOL, 1049075): PC/CP-1IS (5’-AATGTCAACGACCGACCTTG-3")
Internal Antisense(TIB MOLBIOL, 1049076): PC/CP-IAS (5’-AGCTGAGGCGGTGTCGAGGAGATC-3%)

Pre-S gen bolgesi icin:
Sense (TIB MOLBIOL, 1049071): PRES-S (5'-TCACCATATTCTTGGGAACAAGA-3")
Antisense (TIB MOLBIOL, 1049072): PRES-AS (5-TTCCTGAACTGGAGCCACCA-3")

3.1.4. Kullanmilan Tampon Cozeltiler

3.1.4.1. DNA izolasyonu i¢in Kullamlan Soliisyonlar

Parcalayici Tampon (Lysis Buffer), 100 mL icin

(10mM Tris/HCI pH 8; SmM EDTA, % 0.5 SDS)

e Tris-HCl............. 0.209 gr.
e EDTA............... 0.249 gr
o SDS...iiis 0.67 gr

e Tartilan kimyasal maddeler 50 mL distile su ile eritildi.
e pH’s1 8.0’a ayarlandu.
¢ 100 mLl’ye distile su ile tamamlandi.

e (da 1sisinda muhafaza edildi.
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1:1 Fenol-Kloroform

e Kiristalize fenol su banyosunda eritildi.
e Bir kisim kloroform, bir kisim s1v1 hale getirilmis fenol ile karigtirildi.

® +4°C’de koyu renkli siselerde muhafaza edildi.

Proteinaz-K (100mg/mlL.)

e Hazir olarak alinan liyofilize 100 mg Proteinaz-K (Sigma) 1 mL steril distile
su ile ¢oziilerek 100 mg/mL’lik konsantrasyona getirildi.

e 50 uL’lik porsiyonlara ayrildi.

e -20°C’de saklandi.

3.1.4.2. Elektroforez icin Kullanilan Soliisyonlar

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Tampon Stok Soliisyonu, pH 8.8

o TrisBase.....cccocooernennne. 108 g
¢ Borik Asit.....ccceceveieennens 55¢
® EDTA...cooiiiiiiiien. 83¢g

e Distile suile eritildi ve pH’s1 8.8’e ayarlandi.
e Distile suile 1 litre’ye tamamlanarak ¢oziildii.

e (da 1s1si1nda muhafaza edildi.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)

e 10X TBE tamponu stok soliisyonundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmig
olan 1X TBE tamponu, elektroforez yiiriitme tamponu olarak elektroforez

tankinda kullanmlda.
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Yiikleme Tamponu (Loading Buffer), 20 mL icin

e Brom fenol mavisi.......... 0.05¢g

e Tartilan kimyasallar 20 ml 1XTBE tamponunda eritildi.

e (da 1s1sinda saklandi.

% 1 Agaroz Jel Soliisyonu

e 50 ml 1X TBE tamponu icerisinde 0.5 g agaroz mikrodalga firinda
eritildikten sonra 10 mg/ml’lik stok Et-Br soliisyonundan 3 pL katild1.

3.2. Serum Orneklerinin Toplanmasi

Calismanin serum ornekleri, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji
Bilim Dali Poliklinigi’ne bagvuran hepatit B’li hastalardan elde edildi. 33’1 erkek ve
21’1 kadin olmak iizere toplam 54 hastadan olusan caligma grubunun yas ortalamasi
40.05 olarak belirlenmistir.

Calisma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligi’nin 21.11.2008
tarihli ve 9/13 sayili karar ile “Etik Kurul Onay1”’m1 almistir. Calismaya dahil edilen
hastalarin hepsi, yapilacak caligsma ile ilgili olarak bilgilendirilmistir.

Hastalardan yaklagik 10 mL kadar kan 6rnegi alindi. Serum kisminin ayrilmasi
i¢cin kan Ornekleri 5.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Tiipiin iist kismindan toplanan

serumlar ¢alisilincaya kadar -80°C’de saklandi.
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3.3. Yontemler

3.3.1. Biyokimyasal Analiz

Hastalarmin hepsinin karaciger profilleri, alanin aminotransferaz (ALT) ve

aspartat aminotransferaz (AST) enzim seviyelerinin 6l¢iilmesi ile belirlendi.

3.3.2. Serolojik Analiz

3.3.2.1. HBV Serolojik Belirteclerinin Tespiti

Hasta serumlarinda HBV serolojik belirtegleri; HBsAg, anti-HBs, anti-HBc
(IgM ve IgG), HBeAg ve anti-HBe varlig: ticari olarak temin edilen ELISA kitleri
kullanilarak belirlendi. Yontem mikropartikiill ELISA prensibine dayanmakta olup,
iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda Architect i 2000 SR (ABBOTT, Diagnostics

Division) sisteminde gerceklestirilmistir.

3.3.3. Molekiiler Analiz

3.3.3.1. Serum HBV DNA Seviyelerinin Kantitatif Olarak Tespit Edilmesi

HBV DNA’nin eldesi icin otomatize Manga Pure LC (Roche Diagnostics
GmbH, Germany) cihazinda serum orneklerinden DNA izolasyonu COBAS Ampliprep
kiti kullanarak gergeklestirildi. izolasyon sonrasi, viral yiik tayini, Cobas Taq Man 48

(Roche) prosediiriine gore “real time” PCR teknigi uygulanarak arastirildi.
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3.3.3.2. Bazal Kor/Prekor Mutasyonlarimin Tespit Edilmesi

3.3.3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Serum oOrneklerinden DNA saflastirilmasi; modifiye klasik fenol-kloroform ve

kloroform yontemi kullanilarak gerceklestirildi (72).

Bu yontemin anahtar basamagi, fenol-kloroform ve kloroform ile niikleik asitin

stvi fazda proteinlerden ayrilmasidir. Proteinlerin parcalanarak ayrilmasinda organik

solventler ile ekstraksiyondan once, genellikle pronaz veya proteinaz K gibi proteolitik

enzimler kullanilmaktadir. Yaptigimiz bu calismada; Proteinaz K’nmin varliginda

hiicreler parcalandi. Organik ekstraksiyonla (fenol-kloroform), DNA biyolojik

materyallerden uzaklastirildi. Daha sonra da DNA etanol ile ¢oktiiriildii.

DNA ekstraksiyonunun yapilisi:

O

O

1.5 mL’lik steril eppendorf tiipiine, 100 pL serum 6rnegi kondu.

Serum Ornegi iizerine 300 pL lizis tamponu (10mM Tris/HCI pH 8; 5SmM EDTA, %
0.5 SDS) + 1 pL Proteinaz-K (100mg/mL) ilave edip vortekslendi.

Bu karisim, 56°C’lik su banyosunda bir gece boyunca inkiibe edildi.

Bu karisim iizerine 800 pL fenol-kloroform ilave edildi. lyice alt iist edilip +4°C’de
30 dakika bekletildi.

Bu siire iginde tiipler zaman zaman alt iist edilerek karistirildi.

Tiipler 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant kismu (iistteki berrak kisim) alinarak yeni steril bir tiipe aktarildi.

Yeni tiipe alinan siipernatant iizerine, siipernatantin 2 kat1 hacimde olacak sekilde
kloroform ilave edildi. Alt iist edilerek +4°C’de 30 dakika bekletildi.

Bu siire iginde tiipler zaman zaman alt iist edilerek karistirildi.

Tiipler 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant kism1 alinip yeni steril bir tiipe aktarildi.

Siipernatant iizerine 1 ml soguk absoliit etanol ilave edildi.

Yavasca alt iist edip —20°C’de gece boyunca bekletildi.

Ertesi giin tiipler 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
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o Tiiplin dibindeki niikleik asit pellet kismina zarar vermeden iist kism1 dikkatlice
uzaklastirildi.

o Tiipler temiz kagit havlular iizerine ters olarak koyarak 10 dakika bekletilerek
kurutuldu.

o Pellet 20 uL steril distile su ile yavas hareketlerle pipetaj yaparak ¢ozdiiriildii.

Hazirlanan DNA ekstraktlar ¢alisilincaya kadar —20°C’de saklandi.

3.3.3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uygulamasi

PCR, tek bir molekiil DNA’y1 bile ¢ogaltabilecegi i¢in, reaksiyon karigimlarinin
DNA molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir. Bu
kontaminasyon, daha onceki PCR reaksiyonu, eksojen DNA veya diger hiicresel
materyallerden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle kullanilan sarf malzemeleri ve
soliisyonlarin steril olmasina dikkat edildi ve reaksiyon bilesenleri ekstraksiyon
isleminin yapildig1 kabinden ayr1 temiz bir kabinde hazirlandi. PCR reaksiyonunda 1s1
iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi igin, ince duvarl
DNase ve RNase enzimlerinden armdirilmis steril 0.2 uL’lik PCR tiipleri (Axygen
Thin-Walled PCR Tubes) kullanildi. Reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in de 1s1 dongii
cihazi ile 0.5-10 pL, 10-100 uL ve 50-200 puL’lik otomatik pipetler kullanildi.

Mutasyonlarin tespiti i¢in, bazal kor promoter ve prekor gen bolgeleri, Cho ve
arkadaslarinin (73) arastirma makalelerinden segilen spesifik primer dizileri kullanilarak
amplifiye edilmistir.

HBV genomunda C ORF’sinde, prekor gen bolgesi nt 1814-1900, bazal kor
promoter bolgesi ise nt 1742-1849 arasinda kalmaktadir. Calismada kullandigimiz
primerlerin amplifiye ettigi aralik ise bu bolgeyi icine alacak sekilde nt 1679 ile nt 2009
arasindadir. Kullanilan primer dizaynina gore nested PCR yontemi ile bazal kor
promoter ve prekor gen bolgelerini icine alan 330 bp’lik bu gen bolgesi amplifiye

edilmistir (Sekil 3.1).
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ctgecctaatce

gctttggggce
N
G1896A

ttttttgcct
gtatcgggag
agctattctg
agacccagca
tagacaacta
gtatttggtg
ccctatctta

aagaagaact

gtttaaagac
ctgtaggcat

atctcatgtt

atggacattg

tctgacttct
gccttagagt
tgttggggtyg
tccagggaat
ttgtggtttc
tcttttggag
tcaacacttc

ccctegectce

nt 2394-2369

10

Hepatit B virus genom, alt tip

tgggaggagt
aaattggtct

catgtcctac

acccgtataa

ttccttctat
ctccggaaca
agttgatgaa
tagtagtcag
acatttcctg
tgtggattcg
cggaaactac

gcagacgaag

ayr

Sekil 3.1.

HBYV bazal kor promoter ve prekor gen bolgeleri.

HBYV prekor/kor promoter gen bolgelerindeki mutasyonlarin belirlenmesinde
kullanilan, birinci tur PC/CP-ES (nt. 1653-1672) ve PC/CP-EAS (nt. 2394-2369) ile
ikinci tur PC/CP-IS (nt. 1679-1698) ve PC/CP-IAS (nt. 1985-2009) primer dizileri

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Bazal kor/prekor gen bolgelerini hedefleyen spesifik primer dizileri.

Primerler Prekor/ Kor Promoter bolgesi | nt. yerlesimi | PCR iiriinii
Birinci Tur
External PC/CP-ES
Sense (5°-CATAAGAGGACTCTTGGACT-3’) nt. 1653-1672
Primer Dizisi 716 bp
External PC/CP-EAS
Antisense (5’-GGCGAGGGAGTTCTTCTTCTAGGGG-3") nt. 2394-2369
Primer Dizisi
ikinci Tur
internal Sense PC/CP-IS
. e (5’-AATGTCAACGACCGACCTTG-3’) nt. 1679-1698
Primer Dizisi
internal PC/CP-IAS 330 bp
Antisense (5’-AGCTGAGGCGGTGTCGAGGAGATC-3%) nt. 1985-2009

Primer Dizisi
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Nested PCR teknigi ile amplifikasyon gerceklestirilmistir. Iki tur halinde
gerceklestirilen bu teknikte, ikinci turda birinci turda hedeflenen gen bolgesi iginde
daha korunmus bolge spesifik primer dizileri ile amplifiye edilmektedir. Her bir 6rnek

icin PCR karisimlar Cizelge 3.2°deki gibidir.

Cizelge 3.2. Bazal kor/prekor gen bolgesinin amplifikasyonunda her bir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon

karisimi.

Birinci Tur ikinci Tur
. . . Kullamilacak . . . Kullanilacak

Reaksiyon Bilesenleri Miktar (ul) Reaksiyon Bilesenleri Miktar (ul)
Distile Su 36.75 Distile Su 415
10X Tag Tampon 5 10X Tag Tampon 5
MgCl, (25 mM) 4 MgCl, (25 mM) 1.5
dNTP Mix (10 mM) 1 dNTP Mix (10 mM) 1
Primer 1 (PC/CP-ES) 0.5 Primer 3 (PC/CP-IS) 0125
(Forward) (100pmol/uL) (Forward) (100pmol/uL) ’
Primer 2 (PC/CP-EAS) 0.5 Primer 4 (PC/CP-IAS) 0125
(Reverse) (100pmol/uL) (Reverse) (100pmol/uL) ’
Tag DNA Polimeraz 0.25 Tag DNA Polimeraz 0.25

. 2 1/100 oraninda diliie edilmis 1.

DNA 6rnegi tur PCR iiriinii 0.3
Primer 1: PC/CP-ES: (5°- Primer 3: PC/CP-IS (5°-
CATAAGAGGACTCTTGGACT-3%) AATGTCAACGACCGACCTTG-3%)
Primer 2: PC/CP-EAS (5°- Primer 4: PC/CP-IAS (5°-
GGCGAGGGAGTTCTTCTTCTAGGGG-3") AGCTGAGGCGGTGTCGAGGAGATC-3%)

Olusturulan bu PCR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
ve lizerlerinde numaralarn yazil steril 0.2 pL’lik PCR tiiplerine paylastirilip, iizerlerine
DNA 6rnegi konulup cihaza yerlestirildi.

Bazal kor/prekor gen bolgesinin amplifikasyonunda 1s1 dongii cihazinda PCR
kosullart Cizelge 3.3’deki gibi uygulanmistir. Capraz kontaminasyonu oOnlemek igin

gerekli biitiin dnlemler alinmistir ve negatif kontroller her bir reaksiyona eklenmistir.
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Cizelge 3.3. Birinci ve ikinci tur bazal kor/prekor PCR kosullari.

Birinci Tur
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 94 10 dk 1
Denatiirasyon 95 45 sn
Primer baglanmasi (Annealing) 55 45 sn 25
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1 dk
Son uzama (Post elongasyon) 72 5 dk 1
Muhafaza 4 o0 o0
ikinci Tur
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 94 10 dk 1
Denatiirasyon 95 45 sn
Primer baglanmasi (Annealing) 60 45 sn 30
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1 dk
Son uzama (Post elongasyon) 72 5 dk 1
Muhafaza 4 o0 )
3.3.3.2.3. Agaroz Jel Elektroforez Islemi

PCR’da amplifiye edilen gen bolgelerinin uzunlugunu saptamak icin agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan jelde yiiriitilen DNA’larin uzunluklari,
biiyiikliikleri belli DNA fragmentleri ihtiva eden belirtec ile kiyaslanarak saptandi.

Tank tamponu olarak TBE (Tris-Borik asit-EDTA), 10X konsantre stok
soliisyonu seklinde hazirlandi. Daha sonra 1X olacak sekilde sulandirildi ve hem tankta

hem de agaroz jelin hazirlanmasi sirasinda kullanildi.

Agaroz jelin hazirlanmasi:

%1’lik agaroz jelin hazirlanmasinda, bir balon jojede 0,5 gr agaroz 50 mL 1X
TBE soliisyonu igerisinde mikrodalga firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar
1sitildi. Buhar ¢ikmasi durduktan sonra Ethidium Bromide (Et-Br)’den 3 uL eklendi. Et-
Br son derece kanserojen/mutajen 6zellige sahip oldugu icin buharlagsma ile Et-Br’in
solunmasinin engellenmesi icin 1sitma isleminden sonra sogumasi i¢in beklendi. Erimis
haldeki Et-Br ile karistirilmis jel taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavasca dokiildii.
Dokme islemi esnasinda jel icinde hava kabarciklarinin kalmamasina dikkat edildi.

Yaklagik 30 dakika boyunca sogumaya birakildi. Katilasana kadar (25-30 dk) oda
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sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez tankina yerlestirilerek PCR 6rneklerinin
yiiklenmesine hazir hale getirildi.

Daha onceden PCR islemi yapilmis olan buzdolabindaki orneklerden 5’er uL
alarak parafilm tizerinde 2 pL 1XTBE ile hazirlanmis yiikkleme tamponu (%20 siikroz
veya gliserol, % 0.25 brom fenol mavisi) ile iyice karigtirildi. Daha sonra da
elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi. Tankin kapagi
kapatildiktan sonra giic kaynagi calistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30mA akim
verilerek elektrik akimi1 gegmesi saglanarak 6rnekler 30-40 dakika boyunca yiiriitiildii.
Yiikleme tamponunda bulunan brom fenol mavisinin gogii takip ederek jelin 2/3’liik
kismina ulastifinda elektroforez durduruldu. Jeli tanktan c¢ikararak 312 nm dalga
boyunda 1s1k veren UV-transiliiminatoriinde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde

(Vilber Lourmat Marne La Vallée, France) kayitlar1 yapildi.

3.3.3.3. DNA Dizi Analizi

Bazal kor/prekor gen bolgesi “nested PCR” teknigi ile cogaltildiktan sonra, elde
edilen spesifik diziler, isaretli dideoksiniikleotidleri iceren ‘“Bigdye Terminator
v3.1Cycle Sequencing kit” (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) kullanarak,
sense ve antisense zinciri PCCP primerleri ile, “Cycle Sequence” PCR’1 yapilmistir.

Cizelge 3.4’de reaksiyon bilesenleri gosterilmistir.

Cizelge 3.4. “Bigdye Terminator v3.1Cycle Sequencing kit” bilesenleri

Reaktifler Konsantrasyon Hacim
“Ready Reaction Premix” 2.5X 4 uL
“BigDye Sequencing Buffer” 5X 2uL
Primer - 3.2 pmol
Kalip PCR iiriinii - 10 pL
Su - 4 uL.
Son hacim 1X 20 uL
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“Cycle Sequencing” reaksiyon kosullart asagidaki Cizelge 3.5 de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. “Cycle Sequencing” reaksiyonunda uygulanan sicaklik ve siireleri.

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangic denatiirasyonu) 96 1 dk 1
Denatiirasyon 96 10 sn
Primer baglanmasi (Annealing) 50 5 sn 25
Zincir uzamasi (Elongasyon) 60 4 dk
Muhafaza 4 ¢ 00

“Cycle Sequencing” sonrasi reaksiyon iiriinlerine Etanol/EDTA/Sodyum Asetat

(NaOAc-EtOH) presipitasyon yontemi ile saflastirma uygulanmistir.

Etanol/EDTA/Sodyum Asetat (NaOAc-EtOH) presipitasyon yontemi:

20 pL’lik reaksiyon iiriinlerinin iizerine 2 pL. 125 mM EDTA eklendi.
Daha sonra iistiine 2 pl. 3 M sodyum asetat eklendi.

Bunun iizerine 50 pLL %100’lik etanol eklendi.

Ters-diiz ederek karistirildi.

Oda 1s1sinda 15 dk inkube edildi.

+4 °C’de 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

Pelletlerin iistiindeki siipernatant ters ¢evrilerek dokiildii.

Uzerine %70’lik etnalol eklendi.

+4 °C’de 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

Pellet kurutuldu.

Saflastirma islemi sonrasinda, “ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer”

(Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) otomatize DNA dizi analizi cihazinda,

reaksiyon iiriinlerinin elektroforez islemi gerceklestirilmistir.
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3.3.3.3.1. Dizi Analizi Verilerinin Analizi

Dizi analizi verileri, kromatografi seklinde elde edilmistir. Kromatografi, herbir
reaksiyon icin renk/baz iligkisinin dalgasal analizini saglayan bir diizenektir. Dizi
verileri bu sekilde kayit edilebilmekte ve giivenli ortamlarda saklanabilmektedir.

