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OZET

Kuskucu, M.A. (2008). izole Anti-HBc Pozitif Hastalarda Immuno-Real Time PCR
ile HBsAg Saptanmasi ve “a” Determinanti Mutasyonlarinin Incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1. Doktora Tezi. istanbul.

Hepatit B Viriisi (HBV), Hepadnaviridae ailesi iiyesi zarfli bir DNA viriistdiir.
Diinyada 2 milyar kisinin HBV ile infekte oldugu tahmin edilmektedir. Tastyicilarmn %20-
25’inde siroz ve hepatoselliiller karsinom dahil olmak iizere kronik karaciger hastaliklari
geligebilmektedir. HBV’de de diger viriisler gibi mutasyonlar olusabilmektedir. Bu mutasyonlar
immuno dominant “a” antijenik determinantin1 da igine alan bolgelerde olusabilmektedir. Bu
mutantlar, agilanmig kisilerde, HBIG tedavisi almig kisilerde ve kronik hepatit B hastalarinda

gosterilmigtir. Bazi hastalarda bu mutasyonlar, anti-HBs antikorlariyla bir arada bulunabilirler.

Bu calismada izole anti-HBc pozitif hastalarda HBsAg’yi “Immuno-Real Time PCR”
yontemi ile saptamay1 ve “a” antijenik determinantinin mutasyonlarini belirlemeyi amacladik.
Bu amagla, HBsAg’yi daha duyarli saptayabilecek yeni bir “Immuno-Real Time PCR”
protokoliinii optimize ettik. Ug ana 6rnek grubu incelendi; serolojik olarak hepatit B pozitif grup
(30 ornek), hepatit B negatif grup (30 o6rnek) ve izole anti-HBc pozitif grup (24 ornek).
Optimize ettigimiz, “Immuno-Real Time PCR” protokoliiniin analitik duyarliligim klasik
ELISA (200-400 pg/ml) yonteminden 20-40 kat daha (10 pg/ml) yiiksek bulduk. Testin yapilan
optimizasyon ve kontrol ¢aligmalarindan sonra, tanisal kullanim agisindan testin pozitif prediktif
degerini %100, negatif prediktif degerini %100, duyarliligim %100 ve ozgilligini %100
olarak bulduk. “Immuno-Real Time PCR” yontemi i¢in anti-HBs kapli manyetik boncuklar
kullandik. HBV DNA degerlerini Real Time PCR yontemi ile belirledik. “a” antijenik
determinanti mutasyonlar1 i¢in izole anti-HBc pozitif 6rneklerden HBV DNA pozitif olanlarin,
DNA dizi analizi ile incelendi. izole anti-HBc pozitif érneklerde HBV DNA pozitif olanlarin
(%33) biri disinda (bu drnekte prematiir S proteinine neden olan stop kodon olusum mutasyonu
vardi) timii “Immuno-Real Time PCR” yontemi ile HBsAg pozitif bulundu. Erken “stop”
kodonu mutasyonu saptanan Ornek disindaki Orneklerde . “a” antijenik determinantinda
antijenik degisikliklerle iliskili olabilecek mutasyon saptanmadi. Sonu¢ olarak optimize
ettigimiz “Immuno-Real Time PCR” yontemini ELISA testlerinden daha duyarli bir yontem
olarak bulunurken “a” antijenik determinantinda diinyada ilk olarak C137 erken stop” kodon

mutasyonu saptadik.

Anahtar Sozciikler: HBV, anti-HBc, Mutasyon, Immuno-Real Time PCR, “a”

Determinant
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ABSTRACT

Kuskucu, M.A. (2008). Detection of HBsAg in Isolated Anti-HBC Positive Patients
with Immuno-Real Time PCR and Investigation of “a” Determinant Mutations. Istanbul
University, Institute of Health Science. Istanbul University, Cerrahpasa School of
Medicine, Microbiology and Clinical Microbiology. Doctora Thesis. Istanbul.

HBYV is a double-stranded, enveloped DNA virus of the Hepadnaviridae family. It is
estimated that around 2 billion people are infected with the hepatitis B virus (HBV).
Approximately 20% to 25% of carriers develop chronic liver disease, including cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Due to the low fidelity of the polymerase, the high replication rate,
and overlapping reading frames, mutations occur throughout the HBV genome, including the
immunodominant “a” determinant of the viral envelope gene, which result with HBsAg
mutants. These mutants have been described in HBV vaccine and/or hepatitis B immune
globulin recipients, and in patients with underlying chronic conditions. In some patients HBsAg

and anti-HBs may be found simultaneously.

In this study we aimed to detect HBsAg in isolated anti-HBc positive patients with
“Immuno-Real Time PCR” and investigate “a” determinant mutations. For this purpose we
optimized a new “Immuno-Real Time PCR” for sensitive detection of HBsAg. Three groups
were included to the study: Serologically hepatitis B positive group (30 samples), Serologically
hepatitis B negative group (30 samples) and isolated anti-HBc Positive Group (24 patients).
The analytic sensitivity of “Immuno-Real Time PCR” had been estimated as 10 pg/ml. This was
20-40 fold higher than those of the available commercial ELISA kits. PPV, NPV, sensitivity and
specificity were all 100 %. Anti-HBs coated magnetic beads were used in “Immuno-Real Time
PCR” method. HBV DNA levels were determined with quantitative Real Time PCR. “a”
determinant mutations in isolated anti-HBc and HBV DNA positive samples were investigated
using DNA sequencing. All but one patient with isolated anti-HBc were positive for HBsAg and
one of them harbored a premature stop codon leading truncation in S protein. As a conclusion
we found “Immuno-Real Time PCR” is more sensitive than commercially available ELISA
assays. C137 premature stop codon mutation in “a” determinant is first time defined in this

study.

Key Words: HBV, Anti-HBc¢, Mutation, Immuno-PCR, “a” Determinant



1. GIRIS VE AMAC

Hepadnaviridae (Hepatitis Associated DNA Virus) ailesinin bir iiyesi olan
hepatit B viriisii (HBV) kiigiik, zarfli, yaklasik 3,2 kb’lik DNA genomuna sahip bir
viriistiir. Bu aile i¢inde Ortohepadnavirus cinsinde yer alir. HBV genomu kismen c¢ift
iplikli, kiiciik, halka seklinde olup prekor/kor (HBcAg, HBeAg), yiizey veya zarf (S,
HBsAg), polimeraz (P) ve X proteini olmak lizere dort protein kodlar. HBV nin zarfi,
konak hiicrenin lipid membranindan ve ii¢ viral glikoproteinden (kiigiik veya temel
yiizey proteini “S = small”, orta ylizey proteini “M = medium” ve biiyiik yiizey proteini
“L = large”) olusur. S proteini, bu {i¢ partikiil formu i¢inde, zarfta en baskin bulunan
proteindir ve ortak “a” antijenik belirleyicisini tasir. S proteini, bu sebeple, hepatit B
yiizey antijeni (HBsAg) olarak da anilmaktadir. HBsAg, infekte hastanin kaninda 300

pg/ml diizeyine kadar ulasabilmektedir ve HBV infeksiyonlarinin tanisinda temel

belirteg olarak kullanilmaktadir (5, 42, 66, 78).

Evrim, tiim viriislerde farkli hizlarda ve boyutlarda gerceklesir. Hepadnaviridae
ailesi iyeleri DNA viriisii olarak siniflandirilmalarina karsin, yasam dongiilerinde,
genom replikasyonu sirasinda ters transkriptaz (“Reverse Transcriptaz”, RT) enzimi ile
pregenomik RNA’y1 kalip olarak kullanarak DNA sentezler. Boylelikle DNA viriisii
olmalarma karsin, mutasyon oranlart DNA viriislerinden yiiksek, RNA viriislerinden ise
daha diisiik diizeydedir. Bu oran HBV igin niikleotid pozisyonu basma yillik 2x107

olarak hesaplanmistir.

HBsAg, HBcAg ve HBeAg viriise ait antijenik yapilardir. Bu yapilardan HBcAg
zarf ile sarili oldugundan klasik ELISA testleri ile saptanamaz. Bagisiklik sistemi bu
antijenik yapilara kars1 yanit olarak anti-HBs, anti-HBc ve anti-HBe antikorlarini {iretir.
Bu antikorlar ELISA testleri ile saptanabilmektedir. Sayilan tiim bu antijen ve antikorlar

HBYV infeksiyonlarinin tanimai i¢in kullanilmaktadirlar.