Dogrulanmasi agisindan, herbir PCR iriiniiniin reverse ve forward primer
dizileri kullanilarak her iki zincirine DNA dizi analizi uygulanmistir. Dizi analizi
sonrast her zincir komplementeri ile birlikte kromatogram dalgalarimin pik
uzunluklarinin karsilagtirilmasi ile kontrol edilmis ve gerekli diizeltmeler yapilmistir.

Antiviral tedavi alan hasta orneklerinin analizinde, genelde 6nemli kodonlarda
kangik viral popiilasyonlar tespit edilmektedir. Her iki zincirde, ayni pozisyonda
belirsiz (iist {ste binen) niikleotidler karigik viral popiilasyonun varligini
gostermektedir. Bu niikleotidlere daha sonra “International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC)” sistemine gore bir kod verilmistir (Cizelge 3.6). TUPAC
nomenklatiirii kimyasal bilesikleri isimlendiren bir sistemdir. Ornegin A ve T’in karisik

olarak tespit edildigi yerlerde [UPAC kodu W olarak belirlenmektedir.

Cizelge 3.6. IUPAC tek harf kodlari. Niikleotid veya aminoasit dizileri IUPAC tek harf kodlar ile
yazilmalidirlar (74).

Semboller | Isim | Aciklama
DNA/RNA

A Adenin Piirin
G Guanin Piirin
T Timin Pirimidin
U Urasil Pirimidin
R Piirin AveyaG
Y Pirimidin Cveya T/U
M Cveya G
K GveyaT
S Giiclu Cveya G
W Zayf AveyaT
H AveyaCveyaT
B CveyaGveyaT
\ AveyaCveya G
D AveyaGveyaT
N Belirsiz (Ambiguous) AveyaCveyaGveyaT
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CLUSTAL X (versiyon 1.83) programinda her iki zincir kars1 karsiya getirilerek
hizalanmistir (aligning). Daha sonra GENDOC (versiyon 2.6.002) gibi bir DNA dizi
analizi programinda, u¢ kisimlardaki fazla hizalanmamis diziler kirpildiktan sonra, son
konsensus dizi seklinde kayit edilmistir.

Her bir hastaya ait dizisi ¢ikarilmis olan bu gen bolgeleri, PubMed Gen-Bankasi
veri tabaninda yayinlanmis referans dizi verileri ile karsilastirilarak bazal kor promoter
ve prekor gen bolgesindeki spesifik niikleotid degisiklikleri ve olast diger polimorfik

bolgeler belirlenmistir.

3.3.3.4. HBV Genotiplerinin Belirlenmesi

HBYV genotiplerinin belirlenmesinde, pre-S gen bolgesi hedeflenmistir. PCR

ve daha sonrasinda gerceklestirilen RFLP analizine dayanan yontem kullanilmistir.

3.3.3.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uygulamasi

Calismada kullanilan primerler, Lindh ve arkadaglarinin yaptigi arastirma
makalelerinden secilmistir. Primerlerin, biitiin genotiplerin yiiksek sensitivite
amplifikasyonunu saglayacak sekilde korunmug genomik segmentte lokalize oldugu
belirtilmektedir (42). Bu metod pre-S gen bolgesinin 2823. nt ve 80. nt arasinda kalan
479 bp’lik segmentinin spesifik primerlerin kullanildigit PCR ile ¢ogaltilmasindan
sonra, Avall ve Mbol restriksiyon enzimleri ile inkiibe edilerek RFLP analizine
dayanmaktadir.

HBYV genotiplemesinde kullanilan pre-S gen bolgesini hedefleyen PRES-S
ve PRES-AS primer dizileri Cizelge 3.7°de gosterilmistir. PRES-S; pre-S1 start
kodonunun iist kisminin (upstream) birkac baz iistiinde sonlanmaktadir, PRES-AS ise;
Pre-S2 bolgesinin ortasina karsilik gelmektedir (42). RFLP analizinde kullanilan

enzimler ve tanima bolgeleri Cizelge 3.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. HBV genotiplerinin tespitinde kullanilan pre-S gen bolgesini hedefleyen primer dizileri.

Primerler Pre-S gen Bolgesi nt. yerlesimi | PCR iiriinii
. ... | PRES-S
Sense primer dizisi (5-TCACCATATTCTTGGGAACAAGA-3") nt. 2823-2845
. p 446 bp.
Antisense primer | PRES-AS nt. 80-61
dizisi (5’-TTCCTGAACTGGAGCCACCA-3’) )

Cizelge 3.8. HBV genotiplerinin belirlenmesinde, RFLP analizinde kullanilan enzimler.

Restriksiyon enzimleri

Tamma alanlari

Calisma sicakhiklari

5...G'GWCC....3'

Avall 3'....CCWG _G....5 37°C
W=AveyaT
Mbol 5'.... GATC...3 37°C

3...CTAG_....5

Spesifik primer dizileri ile amplifikasyonun gerceklestirilmesinde ‘“hot start”

PCR teknigi kullanmilmistir. “Hot start” amplifikasyonu, reaksiyonda kullanilan temel

bilesenlerden biri olan 7ag DNA polimeraz enziminin tiip sicakligt 65°C’ye

yiikseldikten sonra karisima ilave edilmesi ile gerceklestirilmistir. Boylece non-spesifik

baglanma ihtimali azaltilmistir. Her bir ornek i¢in PCR karisimlar Cizelge 3.9’daki

gibidir.

Cizelge 3.9. Pre-S gen bolgesinin amplifikasyonunda her bir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon karigima.

Reaksiyon Bilesenleri Kullamilacak Miktar
(uL)
Distile Su 29.5
10X Tag Tampon 5
MgCl, (25 mM) 4
dNTP Mix (10 mM) 1
Primer 1 (PRES-S) (Forward) (100pmol/uL) 0.25
Primer 2 (PRES-AS) (Reverse) (100pmol/uL) 0.25
DNA o6rnegi 5
Enzim Karisim
Tag DNA Polimeraz 0.25
Distile Su 4,75
Primer 1: PRES-S : (5-TCACCATATTCTTGGGAACAAGA-3’)
Primer 2: PRES-AS: (5’-TTCCTGAACTGGAGCCACCA-3")
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Olusturulan bu PCR karisim1 vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
ve iizerlerinde numaralarn yazili steril 0.2 pL’lik PCR tiiplerine 40’er pL. konuldu. Daha
sonra iizerine 5 pL DNA 0Ornegi konulup cihaza yerlestirildi. Is1 65°C’nin iizerine
ciktiktan sonra 1s1 dongii cihazinin kapagi acilip tiipler cihazda iken tiiplerin iizerine
hazirlanan enzim karistmi hizlica ilave edildi. Tiiplerin kapaklar1 yeniden kapatilip,
cihazin kapagi geri kapatildi.

Pre-S gen bolgesinin amplifikasyonunda 1s1 dongii cihazinda PCR kosullar

Cizelge 3.10°daki gibi uygulanmistir.

Cizelge 3.10. Uygulanan amplifikasyon sicaklik ve siireleri.

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 94 10 dk 1
Denatiirasyon 94 45 sn
Primer baglanmasi (Annealing) 60 1 dk 40
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1.5 dk
Son uzama (Post elongasyon) 72 7 dk 1
Muhafaza 4 e 0

Islem bittikten sonra, ornekler elektroforez uygulanmak iizere +4°C’deki

buzdolabina kaldirildi.

3.3.3.4.2. RFLP Analizi

Pre-S gen bolgesinin PCR sonucu elde edilen 446 bp’lik reaksiyon iiriinii 2’ser
iinite Avall (Fermentas, #ERO0311) ve Mbol (Fermentas, #ERO0812) restriksiyon
enzimleri ile ayr reaksiyon tiiplerinde muamele edilerek RFLP analizi yapilmistir.
Enzimler ile inkiibasyon kosullar1 Cizelge 3.11°de 6zetlenmistir.

Bu amagla PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesinden
sonra %1.5’luk agaroz jelde elektroforezi yapilmistir. Genotiplerin ayrimi,
sinirlandirilan fragmentlerin paterlerinin (kesim sonrasi bant sayisi ve biiyiikliigii)
incelenmesi ile tespit edilmistir. Ayrica kontrol olarak her bir 6rnek i¢in PCR iiriinleri,

enzimle muamele edilmeden reaksiyona dahil edilmistir.
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Cizelge 3.11. Restriksiyon enzimleri ile inkiibasyon kosullari.

Reaksiyon Bilesenleri Avall Dpnll (Mbol)
Distile Su 0.8 uL 0.8 uL
10X Restriksiyon Tampon (Buffer R) 1 uL 1 uL
Enzim (10 U/uL) 0.2 uL 0.2 ulL
PCR iirtinii 8 uL 8 uL
Toplam Hacim 10 L 10 uLL
Inkiibasyon 37°C’de 4-16 saat | 37°C’de 4-16 saat

3.3.3.5. Pre-S Gen Bolgesinin Dizi Analizi

Pre-S gen bolgesi “hot-start” PCR teknigi ile cogaltilan 18 6rnege DNA dizi
analizi uygulanmistir. PCR ile elde edilen spesifik diziler, isaretli dideoksiniikleotidleri
iceren “Bigdye Terminator v3.1Cycle Sequencing kit” (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) kullanarak, sense ve antisense zinciri PRES-S ve PRES-AS primerleri
ile, “Cycle Sequence” PCR’1 yapilmistir.

“Cycle Sequencing” sonrasi reaksiyon iiriinlerine Etanol/EDTA/Sodyum Asetat
(NaOAc-EtOH) presipitasyon yontemi ile saflastirma uygulanmistir.

Saflagtirma islemi sonrasinda, “ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer”
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) otomatize DNA dizi analizi cihazinda,

reaksiyon iiriinlerinin elektroforez islemi gerceklestirilmistir.

3.3.3.5.1. Dizi Analizi Verilerinin Analizi

Dizi analizi verileri, aym seklide kromatografi seklinde elde edilmistir. Her bir
PCR iiriiniiniin reverse ve forward primer diziler kullanilarak her iki zincirine dizi
analizi uygulanmistir. Dizi analizi sonrasi her zincir komplementeri ile birlikte
kromatogram dalgalarinin pik uzunluklarmin karsilastirilmast ile kontrol edilmistir ve
gerekli diizeltmeler yapilmistir.

CLUSTAL X programinda her iki zincir kars1 karsiya getirilerek hizalanmistir.
Daha sonra GENDOC DNA dizi analizi programinda, u¢ kisimlardaki fazla

hizalanmamus diziler kirpildiktan sonra, son konsensus dizi seklinde kayit edilmistir.
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3.3.3.5.2. Filogenetik Analiz

Pre-S gen bolgesi dizisi ¢ikarilmis 18 hastaya ait veriler ve PubMed GenBank
veri tabaninda yayinlanmig genotipleri belli 43 referans HBV dizi verileri (29 tanesi
genotip D, 14 tanesi diger genotipler) ile CLUSTAL X programi kullanilarak hizalanma
islemi gerceklestirilmistir. GENEDOC programinda da gerekli kirpma islemleri
yapilarak biitiin diziler ayn1 uzunlukta olacak sekilde FASTA formatinda kayit edilmistir.

Filogenetik karsilastirma i¢in, GenBank’dan saglanan geneotipleri belli HBV
DNA dizileri ile bu calismada elde edilen hizalanmis toplam 61 diziden MEGA
versiyon 3.1 (paket program http://www.megasoftware.net/ adresinden temin

edilebilmektedir) (75) yazilim programi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur.

3.3.4. istatistiksel Analiz

Biitiin istatistik analizleri i¢in SPSS (The Statistical Program for the Social
Sciences, 13.0, Inc., Chicago, IL) kullanildi. Siirekli verilerin normal dagilima uygun
olup olmadigini kontrol etmek icin Shapiro-Wilk testi kullanildi. Iki bagimsiz grubun
ortalamalar acisindan karsilagtirllmasinda Student’s z-test kullanildi. Kategorik verilerin
birbiri ile olan iliskilerinin kontrol edilmesinde ise, x> analizi ve Fisher’s exact testi
kullanildi. P degeri 0.05’den daha az bulundugunda, istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Kronik hepatit B’1li 120 hastaya ait toplanan serum Orneklerinden 54 tanesinde
tespit edilebilir diizeyde HBV DNA’st PCR ile pozitif bulunmustur. Bu sebeple
calismaya bu 54 hasta serumu dahil edilmistir.

54 tane hastanin 33 (%61.1)’'0 erkek, 21 (%38.9)’i kadindan olusmaktadir.
Biitiin hastalarin yas ortalamast 40.05£12.91 olup, erkeklerin yas ortalamasi

39.21£13.39, kadinlarin yag ortalamasi ise 41.38+12.33"diir.

4.1. Serum Biyokimyasal Analiz Sonuclari

ALT diizeyi 31 IU/L’den yiiksek ve AST diizeyi 32 IU/L’den yiiksek
bulundugunda normal seviyenin {istiinde olarak kabul edildi. ALT diizeyi, 54 hastanin
24’tinde, AST diizeyi ise 54 hastanin 24’linde yiiksek olarak tespit edildi. ALT
seviyesinin ortanca degeri 26.78 (16.83-49.92, %25-%75) ve AST seviyesinin ortanca
degeri 31.04 (25.88-51.73, %25-%75) olarak hesap edilmistir.

4.2. Serum HBYV Belirtecleri

Calismaya dahil edilen 54 hasta serumunun hepsi HBsAg pozitif olup, 2 hasta
serumu haricinde diger 52 hasta serumunun anti-HBs’si negatif olarak tespit edilmistir.
54 hasta serumunun hepsinin anti-HBc IgG’leri pozitif olup, sadece 4 hasta serumunun
anti-HBc IgM’si pozitif olarak tespit edilmistir. Calismaya dahil edilen 54 hasta
serumunun 35 (%64.8)’1 HBeAg negatif, 19 (%35.2)’'u HBeAg pozitiftir.

Yas bakimindan HBeAg negatif olanlarda yas ortalamas1 44.94+11.35, HBeAg
pozitiflerde yas ortalamasi 31.05+£10.76°dir (P= 0.001). ALT (P= 0.356) ve AST (P=
0.800) degerleri HBeAg negatiflerde yiiksek ancak anlamli olarak bulunmamistir. ALT
seviyesinin ortanca degeri HBeAg negatiflerde 27.6 (16-43, %25-%75), HBeAg
pozitiflerde 25.7 (22.93-75.42, %25-%75) olarak hesap edilmistir (P= 0.356). AST
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seviyesinin ortanca degeri HBeAg negatiflerde 31.5 (26-43.83, %25-%75), HBeAg
pozitiflerde ise 30.03 (25.54-57.5, %25-%75) olarak hesap edilmistir (P= 0.800)
(Cizelge 4.1). HBeAg negatif ve porzitif hastalardaki, ALT (P= 0.356) ile AST (P=

0.800) seviyeleri arasinda anlamli bir iligki bulunamamaistir.

Cizelge 4.1. HBeAg negatif ve HBeAg pozitif hasta serumlarinda ALT, AST ve DNA diizeylerinin
ortanca degeri.

ALT AST DNA
Ortanca (%25-%75) Ortanca (% 25-%75) Ortanca (%25-%75)
HBeAg (-) 27.6 (16-43) 31.5 (26-43.83) 2350 (84.74-23950)
HBeAg (+) 25.7 (22.93-75.42) 30.03 (25.54-57.5) 52500 (15300-789000)
P-degeri 0.356 0.800 0.001

4.3. Serum HBV DNA Seviyeleri

Calismaya dahil edilen biitiin hastalarin serum HBV DNA diizeyleri tespit
edilebilir seviyede olup, sadece bir ornekte kantite edilememistir. HBeAg negatif
hastalarn HBV DNA seviyelerinin ortanca degeri 2350 (84.74-23950), HBeAg
pozitiflerin HBV DNA ortanca seviyesi 52500 (15300-789000)’dir. HBV DNA
ortancast HBeAg pozitiflerde anlamli derecede yiiksek (P= 0.001) bulunmustur (Mann-
Whitney U test) (Cizelge 4.1).

Hastalarm biitiin demografik 6zellikleri Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir ve Ek-1’de

ise hastalarin biitiin bulgular verilmistir.
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Cizelge 4.2. Hastalarin demografik ve klinik ozellikleri. (HBeAg: Hepatit B e antijeni, ALT: alanin
aminotransferaz, AST: aspartat aminotransferaz). Student 7-test, x* analizi ve Mann-Whitney U test.

HBeAg (-) (n=35) HBeAg (+) (n=19) P-degeri

. Erkek 19 (%57.6) Erkek 14 (%42.4)
Cinsiyet (Erkek/kadn) (%) Kadin 16 (%76.2) Kadin 5 (%23.8) 0.243
Yas (yil, ortalama+SS) 44.94+11.35 31.05+£10.76 0.001
ALT(IU/L, ortancaSS) n (%) 27.6 (16-43) 25.7 (22.93-75.42) 0.356
<31 20 (%66.7) 10 (%33.3) 0781
>31 15 (%62.5) 9 (%37.5) :
AST (IU/L, ortanca+SS) n (%) 31.5 (26-43.83) 30.03 (25.54-57.5) 0.800
<32 19 (%63.3) 11 (%36.7) 1,000
>32 16 (%66.7) 8 (%33.3) :
Serum HBV DNA (IU/mL,
ortancatSS) o (%) 2350 (84.74-23950) 52500 (15300-789000)  0.001
<6 4 (%100) 0 (%0) 0284
>6 30 (%61.2) 19 (%38.8) :

4.4. Bazal Kor/Prekor Gen Bolgesinde Tespit Edilen Mutasyonlar

Yaptigimiz bu ¢alismada 6 aydan daha uzun siiredir HBsAg pozitifligine sahip

HBYV ile kronik olarak enfekte 121 hastadan toplanan serum orneklerinde bazal kor ve

prekor gen bolgesini icine alan yaklasik 330 bp’lik bolge nested-PCR teknigi ile

cogaltilmistir. Ancak 54 hastada PCR pozitifligine rastlanmistir. Bu sebeple 54 hasta
tizerinden calismaya devam edilmistir.

“Nested-PCR” teknigi ile ¢ogaltilan yaklagik 330 bp hizasindaki bazal kor/prekor

gen bolgesinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.1’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Bazal kor/prekor gen bolgesinin yaklasik 330 bp hizasindaki amplifikasyon iiriiniiniin agaroz
jel elektroforez goriintiisii. . Kolon M; molekiiler agirlhik standarti (GeneRuler 100 bp DNA ladder,
#SMO0241, Fermentas), kolon 1-2-3-4-5-6-7; ~330 bp uzunlugunda bazal kor/prekor amplifikasyon
dirtinleri, kolon 7; negatif kontrol PCR iiriini.

Bazal kor/ prekor PCR’1 pozitif bu 54 6rnege mutasyonlarin tespit edilmesi i¢in
elde edilen spesifik dizilerin herbirinin sense ve antisense dizilerine DNA dizi analizi
uygulanmistir. “ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer” (Applied Biosystems, Foster
City, CA, ABD) otomatize DNA dizi analizi cihazinda elektroforezi gerceklestirilen
orneklerin kromatografi seklinde dizi analizi verileri elde edilmistir. Her bir 6rnegin
forward ve reverse dizilerinin kromatogram pik dalgalar1 iizerinde manuel bicimde
kontrol edilmis ve dogrulamalar1 yapilmistir. CLUSTAL X programinda hizalandiktan
sonra, GENDOC programinda konsensus dizi seklinde kayit edilmistir.

Her bir hastaya ait konsensus dizi ve PubMed Gen-Bankas1 veri tabanindan elde
edilen X04615 nolu referans dizi ile CLUSTAL X programinda tekrar hizalanip,
GENEDOC’da gerekli kirpma iglemleri yapildiktan sonra, bazal kor promoter ve prekor
gen bolgesindeki spesifik niikleotid degisiklikleri ve olasi diger polimorfik bolgeler
belirlenmistir.