Yiizey ya da zarf proteinlerini kodlayan genlerde (preSl1, preS2 ve S) olusacak
mutasyonlar virlisiin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini engelleyebilir. Bu
genlerde olugacak mutasyonlar rutin kullanilan asilarin, mutant tip viriis iizerine etkili
olabilmelerini engelleyebilir (5, 32, 33, 35, 42, 66, 78). Yiizey proteinlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlar1 tasiyan HBV kokenleri ile meydana gelecek infeksiyonlarda

tanim yOntemi olarak seroloji testleri kullanigh olmayacaktir. Genel olarak bu hastalarda



HBsAg saptanamazken HBsAg’ye karsi yanit, yani anti-HBs de saptanamamaktadir.
HBeAg ve anti-HBe’nin de negatif olabilecegi bu gibi durumlarda sadece anti-HBc
antikorlar1 pozitif olabilir. Bu durum izole anti-HBc pozitif ayr1 bir hasta grubunun
olugmasina neden olabilir. Anti-HBc IgG akut infeksiyon doneminde pozitiflestigi ve
hayat boyu saptanabildigi i¢in akut, kronik veya dnceden ge¢irilmis HBV infeksiyonun
gostergesidir ve kisinin HBV ile karsilasmis oldugunu gdsterir. Bazi hastalarda HBV
infeksiyonunun kanit1 olarak sadece anti-HBc IgG saptanabilir. Diger serolojik
gostergeler olmaksizin saptanan salt anti-HBc IgG antikorlari; uzamis pencere
donemini, HBsAg’nin saptanamayacak kadar diisik oldugu kronik HBV
infeksiyonlarini, mutant viriislerle olusmus ve bu nedenle ticari kitlerle HBsAg’ nin
saptanamadig kronik infeksiyonlar1 gosterebilir. Cok eskiden gegirilmis ve iyilesmis
HBYV infeksiyonlarindan sonra anti-HBs antikorlarmin saptanamayacak diizeye inmesi
nedeni ile izole anti-HBc pozitifligi olusabildigi gibi HIV infeksiyonlarda bagisiklik
sisteminin baskilanmasi ya da HDV siiperinfeksiyonunda HBsAg yapiminin

baskilanmasi da izole anti-HBc pozitif hasta grubunun olugmasina neden olabilir.

Diisiik viremi ile seyreden infeksiyonlarda HBsAg miktari, serumda ELISA
yontemi ile saptanabilecek degerlerin altina inebilir. Bu gibi hastalarda virtisiin varlig
ancak molekiiler yontemler ile gdsterilebilir. Bu hastalar viriisii baska insanlara

bulastirma agisindan risk olustururlar (5, 42, 66, 78).

Bu nedenlerle tez ¢alismasinda ELISA yontemi ile izole anti-HBc pozitifligi
olan hastalarda bu durumun neden kaynaklandigini belirlemeyi amagladik. Diisiik
viremi durumunda hasta serumunda bulunabilecek HBsAg’yi saptayabilmek i¢in klasik
ELISA testlerinden daha duyarli yeni bir yontem olan “Immuno-Real Time PCR”
yontemini optimize etmeyi amacgladik. Bu amagla 6rneklerde vireminin varligint PCR
ile, vireminin diizeyini de Real-Time PCR ile belirlemeyi planladik. “Immuno-Real
Time PCR” yonteminin optimizasyonu i¢in 30’ar drnekten olusan HBV pozitif ve HBV
negatif kontrol grubu olusturarak yontemin etkinligini arastirmayi, HBsAg’nin bilinen
konsantrasyonlar1 ile de yontemin analitik duyarliligim1 belirlemeyi amacgladik. Tez
calismasi sirasinda toplanacak izole anti-HBc pozitifligi olan hasta 6rneklerinde, HBV
DNA saptanmasi durumunda bu durumun “a” antijeni determinantin1 kodlayan S

genindeki mutasyonlar nedeni olusup olusmadigini arastirmay1 amagladik. Bu amagla,

izole anti-HBc pozitifligi olan hastalarda, semi nested PCR ile ¢ogaltim sonras1t DNA



dizi analizi ile S geninin yapisimi arastirmayi planladik (31, 56, 60, 61, 97). Hasta
grubunda vireminin miktarmin belirlenmesi ve HBV DNA varliginin kanitlanmasi i¢in
standart test olarak etkinligi kanitlanmig ve anabilim dalimizda rutin HBV DNA
kantitasyon testi olarak kullandigimiz COBAS TagMan® 48 (F. Hoffmann-La Roche
Ltd Group Headquarters Grenzacherstrasse 124 CH-4070 Base, Isvicre) testini referans

yontem olarak sectik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Giliniimiizde viral hepatitlerden sorumlu ajanlarin basinda hepatit A viriisii
(HAV), Hepatit B viriisii (HBV), Hepatit C viriisii (HCV) ve Hepatit D virtisii (HDV)
gelmektedir (Tablo 1) (42, 58). Hepatit E viriisii (HEV) belli cografyalarda salginlara
neden olabilirken, hepatit G viriisi (HGV), TTV, SEN virlis gibi ajanlarin da viral
hepatitlerin etiyolojisinde rollerinin olabilecegi diisiiniilmekte, yine Epstein-Barr viriis
(EBV), sitomegalovirus (CMV) ve enterovirus gibi virlislerin de inflamatuar karaciger
hasarina yol acabilecegi bilinmektedir. Hepatit hastalarinin yaklasik %10’luk grubunun
nedeni ise hala belirsizdir (30, 42, 58, 64).

Tablo 1. insanda hepatit etkeni olan temel etiyolojik viral ajanlar ve bulasma

yollari.

insan Viral Hepatitlerinden Sorumlu Temel Etiyolojik Ajanlar

Parenteral Yolla Bulasanlar Enterik (fekal-oral) Yolla Bulaganlar

-HBV

- HAV
-HCV

-HEV
-HDV
-HGV

Viral hepatitler, ilk tammlandiklari M.O. 5. yiizyilldan bu giine ¢ok etkenli
hastaliklar grubunu olusturmaktadir. Epidemik sariligin tarihi Babil Yazitlart (M.O. 5.
yy) ve Hipokrat'a (M.O. 460-375) kadar dayansa da serum hepatitinin tarihi ¢ok daha
kisadir (48, 55, 78). Tarih boyunca 6zellikle 19. ve 20. yiizyillarda degisik savaglar

stiresince sarilik salginlart bildirilmistir. Bu salginlarin ¢ogunda etken HAV olmakla




birlikte, HBV'nin de kan {irlinlerinin kullaniminin yaygin oldugu durumlarda salginlar

yaptig1 gozlenmistir (55, 78).

Sariligin kan ve kan irlinleri ile bulasan sekli ilk kez 1883'te Almanya
Bremen'de Lurman tarafindan ¢igek agis1 kampanyasi sirasinda tersane calisanlar
arasinda cikan salgin sonucunda tanimlanmistir. Asilanan 1298 tersane ¢alisanindan 191
(%15)inde 8 ay sonra sarilik gelismesine karsin asilanmayan personelde sarilik
gelismedigi gbzlenmemistir. Yirminci yiizyilin ilk yarisinda bu uzun inkiibasyon siireli
hepatit i¢in aralarinda cinsel yolla bulasan hastaliklar, tiiberkiiloz ve diyabet
kliniklerinde yatan veya buralara bagvuran hastalar, ¢ogul kan transfiizyonu yapilan
hastalar, kizamik, kabakulak gibi hastaliklar i¢in tedavi ya da koruma amaciyla nekahat
donemindeki hastalarin serumlar1 uygulanan hastalarin ve sarthumma asist uygulanan

kisilerin yer aldig1 risk gruplan tarif edilmistir (48, 55, 78, 86).