Mutasyonlar degerlendirilirken, en yaygin goriilen bazal kor gen bolgesindeki
1753. nt ve 1762/1764. nt’lerdeki ikili mutasyon ile prekor gen bolgesindeki 1896.
nt’deki stop kodon olusumuna neden olan mutasyon paternlerinin dagilimi incelenmis

ve elde edilen sonuglar Sekil 4.2’de gosterilmistir.
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3E_
4a1_

FCCF.CC
FCCF.CC

T-FCCF.CCH
111-FCCF.C
1-PCCF.CCH
€7-FCCF.CCO

68—
45—
S9-
2%

FCCF .CQ
FCCF.CCO
FCCF.CCO
FCCF.CCO

M048615

86—

FCCF.CCO

100-FCCF.C

58—
80~

FCCF.CCO
FCCF.CCO

110-FCCF.C

85—

FCCF .CCO

115-FCCF.C

27_
TE-

32

60—
T2-
93—
81—
31
46—
-

FCCF.CCO
FCCF.CCO
FCCF.CCO
FCCF .CQO
FCCF.CCO
FCCF.CCO
FCCF.CO
FCCF.CCO
FCCF.CQO
FCCF .CQO

121-FCCF.C

61—

FCCF.CO

102-FCCF.C
4-PCCFP.CCH

32_
3z_
1z

FCCF.CO
FCCF.CC
FCCF.CCO

47-FCCF.CO
F7-PCCF.CO

2(_
3€_

FCCF .CO
FCCF.CC

S-FCCF.CCH

83—

FCCF.CO

87-PCCF.CO

11-
49—
69—
89—

FCCF .CC
FCCF.CC
FCCF.CQO
FCCF.CCO

103-FCCF.C
S-PCCF.CCH

3%
S6—

FCCF .CCO
FCCF.CCO

T1762/A1764. nt

CAGCCatACTTCAZACACTCTTTCTTLIAAacACTGCCAGCAGTTCCGGCAGCAGRE FAG TLAN

tttgTa TaGhkrkddskdk* *CACGGCTGTAGGCATARALTGGTCTGogCACCAQ

Sekil 4.2.: Biitiin hastalarin bazal kor ve prekor gen bolgelerinin DNA dizileri.
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124
112
112
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112
112
112
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112
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112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
104
112



3€_FCCF.CO
41_FCCF.CO
T7-FCCF.CCH
111-FCCF.C
1-PCCF.CCH
67 —-FCCF .CC
&8-FCCF .CO
45-FCCF.CO
S$9-FCCF.CO
25 _FCCF.CC
204615
86-FCCF.CC
100-FCCF.C
58-FCCF .CO
80-FCCF.CC
110-FCCF.C
85-FCCF .CQO
115-FCCF.C
2% _PCCF.CO
76-FCCF.CQO
3Z_FCCF.CO
&0-FCCF .CO
T72-FCCF.CC
S$3-FCCF.CO
81-FCCF .CO
31_PCCF.CO
46-FCCF.CC
75-FCCF .CC
121-FCCF.C
&1-FCCF.CO
102-FCCF.C
4-FCCF.CCH
3Z_FCCF.CO
FCCF.CCO
1Z_FCCF.CC
47-FCCF.CC
T7-FCCF.CC
2C_FCCF.CCO
3€_FCCF.CCO
9-FCCF.CCH
83-PCCF.CO
T-FPCCF.CC
11-FCCF .CO
49-FCCF .CQO
&9—-FCCF.CO
85-FCCF.CO
103-FCCF.C
5-PCCF.CCH
35_PCCP.CO
96—-FCCF .CC

CACCATQCaACETTTT*CaCCTCTGCCTAA*TCALCTCETGTECATGTCEIRCTOTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGOTGGCTTEXGG CATGCACATECA CCETATARACAATTTGCAG

Sekil 4.2. devam: Biitiin hastalarin bazal kor ve prekor gen bolgelerinin DNA dizileri.
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233
233
233
234
234
245
234
234
234
233
234
234
234
234
234
2354
234
233
233
234
233
233
233
234
234
234
234
233
233
233
233
233
233
233
234
234
234
234
234
233
233
234
234
234
234
233
234
227
234



3E_FCCP.CO A 259
41_PeCP.cO A 289
7-FCCF.CCH A 259
111-FCCF.C A 289
1-FCCF.CCH A 230
€7-FCCF.CO _T 250
&§5-FCCF.CO A 501
45-FCCF.CO _T 250
$3-FCCF.CO . 230
2% _FCCP.CO _T 250
H04615 .T. 230
86-FCCF.CO LT 230
100-FCCF.C .T. 230
58-FCCF.CO LT 230
80-FCCF.CO A 230
110-FCCF.C A 230
85-FCCF.CO B 230
115-FCCF.C A 230
27_FCCF.Cd A 289
TE-FCCF.CO A 289
3Z_FCCF.cd A 230
60-FCCF.CO A 289
72-FCCF.CO A 289
93-FCCF.CO A 289
81-FCCF.CO A 250
31_FCCP.cCO A 230
46-FCCP.CO A 250
75-FCCF.CO T 230
121-FCCF.C .T. 250
61-FCCF.CO A 289
102-FCCF.C A 289
4-FCCF.CCH A 289
.ca ..A. 289

.ca .CT. 230

.ca AT 250

.ca - -T- 230

.ca . -T 250

.co .T 230

B .ca . -T 250
S-FCCF.CCH . -T- 230
83-FCCP.CO . -T.- 250
§7-FCCF.CO . .A. 259
11-FCCP.CO . .A. 230
43-FCCF.CO . -T- 230
€9-FCCF.CO . -T.- 230
§9-FCCF.CO ..A 230
103-FCCF.C A 289
5-FCCF.CCH ..A 230
35_FCCP.CO A 283
9§-FCCF.CO A 230

CtrctGtgeAGTTactCTCQTTETTGCCEECECACTTCTETCCTECagTaCGatAT

Sekil 4.2. devam: Biitiin hastalarin bazal kor ve prekor gen bolgelerinin DNA dizileri.
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5 ornegin DNA dizi analizi okunamamistir. Geriye kalan 49 Orne§in 43
tanesinde (%87.75) bazal kor ve/veya prekor gen bolgesinde mutasyon tespit edilmistir.

HBeAg negatif olanlarda mutasyon oram %97.1 (33/34), HBeAg pozitif
olanlarda mutasyon orant %66.7 (10/15) olarak belirlenmistir. Yani mutasyon orani
HBeAg’lerde, HBeAg pozitiflerden anlamli derecede yiiksek (P= 0.008) olarak
bulunmustur (Fisher’s exact test).

HBeAg negatiflerde, 7 farkli mutasyon paterni, HBeAg pozitiflerde ise, 5 farkl
mutasyon paterni goriilmiistir. HBeAg negatif ve pozitiflerde ortak 3 paterne
rastlanmistir.

HBeAg negatiflerde gorillen mutasyon paternleri: 1 hastada, bazal kor ve
prekor’da mutasyon belirlenemedi (J-J-&), 11 hastada bazal kor 1753. nt ve
1762/1764. nt’ler ile prekor 1896. nt’de stop kodon mutasyonu (1’1 T1753A-
AGG1762/176TGA4-TGG1896TAG, 9u T1753C-AGG1762/1764TGA-
TGG1896TAG, 1’1 T1753W-AGG1762/1764TGA-TGG1896TAG), 7 hastada bazal kor
1753. nt ve 1762/1764. nt’lerde mutasyon goriiliirken, prekor 1896. nt’de stop kodon
mutasyonu gozlenmemistir (4’i T1753C-AGG1762/1764TGA-J, 1’'i T1753R-
AGG1762/1764TGA-D, 1'i  T1753G-AGG1762/1764AGT-, 1’ T1753W-
AGG1762/1764TGA-J), 9 hastada bazal kor gen bolgesinde mutasyon gozlenmezken
1896. nt’de prekor stop kodon mutasyonu gozlenmistir (J-J-TGG1896TAG), 4
hastada bazal kor 1762/1764. nt’lerde mutasyon ve prekor 1896. nt’de stop kodon
mutasyonu  gozlenmistir  (2’si  F-AGG1762/1764AGT-TGG1896TAG, 1'i -
AGG1762/1764AGA-TGG1896TAG, 1'i J-AGG1762/1764AGR-TGG1896TAG), 1
hastada bazal kor 1753. nt’de mutasyon ve prekor 1896. nt’de stop kodon mutasyonu
(T1753A-3-TGG1896TAG) ve 1 hasta da sadece bazal kor 1762/1764. nt’lerde
mutasyon (J-AGG176271764AGT-D) seklindedir (Cizelge 4.3).

HBeAg pozitiflerde goriilen mutasyon paternleri ise: 1 hastada sadece bazal kor
1762/1764. nt’lerde mutasyon (J-AGG1762/1764WGR-J), 2 hastada sadece prekor
gen bolgesi 1896. nt’deki stop kodon mutasyonu (J-J-TGG1896TRG), 1 hastada bazal
kor 1763-1770. nt’ler arasinda delesyon ve prekor TGG1896TAG, 6 hastada bazal kor
1753. nt ve 1762/1764. nt’lerde mutasyon (4’it T1753C-AGG1762/1764TGA-D, 1’
T1753G-AGG1762/1764AGT-J, 1’1 T1753C-AGG1762/1764TGG-J), 4 hastada bazal
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kor ve prekor gen bolgelerinde mutasyona rastlanmamistir (J-J-) ve 1 hastada ise
bazal kor ve prekor gen bolgelerinde mutasyona rastlanmamistir (J-J-&) ancak
degisik yerlerde insersiyonlara rastlanmistir (Cizelge 4.3).

HBeAg negatif ve pozitiflerde ortak olan paternler ise, bazalkor ve prekorda
mutasyonun gozlenmedigi patern (J-J-O), T1753C-AGG1762/1764TGA-J mutasyon
paterni ve T1753G-AGG1762/1764AGT-J mutasyon paternidir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. HBeAg negatif ve HBeAg pozitif hastalarda bazal kor ve prekor gen bolgelerinde en sik goriilen mutasyonlarin dagilimi (R: A veya G, W: A veya T,
DEL: delesyon).

Toplam Bazal Kor Mutasyonlari Prekor mutasyonlari
n=49 .
34 HBeAg (-) % Patemn Hasta No Anti-HBe  HBeAg 1753. nt 1762/1764. nt 1896. nt
15 HBeAg (+)

1 %2.9 1-NK + - —_ —_ -
5-NG + - T—A AGG—TGA TGG—TAG

9 %32.4 19:cI;U77111\4GGS131151\§I13{4 20-AA, 36-HA, 47-ARK, 67- + - T—C AGG—TGA TGG—TAG

1 49-MA + - T->W AGG—TGR TGG—TAG

4 7-ES, 33-FD, 83-SK, 87-1A + - T—C AGG—TGA —_

1 B20.6 12-NO + - T—R AGG—TGA —_

1 102-SM + - T—G AGG—AGT —_

1 111-Iy + - T->W AGG—TGA —_

9 6.5 %(9)61-{31’ S,Si]?gé SCS-NL 80-CC, 86-0G, 96-SK, 99-NO, . i _ _ TGGoTAG

2 46-HY, 75-MA + - —_ AGG—AGT TGG—TAG

1 %11.8  69-KE + - —_ AGG—AGA TGG—TAG

1 85-0G + - —_ AGG—AGR TGG—TAG

1 %2.9  89-SS + - T—A —_ TGG—TAG

1 %2.9 121-MG + - —_ AGG—AGT —_

1 %6.7  27-KY - + —_ AGG—WGR —_

2 %13.3  32-SK, 81-UC - + - - TGG—TRG

1 %6.7  39-MT - + —_ 1763-1770.DEL TGG—TAG

4 35-NU, 4-NE, 38-HA, 41-Z0O - + T—C AGG—TGA _—

1 %40  61-AO + + T—G AGG—AGT —_

1 103-AS - + T—C AGG—TGG —_

4 60-EK, 72-SD, 76-MK, 93-HO - + —_ —_ —_

) %333y ] + = = =

(degisik yerlerde insersiyon var)
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HBeAg negatif ve HBeAg pozitifler arasinda patern dagilimlarinin oranlar
acisindan gozlenen farklilik anlamli bulunmustur (P= 0.006) (* testi).

Bazal kor 1753. nt ve 1762/1764. nt’lerde ve prekor 1896. nt’de mutasyon
negatifligi HBeAg negatif bir hastada (1/34, %2.9) ve HBeAg pozitiflerin %33.3
(5/15y’iine rastlanmistir. HBeAg negatiflerdeki bazal kor 1753. nt ve 1762/1764.
nt’lerde ve prekor 1896. nt’de birlikte mutasyon pozitifligininin oran1 %32,4 (11/34)
olup, HBeAg pozitiflerde birlikte mutasyon gozlenmemistir (0/15, %0). Bazal kor 1753.
nt ve 1762/1764. nt’lerde mutasyon pozitif ve prekor 1896. nt’de mutasyon negatifligi
HBeAg negatif ve porzitiflerde goriilmiistir ve HBeAg negatiflerde %20.6 (7/34),
pozitiflerde ise %40 (6/15) oraninda goriilmiistiir. Bazal kor gen bolgesinde (1753. nt ve
1762/1764. nt’ler) mutasyon negatif ve prekor gen bolgesinde 1896. nt’de mutasyon
pozitifligi HBeAg negatiflerde %?26.5 (9/34), HBeAg pozitiflerde %13.3 (2/15)
oraninda goriilmiistiir. Bazal kor 1753. nt’de mutasyon negatif, 1762/1764. nt’lerde
mutasyon pozitif ve prekor 1896. nt’de mutasyon pozitifligine HBeAg negatiflerde
%11.8 (4/34) oraninda rastlanmis olup, HBeAg pozitiflerde rastlanmamistir (0/15).
Bazal kor 1753. nt’de mutasyon pozitif, 1762/1764. nt’lerde mutasyon negatif ve prekor
1896. nt’de mutasyon pozitifligi az olmakla birlikte yalnizca bir HBeAg negatif hastada
(1/34, %?2.9) rastlanmistir. Yine bazal kor 1753. nt’de mutasyon negatif, 1762/1764.
nt’lerde mutasyon pozitif ve prekor 1896. nt’de mutasyon negatifligine az rastlanmakla
birlikte, HBeAg negatif hastalarin yalnizca birinde (1/34, %2.9), HBeAg pozitiflerin de
yalmizca birinde (1/15, %6.7) rastlanmigtir. Bazal kor 1753.nt’de mutasyon negatif,
1763-1770. nt’ler arasinda 8 bp’lik (GGTCTTTG) delesyon ve prekor 1896. nt’de
mutasyon pozitifligine sadece HBeAg pozitif bir hastada rastlanmistir (Cizelge 4.4).

HBeAg negatiflerdeki bazal kor 1753. nt ve 1762/1764. nt’lerde ve prekor 1896.
nt’de birlikte mutasyon pozitifligininin HBeAg negatif ve pozitifler i¢indeki dagilimi

birbirinden anlaml derecede farkli bulunmustur (P< 0.001) (Minitab).
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Cizelge 4.4. Bazal kor ve prekor gen bolgelerinde goriilen mutasyon paternlerinin dagilimi.

HBeAg Toplam
Mutasyon Tipleri Negatif (%) Pozitif (%) n=49, (%100)
n=34, (%100) | n=15, (%100) ’

Mutasyon Yok 1(%2.9) 5 (%33.3) 6 (%12.2)
1753+1762/1764+1896 11 (%32.4) 0 (%0) 11 (%22.4)
1753+1762/1764 7 (%20.6) 6 (%40) 13 (%26.5)
1896 9 (%26.5) 2 (%13.3) 11 (%22.4)
1762/1764+1896 4 (%11.8) 0 (%0) 4 (%8.2)
1753+1896 1(%2.9) 0 (%0) 4 (%8.2)
1762/1764 1(%2.9) 1 (%6.7) 2 (%4.1)
1763/1770 DEL+1896 0 (%0) 1 (%6.7) 1 (%2)

Bazal kor/prekor gen bolgelerindeki mutasyonlarin dagilimina bakildiginda;

HBeAg negatifler icinde bazal kor bolgesinde mutasyon goriilenlerin orant %70.6,

HBeAg pozitifler icinde ise %53.3 olarak bulunmustur. Ancak bu her iki grup iginde

anlaml bir fark bulunamamistir (P= 0.331) (Fisher’s exact test). HBeAg negatifler

i¢inde, prekor bolgesinde mutasyon goriilenlerin oran1 %73.5, HBeAg pozitifler igcinde

ise %20 olarak bulunmustur. Her iki grup i¢inde anlamli bir fark bulunmustur (P=

0.001) (Fisher’s exact test). HBeAg negatifler i¢inde bazal kor ve prekor mutasyonu

goriilenlerin oram1 %47.1, HBeAg pozitifler icinde ise %6.7 olarak bulunmustur.

Anlaml farklilik bulunmustur (P= 0.008< 0.01). HBeAg negatifler icinde bazal kor ve

prekor mutasyonu goriilmeyenlerin oram1 %52.9, HBeAg pozitifler icinde ise %93.3

olarak tespit edilmistir. Anlamli bir farklilik bulunmustur (P= 0.008) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Bazal kor/prekor gen bolgelerindeki mutasyonlarin HBeAg negatif ve pozitiflerdeki

dagilimi.
HBeAg
Mutasyonlar Negatif Pozitif Toplam P degeri

n=34 (%) n=15(%)  n=49 (%)
Negatif 10 (%294) 7 (%46.7) 17 (%34.7)

Bazal kor Pozitif | 24 (%70.6) 8 (%53.3) 32(%653) Ol
Negatif 9 (%26.5  12(%80) 21 (%42.9)

Prekor Pozitif 25 (%735)  3(%20)  28(%57.1) 00!
Negatif  18(%52.9) 14 (%93.3) 32 (%65.3)

Bazal kor/Prekor  —p oot 16 (%47.1)  1(%6.7)  17(%347) 0008

89



Cizelge 4.6.’da HBeAg negatif ve HBeAg pozitif hastalar arasinda bazal kor ve
prekor gen bolgesinde goriilen mutasyonlarin karsilastirilmasi gosterilmistir.

Bazal kor gen bolgesinde goriilen 1762/1764. nt’lerde goriillen mutasyonlar,
HBeAg negatif hastalarin 23/34 (%67.6)’'nda ve HBeAg pozitif hastalarin 8/15
(%53.3)’nda  bulunmugtur. 1762/1764. nt’lerde goriillen mutasyonlar HBeAg
negatiflerde, HBeAg pozitifler ile karsilastirildiginda gozlenen yiikseklik istatistiksel
olarak anlaml bulunmamistir (P= 0.357). 1762/1764. nt’lerde goriilen mutasyon,
HBeAg negatif hastalarin, 17/23’sinde AGG—TGA seklindedir ve son zamanlarda
bildirilmeye baglayan yeni bir mutasyon olan AGG—AGT mutasyonu ise hastalarin
4/23 tanesinde tespit edilmistir. Hastalardan 2/23 tanesinde mutasyonlar ilk defa olarak
AGG—AGA seklinde tespit edilmistir. HBeAg pozitif hastalarin ise, 5/15 tanesinde
AGG—TGA, 1/15 tanesinde AGG—AGT, 1/15 tanesinde ilk defa olarak AGG—TGG
ve 1/15 tanesinde ise 1763-1770. nt’ler arasinda 8 bp’lik delesyona rastlanmistir.

Bazal kor gen bolgesinde goriilen diger mutasyon olan 1753. nt’de goriilen
mutasyon HBeAg negatif hastalarin 19/34 (%55.9)’unda ve HBeAg pozitif hastalarin
6/15 (%40)’nda bulunmustur. 1753. nt’de gorillen mutasyon HBeAg negatiflerde,
HBeAg pozitifler ile karsilastinnldiginda gozlenen yiikseklik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (P= 0.364). Bazal kor gen bolgesinde 1753. nt’de goriilen mutasyonlar
HBeAg negatif hastalarin 4/19 tanesinde T—A, 13/19 tanesinde T—C ve 2/19
tanesinde ise T—G seklindedir. HBeAg pozitif hastalarin ise, 5/6 tanesinde T—C, 1/6
tanesinde T—G seklinde mutasyon tespit edilmis olup, T—A mutasyonuna
rastlanmamustir.

Prekor gen bolgesinde 1896. nt’de goriilen mutasyon HBeAg negatif hastalarin
25/34 (%73.5)’nda ve HBeAg pozitif hastalarin 3/15 (%?20)’nda bulunmustur. 1896.
nt’de goriilen mutasyon HBeAg negatiflerde, HBeAg pozitifler ile karsilastirildiginda
belirgin bir sekilde yiiksek bulunmustir (P= 0.001). Tiim HBeAg negatif ve HBeAg
pozitif hastalarda tespit edilen mutasyon tipi TGG—TAG seklindedir.

90



Cizelge 4.6. HBV bazal kor ve prekor mutasyonlarinin tespit edilemeyen diizeydeki HBeAg ile iliskisi
(Fisher’s exact test).

Gen Niikleotid Tiim hastalar HBeAg(-) HBeAg (+)

Bolgesi Pozisyonu Mutasyon n (%) n (%) n (%) P-degeri

Negatif 24 (%48.9) 15 (%44.1) 9 (%60)

0.364
Bazal kor 1753 Pozitif 25(%51.1)  19(%55.9) 6 (%40)

euies  Negatif 18 (%36.8)  11(%324) 7 (%46.7) 0357

Pozitif 31 (%63.2) 23 (%67.6) 8 (%53.3) :

Negatif 21 (%42.9) 9(%265) 12 (%80)

Prekor 1896 Pozitif 28 (%57.1)  25(%735) 3 (%20) 0.001

HBV bazal kor 1753. nt, 1762/1764. nt mutasyonlar1 ve prekor 1896. nt
mutasyonlart ile serum ALT, AST ve HBV DNA seviyeleri arasindaki iliskiye
bakildiginda ise anlamli bir iliski bulunmamistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Bazal kor 1753. nt, 1762/1764. nt mutasyonlar1 ve prekor 1896. nt mutasyonlar ile serum
ALT, AST ve HBV DNA seviyeleri arasindaki iligki.

Bazal kor Prekor
1753 1762/1764 1896
ALT Negatif 30.8 (25.1-63.24) 41.39 (25.80-76.24) 24.9 (15.97-57.77)
Pozitif 20.78 (16.04-40.97) 20.78 (15.8-39.3) 28.79 (17.25-47.97)
P degeri 0.056 0.006 0.492
AST Negatif 30.94 (26.13-45.45) 30.88 (26.72-44.91) 31.5(23.61-48.82)
Pozitif 31.5(23.61-51.82) 31.73 (23.65-54.91) 31.04 (26.25-49.95)
P degeri 0.509 0.644 0.671
HBV DNA Negatif 9535 (559.75-62475) 20900 (812-150550) 26400 (353-560000)
Pozitif 6320 (70.95-104750) 4560 (102.5-51350) 3140 (180.75-26650)
P degeri 0.575 0.298 0.104

4.5. HBV Genotiplerinin Belirlenmesi

4.5.1. Hasta Orneklerinin PCR-RFLP Genotiplemesi

Genotiplerin belirlenmesinde, pre-S gen bolgesinin yaklasik 479 bp’lik

segmentini hedefleyen spesifik primerlerin kullanildigi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra,
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Avall ve Mbol restriksiyon enzimleri ile ayr reaksiyon tiiplerinde inkiibe edilerek RFLP
analizi uygulanmistir.

Lindh ve arkadaslart (42), biitiin genotip D GenBank dizilerinin, 3221 bp
uzunlugundaki suglarda pre-S1 gen bolgesinde 2859-2891 pozisyonunda 33 bp’lik
delesyona sahip oldugunu belirtmektedirler. Bu genotip PCR sonras1 479 bp yerine 446
bp uzunlugunda amplikon vermektedir, bu da genotip D’nin tespitini
kolaylastirmaktadir. Bizim c¢alismamizda da genotiplemesi yapilan Orneklerden elde
edilen iriinlerin hemen hemen hepsi yaklasik 446 bp hizasindadir. Ancak 6rneklerden
bir tanesi yaklasik 300 bp hizasinda bir {iriin vermistir.

“Hot start” PCR teknigi ile cogaltilan yaklasik 446 bp hizasindaki pre-S gen

bolgesinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.3’de gosterilmektedir.

1000 bp

900 bp
800 bp

700 bp
600 bp

500 bp

~ 446 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 4.3. “Hot start” PCR teknigi ile ¢ogaltilan ~446 bp ve 300 bp hizasindaki pre-S gen bolgesinin
agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii. Kolon M; molekiiler agirlik standarti (GeneRuler 100 bp DNA
ladder, #SM0241, Fermentas), kolon 1-2-3-4-5; ~446 bp uzunlugunda pre-S amplifikasyon iiriinleri,
kolon 6; ~300 bp uzunlugunda pre-S amplifikasyon iiriinii, kolon 7; negatif kontrol PCR {iriinii.
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Orneklerden 3 tanesinin PCR’si negatif, 2 tanesi yaklasik 446 bp’in altinda
giiclii bir nonspesifik bir bant daha vermistir, 1 6rnekte cok sayida non spesifik bantlara
rastlanmistir ve bir 6rnek ise yaklasik 300 bp hizasinda bir bant vermistir (Sekil 4.4). Bu
sorunlu 7 6rnege RFLP analizi uygulanamamistir. Geriye kalan 47 6rnek Avall ve Mbol

restriksiyon enzimleri ile 37°C’de 4-16 saat inkiibe edilmistir.

1000 bp —

900 bp —
800 bp —

700 bp —
600 bp —

400 bp —

300 bp —

200 bp —

100 bp —

Sekil 4.4. Anormal sonu¢ veren Orneklerin PCR goriintiileri. Kolon M; molekiiler agirlik standarti
(GeneRuler 100 bp DNA ladder, #SM0241, Fermentas), kolon 1-2-3; PCR negatif ornekler, kolon 4-5;
446 bp’in altnda giiclii bir nonspesifik bir bant veren ornekler, kolon 6; ¢cok sayida nonspesifik iiriin
veren ornek, ~300 bp hizasinda iiriin veren delesyona ugramis olan 6rnek.

Enzimler ile inkiibasyon sonunda %1.5’luk agaroz jelde elektroforezi yapilmistir.
Genotiplerin ayrimi, kesim sonrasi bant sayis1 ve biiyiikliigliniin incelenmesi ile tespit
edilmistir ve 4 farkli restriksiyon paterni elde edilmistir. Restriksiyon paternleri Sekil

4.5’ de agaroz jel elektroforezinde gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Serum orneklerinden HBV pre-S gen bolgesi PCR-RFLP analizi sonucu elde edilen kesim
paternleri. Her bir 6rnegin 3 kolonda elektroforezi yapildi: ilk kolon enzimle muamele edilmemis PCR
iiriinii, ikinci kolon Avall ile inkiibe edilen PCR iirtinti ve tiglincii kolon da Mbol enzimi ile inkiibe edilen
PCR iirtintinden olugsmaktadir. Kolon M; molekiiler agirlik standartt (GeneRuler 100 bp DNA ladder,
#SMO0241, Fermentas), ornek 1; Avall enzimi ile kesim yok ve Mbol enzimi ile 306/89/51 bp’lik kesim
dirtinleri, 6rnek 2; Avall enzimi ile kesim yok ve Mbol enzimi ile 357/306/89/51 bp’lik kesim iiriinleri,
ornek 3; Avall enzimi ile 300/146 bp’lik ve Mbol enzimi ile 306/89/51 bp’lik kesim iiriinleri, ornek 4;
Avall enzimi ile kesim yok ve Mbol enzimi ile 306/89/--- bp’lik kesim iiriinleri, 6rnek N; negatif kontrol.

Lindh ve arkadagslar1 (42), 51 GenBank sekansinin filogenetik analizini ve Avall
ve Mbol enzimleri ile restriksiyon analizini yapmislardir. RFLP analizi ile tahmin edilen
toplam 13 Avall ve 10 Mbol paterni belirlenmis ve bunlardan da 19 kombine patern elde
etmislerdir. Bu analizle her bir genotipin, diger genotiplerle cakismadan, Avall ve Mbol
paternlerinin kombinasyonu ile belirlenebilecegini gostermisler ve genotipleme sablonu

olusturmuslardir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Amplifiye edilen PCR fragment biiyiikliikleri ve Avall ve Mbol ile kesim sonrasi tahmin
edilen RFLP paternleri (Bu veriler Lindh ve arkadaslar1 (42) tarafindan bildirilen GenBank veri

tabanindan elde ettikleri HBV dizilerindeki genotipleme tablosundan alinmistir).

HBV GenBank Erisim  PCRiiriinii ~ Fragment Biiyiikliikleri (bp) RFLP
genotipleri Numarasi (bp) paternleri
Avall Mbol
A L13994 479 301/121/57 318/109/52 Al
X51970 479 301/121/57 370/109 A2
X69458 458 301/100/57 318/88/52 A3
X02763 479 358/121 318/109/52 A4
B D23678 479 319/121/39 318/88/52/21 B1
M54923 479 319/79/42/39 318/88/52/21 B2
D00331 479 319/79/42/39 318/109/52 B3
C M12906 479 358/121 249/109/69/52 Cl1
D23684 479 358/121 301/109/69 Cc2
D23682 479 479 249/109/69/52 C3
X75665 479 321/121/37 249/109/69/52 C4
D50489 464 358/106 249/109/69/52 Cs
D04615 479 258/121/100  249/109/69/52 C6
D J02203 446 446 306/67/52/21 D1
735716 446 446 306/88/52 D2
E X75664 476 319/108/49 306/118/52 El
X75657 476 319/108/49 180/126/118/52 E2
F X75658 479 258/221 180/126/121/52 Fl1
X69798 479 221/149/109  180/126/121/52 F2

Bizim Orneklerimizin hemen hemen hepsi yaklagik 446 bp’lik iiriin verdigi icin
muhtemelen genotip D olacagi belirlenmistir. Lindh ve arkadaslarina gére de RFLP
analizinde de genotip D Avall enzimi restriksiyon alanina sahip degildir ve kesim
sonrast karakteristik bicimde kesilmemis bant vermektedir. Ancak Mbol enzimi ile
306/88/52 veya 306/67/52/21 bp’lik kesim {iriinleri verdigini bildirmislerdir.

Calisilan orneklerden 34 tanesi Avall enzimi ile kesilmemistir ve Mbol enzimi
ile 306/89/51 bp’lik kesim tiriinleri vermistir. Bu kesim paternine sahip 6rnekler genotip
D olarak belirlenmistir. Orneklerden 7 tanesi Avall enzimi ile kesilmemistir ve
beklenmeyen bir sekilde Mbol enzimi ile 357/306/89/51 bp’lik kesim iiriinleri vermistir.
Orneklerden 5 tanesi beklenmeyen bir sekilde Avall enzimi ile 300/146 bp’lik ve Mbol
enzimi ile 306/89/51 bp’lik kesim iiriinleri vermistir. Orneklerin 1 tanesi de Avall

enzimi ile kesilmemistir ve beklenmeyen bir sekilde Mbol enzimi ile 306/89/--- bp’lik
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kesim {iriinleri vermistir (Sekil 4.5). En yaygin goriillen Avall kesim negatif/Mbol
306/89/51 bp kesim patterni ile Avall 300/146/Mbol 306/89/51 bp kesim paternleri
Sekil 4.6’da gosterilmistir.

1 2 3 N
A

Sekil 4.6. HBV pre-S gen bolgesinin PCR-RFLP analizi sonucu elde edilen en yaygin kesim paternleri.
A:  Avdll enzimi ile kesim negatif ve Mbol enzimi ile 306/89/51 bp’lik kesim iiriinleri veren
orneklerin %1.5’1luk agaroz jel elektroferez goriintiisii; B: Avall enzimi ile 300/146 bp’lik ve Mbol enzimi
ile 306/89/51 bp’lik kesim diiriinleri veren orneklerin %1.5’luk agaroz jel elektroferez goriintiisii; N:
negatif kontrol.

4.5.2. Hasta Orneklerinin Filogenetik Analiz ile Genotiplerinin Belirlenmesi

Beklenmeyen (tahmin edilemeyen) paternlerin genotip degerlendirmesinin
yapilabilmesi icin restriksiyon haritasinin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu sebeple de bu
beklenmeyen patern veren orneklere (13 tane), delesyona ugramis yaklagik 300 bp’lik

ornege ve RFLP ile genotip D olarak belirlenebilenlerin dogrulanmasi i¢in temsilen
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secilen 4 6rnege DNA dizi analizi uygulanmistir. Yani, sec¢ilen toplam 18 6rnege DNA
dizi analizi uygulanmistir.

Pre-S gen bolgesi “hot-start” PCR teknigi ile ¢cogaltilan bu 18 6rnegin, isaretli
dideoksiniikleotidleri iceren “Bigdye Terminator v3.1Cycle Sequencing kit” (Applied
Biosystems, Foster City, CA, ABD) kullanarak, sense ve antisense zinciri PRES-S ve
PRES-AS primerleri ile, “Cycle Sequence” PCR’1 yapilmistir. Saflastirma islemi
sonrasinda, “ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer” (Applied Biosystems, Foster City,
CA, ABD) otomatize DNA dizi analizi cihazinda, reaksiyon iiriinlerinin elektroforez
islemi gerceklestirilerek, kromatografi seklinde DNA dizi analizi verileri elde edilmistir.
Her zincir komplementeri ile birlikte kromatogram dalgalarinin pik uzunluklariin
karsilagtirilmasi ile kontrol edilmistir ve gerekli diizeltmeler yapilmistir. CLUSTAL X
programinda her iki zincir kars1 karsiya getirilerek hizalanmistir. Daha sonra
GENEDOC DNA dizi analizi programinda, u¢ kisimlardaki fazla hizalanmamis diziler
kirpildiktan sonra, her bir 6rnek son konsensus dizi seklinde kayit edilmistir.

Pre-S gen bolgesi dizisi ¢ikarilmis 18 hastaya ait veriler, PubMed GenBank veri
tabaninda yayimlanmis genotipleri belli 43 adet referans HBV dizi verileri ile CLUSTAL
X programi kullanilarak hizalanma islemi gerceklestirilmistir. GENEDOC programinda
da gerekli kirpma islemleri yapilarak biitiin diziler ayn1 uzunlukta olacak sekilde FASTA
formatinda kayit edilmistir. MEGA versiyon 3.1 yazilimi kullanilarak filogenetik agac
olusturulmustur (Sekil 4.7). GenBank dizileri ile calisilan dizilerin filogenetik
karsilagtirmasi, gozlenen RFLP paternlerini dogrulamistir. Biitiin ornekler genotip D
grubu i¢inde lokalize olmustur ve bu sebeple de tahmin edildigi gibi biitiin 6rnekler
genotip D olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).

GenBank veri tabamindan elde edilen dizilerin erigim numaralari: Genotip A:
AF297621, X02763; genotip B: AB073858, D00330; genotip C: AB033556, AB048704;
genotip D: AY796030, AY721606, AY721609, AY721608, AY721607, AJ344117,
AY661792, AY661793, X85254, AB126581, X80924, AY721611, X59795, AY796032,
M32138, L27106, AF280817, AY161157, AY796031, AY721612, AJ344116, AY741796,
AY721605, AY090452, X72702, X80925, AB048701, AB033558, AY721610; genotip
E: X75657, X75664; F: X69798, X75663; genotip G: AB056515, AF160501; genotip
H: AY090454, AY090460.

97



121.PRES.cons
AY796030.D1.TR
AY721606

68 .PRES.cons
AY721609.D1.TR
AY721608

AY721607
AJ344117.D3.FRANCE
110.PRES.cons
AY661792.D1.TR
AY661793.D1.TR
X85254.D3.ITALY
AB126581.D1.RUSSIA
72 .PRES.cons
X80924.D2.GREECE
AY721611.D1
X59795.D2.ITALY
AY796032.D1.TR

87 .PRES.cons

— 20.PRES.cons
M32138.D1.TR

46 .PRES.cons
L27106.D3.ISRAEL
115.PRES.cons
99.PRES.cons
AF280817.D1.CHINA
AY161157.D1.INDIA
31.PRES.cons
83.PRES.cons
AY796031

41 .PRES.cons
AY741796.D1.IRAN
38.PRES.cons
9.PRES.cons

29 .PRES.cons
103.PRES.cons
58.PRES.cons
AY721612
AJ344116.D1.FRANCE
96 .PRES.cons
AY721605
AY090452.D3.SPAIN
X72702.D2.GERMANY
X80925.D2.UK
AB048701.D4.AUSTRALIA
AB033558.D4.JAPAN
AY721610.D1.TR
X75657.E.WESTAFRICA
X75664.E.SENEGATI
AB056515.G

i

ninnlinln ﬁﬁ% N

AF160501.G.BELGIUM
AY090454.H.NICARAGUA
AY090460.H.USA
X69798.F.BRAZIL
X75663.F.COLOMBIA
AB(073858.B.Shin
D00330.B.JAPAN
AB033556.C.JAPAN
AB048704.C.AUSTRALIA
AF297621.A.AFRICA
X02763.A.USA

Sekil 4.7. 18 ¢alisma ve 43 GenBank’dan elde edilen HBV dizisinin pre-S gen bolgesinin filogetik analizi
ile olusturulan filogenetik aga¢. Analiz i¢in Mega versiyon 3.1 yaziliminin neighbor joining programi
kullanilmustir.
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Restriksiyon alanlariin  dogrulanmasi i¢cin  Vector NTI 9.0.0 yazilim
programinda dizi analizleri yapilan 6rneklerin ve GenBank dizilerinin tek tek Avall ve
Mbol restriksiyon alanlarinin haritas1 ¢ikarilmigtir ve goriinen paternleri olusturan
fragment biiyiikliikleri hesaplanmistir.

Avall enzimi ile kesilmeyen ve Mbol enzimi ile 306/89/51 bp’lik kesim {iiriinleri
veren 34 Orne8i temsilen, bu oOrneklerden secilen 4 HBV pre-S gen bolgesi, D
genotipindeki GenBank dizilerindeki gibi Avall igin restriksiyon alanina sahip olmadigi
ve Mbol i¢in genin 2943 ve 28 pozisyonlarinda restriksiyon alanina sahip oldugu

gosterilmistir (Sekil 4.8).

Mbol (89) Mbol(395)

AY721607
446 bp

Mbal
ITCACCATATT CTTGGGAACA A
A CTT

Sekil 4.8. AY721607 referans HBV genotip D pre-S gen dizisinin Avall ve Mbol restriksiyon haritasi.
Avall ile kesilmedigi ve Mbol enzimi ile 306/89/51 bp fragment biiyiikliigiine sahip iiriinler olusturdugu
gosterilmistir.

Avall enzimi ile kesilmeyen ve Mbol enzimi ile 357/306/89/51 bp’lik kesim
iriinleri veren 7 ornekte de, genotip D olarak belirlenenlerde oldugu gibi pre-S genin
2943 ve 28 pozisyonlarinda restriksiyon alanina sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 4.8).
Bu orneklerde gozlenen 357 bp’lik fragmentin, 306 ve 51 bp’lik fragmentleri olusturan
kesilmemis bir fragment oldugu anlasilmistir.

Avall enzimi ile 300/146 bp ve Mbol enzimi ile 306/89/51 bp’lik kesim iiriinleri
veren 5 ornegin restriksiyon haritasinda bu kesim alanlar1 dogrulanmistir. Restriksiyon

haritas1 ¢ikarilan GenBank dizilerinden HBV genotip D2 olarak belirlenen Tiirkiye’ye
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ait AY796031 referans dizisinde ve genotip D1 olarak belirlenen Iran’a ait AY741796
referans HBV dizisinde de bu patern gosterilmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Bu sebeple
bu 5 HBV dizisi genotip D olarak belirlenmistir.

Mbol (8g) Avall (146) Mbol (395)

AY796031
446 bp

Mbol
e

1 _TCACCATATT CTTGGGAACE AG
AGTGGTATAR GRACCCTTGT

401 GGCTCCAGTT CAG
A CCGAGGTCAX GTCCTT

Sekil 4.9. AY796031 referans HBV genotip D2 pre-S gen dizisinin Avall ve Mbol restriksiyon haritasi.
Avall ile 30/146 bp ve Mbol enzimi ile 306/89/51 bp fragment biiyiikliigiine sahip iiriinler olusturdugu

gosterilmistir.