1930 ve 40'lh yillarda goniilliller iizerinde yapilan caligmalar, viral sariligin
etiyolojisinde en az iki etkenin rolii oldugunu ortaya koymustur. 1947'de Mac Callum
ve Bauer infeksiydz hepatit i¢in hepatit A terimini, homolog serum hepatiti i¢cin de
hepatit B terimini kullanmiglardir. Epidemiyolojik agidan farkliliklar gosteren bu iki
hepatit tiiriinde hepatit A'min fekal-oral yol ile bulastigi, kulucka siiresinin 2-6 hafta
oldugu ve birincil olarak kiiciik ¢cocuklarda infeksiyona neden oldugu; B tipi hepatitte
ise kulucka stiresinin daha uzun oldugu (2-6 ay) ve genelde yetiskinlerde infeksiyon
yaptigr goézlenmistir. Bu gozlemler Wilowbrook Enstitiisiilnde Krumarg ve
arkadaglarinin 1960 ve 70'li yillarda yaptiklar1 ¢alismalarla desteklenmistir (48). Bu
arastiricilar MS1 ve MS2 diye iki farkli tip hepatit tarif etmislerdir. Bunlardan MSI1,
Mac Callum ve Bauer'in tarif ettigi A tipi hepatit formuna, MS2 ise B tipi hepatit
formuna uymaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin "Scientific Group of Viral
Hepatitis" adli ¢alisma grubu da bu terimleri 1973'te kabul etmis ve kullanmaya

baglamigtir (48, 55, 78).

Sonraki yillarda Blumberg'in Avustralya Antijeni'ni (hepatit B ylizey antijeni,
HBsAg) bulmasi ile hepatit B konusundaki caligmalarda ¢igir agilmis, sonralar
gelistirilen 6zgiil serolojik testler sayesinde hepatit A ve hepatit B arasinda kulucka

stiresinden daha giivenilir ayrim 6lgiitlerinin gelistirilmesi saglanmigtir (48, 55, 78, 86).

Bugiin diinyada 2 milyar kisinin hayatinin bir ddneminde bu viriis infeksiyonunu

gecirdigi, 350 milyon kisinin yine bu viriisle kronik olarak infekte oldugu ve bu viriisiin



neden oldugu infeksiyonlar nedeni ile yilda 1-2 milyon kisinin hayatin1 kaybettigi

hesaplanmaktadir (54).

2.2. Smiflandirma

Hepadnaviridae (Hepatitis Associated DNA Virus) ailesinin iiyesi olan HBV, bu
aile icinde Ortohepepadnavirus cinsi i¢inde yer alan, kiiciik, zarfli, yaklasik 3,2 kb’lik
DNA genomuna sahip bir viriistiir. Bu ailenin prototipini olusturmaktadir. Bu ailenin
diger tiyeleri kemirgenlerde infeksiyona neden olan WHV (Woodchuck Hepatitis viriis),
GSHV (Ground Squirrel Hepatitis viriis) ile kanatlilarda infeksiyona yol acan DHBV
(Duck Hepatitis B viriis)'dur. Bunlarin yaninda bazi maymun tiirlerini, bazi balik¢il
tiirlerini (Herons Hepatitis B viriis, HHBV) ve diger konaklar1 infekte edebilen daha az
taninmis viriisler yine bu aile iginde yer alirlar (Tablo 2) (8, 48, 76, 78).

HBV, WHV ve GSHV aras1 %70 DNA dizi homolojisi bulunmasinin yam sira
WHYV ve GSHV kendi konaklar1 disinda baska primatlari ve insan1 infekte edememekte,
HBYV ise insan disinda sempanzelerde infeksiyona neden olabilmektedir. DNA dizi
homolojileri ve memelilerde infeksiyon yapmalari nedeniyle bu viriisler, Hepadnaviridae
ailesi icinde Ortohepepadnavirus cinsinde toplanmiglardir. DNA dizisi bakimindan
homoloji gdstermeyen ve infekte ettigi konaklar 6rdek, kaz gibi kanathilar olan DHBV
ise bu aile icinde Avihepadnavirus cinsi i¢inde yer alir (4, 7). Hepadnaviridae ailesi
tiyesi viriislerin ortak ozellikleri, dar konak spektrumuna sahip olmalar1 ve agirlikli
olarak hepatotropizm gostermeleridir. Bu viriisler benzer viryon yapisi gosteririler,
gevsek sirkiiler, kismen ¢ift iplikli DNA genomuna sahiptirler ve sira dig1 bir genom

replikasyon stratejileri vardir (8, 48, 76, 78).



Tablo 2. Hepadnaviridae ailesi iiyelerinin genel 6zellikleri
Ortohepadnavirus \Avihepadnavirus
HBV WHV GSHV DHBV
Viryon Boyutu 42 nm 40-42 nm 40-42 nm 46-48 nm
Genom Boyutu [3.2 kb 3.3 kb 3.3 kb 3.0 kb
Viral DNA Eksik Eksik Eksik Tam
Zarf Proteinleri |[L,M, S L,M,S L.M,S L,S
ORF'leri S,C, P, X S,C,P,X S, C, P,X S, C, P
[nsan Dag Sigani Yer Sincabi Ordek
Konak Sempanze Dag Sincabi Kaz
Amerika Balikeil
Sincabi
Karaciger Karaciger Karaciger Karaciger
Replikasyon  [Bobrek Bobrek Bobrek
Bolgeleri Pankreas Pankreas Pankreas
Lokositler Lokositler Dalak
Asemptomatik |[Asemptomatik |Asemptomatik |Asemptomatik
tastyicilik tastyicilik tastyicilik tastyicilik
Klinik Hepatit Hepatit Hepatit Hepatit
Siroz Hepgtoseh'iler Hepgtoselﬁler
[karsinom karsinom
Cografi Tiim Diinya  [Dogu A.B.D. |California Cin
Dagilimi A.B.D.

2.3. Viryon Yapisi

Infekte bir hastanin kaninda viriisle iliskili 3 tip partikiil bulunabilir (Sekil 1)

bunlar (8, 48, 55, 76, 78):

e 42 nm capinda ¢ift kabuklu partikiiller; bulan kisinin adinin verildigi Dane

partikiilleri

e 22 nm ¢apinda kiiresel partikiiller




e 22 nm ¢apinda fakat degisik uzunluklardaki filament6z partikiiller

Sekil 1. HBV ile iligkili yapilar (A.Viryon, Dane Partikiilii; B. Filemantoz
Partikiil; C. Kiiresel Partikiil; D. Bu yapilarin elektronmikrografi) (27 ve 55.
kaynaklardan derlenmistir).

Pty

s

Dane partikiilii, HBV'nin infeksiy6z viryon formudur ve serumda bulunmasi
karacigerde aktif viral replikasyonun gostergesidir. Dane partikiilii 27 nm'lik i¢ kor (6z)
partikiiliinii veya niikleokapsidi ¢evreleyen lipoprotein zarftan olusur. Niikleokapsidin
icinde viral DNA, buna bagh viral polimeraz ve konak hiicre kaynakli protein kinaz
bulunur. Kiiresel ve filamentéz partikiiller ise yalnizca lipoprotein zarf igerirler ve

bunlarda niikleokapsid ve genomik DNA bulunmaz dolayisiyla infeksiydz degildirler



(Sekil 1). Baz1 kronik infeksiyon formlarinda sadece bu kiiresel ve filamentoz

partikiiller bulunabilir (8, 48, 55, 76, 78).

Niikleokapsid, fosforile olmus 21 kd'luk kapsid proteinini (kor proteini, ¢) igerir.
Bu protein ayn1 zamanda hepatit B kor antijeni (HBcAg) olarak ta anilmaktadir.
Elektron mikroskopisi ile yapilan caligmalarda niikleokapsidin dimer kiimelerinden
meydana gelen ve 180-240 alt birimden olusan ikozohedral yapr gosterdigi
gosterilmistir. Dimer kiimeleri, viral partikiil yiizeyine dikensi ¢ikintilar yaparlar. Bu
dikensi ¢ikintilarin iist tarafi C proteininin immunodominant kismini olusturur. HBsAg
ve HBcAg antijenlerinin yan1 sira infekte hiicrelerden salgilanan {igiincii bir antijen daha
bulunmaktadir, hepatit B e antijeni (HBeAg). Bu antijenin kanda bulunusu infeksiyoz
viryon yapimini gosterir (8, 48, 55, 76, 78).

Saflastirllmis niikleokapsid partikiiliiniin iginde protein kinaz aktivitesi
gosterilmistir. Bu enzim C proteinini in vitro fosforilleme aktivitesine sahiptir. Son
donemde 46 kd'luk hiicresel kinazin hiicre i¢i niikleokapsid ve hiicre disi 42 nm
capindaki viryonun i¢inde bulunan protein kinaz aktivitesinden sorumlu oldugu
gosterilmistir. Hiicre ici gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz enziminin de HBV'nin

yasam dongiisiinde yardimci gorev iistlenebilecegi soylenmistir (8, 20, 48, 55, 76, 78).