Mbol (85) Avall(146) MbsI(355)

AY741796.D1.IRAN

4aBbp

Mbcl

Sekil 4.10. AY741796 referans HBV genotip D1 pre-S gen dizisinin Avall ve Mbol restriksiyon haritasi.
Avall ile 30/146 bp ve Mbol enzimi ile 306/89/51 bp fragment biiyiikliigiine sahip iiriinler olusturdugu

gosterilmistir.
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Avall enzimi ile kesilmeyen ve Mbol enzimi ile 306/89/-- bp’lik kesim iriinleri
veren 1 ornegin (96-SK) dizi analizi sonrasinda diger gen dizileri ile hizalandiginda
Mbol restriksiyon alanlarindan birinin kaybolmasina neden olan 31. nt’deki G’den A’e

niikleotid degisimi meydana geldigi goriilmustiir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Dizi analiz yapilan 18 drnege ait pre-S gen bolgesinin Avall ve Mbol restriksiyon alanlari

Delesyona ugramis yaklasik 300 bp hizasinda {iriin veren 6rne8in DNA dizi
analizinde biitiin genotip D olarak belirlenen HBV pre-S dizilerinde bulunan 33 bp’lik
delesyon goriilmiistiir. Bu sebeple genotip D olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.12).
Apyrica filogenetik analizinde genotip D grubu i¢inde yer aldig1 gdzlenmistir (Sekil 4.7).
Cizelge 4.9’da tiim 6rneklerin genotip degerlendirilmesi 6zetlenmistir.

GENEDOC programinda dizisi ¢ikarilan 18 ornek ile 43 referans HBV dizi
hizalandiginda genotip D olarak belirlenenlerin hepsinin, pre-S1 gen bolgesinde 33

bp’lik delesyona sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12).
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Cizelge 4.9. Tiim 6rneklerin PCR-RFLP sonucu ve genotip degerlendirilmesi.

Genotip
n=47 (%) PCR iiriinii (bp) RFLP fragment uzunluklar (bp) | g5 e jendirmesi
Avall Mbol
446 .
34 (% 72.3) 446 Kesim yok 306/89/51 Genotip D
446 .
7 (% 14.9) 446 Kesim yok 357/306/89/51 Genotip D
5 (% 10.7) 446 300/146 306/89/51 Genotip D
446 .
1(% 2.1) 446 Kesim yok 306/89/--- Genotip D
Genotip degerlendirmesi yapilamayanlar, n=7
3 PCR negatif - - -
3 Non spesifik PCR iiriinii - - -
1 ~300 bp’lik PCR iiriinii - - Genotip D

102




oWmimmawd®nn

A¥18115
HE25254.C3
41 _CRES.co
AJ344117 .C
121 .FRES.c
TZ.FRES.co
4& _ERES co
B31.FRES.cao
103 .FRE
AY&E817T3Z2
¥esl793
RAE¥THE030
110 _.ERES . c
S .FRES.con
Z5 . FERES.co
I2710&_LC3

H20925.C

20
TTEGETCTTCC
ITEETICITCCRRR

NS ABSE T T'(
= AT T TC

ECACABRTCTT TCClER
CCASAATCTITCCACCE
CCACARATCTIITCCACE
ECAGARTCTI TCCACCE
GCASAATCTITCCACCE

SCAGARTCTITCCACCS
ccacaaTcIETCccace

i n 2SR C
iE A AT C
cnrfac

S A BT C

Bl n B C

== SR C

PleiC 1 B C
Bl n B C

== SR C

B s B SR C
Bl n B C

=0 1 AL C

= 0 B C

Bl n B C

== SR C
= 0 B C

Bl n B C

== SR C

PleiC 1 B C
Bl n B C

== SR

B s B SR C
Bl n B C

=0 1 AL C

c

OECcTECCSETT cofcAmcABCASETEER
CICTEGEETTEI TICcogcAMCAE CAGTITEGR
CECTECCETTEE TEcOfc

CAECAECACGTTGCAEC
CACRCARECACETCCRECC

BorgedsTmes
cE caTTeE T cogc
CETTC TECOgE
cEcTEcCATTRETEcoEcAgcrEcacETCEATC
CECTECCHTTRI TECOEcARCAECACTTCCATC
CECRECRECACITCCERATC
CEcTEcCATTEITECcOEcAfcrEcacETCEATC
CEcTECCATTEI TECcOEcAgcAECACTTCCATC
TCcTECGETTES T COECNECAE CAGETECAT

CECTECCRETIEI TECOCCAECACCACE TCCAT CORECEs T T ClE GOl R RCHE C)
CECTECGEE TTEI TICCECACCACCAGTITCCATICCRAEOs TTCREACCHEAE MER C
CECTECCGETTEN TECCECARCHAE CACETCC A C ORISR T T CUNE n GO0 1 Ils O
CECTECCETTEI TECCECACCACCACITCC AT CORECs T T CBE N CCR A ICR O
CECTECGEE TTEI TICCECACCACCAGTITCCATICCRAEOs TTCREACCHEAE MER C
CECTECCGETTEN TECCECARCHAE CACETCC A C ORISR T T CUNE n GO0 1 Ils O
CECTEGCGATTET TEICCOECAECAECACTTGGE AT COBESEs T T CBE & SO A SR O
CECTECGEE TTEI TICCECACCACCAGTITCCATICCRAEOs TTCREACCHEAE MER C
CECTECCGETTEE TECCECACCAECACETCCAE CCEECEs T T CENE 1 <Ol 1 Ils O

R CTECCRETIEI TR COCCAECAROCACETCCRIEC

CECTECCRETTET TECOECAECAECACETCCATC

CECTECCETTER TR CCECACSCARECACETCCREC
I CTECCETTIEI TR CCECACCARECACETCC AT MSShs T T CEE R GOl R CE O
CEECs TTCOCEERGCCE R REEC)
ECIGGGﬂI'ICI'I'IEECEBCCBCCBEITEEDIE S T T OSSOl 5 IR O

R CTECCRETIEI TR COCCAECAROCACETCCRIEC

CECTECCRETTET TECOECAECAECACETCCATC
OISR T T OIS 1 SOl R Rl (O

CECTECCETTER TR CCECACSCARECACETCCREC

CECTECCGETTIEI TECCECACCARECACETCC AT CCORECEs T T ClE n C.Cl I InCl O

CECTECGEE TTEI TICCECACCACCAGTITCCATICCRAEOs TTCREACCHEAE MER C

CECTECCGETTEN TECCECARCHAE CACETCC A C ORISR T T CUNE n GO0 1 Ils O

CECTECCGETTIEI TECCECACCARECACETCC AT CCORECEs T T ClE n C.Cl I InCl O

CECTECGEE TTEI TICCECACCACCAGTITCCATICCRAEOs TTCREACCHEAE MER C

CECTECCGETTEN TECCECARCAE CACE TG C A CCEEEEs T T CFNE n oGO8 1 Ils O

CECTECCATTER TECCECAREC. CACRETCCAECCREREs T TCRE N CCHE I BN C

CECTECGGETTEITICCECREC CACGITGCAICCREEO=TTCRAEACCERARDE C)
CTECCETTEE TR CCECAERCRECACETCCAEC

CECTECCRETTET TECOECAECAECACETCCATC

CECTECGEE TTEI TICCECACCACCAGTITCCATICCRAEOs TTCREACCHEAE MER C

CECTECCGETTEE TECCECASCHE CACE TG C AR CCEEEEs T T CENE GO 1 TN O

CtCTgGEEaTTctTECCol CRcCRAGETEGACCCage TTCagZRGC

Sekil 4.12. GENEDOC programinda dizisi ¢ikarilan 18 ornek ile 43 referans HBV dizisi.

103



ABO32355&8.C
ABO42704.C
ARFZST7E&Z1 2
HOozZ7€3.2.0
ABOT73258_.EB
Coo3z20.B.J
AYO030454 _
AYO0904&0

AYTZ1&0&
R¥TZ21s082
ARY¥TZ1E07
A¥181157
XE25z54.C
41 EREZS
AJ344117 .

n

now e

noooonun

AYS817T3S3 .
AYTIS&030
110_FRES.c
9 _FCRES.con
ZS3.ERES.co
LZ2710& L3 _
32 . ERES . co
A¥T4179€ .
52 .FRES.co
27 .ERES.cc
AYTZ1&05

R¥TZ21el2Z

283 _.FRES.co
&2 .ERES.coc
Z0 _ERES co
M3Z133._. L
AJ34411%.
A¥030452 .
SE.ERES .o
HKTZTOZ _CZ
Xe09Z5.0Z .
AR¥TIE031

H205z4 .02 .
ABO42701 .
ABO33558 .
RARY¥TZ1€11.
Hs53735.02
A¥TZ1le1l0.L

5]

Hl

bb R R R wml

TCC

TCCaGAR:ETE

FCEE C R AR

= BETT C B AT O

BCTTCARTC
G ERETT C B TS

BCTTCARTC
CRETT CAATG

CERRCh T,

CHESE 1y
CRRCRIC
CRRCRRG

CERRE R nE

R EC Il
CRRCRLGC

PEEE C 1y AR O

cAETTCcARTE
AETT C n AT
AETTCAnT
CAETT CAATE
AETT C 2 ATE
AETT C n AT
ETT C n AT
AETT C n AT
CAETT CAATE
AETT C 2 AT
AV C B AR
2ETT C n AT
AETT C AT
SRETICRRTE
AETT C n AT
AETT C 2 AT
CRETT CcARTE
AETT C AT
CAETT CARTE
cAfTI CcARATE
2ETT C n AT
CAETT CAATE
2JETT 2 AT
AETT C 2 AT
AETE CaATE
ETT C n AT
CAETT CAATE

BCTTCRATC
G ERETT C B TS

CERsgn
CARRBCH
RIRCEh
CCRRBRCR
CCREaCrn
CARRBCH
CRRCRD
CARRCE
CCRRBRCR
CARRBCH
CARRBCH
CRRCRD
CARRCHE
CCRRBRCR
CARRBCH
CARRBCDH
CCREsC
CARRCHE
CCREaCrn
CERERC
RIRCEh
CCRRBRCR
CRRCH

=

N T
o TR

CCREACR
CCRAECE
CCRrRICR
ChncCh
CCaRCR
CCRRCR

CCRACRAE
CCRaCanc

E nEH R«
= ccTEGcfage GccaBes=iglt =gisg oEZGRgocsttogggo

LCCATTIC
LRCCRTTIC
ACCATTICGEEGEC
CRGCATTCGEE!
AEGCATIC
LCCATTIC

AGCATTCEGE

zaccaTTcecE:
AGCATTIC
AGCATIC

CAGCRATTICGEGE!
ACCRATTICGEGEGE]
CRGCATTCGEE!

ACCRATTICGEGEGE]
CRGCATTCGEE!

AEGCATICGEGEG
ACCATICGCEGK

ECACGEAGECCTTITECERT
ECcACGEEARGECCTIRTEEEET

EcaCceCACeBTITICCCET
EcaceeEREECCTIRTECEET

ccrpccacclCTIITEEEET
EcaceencECCTIRTECEEET

gg ttcaccccoc cc cacggaggoccttttggggtgg

Sekil 4.12. devam. GENEDOC programinda dizisi ¢ikarilan 18 6rnek ile 43 referans HBV dizisi.

104

ccctCaggo




ARBO3355&.C
RAREO45704.C
REZSTEZ1. R
HOZTe3 2.0
ARBO73858.B
Coo2=20.B.J
AYDS350454 _H
A¥0S504&0_H
HEeaT7a28.F.B
HT5€E83 _ F.C
REEBOSsE51ls
AF1l€0501.
HT5E57
HK7seEe4.
AEBlzeS5S21.
AYT721&609 .
95 _CRES.c
115 .EFRES.
REZE20817 .
RY¥TSE€032 .
ARY¥TZ1e€0s

R¥TZ21<08

AR¥TZ21€0
A¥1&115
H25Z254.
41 _ECRES
A2AJ34411
1Z1.FRE
TZ.FRES.co
4& _ERES _co
31.FRES.
103 _.EFRES
AY&E173Z2
RAR¥E€17I3
A¥TS5&030
110 _.EBRES . c

m

ornn

[N |

[
N

22 .FRES.co
A¥T4173& .0
58 _ERES _co

A¥TZ1€05
AYTZ161Z2
232 .FRES.co
82 .FRES.co
Z0 _ERES . co
M2Z2132.01.
AJZ4411ls .
AR¥0350452
S _CRES.c
HKTZTOZ .z .
Xeo09szs.oz2.
AR¥T7SE€031
HX205z4 .02 .
AREO045701.LC
REEBO323552.0
AYTZ21€11_C
H5S3735.02.

AR¥TZ21€10.0C

TChG
TCRG

TCRGEE
DE rEe
TChG

TCEEE
DE rEe

CATACTR
CATACT
CCATACTH

tcRgglcatacta

CCRGECHR CCTCCTGA

CCTCCTIGL

odno

pog
anonnnn

o0
0

i€ TCE

SCTC
T

opde
SCTC

& TC

opde

e TC
B¢ TCFE

i€ TCE

ETC

CTCCTEL

CcTCoEG

nonn
7}

A A

onononn

oooQonn

SC T OC
ps
S TC
SE T O
& TC
BT CCECC TCE
SRR CCEEE TC
=R MEEE T C)
BT CCECCETC
CECC TOC
CEEE TC

10

:’H@IH.’H.HEH.’H@EH

ARCCARTC

ACCARRTC

aal ttEccageca atlCgcocceTCeotge te accaatog cagto

Sekil 4.12. devam. GENEDOC programinda dizisi ¢ikarilan 18 6rnek ile 43 referans HBV dizisi.

105

REGRRGGCRG
BAEGRRCGECAG

CcaG
CcAC
CRC
caccc
caccc
CRC
ACCARCECAECC
ACCARCECAGCC
ACCARCECRAEC
FYele F etetol Yelol
ACCARCECAGC
ACGARGECAGCC
ACCARCECAEGCC
rnccnncdBdEce
ACGARGECAGCC
R CEAREECAGCC
ACCARCCECAGC
ACGARGECAGC
ACEARCECAEC

BCCARCGE

DECRRCCE
BECGAREEC
BCCARCGE CC
BECRARGCE

rolefey. Clefele) CCTAL
RCCARCGC CCTAC
BACCGRRCGECRAGCCTAL
BECCGRRECECAGSCCTAL

aggaaggcocagocctac oo

C
c
C
C
c
c
=
Iy
=y
=
c
C
=
Iy
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
=
=
=
=
G
=
=
G
=
=
=
=
=
=
=
T
T
T
T
T
=
C

HoH R H R R H H

=TCTICCRC
ETCTCCAC
ETCTCCACK
TCTICCRACC
ETCTCCRACC
= TCTCCRACC
=T C CIu
ETCTCCRACC
= TCTCCRACC
~TCTCCRARCC
CICCACC
= TCTCCRACC
e TCTCCACC
e TCTCCACC
=TCTCCARACC
e TCTCCACC
ETCTCCRACC
=TCTCCARACC
e TCTCCACC
ETCTCCRACC
=T C CIu
e TCTCCAC

IWCATCCTCAGECCATGCAG
CCICARGGCCATGCAG
CICRCGECCRTICCRGC

CRATCC

CRTCC

CATCCTCAGGEC
WCATCCICRACC
WCRARTCCTICRGCG
ICATCCTCRAGE
WCATCCICRACC
WCRARTCCTICRGCG
ICATCCTCAGGCCATG
IWCATCCICACCCCATG
WCRARTCCTICRGCG
ICATCCTCRAGE
IWCATCCICACGCCEC

ICATCCTCRAGECC

WCATCCTICAGGECC
WCATCCTCAGGCCATGCAG
ICATCCTCAGECCATECARAG
IWCATCCICACCCCATGCARAC
IWCATCCTCAGEGECCATGCAG
ICATCCTCAGECCATECARAG
WCATCCTICACCCCATGCARC
CATCCTCAGGECCATGCAG
ICATCCTCAGECCATECARAG
NWCATCCTICACCCCATGCARAC
IWCATCCTCAGEGECCATGCAG
ICATCCTCAGECCATECARAG
ATCCRG
CCARTGECRG

ECATCCICRCE
WCRARTCCTICRCG

eCATCCTCARAGEC

eCATCCTICAGEC

WCATCCTCRAGED
IWCATCCICACGCCEC

ICATCCTCRAGEC
ICATCCTICRGGEC
WCCRTCCTICRGGEC
ICATCCTCRAGECC
WCATCCTICAGGECC
WCATCCTITCAGGCC
ICATCCTCAGECCATECARAG
IWCATCCICACCCCATGCARAC
IWCATCCTCAGEGECCATGCAG
ICAETCCTCRAGECCATESCARG

t aga acac catcctocaggocatgoagt

3E3
3Ie9
Z4=
3E3
3Ie3
Z2ES
3E3
2E3
Z2ES
3E3
2EE
ZEe
3Ee
2EE
23
33&
2=2e
23
33e
2=2e
23
33e
2=2e
23
33e
2=2e
33&e
33e
F3e
33&e
33e
F3e
33&e
33e
23
33&e
33e
23
33&e
2=2e
23
33&e
2=2e
23
33&e
2=2e
ZES
33&
2=2e
23
33e
2=2e
23
33e
2=2e
23
33e
2=2e
33&e
33e

237



RAEEOZ22552.C
ABO43704 _C
RAREZSTEZ1 . A
HOz7&e3 . 2.0
ABOT7232852.RB
Coo0330 _B_.J
A¥0S50454 _H
AYOS04&0 _H
HXE3ST732 . E.B
HTS

W

(1)

=)
[
[ ]
mom W

S

)

]

AF1

w

AREFZE20281
BRY¥TSE03
AY¥YXTZ1€0
BY¥TZ1s0
AY¥YXTZ1€0
A¥1s11l5
HE2s5z54 .
41 _FRES
AJZ4411
121 . FRE

=0 =1 mdy K1

EREI i) IS I
nn:
0onn

102 _FERE
AY&EE€17T3

AY¥EE1TS
AYTS&03
110 _FRE
S _ERES co
Z3 _FERES.c
ILZ710& _C3
22 .FRES.c
AYT4173&
52 .FERES.c
27 _ERES .o
AY¥XTZ21€058
AYTZ1€1Z
22 . FERES
8 .FRES
Z0.ERES
M3IZ132 .
AJZ4411
2A¥05045
S& .ERES
K7T7Z7Oo0zZ .oz .
H205Z5 .02 .
BY¥TOSE031
HE2035zZ4 .02 .
2ABO48701 .
ARBO3325582 .
A¥TFZ21s11 .0
H55735.
AR¥TFZ21€10.0

0mowkm.
panounn

oouo

=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=

MDD ND NG00

1

THNRN00NR
R R EREREEREREREREREEREEREREEREEREREEREREERERERERERERERE R

CRCHARAC
BCRRC
ORI

CRACRAC
ORI

CCRCRAC

TR0 RN R0 R

CCRCRAL
ORI
CRACRAC
ORI
CCRCRAL
ORI
CCRCRAL
ORI
CRACRAC
ORI
CCRCRAL

THNRDRDRDRDRDIDIDRDRND N0 0D

CCRCAAC
CRCRRC
CARCRR

0o

ORI
CCRCRAL
ORI
CRACRAC
ORI
CCRCRAL
ORI
CCRCRAL
ORI

100

100 R0 R DR
PEPRPRERE

ORI
= CR A
ICR I

B

CC T3

nFlcTocTrecaEenTC
capplcTCIRCARERATC
AnE CTCTRCARSATC
=cBcT ECATC
aiiﬂ']‘ ECATC
ECTOT ECATC
ECTOT ECATC
ecTcTBcarBaTc
EETE:EC iEa-rc
ecTcTrccAEcaTC
m:Tc'J'Gc:EGATC
CACCARCTCTECARERTC
caccazllcTCIECARGATC
nccanflCICTIGCRRERTC
caccazllcTCIECARGATC
nccanflCICTIGCRRERTC
caccazllcTCIECARGATC
cnccamflCICTIECRRERTC
caccazllcTCIECARGATC
cnccamflCICTIECRRERTC
caccazllCTICTIECARGATC
= .—agc:rc:n;cn.;u;a:n:

CTCISCAAGATC
cnccaiflCTCTGCRAGRTC
caficazflcTcTecaREaTC
CRCCRARE CTICTIGCARCATC
caccazllcTCIECARGATC
caccarflCTCTECRAREATE
caccazllcTCTIGCAREATC
oF Vel ABHETE:ECALGBTC

i:BiILEEH*:T*: CARARCATC

CCRCCAR CTCTGCAARGATC

caccazllcTCTGCARERATC
cac "nnﬁcj‘cj‘gcnacnﬁ 3
caff carflcrcTcCARGATC

camCTCTECARGATE
caccazllcTCTGCAREATC

ccnccazfl CTCTECARGATC
CCRAC )!.EHCTC'IEEBEEBTC

1ﬂLBH13T13TG1:EEGBTC
CRCCAM CTCITCCARCATC
CRC "LBHi:Ti:TGi:EEGBTC
CRCCARM CTCITCCARCATC

CRCCARM CICITIGCRRACGARATC

"i:l'-!i:I:BPﬂETETGEBBEBTI:

nccanflCICTIGCRRERTC
caﬂcaaﬁi:':ri:':rscap.sam:
Y J!.EHCTCTGCLEEETC

_EBEI:BPﬂETETGEBBEBTI:

ChC LBH*:T*:TﬁizkiEEETC

"i:l'-!i:I:BPﬂETETGEBBEBTI:

ChC LBH*:T*:TﬁizkiEEETC

AMeCTCTECRRCRATC

ananaon

nnoooon

0

CC

oonn

0

C

poooooooooooooonon

0

I

CCRCGARG

_EBEI:BPFETETGEBBEBTCECBGBG

DCRC

CTCTGCARGATCCCARAGRAS

JCTC

Af0nAA

ooooon

anao

ponooonoonnonn

o]

0f

00

nooon

aoooononnnoon

non

gg== Tocacaac TTOoCEcCcas cToTtgoaagsTtcocoecagagt ag ggecTtgt at T© ec
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S. TARTISMA

Yaptigimiz bu ¢alisma Mersin ilinde HBV ile kronik olarak enfekte hastalarda
HBeAg ekspresyonu ile iliskili bazal kor ve prekor gen bolgesinde goriilen
mutasyonlarin  epidemiyolojik olarak arastinlmast ile ilgilidir. Mutasyonlar
degerlendirilirken, en yaygin goriilen bazal kor gen bolgesindeki 1753. nt ve 1762/1764.
nt’lerdeki ikili mutasyon ile prekor gen bolgesindeki 1896. nt’deki stop kodon
olusumuna neden olan mutasyon paternlerinin dagilimi incelenmistir.