2.4. Genom Yapisi ve Organizasyonu

HBV kismen c¢ift iplikli kiiciik, halka seklinde bir DNA genomuna sahiptir.
Negatif polariteli uzun iplik (negatif iplik) ve pozitif polariteli kisa iplik (pozitif iplik) 5'
uclarinda tasidiklan 224 komplementer bazla bir iist iiste binme yaparlar. Bu iist iiste
binmeler, ipliklerin negatif polariteleriyle birlikte, DNA'nin dairesel hal almasina olanak
saglarlar. Negatif iplik, 5' ucuna kovalan bagli, terminal protein olarak isimlendirilmis
bir proteinle birlikte yaklasik 3200 niikleotid uzunlugundadir. Pozitif ipligin 5' ucu
daima ayni pozisyona, negatif ipligin 5' ucunun yaklagik 200 niikleotid 6tesine yapisir.
Pozitif iplik 1700 niikleotidten 2800 niikleotide kadar degisen degisik uzunluklarda
olabilir, tek iplikli bolgenin uzunlugu ise genel olarak 650-700 niikleotid civarindadir
(Sekil 2) (8, 48, 55, 66, 76, 78).
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Sekil 2. HBV’nin genom yapisi. (78)

HBYV genomunun viral polimerazi (P), kor (c) proteini (HBcAg) ve hepatit B e
antijenini (HBeAg), yiizey (S) veya zarf proteinlerini ve X proteinini (X) kodlayan 4
bolgesi (Open Reading Frame = ORF) bulunmaktadir (Sekil 2). HBV'de ORF'lerin
kismen birbirleriyle ortligmeleri, bazi niikleotidlerin birden fazla proteini kodlamasina
neden olmaktadir. Bu nedenle, polimeraz proteinini kodlayan bdlgede meydana gelen
bir mutasyon zarf proteinlerinin de mutasyona ugramasina neden olabilir (8, 48, 55, 66,

76, 78).
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2.5. Viral Proteinler

HBV'in yiizey proteinleri (LHBs, MHBs ve SHBs), kor (C) proteinleri (HBcAg
ve HBeAg), polimeraz proteini (P) ve X proteini olmak {iizere 4 temel proteini

tanimlanmustir (48, 55, 66, 75, 78).

2.5.1. Yiizey Proteinleri

Yiizey proteinleri, HBV genomunun, S bolgesi tarafindan kodlanir. S bolgesi 3
i¢ baslangic kodonu (ATG) icerir ve bdylelikle 3 farkli protein kodlar. 368 amino asitlik
biiyiik zarf proteini (LHBs) preSl, preS2 ve S ORF'leri tarafindan kodlanmaktadir. 281
amino asitlik orta yiizey proteini (MHBs) preS2 ve S ORF'lerinin iiriinii iken 126 amino

asitlik kiiciik veya temel zarf proteini (SHBs, HBsAg) yalnizca S ORF'sinin {iriiniidiir.

LHBs, ayn1 zamanda preS1 proteini olarak ta anilir, viryonun montaji, taginmast
ve hepatositlere yapismasi icin gereklidir. MHBs'nin (preS2 proteini) yapisma ve
montajdaki rolii ayrintilariyla bilinmemektedir. SHBs (HBsAg), kiiciik zarf proteini,
zarfta baskin olarak bulunan proteindir ve viryonun konak hiicre kaynakli lipidlerinin

zarfta kendi kendine montajina olanak saglar.

HBsAg ortak “a” antijenik determinant1 ile alt tiplere 0zgii allelik
determinantlar olan d/y ve w/r determinantlarini tasir. Boylelikle HBsAg 4 ana alt tipe
ayrilmistir; adw, adr, ayw ve ayr. Sonralar1 daha ileri alt determinantlarinin bulunmasi
sayesinde HBsAg 9 alt tipe ayrilmistir; ayw;_y ayr, adw,, adw, adr q° ve adr q-. S
geninde 365. pozisyondaki A'nin G'ye degisimi sonucu kodon 122'deki lizinin yerini
argininin almasiyla d/y degisimi meydana gelir. Aym sekilde S geninde 476.
pozisyondaki A'min G'ye degisimi sonucu, kodon 160'taki lizinin yerini argininin

almasiyla w/r degisimi gerceklesir (48, 55, 66, 76, 78).
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2.5.2. C Proteinleri

HBV’nin C geni 2 baslangic kodonu (ATG) igerir. Birinci baslangic kodonu
prekor ATG = preC ATG ve ikinci baslangic kodonu kor ATG = C ATG’dir. iki bolge
arasinda kalan bolge prekor bdlgesidir. Kor geni promoter bolgesinde 2 mRNA
sentezini yonetmektedir: prekor mRNA (preC mRNA) ve pregenomik/kor mRNA (pg/C
mRNA). RNA enkapsidasyon sinyali preC mRNA bdlgesinde yer almakta ve lizerinde
"stem loop" adi verilen yapiy1 tasimaktadir. Bu enkapsidasyon sinyali pg/C mRNA
tizerine etkiliyken, preC mRNA iizerine etkisizdir. Prekor bdlgesinin translasyonu, preC
mRNA {izerindeki enkapsidasyon sinyalinin taninmasini engeller. pg/C mRNA, prekor
bdlgesini icinden baglar, translasyonunun baslangic noktasi ise C ATG'dir. Bu sayede
pg/C mRNA'dan kendi kendine kor partikiillerine birlesen niikleokapsid proteinleri olan
kor proteinleri sentezlenir. PreC mRNA'nin baglangic1 ise preC ATG'dir bu bolgenin
translasyonu sonucu ise prekor proteini ortaya c¢ikar. Bu protein N terminalinde kor
proteininden farkli olarak prekor dizilerini icerir. Bu diziler preC proteinin endoplazmik
retikuluma yonlenmesine ve bu sayede post transkripsiyonel modifikasyonlarin
gerceklesmesine ve olgun proteinin gelismesine olanak saglar. Bu bakimdan dncelikle
tim C genine 29 amino asitlik preC bolgesinin eklenmesiyle olusan 212 amino asitlik
onciil polipeptid iiretilir. Bu iirlin 19 amino asitlik bir bolgenin sinyal peptidi olarak
kullanilmasiyla endoplazmik retikuluma (ER) aktarilir. Burada sinyal peptidi amino
ucundan kesilir. Daha ileri bir kesim 34 amino asidin karboksi terminal kisimdan
cikarilmasidir. Bunun sonucu 159 amino asitlik (17 kDa) HBeAg olusur. Daha sonra bu
protein dolasima salinir, genellikle serum proteinlerine baglanir. HBeAg viriisiin yapisal
bilesenlerinden degildir. Transgenik farelerde yapilan ¢alismalar HBeAg'nin olast bir
immunomodulatér oldugunu, intrauterin bir tolorojen olarak islev gorebildigini veya
TH2 benzeri sitokin yapimini sagladigi gostermektedir. HBeAg ayn1 zamanda pg/C
mRNA'nin niikleokapsid icine enkapsidasyonunu da baskilamak suretiyle HBV
replikasyonuna negatif diizenleyici etki yapabilir (48, 55, 66, 76, 78).

C proteinin (HBcAg) baslangi¢ kodonu preC baglangi¢ kodonunun 87 niikleotid
ilerisinde yer almaktadir. HBcAg 183 veya 185 amino asit uzunlugundadir. Tiim bu

proteinler tam boy 3.5 Kb'lik transkript ilizerinden translasyona ugratilir, protein
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boyundaki farkliliklar, alt tip varyasyonlarimin sonucudur. Niikleokapsid kendi kendine

birlesip ikozohedral simetri olusturan 180-240 C monomerinden olusur (66, 76).

2.5.3. Polimeraz Proteini

HBYV polimeraz gen bolgesi (P bolgesi) 845 amino asit uzunlugundaki viral
polimerazi kodlar. P bolgesi biiyiik alan kaplamaktadir ve preS1/preS2/S bolgelerinin
tamami ve kor bdlgesinin sonu bu bolge ile ortiismektedir. Polimerazin 4 boliimii vardir;
terminal protein olarak islev géren veya DNA'nin negatif ipliginin sentezinin baslamasi
icin gerekli olan primazi olusturan amino terminal kisim, herhangi bir bilinen 6zel bir
fonksiyonu olmayan "spacer", RT bdlimii ve RNase H aktivitesine sahip
karboksiterminal kistm. HBV’nin polimerazi ve baska viriislerin RT'leri arasinda
benzerlikler bulunmaktadir; 6zellikle RT aktivitesi i¢in gerekli olan YMDD (tirozin-
metyonin-aspartik asit-aspartik asit) motifi ortaktir. RT bolimii, HBsAg'nin giiglii
immunojenik boliimiinii kodlayan gen bolgesi ile viral genom iizerinde ayni yerde

kodlanmaktadir (48, 66, 76).

2.5.4. X Proteini

X proteini en kiiclik gen bdlgesinin {irliniidiir ve 146-154 amino asit
uzunlugundadir. Viral DNA'nin enkapsidasyonu i¢in mutlaka bulunmasi sart degildir,
fakat transkripsiyon transaktivatorii olarak olasilikla hepatik serin proteaz aktivitesini
diizenleyerek regiilator gen islevi goriir. Bu protein sadece viral infeksiyon sirasinda
yapilmaktadir. HBV ile infekte kisilerin ve hepatoseliiler karsinomlu (HCC) hastalarin
karacigerlerinde saptanmistir (48, 66, 76).

2.6. HBV’nin Replikasyon Stratejisi

HBYV, diger tiim virtislerde oldugu gibi, yasam dongiisiine baslarken kendisinin

replikasyonunu destekleyecek ozel bir hiicreye baglanmak zorundadir. Karaciger
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parankiminin esas hiicreleri olan hepatositler HBV’nin esas hedef hiicreleridirler.
Hepatositlerin disinda mononiikleer hiicreler, safra kanali epitel hiicreleri, endotel
hiicreleri, pankreasin asiner hiicreleri ve diiz kas hiicreleri de HBV replikasyonunu orta
veya diisiikk diizeyde desteklerler. Akut infeksiyonlu kisiler {izerinde yapilan
caligmalarda, kigilerin adrenal bezlerinde, bobrek dokularinda, lenf diigiimlerinde,
dalaklarinda, tiroid bezlerinde, gonadlarinda ve kemik iligi hiicre kiiltlirlerinde viral
transkriptlerin varligi gosterilmigtir. Konak hiicreye baglanmada rol oynayan temel
yapilar S gen {irlinli olan zarf proteinleridir. Bunlar konakta apolipoprotein H,
apolipoproteinin degismis sekli, insan serum alblimini polimeri, fibronektin ve
interlokin 6 ile etkilesebilmektedirler. Son donemlerde gp 180 adi verilen bir proteinin
de DHBYV ile etkilestigi, aym1 zamanda 80 kDa'luk bir proteinin de insan HBV'yi
bagladig1 gosterilmistir. Virlisiin hiicreye baglanmasini takiben viral soyunma islemi
gerceklesir ve genetik materyal niikleusa aktarilir. Bu esnada olusan olaylar hala
gizemini korumaktadir ve bu asama heniiz biitiinii ile aydinlatilabilmis degildir (8, 27,

48, 55, 76, 78).

Sekil 3. HBV’nin replikasyonu (27. Kaynaktan degistirilerek alinmigtir)

HBY

=
Wi
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DNA genomu niikleusa girdiginde eksik olan pozitif iplik viral DNA polimeraz
tarafindan tamir edilir. Genom gevsek sirkiiler formundan, kovalan bagli, kapali halka
seklinde DNA formuna (covalently closed circular DNA = cccDNA) geger. Bu olusan
yeni DNA formu transkripsiyon igin kalip gorevi gérmektedir. Bu DNA'nin negatif
ipligi kalip olarak kullanilir ve hiicresel DNA polimeraz II araciligryla genomun tiimii
3.5 kb'lik bir mRNA 'ya gevrilir. Bu mRNA prekor/kor (HBeAg ve HBcAg) ve
polimeraz proteinlerinin sentezi i¢in de kalip gorevi goriir. Bu mRNA ters (reverse)
transkripsiyon islemi icin de kalip gorevi goreceginden pregenomik mRNA (pg mRNA)
olarak da isimlendirilir. Bu olaylarin olus siiresi zarfinda 3 farkli mRNA sentezi daha
gerceklesir. Bunlardan en uzunu 2.4 kb uzunlugunda bir transkripttir ve bu mRNA
iizerinden preS1, preS2 ve S proteinlerinin sentezi gergeklesir. 2.1 Kb boyunda ve orta
uzunlukta olan ikinci mRNA ise yalnizca preS2 ve S proteinlerinin sentezi i¢in kalip
gorevi gormektedir. En kiiclik transkript 0.7 kb uzunlugunda olup bu da X proteini
sentezi igin gerekli genetik bilgiyi ribozomlara tasir. Bu mRNA'lar sentezlendikten
sonra protein sentezinde gorev yapmak {iizere sitoplazmaya gecerler. Sitoplazmada
olgun viryon igin gereken proteinlerin sentezine baslanir (Sekil 3) (8, 27, 48, 55, 76,
78).

HBYV, bu mRNA’lara ait, HBV polimerazin baglanip transkripsiyonu baslattigi,
4 “promoter”a sahiptir (8, 43, 48, 55, 76, 78):

1. Kor promoter: C geninin gerisinde yer alir ve iki siipergenomik transkriptin
transkripsiyonunu diizenler. Bu iki siipergenomik mRNA, replikasyon sirasinda kalip
olarak C ve P proteinlerinin transkripsiyonlarinin gergeklesmesi icin kullanilan
pregenomik mRNA ile HBeAg'nin translasyonunun saglandigi preC mRNA’dir. Bu
“promoter”, hepatoniikler faktor (HNF) 3, 4 ve C/EBP gibi karacigere 06zgii
transkripsiyon aktivatorlerine ihtiya¢ duyar. Bu “promoter” transkripsiyonu baglatmak
icin yeterli olan "Minimal" veya "Basic Core Promoter" dan (BCP) ve Core Upstream
Regulatory Sequence (CURS)'den olugmaktadir. CURS'min 6nemli bir aktive edici
elementi karacigere 6zgii faktorlerin baglandigi a kutusudur (a box), bu “promoter’da

ayn1 zamanda bagka transaktivator baglayici bolgeler de lokalize olmustur.

2. X Promoter: Bu “promoter” HNF 1, 3 ve C/EPB ve diger faktorlerin

baglanacagi bolgeler igerir.
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3. preS1 Promoter: Bu “promoter” HNF 1 ve 3 'iin yaninda dokuya 0zgii
faktorlerin baglanmasi i¢in boliimler igerir. Biiyiik yiizey proteininin translasyonu igin
gerekli RNA yapimmi arttinir ve HBV “promoter”lan icinde karakteristik "TATA"

kutusu motifine sahip tek “promoter”dir.

4. preS2/S Promoter: preS 1 bolgesi i¢cinde yer almaktadir orta ve kiiciik yiizey
proteinlerinin translasyonunu saglayacak iki farkli RNA'nin transkripsiyonuna olanak
saglar. Temelde her yerde bulunan SP1 proteinin baglanmasi icin bir bolge icerirken

karacigere 6zgii faktorlerin baglanmasi i¢in 6zel kisimlar icermez.

HBV’nin iki "enhancer”t (EN) tanimlanmistir; EN I ve EN II. Bunlar "cis-
acting" dizileriyle transkripsiyonu biiylik oranda arttirirlar. EN I genomik RNA'nin
baslangi¢c bolgesinin 200 niikleotid gerisinde yer alir. EN II’nin 88 bazlik boliimii kor
“promoter” bolgesi ile i¢ ice gecmistir; bu bakimdan bu kisim kor “promoter”/EN II
(Cp/ENII) bolgesi olarak ta adlandirilmaktadir. EN II {i¢ ana element igerir: aktive edici
a ve B kutulan ile “enhancer’in aktivitesini baskilayici olarak gérev gdren "negatif
regulatory element" (NRE). a kutusu kor “promoter” bolgesiyle paylasilmaktadir. Her
iki  "enhancer" gen ekspresyonunun tiim diizeylerini etkileyebilir, HBV
“promoter”’larmin ¢alismasini arttirabilir. Ek olarak, HBV, transkripsiyonunu aktive
edecek glukokortikoid duyarhi elemente de sahiptir (8, 48, 55, 66, 76, 78, 85). Ayrica
EN I i¢inde yer alan 8 bazlik palindromik dizilerin HNF 3 gibi diizenleyici proteinlerin
yani sira palindrom baglayici protein (PBP) gibi protein veya proteinleri baglayarak gen
regiilasyonuna katkida bulundugu gosterilmistir (39). Yine interlokin 6min (IL 6) bir
niikleer faktor {izerinden (IL 6 icin niikleer faktdr, NF-IL 6) EN I aktivitesini 4 kat
arttirdigi, dolayistyla X protein sentezinde artis sagladigi, bunun da infekte karaciger
hiicrelerinde HBV replikasyonunu diizenleyebilecegi HepG2 hiicreleri ile yapilan

caligmalarda gosterilmistir (67).