Genotipleme, genomun genetik karakterizasyonu olup, genomlar1 niikleotid
degisimleri, delesyonlar veya insersiyonlara gore siniflandirabilmekte ve bireysel bir
susu bir digerinden ayirabilmektedir. Genotiplerin belirlenmesi, suslarmn molekiiler
virolojik 6zelliklerini olustursa da, klinik olarak da faydali olabilmektedir (7). Bazal kor
ve prekor mutasyonlart ile genotipler/alt genotipler arasinda iliskinin oldugu
bildirilmistir. Bazal kor ve prekor gen bolgeleri viral replikasyon ve gen ekspresyonu
i¢in Onemli gen bolgeleri olduklart i¢in, farkli genotip/alt genotipler ile enfeksiyonun bir
sonucu olarak bu bolgeler igindeki varyasyon veya mutasyonlarin hastalifin seyrindeki
farkliliga neden olabilecegi belirtilmektedir (11). Kramvis ve arkadaglar1 (11), HBV
mutasyonlari/varyasyonlar1 ile genotipleri/subgenotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligski oldugunu bildirmislerdir.

Yaptigimiz bu calismada genotiplerin belirlenebilmesi icin kronik HBV
enfeksiyonlu hastalarin serum 6rneginde, HBV pre-S gen bolgesi hedeflenmistir ve
RFLP ve DNA dizi analizi sonrasi filogenetik karsilastirma ile analiz edilmistir.
Calisilan 54 hastaya ait serum Orneginden 47 tanesinin genotiplemesi yapilabilmistir ve
hepsi genotip D olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9). Calismadan elde edilen sonuglarda,
Mersin ilindeki kronik HBV ile enfekte Tiirk hastalarin genotipik olarak cesitlilik
gostermedigi belirlenmistir.

Calisilan orneklerden 34 (% 72.3) tanesi PCR-RFLP ile
genotiplendirilebilmistir. Bu ornekler referans alman makaledeki (42) gibi restriksiyon
analizinde Avall enzimi ile kesilmemis ancak Mbol enzimi ile 306/89/51 bp
uzunluklarinda iiriinler vermistir. PCR-RFLP analizinde 7 (% 14.9) 6rnek Avall enzimi

ile kesilmemis ancak Mbol enzimi ile 357/306/89/51 bp uzunluklarinda {iriinler
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vermistir. DNA dizi analizinde bu 6rneklerin genotip D olarak belirlenenler ile ayni
Mbol restriksiyon alanlarina sahip oldugu belirlenmistir. Kesim {iriinlerinden 357 bp’lik
fragmentin 306 ve 51 bp’lik fragmentleri olusturan kesilmemis {iriin oldugu
anlasilmistir. PCR-RFLP analinde Avall enzimi ile kesilmeyen ve Mbol enzimi ile
306/89/--- bp’lik kesim {iriinleri veren 1 drnegin (%2.1), dizi analizi sonrasinda diger
gen dizileri ile hizalandiginda Mbol restriksiyon alanlarindan birinin kaybolmasina
neden olan 31. nt’deki G’den A’e niikleotid degisimi meydana geldigi goriilmiistiir.
PCR-RFLP analizinde, Avall enzimi ile 300/146 bp ve Mbol enzimi ile 306/89/51
bp’lik kesim iiriinleri veren 5 6rnegin (%10.7) restriksiyon haritasinda bu kesim alanlar1
dogrulanmistir. Restriksiyon haritas1 ¢ikarilan GenBank dizilerinden HBV genotip D2
olarak belirlenen Tiirkiye’ye ait AY796031 referans dizisinde ve genotip D1 olarak
belirlenen Iran’a ait AY741796 referans HBV dizisinde de bu patern gosterilmistir. Bu
sebeple bu 5 HBV dizisi genotip D olarak belirlenmistir. Referans alinan Lindh ve
arkadaslan (42)’nin aragtirma makalelerinde HBV genotip D izolatlarinin Avall enzimi
ile kesim alanina sahip olmadigi bildirilmistir. Ancak DNA dizi analizi ile genotip D
oldugu dogrulanan bizim 5 ornegin Avall enzimi ile kesim alanina sahip oldugu ve
300/146 bp’lik kesim iiriinleri verdigi bulunmustur. Yaptigimiz bu calisma ile, genotip
D izolatlarinin heniiz literatiirde olmayan Avall enzimi ile kesim paterni gosterilmis
bulunmaktadir. Yaklasik 300 bp hizasinda pre-S PCR iiriinii veren delesyona ugramig
ornek ise, DNA dizi analizi sonras1 yapilan filogenetik karsilastirmada genotip D olarak
belirlenen 6rnekler arasinda gruplandigi gosterilmistir.

Filogenetik analizi yapilan 18 HBV pre-S dizilerinin (delesyona ugramis 6rnek
de dahil), HBV genotip D’nin karakteristik bir 6zelligi olan 33 bp’lik delesyona sahip
oldugu gosterilmistir. Analizi yapilan biitin HBV izolatlarinin, filogenetik agacta
genotip D dallarinda gruplandigi gosterilmistir. Calismamizda gosterilen bu genotip
homojenligi, iilkemizde yapilan diger ¢alismalarda da (7, 8, 35, 36, 37, 38, 39, 40)
gosterilmistir.

HBYV genotip D diinya genelinde bir dagilima sahip olsa da, siklikla Akdeniz
iilkelerinde (10, 17), Orta Asya iilkeleri (10, 76, 77), Hindistan (9, 34), Cin (78), Kuzey
Amerika (3) ve bazi Avrupa iilkelerinde (13) bildirilmektedir. Ancak uluslararasi
seyahat ve insan goglerinin oldukga sik oldugu bu donemde, yeni HBV genotiplerinin

toplumlara girigi, genotipler arast1 rekombinasyona veya bir genotipin digerine
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degismesine neden olabilecegi goz Oniinde bulundurulmasi gerektigi belirtilmektedir
(79).

HBV enfeksiyonunun HBeAg dogal Oykiisiinde, kronik hepatit B
enfeksiyonunun erken fazinda wild-tip virus prekor geninin 1896. nt pozisyonunda G
niikleotidi bulunmaktadir. Bu durumda virus, ¢esitli tespit metodlar ile gosterilebilen,
“e” antijenini iiretebilmektedir. Ancak 1896. nt pozisyonunda mutasyonun meydana
gelmesi ile prekor geninde TAG stop kodonu olugsmakta ve HBeAg negatif hepatit
meydana gelebilmektedir. Bu durumda da virus, prematiire “e” antijeni
olusturabilmektedir, ancak fonksiyonel veya olgun bir protein sekrete edememektedir.
Bu sebeple de serolojik testlerle bu olduk¢a ©nemli HBeAg serolojik belirteci
belirlenememektedir. Diger taraftan bazal kor gen bolgesindeki T1762/A1764 ikili
mutasyonunun meydana gelmesi de, HBeAg iiretimini azaltabilmektedir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalarin bazal kor/prekor gen bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlar ile HBV enfeksiyonunun seyri arasinda bir iliski oldugunun dogrulandigi
belirtilmektedir (10).

Toplam 121 kronik enfekte hasta serumu calismaya dahil edilmistir. Ancak 54
serum Orneginde PCR ile tespit edilebilir diizeyde DNA’ya rastlanmistir. Bu
orneklerden 5 tanesinin bazal kor ve prekor gen bolgesinin DNA dizi analizi
okunamamistir. Geriye kalan 49 Ornegin 43 tanesinde (%87.75) bazal kor ve/veya
prekor gen bolgesinde mutasyon tespit edilmistir.

HBeAg negatif kronik hepatit B’li hastalarin insidanst bir cok iilkede
artmaktadir (9, 76, 80). Bizim ¢aligmamizi olusturan kronik hepatit B’li hastalarda da
HBeAg negatif olanlarin sayisi agirliktadir. Calismaya dahil edilen 54 hasta serumunun
35 (%64.8)’i HBeAg negatif, 19 (%35.2)’u ise HBeAg pozitiftir. HBeAg negatif
olanlarda bazal kor ve/veya prekor gen bolgelerindeki mutasyon orant %97.1 (33/34),
HBeAg pozitif olanlarda mutasyon oran1 %66.7 (10/15) olarak belirlenmistir. Yani
mutasyon oran1t HBeAg negatiflerde, HBeAg pozitifler ile karsilastirildiginda anlaml
derecede fazla (P= 0.008) olarak bulunmustur. Benzer bir sekilde D genotipinin hakim
oldugu Pakistan’nin Karaci bolgesinde yapilan bir ¢alismada da bazal kor ve prekor
mutasyon oran1 HBeAg negatif hastalarin %62’sinde, HBeAg pozitif hastalarin ise
%?24’tinde bildirilmistir (P= 0.000) (76).
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HBeAg negatif ve pozitif hastalar ile ALT (P= 0.356) ve AST (P= 0.800)
seviyeleri arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir. HBeAg negatif hastalarin HBV
DNA seviyelerinin ortanca degeri 2350 (84.74-23950), HBeAg pozitiflerin ise HBV
seviyelerinin DNA ortanca degeri 52500 (15300-789000) olarak bulunmustur. HBV
DNA ortancast HBeAg pozitiflerde anlamli derecede yiiksek (P= 0.001) olarak
bulunmustur.

Bazal kor/ prekor gen bolgelerindeki mutasyonlarin dagilimima bakildiginda;
HBeAg negatifler icinde bazal kor bolgesinde mutasyon goriilenlerin orant %70.6,
HBeAg pozitifler icinde ise %53.3 olarak bulunmustur. Ancak bu her iki grup icginde
anlamli bir fark bulunamamistir (P= 0.331). HBeAg negatifler icinde, prekor bolgesinde
mutasyon goriilenlerin oram1 %73.5, HBeAg pozitifler icinde ise %20 olarak
bulunmustur. Her iki grup i¢inde anlamli bir fark bulunmustur (P= 0.001). Prekor gen
bolgesinde goriilen bu mutasyonlar muhtemelen ilimizde HBV ile kronik olarak enfekte
hastalarda HBeAg negatif fenotipin olugmasi ile iliskilidir. HBeAg negatifler icinde
bazal kor ve prekor birlikte mutasyon goriilenlerin orami (%47.1) da, HBeAg
pozitiflerden (%6.7) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P=
0.008< 0.01) (Cizelge 4.5).

Bazal kor 1753. nt ve 1762/1764. nt’lerde ve prekor 1896. nt’de birlikte
mutasyon pozitifligininin HBeAg negatif ve pozitifler icindeki dagilimi birbirinden
anlamli derecede farkli bulunmustur. Bu mutasyon paterninin gorillme oram1 HBeAg
negatiflerde %32.4 iken, HBeAg pozitiflerde %0’dir (P< 0.001). Bu mutasyon
birlikteliginin, HBeAg negatif kronik enfekte hastalarda bir anlama sahip olabilecegi
diisiincesindeyiz.

Prekor gen bolgesinde bildirilen mutasyonlarin, Akdeniz bolgesinde HBeAg
negatif kronik hepatitli B hastalarin %85-95’inden fazlasinda sorumlu oldugu
bildirilmistir (81, 82, 83). Prekor gen bolgesinde 1896. nt pozisyonunda G—A’ya nokta
mutasyonu sonucu gelisen TAG stop kodonu, HBeAg sekresyonunun ortadan
kaybolmasi ile iliskilidir HBeAg ekspresyonunun olmadiginda ise, enfekte
hepatositlerin oldiiriicii lenfositler tarafindan taninabilmesi yetersiz kalmaktadir (73).
Genotip D ile enfekte hastalar arasinda oldukca yaygin olan prekor gen bolgesindeki
mutasyonlar, bu genotipte 1858. nt’de T ile baz eslesmesi olusturdugu icin, pregenomik

enkapsidasyon sinyalinin (¢ yapisi) sekonder yapi stabilitesini artirarak viral
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replikasyonun devamim saglamakta ve boylece viral persistansa katkida bulunmaktadir
(73, 76). Yaptigimiz ¢alismada, prekor gen bolgesinde 1896. nt’de goriilen stop kodon
(TGG—TAG) olusumuna neden olan mutasyonun, daha énceden yapilmis calismalarda
oldugu gibi (2, 24, 77, 80) HBeAg negatifligi ile iliskili oldugu bulunmustur.
Yaptigimiz ¢aligmada, 1896. nt’de goriilen mutasyon HBeAg negatiflerde (25/34,
%73.5), HBeAg pozitifler (3/15, %20) ile karsilastinldiginda belirgin bir sekilde yiiksek
bulunmustir (P= 0.001). Hindistan’da yapilan bir calismada prekor G1896A
mutasyonunun genotip D spesifik oldugu ve HBeAg negatiflerde (%33) HBeAg
pozitiflerden (%2) daha yaygin bulundugu bildirilmistir (P<0.01) (24). Iran’da yapilan
D genotipinin hakim oldugu bagka bir calismada da prekor G1896A mutasyonlu
izolatlarin oran1 HBeAg negatif hastalardaki orani (%69.5), HBeAg pozitif hastalar
(%25) ile karsilastirildiginda oldukca yiiksek oldugu gosterilmistir (77). Bilindigi gibi
prekor 1896. nt’de stop kodon olusumu ile sonuclanan mutasyon, HBeAg negatif
fenotipin olusumundan sorumludur. Ancak bizim calismamizda HBeAg pozitif
hastalarin  %20’sinde prekor mutasyonu tespit edilmesine ragmen HBeAg
kaybolmamistir. Benzer sonuclar baska aragtirmacilar tarafindan da bildirilmistir (17,
76, 81). Bu muhtemelen serokonversiyon siirecinde, mutant ve wild-tip virus
popiilasyonlar1 ile miks enfeksiyonun bulunmasi sebebiyle olup, enfeksiyonun seyri
sirasinda  HBeAg’nin temizlenmesi beklenmektedir. Bununla birlikte HBeAg
negatifliginin gelismesinden sorumlu baska mutasyonlarinda olabilecegi goz Oniinde
bulundurulmas1 gerekmektedir. Ote yandan, HBeAg pozitif asemptomatik tasiyicilarda
bu bolgede niikleotid degisimine artan bir egilimin oldugu da bildirilmektedir (46).
Yaptigimiz ¢alismada, prekor G1896A mutasyonu ile serum ALT-AST seviyesi
ve HBV DNA diizeyi arasinda herhangi bir iliski bulunamamstir. Choi ve arkadaslari
(16) tarafindan, G1896A mutasyonunun serum ALT seyiyesinde yiikselme ve yiiksek
HBV DNA seviyesi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Daha once yapilan ¢aligmalarda ise,
G1896A mutasyonunun aktif karaciger hastalarinda bulundugu i¢in ciddi karaciger
hastaligina veya fulminant hepatite neden oldugu diisiiniilmekteydi (84). Ancak inaktif
HBeAg negatif tasiyicilarda da siklikla tespit edildigi bildirilmistir (23). Yoo ve
arkadaslan (80)'nin Kore’de yaptiklari ¢calismada, HBeAg negatif genotip C ile enfekte
hastalarin yaklasik %93’tinde G1896A prekor mutasyonu tespit edildigini prekor

mutasyonlar ile HBV DNA seviyesi veya hastaligin ciddiyeti arasinda bir iligki tespit
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edilmedigini bildirilmislerdir. Yine Chan ve arkadaslar1 (85) tarafindan Hong Kong’da
yapilan bir calismada da prekor G1896A mutasyonu ile karaciger hastaligi ve HBV
DNA seviyesi arasinda bir iliski bulunmadigi bildirilmistir. Arastiricilar HBeAg
negatifliginin heterojen bir durum olabilecegini ve tamamen prekor HBV mutantlan ile
iligkili olmadigim1  bildirmislerdir. ~ Ayrica, prekor —mutasyonlarinin HBeAg
serokonversiyonu sirasinda her zaman olustugunu ve mutasyonlarinin viral replikasyon
seviyesi veya hastalifin ciddiyetine bakilmaksizin siklikla bulundugu belirtilmistir. Bu
sebeple ciddi karaciger hastaligit ve HSK’nin patogenezindeki roliiniin acik olmadig
belirtilmektedir (86). Prekor mutantlarinin olusmasinin, spontan veya interferon aracilt
HBeAg’den anti-HBe’ye serokonversiyon sirasinda arttigi belirtilmektedir ve immun
baski ile secildigi diisiiniilmektedir (73).

HBeAg negatif kronik hepatit B’nin prekor mutant HBV ile iligkili ve
interferona zayif yanit veren progresif karaciger hastaligi oldugu belirtilmektedir. Bu
sebeple prekor gen bolgesinde mutasyona sahip HBV’nin interferona direngli virus
olarak davranabilecegi belirtilmektedir. Wild-tip ve prekor mutantt HBV ile enfekte
hastalarin interferona kars1 gosterdikleri yanitin analiz edildigi bir ¢alismada, interferon
aracili iyilesmenin wild tip ile enfekte hasta grubunda daha prevalan oldugu
belirtilmistir. Ayrica rolaps oranminin prekor mutantli hasta grubunda daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (%85.7, %19.4) (82). Bu calismada prekor gen bolgesinde
mutasyona sahip HBV’ nin interferon yanitina etki edebilecegi gosterilmistir. Bu sebeple
de kronik HBV’nin dogal seyri sirasinda, prekor mutanti HBV’nin prevalan sus olarak
secilmeden once en kisa siirede tedavi edilmesi gerektigi belirtilmistir.