Her iki iplik¢igin 5' ucunda, bir ¢ift, 11 bazlik dogrudan tekrarlayan diziler
(“direct repeat sequences”) DRI ve DR2 bulunur; bunlar sirasiyla negatif ipligin tamami
ve kisa olan pozitif ipligin sentezi i¢in baslangic bdlgesi olarak gorev goriirler. DRI ve
DR2, negatif ve pozitif ipligin 5' u¢larinda bulunan, yapiskan, iist iiste binen kismin bir
boliimii gibi de davranirlar. Boylece genomun ana sirkiiler seklini almasina yardimci

olurlar. Transkripsiyonun sonlanimi i¢in bir poliadenilasyon sinyaline ihtiya¢ vardir. Bu
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mRNA'larm 3' ucunda bulunan poli A kuyruguyla (“poly A tail”’) saglanmaktadir. Tiim

HBYV transkriptlerinin 3' sonlanim kisimlar1 aynidir.

pg mRNA’nin ters transkripsiyonunun gergeklesmesi igin C proteinleri
birbirleriyle birleserek niikleokapsidi olustururlar. Bu arada, pg mRNA, C proteinlerinin
yiiksek bazik 0zelligi sayesinde bu proteinlerin karboksi terminal bolgelerine
nonspesifik olarak baglanmak suretiyle niikleokapsid i¢ine alinir. pg mRNA'nin her iki
ucunda enkapsidasyon i¢in € adi verilen kisa diziler bulunur. Bu dizi halka seklinde
eslesmemis bir boliim (bulge) ve "stem loop" adi verilen bir yap1 gosterir (8, 48, 55, 66,
76, 78).

5' iistii ucundaki € sinyalinin eslenmemis halka kismi, P proteini igin kalip
gorevi istlenir. Sonug¢ olarak kisa bir DNA oligomeri olusur. Bu niikleotid-polimeraz
kompleksi daha sonra DR1 bolgesine transloke olur ve oligomer negatif DNA ipliginin
sentezi i¢in primer gorevi goriir. Negatif DNA ipligi sentezlendiginde pg mRNA yine
polimerazin RNaz H aktivitesi ile yikilarak ortamdan uzaklastirilir. Viral polimerazin
aktivitesi ile pozitif ipligin sentezi baslar. Pozitif iplik sentezlendiginde olgun

niik1eokapsid zarf i¢ine paketlenir (8, 48, 55, 66, 76, 78).

C ve P proteinleri gibi S proteinleri de sitoplazmada sentezlenirler, ancak
endoplazmik retikulumun (ER) limenine taginirlar. Burada HBc ve HBs proteinleri
arasinda kovalan disiilfid kopriileri olusturulur ve viryon, daha sonra ER'den golgi
aygitina aktarilir. Son olarak da viryonlar, hiicre membrani iizerinden salinirlar (Sekil 3)

(8, 48, 55, 66, 76, 78, 85).

2.7. HBV’nin Epidemiyolojisi

HBYV, tiim diinyaya yayilmis bir viral infeksiyon etkenidir. Bugiin i¢in, diinya
genelinde 2 milyar kisinin bu viriisle hayatlarinin bir dénemlerinde karsilastiklari, 350
milyon kisinin yine bu viriisle kronik olarak infekte oldugu ve yilda 1-2 milyon kisinin

bu viriis infeksiyonu nedeni ile 61diigii hesaplanmaktadir (54, 103).
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Sekil 4. HBV’nin diinya iizerinde dagilimi ( Kirmiz1 yiiksek, sar1 orta ve yesil diisiik

endemi bolgeleri, CDC verileri)

HBYV ile infekte kisilerin kaninda, tiikiirtiglinde, vajinal salgilarinda, semeninde,
menstiirasyon kaninda, anne siitiinde, g6z yasinda ve idrarinda bulunabilir. Bu viicut
stvilarinin deri veya mukoza ylizeyleriyle temasi sonucu veya perinatal olarak infekte
anneden bebegine HBV bulasmasi miimkiindiir. Bu bulasma kaliplan ve HBV
infeksiyonunun klinigi, HBV’nin bdlgedeki prevelansi ile iliskilidir. Diinya, kronik
HBV infeksiyonlarmin dagilimma goére, HBV endemi diizeyleri agisindan 3 farkli

bolgeye ayrilmistir (54, 55).

Yiiksek endemi bolgelerinde, kronik HBV infeksiyonu orani %8'in lizerindedir.
Afrika kitasinin Sahra ¢oliiniin giineyinde kalan kismi, Japonya ve Hindistan disinda
kalan Giiney Dogu Asya, Pasifik ve Amazon Havzalari, Kuzey Kutbu, Sovyetler
Birligi'nden ayrilmig Asya Cumhuriyetleri, Orta Dogu’nun bir kismi ve Karaipler
yiiksek endemi bdlgelerini olusturmaktadirlar. Ayrica Bulgaristan, Romanya, Moldova
gibi tastyicilik prevalansinin %5-10 oldugu Dogu Avrupa'nin bir kismimi da bu
katagoriye eklemek gerekmektedir. Tiim bu cografyada yasayan kisilerin diinya
niifusunun yaklasik %45'ini olusturdugu hesaplanmaktadir. Yine bu bdolgelerde temel
bulasma yolu vertikal yolla anneden ¢ocuguna bulagma tarzinda olup yasam boyu HBV
ile karsilasma riskinin %60'in iizerinde oldugu hesaplanmaktadir. HBsAg pozitif bir
anneden perinatal donemde HBV bulasma orani %90 gibi yiiksek bir diizeydedir.
Vertikal yolla edinilen infeksiyonlara ek olarak, infeksiyon yasamin erken
donemlerinde, ya dogumdan kisa bir siire sonra ya da erken ¢ocukluk déneminde HBV

tasiyicisi bir akraba ile temas sonrasi da edinilebilir (48, 54, 55).
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Kronik tasiyicilik oraninin %2-7 arasinda oldugu bolgeler HBV endemi diizeyi
acisindan orta diizeyde endemi bdlgeleri olarak siniflandirilmaktadirlar. Giiney Dogu
Avrupa, Orta Dogunun bir kismi, Japonya, Hindistan'dan Bati Asya'ya kadar olan bolge
ve Gliney Amerika’nin bir kism1 HBV infeksiyonlarmin orta derecede endemik oldugu
cografyalardir. Bu bolgelerde yasayan insanlarin ise toplam diinya niifusunun yaklasik
%A43'linti olusturdugu hesaplanmaktadir. Bu boélgelerde tiim yas gruplarinda infekte
olma riski varsa da, kronik infeksiyon daha c¢ok dogumda veya erken c¢ocukluk
donemindeki bulasmalar sonucu edinilir. Infeksiyonla hayat boyu karsilasma riskinin bu

bolgeler i¢in %20-60 arasinda oldugu hesaplanmaktadir (48, 54, 55).

Kronik tasiyicilik oraninin %2'inin altinda oldugu Bati1 Avrupa, Avusturalya ve
Kuzey Amerika diisiik endemi bolgeleri olarak simiflandirilmalarina karsin bu
bolgelerde yasayan etnik gruplar, kendi i¢lerinde degisik endemi oranlarina sahiptirler.
Yine bu bolgelerde HBV infeksiyonu bulagsmalar1 en ¢ok yetiskin kisiler arasinda
horizontal yolla ger¢eklesmektedir. Bu da en sik cinsel yolla, damar igi ilag kullanim1
veya kontamine kan ve kan {irtinleri ile ger¢ceklesmektedir. Bu grupta genelde 15-24 yas
aras1 kisiler risk altindadir ve hayat boyu infeksiyonla karsilasma riskinin %20

civarlarinda oldugu hesaplanmaktadir (48, 54, 55).

HBV’ye ait ylizey antijeni alt tiplerinin dagilimi da diinya iizerinde farkliliklar
gostermektedirler. ayw; ve ayws; alt tipleri daha ¢ok Akdeniz iilkelerinde, ayw, ve ayw,
alt tipleri Bat1 ve Orta Afrika'da, ayw1 ise Vietnam'da sik goriiliir, ayr alt tipi seyrek
olarak yine Vietnam'da goriilmektedir. adw alt tipi Kuzeybati Avrupa'da, Amerika'da,
Dogu ve Giliney Afrika ile Hindistan ve Giineydogu Asya' da siktir. adr alt tipi ise
Polonezya' da (adr g ) ve Giineydogu Asya'da (adr q ) goriilmektedir (44).

A'dan H'ye kadar 8 genotipi tanimlanmis olan HBV’nin genoepidemiyolojik
dagilimmi inceledigimizde ise genotip A'min ABD'de, Kuzeybati Avrupa'da ve
Afrika'nin Sahra Colii'niin giineyinde kalan kisminda, genotip B ve C'nin Uzak Dogu'da,
genotip Fmin giiney Amerika'da sik godzlendigini, D genotipinin tiim diinyada
gozlenebilecek genis bir dagilim gosterdigini, genotip E'min Dogu Afrika'da sik
gdzlendigini, genotip G'nin Fransa ve ABD'de, son dénemde kesfedilen genotip H'nin

Meksika ve Japonya da gozlendigini géormekteyiz (3, 44, 49, 68, 84).

HBV’nin orta diizeyde endemik oldugu cografya icerisinde yer alan iilkemizde

HBsAg serprovalansinin bolgeler arasi degisiklikler gostermekle birlikte %3,9 ila 12,5
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arasinda oldugu ¢esitli yaymlarda bildirilmektedir. Seroprevelansin en yiiksek oldugu
bolgenin Giineydogu Anadolu oldugu, 6zellikle bu bolgede, Diyarbakir'da, bu oranin
%10'un tlizerinde seyrettigi bildirilmektedir. Bu sonuc¢lardan yola ¢ikarak yurdumuzda 4
milyon civari tagiyicinin yasadigi hesaplanmaktadir (11, 14, 17, 18, 21, 37, 41, 74, 81-
83, 87, 90).

2.8. HBV’nin Patogenezi

HBV infeksiyonlar1 esnasinda gelisen hiicresel ve hiimoral bagisik yant
karmasiktir. Pek cok caligmada HBV’nin infekte hepatositler {izerine direk sitopatik
etkisi olmadig1 ve degisik viral proteinlere karsi olusan hiicresel cevabin klinik hastalik
ve virlisiin viicuttan temizlenmesi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu donemde
karacigerde hiicre yikimina bagli olarak aspartat transferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT) enzim diizeyleri artmakta, bunlara bagli olarak da klinik
belirtiler ortaya c¢ikmaktadir. Bu caligsmalarda, viral zarf proteinlerine karsi olusan
antikor yanitinin viriisiin viicuttan temizlenmesine yardimei oldugu ve temelde viriisiin
temizlenmesinin T hiicre aracili bagisik yanitla gergeklestigi gosterilmistir. Salgilanan
sitokinlerin HBV genom replikasyonunu baskiladig1r ve viral klirens gelisiminde en
temel rolii oynadiklar1 disiiniilmektedir. Hipotez olarak zayif T hiicre yanitina bagl
kronik infeksiyonun gelistigi disiiniilmektedir. Yeni dogan ve erken c¢ocukluk
doneminde edinilen infeksiyonlarda, heniiz T hiicre sisteminin gelismemis olmasindan

dolay1, kronik infeksiyon gelisim riskinin arttig1 bilinmektedir (34, 48, 55, 78, 86).

HBYV infeksiyonlarinin immunopatogenezi, efektif hiicre aracili bagisik yanitin
sonucudur. Akut HBV infeksiyonlari sirasinda karaciger hasar sitotoksik T hiicreleri ve
NK (“natural killer” = dogal katil) hiicreleri tarafindan infekte hiicrelerin yikilmasi
sonucu olusur. Bu olay temelde CD4 T lenfositlerinden salinan sitokinlerle diizenlenir
ve Fas ya da porin yolu iizerinden gergeklesir. Bunlarin yani sira sitopatik olmayan
antiviral mekanizmalar akut hepatit sirasinda viriisiin viicuttan temizlenmesine yardimci
olurlar. Bu mekanizmalar 6zgiin bir bicimde ortaya konmamigsa da viral cccDNA'nin
infekte hiicre niikleusundan hiicre hasar1 olmaksizin uzaklastirildigi gosterilmistir (34,

36, 51).
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CD4 T hiicreleri salgiladiklar1 sitokin profillerine gére TH1 ve TH2 alt
gruplarma ayrilmaktadirlar. THI hiicreleri baskin olarak interlokin (IL) 2, interferon
(INF) alfa ve limfotoksin (TNF-B) salarlar ve bu sitokinler hiicre aracili bagisik yaniti
uyarirlar. TH2 hiicreleri ise temelde IL 4, IL 5, ve IL 10 sitokinlerini salgilarlar ve
bunlar da hiimoral bagisiklig1 uyaririlar. Gerek akut gerekse kronik HBV infeksiyonlari
esnasinda, virlislin viicuttan temizlenmesi isleminin gerceklesmesinde THI1 tipi yanit
one cikmaktadir. TH2 tipi yanit ise hiimoral bagisikligin uyarilmasini ve nétrleyici
antikor yapimin1 uyarmaktadir. Bu sayede, ileride gelisebilecek infeksiyonlarin

onlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 5) (34, 36, 51, 86).

Sekil 5. HBV’nin patogenezi ve bagisik yanit (36)
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HBeAg ve HBcAg'nin sinif [ ve IT HLA epitoplari, bagisik yanitin gelismesi i¢in
hedef olusturmaktadirlar. Bu duruma ragmen bunlarin viriisiin konakta persiste
etmesinde indiikleme veya destekleme gibi bir rol oynayip oynamadiklar1 ¢ok acik
degildir. Bununla birlikte transgenik fareler {izerine Milich'in yaptig1 calismalar,
HBeAg/HBcAghnin tetikledigi THI1/TH2 yanitlarindaki dengesizligin, tastyicilik
durumunun olusmasinda rol oynadigini gostermistir. Kronik infeksiyonda ibrenin daha

cok TH2 tipi sitokin yanitina dolayisiyla antikor iiretimine kaydigi, akut infeksiyonda
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ise THI tipi sitokin yanitinin 6ne c¢ikti§i, bunun da dogrudan sitopatik etkiyi
kamgiladigi gosterilmistir.  Kronik infeksiyon gelisiminde, smmif I ve II HLA
molekiillerinde olusabilecek timik kusurlarin da rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu yaklagimlar 1s1¢inda Milich, HBV infeksiyonunda prognozun iyilestirilmesi
amactyla sitokin tedavisinin TH2 tipi yanittan THI tipi yanita kaydiracak sekilde

diizenlenmesi gerektigini soylemistir (34, 36, 51).

2.9. HBV Infeksiyonlarimin Klinik Seyri

HBYV infeksiyonunu seyri 4 déneme ayrilarak incelenebilir. Ilk ddnem immun
tolerans donemi olup saglikli bireylerde inkiibasyon donemine denk gelir. Bu donem
yeni doganlarda bagisiklik sistemi gelisimini tamamlamadig1 i¢in onlarca yil siirebilir.
Ikinci donem bagisiklik sisteminin yanit dénemidir. Olusan inflamatuvar yanit sebebi
ile hiicre harabiyeti, sarilik gelisimi bu donemde gozlenir. Bu dénem kronik olgularda
10 yildan fazla siirebilir. Ugiincii donemde konagin bagisiklik sisteminin yanit1 sonucu
viral replikasyon sonlanarak kaybolur. Dordiincii donemde, HBsAg’ye kars1 anti-HBs
yanit olusur. Kisilerin genetik yapilari, altta yatan hastaliklar, HBV’nin mutant
kokenleri ile olusan infeksiyonlar nedeni ile HBV, karacigerde akut, kronik veya
fulminan infeksiyon gibi farkli hastalik tablolar1 olusturabilir. Tablo 3'te klinik ile
iligkili sik kullanilan bazi terimler ve degisik HBV infeksiyonlari igin tani kriterleri

sunulmustur. (8, 48, 52, 54, 55, 76)
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Tablo 3. Hepatit B’nin klinigi ile iligkili sik kullanilan bazi terimler ve HBV
infeksiyonun farkli sekileri i¢in tan1 dlgiitleri