Ulkemizde ise bazal kor promoter/prekor gen mutasyonlari ile ilgili olarak sinirlt
sayida ¢aligmaya rastlanmistir. Ozgeng ve arkadaslari (6)'nin, 44 (20’si HBeAg pozitif,
24’ HBeAg negatif) naiv kronik Hepatit B’li hastay1 dahil ettikleri calismada, HBeAg
negatif orneklerin prekor mutasyonlar1 (G1896A ve G1899A) ile iliskili bulduklarini
bildirmislerdir. Bozdayi ve arkadaslar1 (87)'nmin yaptiklar1 bir ¢aligmada ise, 81 kronik
HBYV enfeksiyonlu (47°si HBeAg pozitif ve 34’ii HBeAg negatif) hastalarin hepsinin
1858. niikleotidte T’e sahip oldugu bulunmustur. HBeAg pozitif hastalarin 7
(%15)’sinde ve HBeAg negatif hastalarin 29 (%85)’unda prekor gen stop kodon
mutasyonu (G1896A) tespit edilmistir. Bizim calismamizin bulgulan ile uygun olarak,

Bati Akdeniz’deki Tiirk hastalarda, HBeAg negatif fenotipin prekor bolgesindeki
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mutasyonla iliskili oldugu bildirilmis ve diger bolgelerdeki hastalarin sonucu ile
desteklenmesi gerektigi belirtmislerdir. Bu calismada HBeAg negatif ve pozitif
hastalardaki, ALT seviyesi ile ifade edilen karaciger hasan ile prekor gen bolgesinde
goriillen mutasyonlarin orami arasinda anlamli bir iliski bulunmadig belirtilmistir.
Calismanin sonuglar1 bizim bulgularimiz ile uyum gostermektedir.

Bazal kor gen bolgesinde goriilen T1762/A1764 ikili mutasyonlarinin, prekor
stop kodon mutasyonlar ile iligkili olarak, fulminant veya kronik hepatit olgularinda
bildirildigi belirtilmektedir (73). Bazal kor gen bolgesindeki mutasyonlar, pregenomik
RNA ve HBeAg’'nin azalmasina neden olan prekor ve kor mRNA’nin transkripsiyonunu
azalttig belirtilmektedir (16, 25, 88). Son yapilan ¢alismalarin, bazal kor T1762/A1764
ikili mutasyonunun, prekor mRNA’sinin ekspresyonunu azaltmasi ile iligkili HBeAg
sentez seviyelerinde azalmaya ve pregenomik mRNA etkinliginde azalma ile iligkili
HBYV replikasyonunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (73, 79). Diger yandan ise,
mutasyona ugramig bazal kor gen bolgesine transkripsiyon faktorleri artik
baglanamadigi ve ardindan da prekor RNA’nin transkripsiyonu ve buna bagl olarak da
“e” antijeninin sentezinin azaldig1 belirtilmektedir. Prekor gen ekspresyonundaki
azalmaya ise projeni virus liretimindeki artis eslik etmektedir. Bu artmanin pregenomik
DNA enkapsidasyonu sirasinda veya hemen oncesinde gerceklestigi belirtilmistir. Bu
sebeple de bazal kor T1762/A1764 ikili mutasyonunun “e” antijen fenotipini 6nledigi
ancak tamamen ortadan kaldirmadigi belirtilmistir (25). Enfekte hepatosit yiizeyinde
kor peptidleri HLA sinif 1 molekiilleri ile sunulmaktadir. Sirkiilasyondaki HBeAg ise T
hiicreleri tizerine baskilayici etkiye sahiptir. HBeAg’ nin bazi dizileri ise kor proteni ile
ortaktir. Bu sebeple de sirkiile olan HBeAg’nin, enfekte hepatosit yiizeyinde sitotoksik
T lenfositlerine sunulan kor proteinlerinin tanimmasint engelleyebilmektedir. Ancak
sirkiilasyondaki HBeAg’nin siipresyonu ile kor spesifik sitotoksik T lenfositlerini
siiprese edemeyeceginden cok sayida enfekte hiicre sitotoksik T lenfositlerinin hedefi
haline geleceginden, apoptozise ugramalarindan behsedilmektedir (88).

Yaptigimiz bu c¢alismada, bazal kor gen bolgesinde 1762/1764. nt’lerde goriilen
mutasyonlar olduk¢a yiiksek olup, %63.2’lere kadar ulasmaktadir. Ancak T1762/A1764
mutasyonlarinin HBeAg negatif (23/34, %67.6) ve HBeAg pozitifler (8/15, %53.3)
arasinda goriilme sikligr arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P= 0.357). Bu da

bazal kor gen bolgesindeki niikleotid degisikliklerinin, HBeAg sentezinin ortadan
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kaldirilmasinda 6nemli bir faktor olmadigim gostermektedir. Benzer bir sekilde Iran’da
yapilan bir calismada da HBeAg negatif ve pozitif hastalar arasinda 1762/1764.
nt’lerdeki mutasyon orani arasinda anlamhli bir fark bulunmadigi bildirilmistir (77).
T1762/A1764 mutasyonlarinin agirlikli olarak Japonya ve Hong Kong gibi Asya
iilkelerinde bulundugu bildirilmistir (89). Kore’de ise T1762/A1764 mutasyonlarinin
bazal kor ve prekor gen bolgesinde goriillen mutasyonlarin en yaygin tipi oldugu ve
diger Asya iilkelerinden daha prevalan oldugu belirtilmektedir (16). Hindistan’da
yapilan farkli genotiplerin esit olarak dagildigi bir calismada ise, bazal kor
T1762/A1764 mutasyonu HBeAg negatiflerde (%36) HBeAg pozitiflerden (%11) daha
yaygin (P< 0.05) bulundugu bildirilmistir (24). Genotip D’nin yayginlikla (%84.75)
goriildiigii Tunus’ta yapilan bir ¢alismada da, bazal kor gen mutasyon oram1 HBeAg
negatif hastalarda (%65.4), HBeAg pozitif olanlardan (%18.2) daha fazla bulunmustur
(17). Cin’de yapilan ve genotip B (%33) ve C (%63.6)’nin yayginlikla goriildiigiiniin
belirtildigi bir ¢calismada da, 1762/1764. nt’lerde goriillen mutasyonun 6zellikle genotip
C HBYV ile kronik olarak enfekte HBeAg negatif hastalarda daha yaygin bulundugu ve
kronik HBV enfeksiyonunun ilerlemesi ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Ayrica bu
calismada genotip C ile enfekte hastalarda serum DNA seviyesi genotip B ile enfekte
olanlardan daha fazla bulunmustur (78). Bu sonuglar HBeAg negatif ve pozitif hastalar
arasinda, bazal kor gen mutasyonunun cografi olarak farkli dagilima sahip olabilecegini,
bu farkliliga viral faktorlerin (predominant olarak goriilen HBV genotipi gibi) ve konak
faktorlerinin (HLA tipi gibi) etki edebilecegini gostermektedir.

HBYV genotiplerinin, bazal kor mutasyonlarinin meydana gelmesi ile baglantisi
gosterilmis (26, 78) olup, calismalar genotip yoOniinden heterojen hasta
popiilasyonlarinda  gergeklestirilmistir. Bu da  verilerin  degerlendirilmesini
zorlagtirmaktadir. Bu sebeple yaptigimiz calismanin, tek bir genotip ile yansitilan
homojen hasta popiilasyonunda degerlendirilmis olmasi olduk¢a dnemlidir.

Ulkemizde, Ozgenc ve arkadaslar1 (6) tarafindan yapilan calismada bazal kor
promoter mutasyonlarinin, HBeAg pozitif hastalarin %55 (11/20)’inde ve HBeAg
negatif hastalarin %46 (11/24)’sinda bulundugu bildirilmis olup, her iki grup arasinda
anlamli bir farklilik goriilmemektedir. Bizim calismamizda ise bu oranlar HBeAg
negatiflerde %67.6, HBeAg pozitiflerde ise %55 olarak bulunmustur. Bazal kor gen

bolgesindeki mutasyon oranlar ile ilgili olarak, bu ¢alismanin sonug¢larinin, bizim
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calismamizin sonuglart ile olan uyumu oldukg¢a agiktir. Goriildiigii gibi sonuglar
birbirine oldukc¢a yakindir. Bozday1 ve arkadaslar (81) nin yaptiklar bir ¢aligmada ise,
bazal kor mutasyonlari, “minimal essential region” olarak adlandirilan, TA yoniinden
zengin dordiincii bolgede arandigi bildirilmistir ve bu bolge bizim inceledigimiz
1762/1764. nt’lerin disinda, 1789.nt-1795. nt’ler arasina denk gelmektedir. Calismanin
sonucunda bu bolgede, hastalarin higbirinde, herhangi bir niikleotid degisikligine
rastlanmadig1 bildirilmistir. Yine Bozday1 ve arkadaglart (90)’'min yaptigi baska bir
calismada, bazal kor 1762/1764. nt’lerdeki mutasyon HBeAg negatiflerde %29, HBeAg
pozitiflerde ise %17.24 oraninda bulundugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda oldugu
gibi, her iki grup arasinda bazal kor mutasyonlarmin goriilme siklig1 agisindan anlamli
bir iliski bulunmasa da, mutasyon orami bizim calismamizi bulgularindan oldukga
diisiiktiir.

T1762/A1764 mutasyonlarinin serum ALT ve HBV DNA seviyeleri ile iligkili
olmadig belirtilmektedir (16, 80, 85). Bizim calismamizda da bu sonuclar ile uyumlu
olarak T1762/A1764 mutasyonlar1 ile serum ALT, AST ve HBV DNA seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliskili bulunmamustir. Yine Ulkemizde Bozday:
ve arkadaglar (90) tarafindan yapilan ¢alismada da T1762/A1764 mutasyonlar1 ile HBV
ALT diizeyi arasinda anlaml bir iligki bulunmadigi belirtilmistir. Bununla birlikte bazal
kor gen bolgesindeki niikleotid degiskenliginin hapatit B hastaliginin aktivitesi ile
iligkili bir faktor olabilecegini belirtmislerdir. Yoo ve arkadaslari (80)'nmin Kore’de
yaptiklar1 calismada ise, HBeAg negatif hastalarin yaklasik %89’unda bazal kor
T1762/G1764 mutasyonu tespit edildigi ve HBV DNA seviyesi veya hastaligin ciddiyeti
arasinda bir iligki tespit edilmedigi i¢in, bu mutasyonlar viral replikasyon seviyesi veya
hastaligin ciddiyetine bakilmaksizin siklikla bulundugunu bildirmislerdir. Ancak
yapilan daha 6nceki caligmalarda, T1762/A1764 mutasyonlar ile ciddi karaciger hasari
ve HSK arasinda bir iligki bulundugu bildirilmistir (3, 91).

Tsai ve arkadaglar1 (92), 51 kronik hepatit B’li naiv hastay1 dahil ettikleri
calismada, 32 hastada prekor gen mutasyonuna (G1896A), 24 hastanin ise bazal kor
promoter mutasyonuna (T1762/A1764) sahip oldugunu gostermistir. Ilging bir sekilde,
prekor mutasyonunun hepatik yetmezlige kars1 koruyucu etkiye sahip oldugunu ortaya
cikarmiglardir ve bu sebeple de HBV prekor mutasyonunun HBV enfeksiyonu sirasinda

minimal virulansa sahip olabilecegini ileri siirmiislerdir.
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T1762/A1764 mutasyonlarina ilaveten bazal kor gen bolgesinde goriillen C1740,
C1753 ve TI1766 mutasyonlarinin, T1762/A1764 mutasyonlarn varhiginda tespit
edilemeyen HBeAg ile iliskili oldugu bildirilmistir (16).

HBYV bazal kor gen bolgesinde bazi delesyonlarin tamimlandigi, ancak en yaygin
olaninin TA yo6niinden zengin, transkripsiyonu baslangic bolgesi olan TATA baglayan
alam etkileleyen bu 8 bp’lik delesyon oldugu bildirilmistir. Bunun da, HBeAg
ekspresyonunda azalma ile sonuglandigr belirtilmistir (44). Yaptigimiz bu calismada,
orneklerden bir tanesinde, bazal kor gen bolgesinde 1763-1770. nt’ler arasinda goriilen
8 bp’lik “GGTCTTTG” delesyonu tespit edilmistir. Ancak bu mutasyonun tespit
edildigi ornek HBeAg pozitif olup, heniiz serokonversiyonun ger¢eklesmemis olup
prekor gen bolgesinde de stop kodon mutasyonuna sahiptir. Sayica fazla 6rnekte tespit
edilemedigi icin, viral yilk ve HBeAg ekspresyonu ile arasindaki iligki
gosterilememistir. Ulkemizde bu 8 bp’lik delesyon mutasyonu Bozday: ve arkadaslari
(90) tarafindan 4 hastada bildirilmis olup, HBeAg pozitif ve negatif hastalarda tespit
edildigi belirtilmistir. Ayrica bu mutasyonun HBsAg, HBcAg ve HBeAg gibi viral
antijenlerin ekspresyonundaki azalmadan sorumlu olabilecegi ve mutant viruslarinin
immuntespitten kacabilecegi belirtilmistir (90, 93). Bu delesyon, Hindistan’da Chauhan
ve arkadaslar1 (24) tarafindan yapilan calismada hastalardan bir tanesinde ve Iran’da
Veazjalali ve arkadaslar1 (94) tarafindan yapilan bir calismada 4 hastada da
gosterilmistir. Pakistan’da Ahmed ve arkadaglan (95) tarafindan D genotipli hastalarin
4 tanesinde tespit edildigi bildirilmistir. Cok sik rastlanmayan bu delesyon
mutasyonlarin virusun davranisina, immun yanita olan etkisinin ve virusun molekiiler
patolojisinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha ileri in vitro ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir.

1858. nt pozisyonunda T’e sahip genotipler (genotip B, C, D, E), siklikla 1896.
nt’de mutasyon sonucu stop kodon olusumu ile iligkilidirler, bu da HBeAg’ nin anti-HBe
serokonversiyon sirasinda prekor/kor fiizyon proteininde kisalma (truncation) ve
HBeAg ekspresyonunun durmasindan sorumludur (11). Yaptigimiz calismada da
calisilan Orneklerin hepsi 1853. nt pozisyonunda T bulundurmaktadir ve prekor gen
bolgesinde 1896. nt’deki mutasyona %57.1 oraninda rastlanmistir. HBeAg negatifler
(25/34, %73.5) ile HBeAg pozitifler (3/15, %20) arasinda bu mutasyonlarin goriilme
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siklig1 acisindan anlamli bir fark bulunmus olup (P= 0.001), HBeAg negatifliginin
olusmasi ile ilgkili bulunmustur.

Diinyanin bircok bolgesinde prekor G1896A mutasyonunun, HBeAg negatif
hastalarin %20-95’inde tespit edilebildigi bildirilmistir, ancak yiiksek prevalansin en
cok Akdeniz iilkelerinde (>%85) oldugu belirtilmektedir. Prekor varyantlarinin
prevalansindaki cografi cesitlilik A1986 mutasyonlarinin meydana gelisinin 1858. nt
pozisyonunda T bulunduran HBV genotipleri ile smrli olmasi ile iligkilidir (4). Bu
sebeple G1896A prekor varyant1 en fazla, Akdeniz iilkelerinde daha ¢ok goriillen HBV
genotip D’de prevalan olup (4, 13), Japonya ve Giineydogu Asyada en sik goriilen
genotipler olan HBV genotip B ve C’de orta seviyede ve Kuzey Amerika ve Kuzey
Avrupa’da en yaygin genotip olan genotip A’da nadir olarak goriilmektedir (4).

Buna karsin T1762/A1764 bazal kor mutasyonlari 1853. nt’de C bulunduran
HBYV genotiplerinde bulunabilecegi belirtilmektedir. Ayrica, bazal kor mutasyonlarinin
1858. nt’de T’den ziyade C bulunduran genotiplerde ortaya ¢ikmasinin da muhtemel
oldugu belirtilmektedir. Bu bulgular, bazal kor ve prekor gen varyantlarinin cografik
dagiliminin degisik olabilecegini ortaya koymaktadir (4).

HBV D genotipinin goriildiigii Mogol halkinda yapilan bir ¢alismada, prekor
G1896A stop kodon mutasyonunun hastalarin %70.8’inde tespit edildigi bildirilmistir
(2). Hindistan’da, agirlikli olarak D genotipinin goriildiigii bir calismada, 1858. nt’de T
bulunmasinin siklikla prekor gen bolgesinde 1896. nt’de stop kodon mutasyon gelismesi
ile iligkili oldugunu, buna karsin C bulunmasimin 1762/1764. nt’lerde ikili mutasyon
gelisimi ile iligkili odugunu bildirmislerdir. Prekor stop kodon mutasyon oram1 HBeAg
negatiflerde %18 oraninda bildirilmistir. HBeAg negatif hastalarin yarisindan fazlasinin
wild-tip prekor sekansina sahip oldugu belirtilmistir. Bazal kor 1762/1764. nt’lerdeki
ikili mutasyon oram ise %32.5 olarak bildirilmistir. Bu mutasyon sonuglar atipik olup,
diinyanin bagka yerlerinden bildirilen sonuglar ile uyumlu olmadig belirtilmistir (9).

HBV genotip C; HBV genotip B ile Kkarsilastirnildiginda, HBeAg
serokonversiyonunda gecikme, ciddi aktif hepatit, antiviral tedaviye diisilk yanit,
ilerlemis karaciger hastaliZi ve HSK’ya kars1 yiiksek risk ile daha fazla
iligkilendirilmistir (79). Ayrica yapilan cahismalarda bazal kor TI1762/A1764
mutasyonuna sahip HBV genotip C, HSK icin artan riske sahip oldugu bildirilmistir
(79, 96).
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Banerjee ve arkadaslart (79) tarafindan yapilan calismada HBV genotip C
izolatlarinin %69 (29/42)’unun bazal kor T1762/A1764 mutasyonuna sahip oldugu ve
bunlarin ¢ogunun yiiksek ALT seviyesi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bu sebeple
HBV genotip C ile enfekte hastalarin klinik gidisatinin daha dikkatli izlenmesi
gerektigini bildirmislerdir.

Bazal kor T1762/A1764 mutasyonunun, HBV X geninin 6zellikle 130 ve 131.
kodonlarin1 (K130M ve V131I) etkileyebilecegi ve hastali§in prognozunda rol oynadigi
ve hatta degistirdigi bildirilmistir. Ayrica 1762/1764. nt’lerin baz1 immun epitoplarda ve
fonksiyonel domainlerde lokalize oldugu ve sebeple 1762/1764. nt’lerdeki degisimlerin
konak ile virus arasindaki etkilesimleri de degistirecegi ileri siiriilmektedir (1). HBeAg
ekspresyonu ile iligkili bu ikili mutasyonun c¢esitli HBV enfeksiyonlarinda tespit
edildigi, viral replikasyon, karaciger hasar1 ve 6zellikle HSK gelisimi ile iliskili oldugu
bildirilmektedir. HBV genotip D ile enfekte Mogol halkinda yapilan bir calismada,
T1762/A1764 mutasyonu yiiksek viral yiike sahip HSK’l1 hastalarin %75’inde tespit
edildigi bildirilmistir. Ayrica bu calismada C1752 ve/veya V1753 (V: A, C veya G)
mutasyonlarinin HSK ile iliskili oldugu bildirilmistir (2). Yapilan baska calismalarda da
bazal kor T1762/A1764 mutasyonunun HSK’11 hastalarda daha siklikta tespit edildigi ve
HSK gelisme riskini belirgin bi¢cimde arttirdig1 (1, 96, 97, 98, 99) ve bazal kor promoter
mutasyonlarinin HSK gelismesinin tahmin edilmesinde bagimsiz bir faktér oldugu
tespit edilmistir (97). Bazal kor V1753 mutasyonunun da son zamanlarda, HBeAg
pozitif HBV genotip C1 tastyicilarinda, HSK gelisiminde tahmin edici faktor olarak
bildirilmistir (100). Ayrica invitro calismalarda C1753&T1762/A1764 mutasyonuna
sahip HBV’niin T1762/A1764 mutasyonuna sahip olanlardan daha yiiksek replikasyon
kapasitesi gosterdigi bildirilmistir (101). Bizim ¢alismada ise bazal kor gen bolgesinde
1753. nt’de gorillen mutasyon tiim hastalarmm 25/49 (%51.1)’inde goriilmiis olup,
HBeAg negatif hastalarin 19/34 (%55.9)’unda ve HBeAg pozitif hastalarin 6/15
(%40)’sinda bulunmusgtur. 1753. nt’de goriilen mutasyon HBeAg negatiflerde, HBeAg
pozitifler ile karsilastirildiginda gozlenen yiikseklik istatistik olarak anlamhi
bulunmamustir (P= 0.364).

Molekiiler agidan ise, C1753 mutasyonunun HBx antijenini kodlayan genin “hot
spot” mutasyonlarindan da biri oldugu diisiiniilmektedir. HBx proteininin

fonksiyonlarindan biri de hiicresel genlerde oldugu gibi, HBV DNA transkripsiyonunun
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transaktivasyonudur. Ayrica C1753 mutasyonunun HBV genotip B’de HBx proteininin
transaktivasyon ve antiproliferasyon aktivitesini arttirdig: bildirilmistir ve bu sebeple de
ge¢ Gl hiicre siklusu blokasyonunu indiikleyerek, insan konak genomuna yiiksek
siklikta HBV integrasyonuna neden olarak, boylece de HBV replikasyonunu artirarak
karsinogenezise katkida bulunabilecegi belirtilmektedir (2).

Yaptigimiz bu calismada, pre-S gen bolgesinde delesyona sahip ornekte, bazal
kor/prekor gen bolgesinde de cesitli delesyon ve insersiyonlara rastlanmistir. Bu 6rnegin
pre-S gen dizi analizinde baz1 pozisyonlarda wild-tip ve mutasyona ugramis
niikleotidlere birlikte rastlanmigtir. Bu da hasta serumunda wild-tip ve mutasyona
ugramus viral bir havuzun oldugu gostermektedir. Pre-S gen bolgesindeki delesyon ve
bazal kor/prekor gen bolgesindeki cesitli delesyon ve insersiyonlar defektif bir virus
olusturmaktadir ve viral fonksiyonlarin muhtemelen viral havuzda bulunan wild-tip
virus tarafindan tamamlanabilecegi belirtilmektedir (7). Bozday1 ve arkadaslar1 (7), pre-
S1 gen bolgesinde 183 bp’lik delesyona sahip HBV izolat1 bildirmislerdir. 183 bp’lik
pre-S1 delesyonunun siklikla presistan viral enfeksiyonlarda bulundugu belirtilmistir.
Bu delesyon “small envelope” geninin promoterini ortadan kaldirdigi ve viral DNA’y1
iceren niikleokapsid birikimine sebep olan delesyona ugramis “large envelope”
proteinin olusumu ile sonuglanacag belirtilmektedir. Wild-tip virusun small proteini

tamamlamasi ise mutant virion olusumuna sebep oldugu belirtilmektedir (7, 48).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz bu calismada, Mersin ilinde HBV ile kronik olarak enfekte
hastalarda, HBV bazal kor ve prekor gen bolgesinde, agirlikli olarak bulunan spesifik
mutasyonlar gosterilerek HBV’nin virolojik 6zellikleri ve hastalardaki HBV genotipi
tanimlanmastir.

Mersin ilinde kronik HBV ile enfekte hastalarda, ilk defa filogenetik analiz
kullanilarak HBV genotipleri incelenmistir. Genotipleme sonuclari, hastalardan elde
edilen HBV izolatlarinin, genotip dagiliminin homojen oldugu ve biitiin hastalarin
genotip D oldugu ortaya konmustur. Ayrica genotiplerin belirlenmesinde, DNA dizi
analizi ile genotip D oldugu dogrulanan bazi izolatlarin heniiz literatiirde yer almayan
Avall enzimi ile kesim paterni gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarin O6nemli bir kismi bazal kor ve prekor
varyantlart ile enfektedir. HBeAg negatif hastalarda bazal kor ve/veya prekor gen
bolgelerindeki mutasyon orani, HBeAg pozitif olanlardan anlamli derecede yiiksek (P=
0.008) bulunmustur. HBeAg negatifler icinde, prekor bolgesinde mutasyon goriilenlerin
orani, HBeAg pozitiflerden anlamli derecede farkli bulunmustur (P= 0.001). Prekor gen
bolgesinde goriilen G1896A stop kodon mutasyonu ise Mersin ilindeki HBV ile kronik
olarak enfekte hastalardaki HBeAg negatif fenotipinin olusmasinda ©Onemli bir role
sahip olarak goriilmektedir.

Calismamizda HBeAg pozitif hastalarin %20’sinde prekor mutasyonu tespit
edilmesine ragmen HBeAg kaybolmamistir. Bu muhtemelen mutant ve wild-tip virus
popiilasyonlart ile miks enfeksiyonun bulunmasi sebebiyledir. Bununla birlikte HBeAg
negatifliginin gelismesinden sorumlu bagka mutasyonlarinda olabilecegi goz Oniinde
bulundurulmasi gerekmektedir.

Ancak bazal kor mutasyon oraninda bu her iki grup i¢inde anlamli bir fark
bulunamamistir (P= 0.331). Bununla birlikte HBeAg negatifler icinde bazal kor ve
prekor birlikte mutasyon goriilenlerin orani, HBeAg pozitiflerden anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (P= 0.008). Yani calisilan HBeAg negatif kronik hepatit B’nin
bazal kor ve prekor gen bolgelerinde niikleotid degisikligi barindiran HBV varyantlart

ile iliskili olarak goriinmektedir. Ayrica, bazal kor 1753-1762/1764 ve prekor G1896A
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mutasyonlart ile serum ALT-AST seviyesi ve HBV DNA diizeyi arasinda herhangi bir
iliski bulunamamigtir. Bu sebeple bu mutasyonlarin HBeAg serokonversiyonu sirasinda
siklikla olustugunu ve bu mutasyonlariin viral replikasyon seviyesi veya hastaligin
ciddiyetine bakilmaksizin yayginlikla bulundugunu soyleyebiliriz.

HBeAg negatif ve pozitif hastalar arasinda, bazal kor gen mutasyonunun cografi
olarak farkli dagilima sahip olabilecegi gosterilmistir. Bununla birlikte HBV
genotiplerinin, bazal kor mutasyonlarinin meydana gelmesi ile baglantis1 gbz Oniinde
bulunduruldugunda, yaptigimiz ¢alismanin, tek bir genotip ile yansitilan homojen hasta
popiilasyonunda degerlendirilmis olmasi olduk¢a 6nemlidir.

Birden fazla gen bolgesinde goriilen mutasyonlar ise oldukca yaygindir. Bir
ornekte, ayn1 anda birden fazla alanda (1753/1762/1764/1896) gorillen mutasyon
birlikteligine, HBeAg negatif olanlarda (%32.4), HBeAg pozitiflerden (%0) anlamli
derecede fazla rastlannmstir (P< 0.001). ilgili gen bolgelerinde yiiksek heterojenite
immun yanitin aracilik ettigi hastaligin yiiksek aktivitesi ile baglantili olabileceginden,
muhtemelen bu mutasyon birlikteliginin HBeAg negatif kronik enfekte hastalarda bir
anlama sahip olabilecegi diisiincesindeyiz.

Calismamizda oldukca yiiksek oranda tespit ettiimiz prekor mutantt HBV
izolatlar1 sebebiyle, daha onceki klinik caligmalara istinaden, interferon tedavisine
gosterebilecekleri diren¢ sebebi ile, kronik HBV’nin dogal seyri sirasinda, prekor
mutantt HBV’nin prevalan sus olarak secilmeden once en kisa siirede tedavi edilmesi
gerektigi diisiincesindeyiz. HBeAg negatif hastalarda hi¢ nadir olarak goriilmeyen bu
mutasyonlar nedeniyle, varyant HBV’larinin varligindan klinisyenlerin haberdar olmasi
gerekmektedir.

Yaptigimiz bu c¢alismada, orneklerden bir tanesinde, bazal kor gen bolgesinde
1763-1770. nt’ler arasinda goriilen 8 bp’lik “GGTCTTTG” delesyonu tespit edilmistir.
Cok sik rastlanmayan bu delesyon mutasyonlarn virusun davranisina, immun yanita
olan etkisinin ve virusun molekiiler patolojisinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha ileri in
vitro ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ulkemizde bazal kor promoter, prekor ve kor gen mutasyonlari ile ilgili olarak
olduk¢a siirli sayida calismaya rastlanmistir. Yaptigimiz bu calisma ile iilkemizdeki
HBV’niin bazal kor/ prekor gen bolgesindeki genetik heterojenitenin gosterilmesinde

oldukca degerli bilgiler saglanmistir. Calismalarin bulgulari, iilkemizde, simirli bir
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cografi bolge olan Mersin ilinde oldukca detayli mutasyon paternlerinin dagilimin
icermesinden dolay1, ileride bu dogrultuda gerceklestirilecek olan calismalara 1s1k

tutacagi diisiincesindeyiz.
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EKLER

EK-1. Tiim 6rneklerin laboratuvar ¢alismalar1 sonucu. Tabloda hastalarin yas, cinsiyet, ALT-AST diizyeleri, HBV DNA diizeyleri, serum HBV belirtecleri (HBsAg,
anti-HBs, anti-HBc, anti-HBe, HBeAg), bazal kor prekor gen bolgesi dizi analizi ve genotip degerlendirilmesi gosterilmektedir. Bazal kor/ prekor mutasyonlarinin
degerlendirmesinde her hasta igin iist hiicrede bazal kor 1753. nt ve 1762/1764 nt’ler, alt hiicrede prekor 1896. nt mutasyon sonucu verilmistir. Tablo’da oncelikle
HBeAg negatif olan orneklerin sonuglari, daha sonrasinda da HBeAg pozitif olan orneklerin sonuglari siralanmistir. Degerlendirmede kullanilan (+); mutasyon

oldugunu, (); mutasyon olmadigini géstermektedir.

S ALT AST HBV DNA Bazal kor / prekor gen | Pre-S PCR/RFLP patern
1:;:‘ Hasta No | Yas | Cinsiyet (E: <31 U/L) | (E: <32 U/L) (6-110.0000.000 | HBsAg | Anti-HBs @ Anti-HBc | Anti- HBe | HBeAg bolgesinin DNA dizi Genotip
(C:<27U/L) | (C:<29U/L) IU/mL) analizi Sonuclar: Avall Mbol
Bazal kor/prekor DNA dizi analizi okunamayanlar
1| 2AC 16 E 25 30 53.400 + + %gé’l <(+)) ; + Okunamadi - 306/89/51 | Genotip D
2 [377AA | 49 E 51 60 46.500 + ; Eg[ ((+)) ; + Okunamadi - 306/89/51 | Genotip D
3 | 90T 27 E 5297 26.49 9180 + ; e © + ; Okunamadi PCR (=)
G (H)
4 |116AK | 27 E 154 28 15.300 + ; %gé’l <(+)) ; + Okunamadi - 306/89/51 | Genotip D
5 |117-MA | 28 E 329 83 1.490 + ; Ilgg’l ((+)) ; + Okunamad: - 306/89/51 | Genotip D
HBeA negatif / @-F-&
6 | 1-NK ) K 15.6 21.19 33600 + ; 1M () + ; - - 306/89/51 | Genotip D
IeG (+) —_
HBeA negatif / +-+-+
TI753A ve AGG-
&M O) 1762/1764-TGA
7 |5NG 52 K 16.29 16.37 <6 + ; I§G 9 + ; - 306/89/51 | Genotip D
TGG-1896.0t-TAG
T1753C ve AGG-
8 |oiu 55 E 15.8 26 2050 + - Ilggl ((+)> + ; 1762/1764-TGA — | 357/306/89/51 | Genotip D

TGG-1896.nt-TAG




EK-1 devam. Tiim 6rneklerin laboratuvar ¢alismalar1 sonucu.

TI753C ve AGG-
9 |11-Gs 46 | K 35.46 3197 15 + - e + - 1762/1764-TGA - 306/38/52 | Genotip D
¢ TGG-1896.nt-TAG
TI753G ve AGG-
10 [31MY | 66 | E 58.88 5437 22.600 + - e + - 1762/1764-AGT PCR'1 cift band
¢ TGG-1896.nt-TAG
TI753C ve AGG-
11 [20-AA | 49 K 77.73 65.85 47.100 + - s <(:>) + - 1762/1764-TGA — | 357/306/89/51 | Genotip D
€ TGG-1896.nt-TAG
TI753C ve AGG-
12 [36HA | 26 E 17 343 166.000 + - e + - 1762/1764-TGA - 306/89/51 | Genotip D
€ TGG-1896.0t-TAG
TI753W ve AGG-
13 [49MA | 29 E 14 18 4250 + + o ((+)> + - 1762/1764-TGR - 306/89/51 | Genotip D
€ TGG-1896.nt-TAG
T1753C ve AGG-
14 |47ARK | 52 E 12 27 <6 + - 1eM ) + - 1762/1764-TGA PCR (—)
IgG (+)
TGG-1896.0-TAG
TI753C ve AGG-
1M () 1762/1764-TGA
15 | 67-FG » | K 3 52 1.440.000 + - e + - - 306/89/51 | Genotip D
£ TGG-1896.0t-TAG
T1753C ve AGG-
oM () 1762/1764-TGA
16 |77-MG | 59 E 2078 31.08 <6 + - 6 + - - 306/89/51 | Genotip D
TGG-1896.n-TAG
T1753C ve AGG-
M O 1762/1764-AGR
17 [11ssM | 41 K 18 299 2650 + - Hr + - — | 357/306/39/51 | Genotip D
TGG-1896.n-TAG
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EK-1 devam. Tiim 6rneklerin laboratuvar ¢alismalar1 sonucu.

HBeA negatif / +-+-&

T1753C ve AGG-
18 | 7-ES 45 K 10.79 14.48 08 + ; Ilggl ((+)) + ; 1762/1764-TGA - 306/89/51 | Genotip D
T1753R ve AGG-
19 | 12:NO 38 E 19 2 439 + ; Ilggl (<+)) + ; 1762/1764-TGA - 306/89/51 | Genotip D
T1753C ve AGG-
20 | 33-FD 41 K 17 60 116 + ; Ilgé’l ((+)) + ; 1762/1764-TGA - 306/89/51 | Genotip D
T1753C ve AGG-
21 | 83-SK 40 E 14.1 33.7 47.900 + - Ilgé’[ ((+)) + - 1762/1764-TGA 300/146 306/89/51 | Genotip D
T1753C ve AGG-
2 | 87IA 58 K 14.64 17.2 6780 + ; Ilggl (<+)) + ; 1762/1764-TGA - 306/89/51 | Genotip D
T1753G ve AGG-
23 |102sM | 50 E 16 35.1 Negatif + ; 1M () + ; 1762/1764-AGT PCR (—)
IgG (+) _
T1753W ve AGG-
2 | 1114y 46 E 393 315 590 + ; Ilggl (<+)) + ; 1762/1764-TGA - 306/89/51 | Genotip D
HBeA negatif / @-J-+
25 |29RB 55 E 2858 25.1 375 + ; e (<+)) + ; — | 357/306/89/51 | Genotip D
g TGG-1896.nt-TAG
25 | 4580 56 K 4322 279 8.870 + ; 1M () + ; - 306/89/51 | Genotip D
IgG (+) TGG-1896.nt-TAG
27 | 58-Ni 34 E 25.84 2933 40 + + IsM () + ; — — | 357/306/89/51 | Genotip D
' ' 1eG (+) TGG-1896.nt-TAG
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EK-1 devam. Tiim 6rneklerin laboratuvar ¢alismalar1 sonucu.

28 | 80-CC 56 E 4752 253.8 3.560 + ; Ilggl(ﬂ;)) + ; - 306/89/51 | Genotip D
8 TGG-1896.nt-TAG
29 | 86-0G 29 E 276 282 1160 + ; %gg’[ © + ; - 306/89/51 | Genotip D
B TGG-1896.0-TAG
30 | 96-SK 30 E 32201 144.04 72.100 + ; Ilgé’l((;)) + ; - 306/88/~ | Genotip D
g TGG-1896.nt-TAG
31 | 99-NO 2% K 75.26 4.03 <6 + ; E&g + ; - 306/88/52 | Genotip D
TGG-1896.0t-TAG
3 |100-DID | 45 K 67.81 4383 464 + ; Ilgé’l((;)) + ; NS PCR iiriinii
g TGG-1896.nt-TAG
. . IgM () ) - .
33| 110-SC 31 K 25.96 30.88 28.000 + = + - 306/89/51 | Genotip D

TGG-1896.nt-TAG

HBeA negatif / @-+-+

1eM () AGG-1762/1764-AGT
34 | 46-HY 43 E 29 64 4870 + - IgG <;) + - 300/146 306/89/51 Genotip D
€ TGG-1896.nt-TAG

MO AGG-1762/1764-AGA
35 | 69-KE 66 K 43 783 847 + ; o + ; - 306/89/51 | Genotip D
gG () TGG-1896.0t-TAG

AGG-1762/1764-AGT
36 | 75-MA 55 K 16 232 116 + ; E&g + ; — | 357/306/89/51 | Genotip D
TGG-1896.n-TAG
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EK-1 devam. Tiim 6rneklerin laboratuvar ¢alismalar1 sonucu.

AGG-1762/1764-AGR
37 | 850G 55 41.06 39.75 2720 + . Ilgé’l ((+)> 306/89/51 | Genotip D
TGG-1896.nt-TAG
HBeA negatif / +-@-+
T1753A
38 | 89-sS 44 42.65 34 10.000.0000 + . Ilgg’[((;)) 306/89/51 | Genotip D
TGG-1896.0t-TAG
HBeA negatif / J-+-&
1eM O AGG-1762/1764-AGT
39 | 121MG | 49 32.6 345 19 + . g 357/306/89/51 | Genotip D
IgG (+)
HBeA pozitif / @-+-@
oM AGG-1762/1764-WGR
40 | 27KY 31 13 28 38.400.000 ¥ B gM (-) 306/89/51 Genotip D
IeG (+)
HBeA pozitif / J-O-+
41 | 328K 24 19 31 229.000 + . Ilgé’[ © PCR'1 cift band
8G (+) TGG-1896.nt-TRG
4 |s10C 17 49.56 25.54 20.900 + ; Ilgg[ ((+)) 306/89/51 | Genotip D
& TGG-1896.nt-TRG
HBeAg pozitif/ &- 1763-1770.DEL-+
oM 1763-1770.DEL
43 | 39-MT 34 15 21 10.200 + . M) 306/89/51 | Genotip D
IeG (+)
TGG-1896.nt-TAG
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EK-1 devam. Tiim 6rneklerin laboratuvar ¢alismalar1 sonucu.

HBeA pozitif / +-+-&

. T1753C ve AGG-
) eM (+) 1762/1764-TGA
44 | 35.NU 39 2 25 5.170.000 + ; 1sG (+) - PCR’1 ¢ift band
T1753C ve AGG-
1M () 1762/1764-TGA
45 |4NE 39 98.6 575 6320 + ; g - 306/89/51 | Genotip D
IgG (+)
T1753C ve AGG-
46 | 38-HA 29 191.94 140.45 331.000 + ; Ilglc‘f <(+)> 1762/1764-TGA - 306/89/51 | Genotip D
T1753C ve AGG-
47 | 4120 53 75.42 51.64 157.000 + ; Ilggl ((+)) 1762/1764-TGA 300/146 | 306/89/51 | Genotip D
T1753G ve AGG-
48 | 61-A0 19 25.59 22 6.770 + ; Ilggl (<+)> 1762/1764-AGT - 306/89/51 | Genotip D
T1753C ve AGG-
49 | 103-AS 46 2293 2734 52.500 + ; Ilggl (<+)) 1762/1764-TGG 300/146 | 306/89/51 | Genotip D
HBeA pozitif / F-B-&
50 | 60-EK 2 40.13 30.03 26400 + - 1M () - 306/89/51 | Genotip D
IgG (+)
1M () degisik yerlerde
51 | 68-AY 37 660.71 319 27.300.000 + ; 1sG (+) legisik ~300 bp uzunlugunda PCR iriinii
lnSCrSlyOn var
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EK-1 devam. Tiim 6rneklerin laboratuvar ¢alismalar1 sonucu.

IeM () .

52 |72-SD 34 257 25.4 16.600 ; = 306/89/51 | Genotip D

53 | 76-MK 20 24.9 33.1 789.000 ; IsM () 306/89/51 | Genotip D
IgG (+)

54 | 93-HO 26 7921 46 1.300.000 ; 1M () 306/89/51 | Genotip D
IgG (+)
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