Tanim Aciklama Tan1 Olgiitleri
Hepatit B infeksiyonunun akut olarak . o ) )
gecirildigi, asemptomatik infeksiyon, - HBsAg'nin 6 ay i¢inde negatiflesmesi
Akut Hepatit B sarilikli kolestatik hepatit, nadiren - Serum HBV DNA diizeyi degisken
fulminan hepatit seklinde farkli klinik - AST/ALT diizeylerinde yiikselme
tablolar gosteren hastalik.
- HBsAg'in 6 aydan fazla siirede pozitif]
kalmasi
- Serum HBV DNA diizeyinin 10’
kopya/ml'nin lizerinde bulunmast
(HBeAg negatiflerde 10*-10° kopya/ml
Hepatit B infeksiyonunun persistan olabilir)
olarak kaldig hastalarda neden oldugu  |_ Kalici veya intermitant AST/ALT]
Kronik Hepatit B kronik inflamatuar hastalik. (Kronik yiiksekligi
hf)};?tt;g gjiei{;irr;eﬁgtg:Iiffeﬁfbﬂir) - Karaciger biyopsisinde kronik hepatit
p yr " | bulgular1 (nekroinflamatuvar skor > 4)
-“piecemeal” nekrozu
-Lobuler inflamasyon
-Asidofilik  Concilman inkliizyon
cisimleri
- HBsAg'nin 6 aydan fazla siirede pozitif]
kalmasi
inaktif HBsAg - HBeAg negatif, anti-HBe ;.).ozitiAf . 5
Tastytetligt Nekroinflamatuvar karaciger hastaligi, |- Serum HBV DNA diizeyinin 10
6nemli bir belirtisi olmaksizin gelisen kopya/ml'nin altinda bulunmasi
persistan HBV infeksiyonlari. - Normal AST/ALT diizeyleri
- Karaciger biyopsisinde onemli bir bulgu
olmayisi (nekroinflamatuvar skor <4)
- Akut veya kronik hepatit B hikayesi,
o . . Gegirilmis infeksiyon kanitlariin varlig |anti-HBc pozitif, anti-HBs pozitif veya
lyilesmis Hepatit B ve artik aktif viriis infeksiyonuna iliskin | negatif, HBsAg Negatif.

ileri virolojik, biyokimyasal veya
histolojik kanitin olmamasi

- Serum HBV DNA diizeylerinin
saptanamayacak diizeyde olusu.

- Normal ALT diizeyleri

Hepatit B'nin akut

Aminotransferaz aktivitesinin normalin 10 kat tizerine ¢ikmasi

ya da bazal

alevlenmeleri aktiviteye gore 2 kat artig gdstermesi

Hepatit B'nin Asemptomatik HBsAg tasityicisi olan veya iyilesmis hepatit B hastast oldugu
Reaktivasyonu bilinen kisilerde nekroinflamatuar karaciger hastaliginin yeniden ortaya ¢ikmasi
HBeAg klirensi HBeAg pozitif kisideki HBeAg'nin kaybolmasi olay1

HBeAg Daha 6ce HBeAg pozitif olan bir kiside HBeAgmin kaybolmasi ve anti-HBe’nin
serokonversiyonu pozitif olarak saptanmasi.

HBeAg'nin yeniden

Belirmesi

HBeAg negatif, anti-HBe Pozitif kiside HBeAg'nin yeniden belirmesi.
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Akut infeksiyonda kulucka siiresi 6 haftadan 6 aya kadar degisebilmektedir.
Kinik belirtilerin ortaya c¢ikisi yiiksek oranda yasa bagimlidir. Yeni doganlarda
infeksiyon genellikle klinik belirti ve semptomlar olmaksizin seyreder. 1-5 yas arasi
cocuklarda klinik asikar infeksiyon gelisimi %15 civarindadir. Daha biiyiik ¢ocuklarda
ve yetiskinlerde semptomatik infeksiyon gelisim orani %33-55 arasindadir. Infeksiyon,
hafiften fulminana kadar degisen genis bir yelpazede seyredebilir. HBV infeksiyonunun
klinik belirtileri ates, istahsizlik, mide bulantisi, kusma, sarilik, koyu idrar, kil rengi
veya acik renkli diski ve karin agrisidir. Genelde deri dokiintiileri, artralji ve artrit gibi
karaciger dis1 klinik belirtiler gelisebilir. Fulminan hepatit %1 ile %2 arasinda degisen
oranlarda gelisebilir ve vaka Olim oranlart %63’ten 93'e kadar ¢ikabilir. HBV
infeksiyonlari, yetiskin ve 5 yas istli c¢ocuklarda %90 oraninda akut olarak

gecirilmektedir (8, 48, 52, 54, 55, 76).

Akut infeksiyonu takiben bazi olgularda HBV karacigerden temizlenemez. Bu
kisilerde HBsAg'nin, serumda 6 aydan fazla bir siirede bulunmasi kronik infeksiyon
gostergesidir. Kronik infeksiyon gelisme riski, infeksiyonunun kazanilma yasi ile
oldukg¢a baglantilidir. Yeni dogan déneminde edinilmis bir infeksiyonun kroniklesme
orant %90'n tlizerindedir. 1-5 yas arasi edinilen infeksiyonlarin kroniklesme orani %25-
50 arasindadir ve bu oran daha biiyiik ¢ocuklar ve eriskinlerde %6-10 arali§ina iner (8,

48, 52, 54, 55, 76).

Kronik infekte olgularda siroz ve birincil hepatoselliiler karsinom (HCC) gibi
kronik karaciger hastalig1 gelisme riski artmistir. Yine yeni dogan gibi erken donemde
edinilen infeksiyonda, infeksiyonun kroniklesme riskindeki artigin yani sira yapilan
calismalarda bu kisilerde HCC ve siroz gelisme riski %25 iken daha ge¢ yaslarda
edinilen infeksiyonlarda bu sekellerin gerceklesme riskinin %15 civarinda oldugu
ortaya konmustur. HCC gelisme riski kronik infeksiyonun iyilesmesi ile diismektedir.
Kronik infeksiyon gelisme riski konak faktorleri ile de siki iliski i¢indedir. Bobrek
yetmezIligi nedeni ile hemodiyalize giren hastalar, organ transplantasyonu alicilari,
kemoterapi hastalari, HIV infeksiyonu veya diyabet gibi altta yatan bagka kronik
infeksiyon ve/ya da hastaliklart olanlarda kronik HBV infeksiyonu gelisme riski
artmaktadir (8, 19, 48, 52, 54, 55, 76).
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Kronik infekte kisiler karaciger biyopsilerinin histolojik kaliplarina gére 3 gruba
ayrilmaktadir: Kronik persistan hepatit, kronik aktif hepatit ve siroz. Histolojik hasarin
derecesi genellikle semptomlar1 yansitmaz ve kronik infekte kisiler hastaligin son
donemine kadar genellikle asemptomatiktir. Kronik infekte kisilerde fibrozis gelisimi,
siroz geligimi i¢in zemin hazirlamaktadir. Siroz karaciger hasarmin geri doniissiiz bir
seklidir ve HCC gelisimine yol acabilir. Tipik olarak, HBV’nin kronik
infeksiyonlarindan yaklasik 25-30 y1l sonra meydana gelen HCC olgularinda HBV’nin
0zel bir onkogeni heniiz saptanamamugtir (8, 19, 48, 52, 54, 55, 76).

30 y1l dncesine kadar HBsAg pozitif, HBeAg negatif kisiler, replikatif olmayan
HBYV ile infekte kisiler olarak kabul edilmekte idi. Bu donemde, bu hastalarin karaciger
enzimleri normal veya normale yakinsa saglikli ya da asemptomatik HBsAg pozitif
veya HBV tasiyicis1 olarak tanimlanmakta oldugunu gormekteyiz. Ancak 1980'lerin
basinda HBV’nin, HBeAg negatif olsa da, replikasyonuna devam edebilecegi
anlasilmistir. Ozellikle Akdeniz iilkelerinden HBeAg negatif, Anti-HBe pozitif, ancak
¢ogalmaya devam eden HBV’ye bagl kronik vakalar bildirilmistir. Bu durum tizerine
HBeAg negatif ve anti-HBe pozitif HBeAg negatif kronik hepatit B kavrami onerilmis
ve yaygin kabul gormistiir. 1989 yilinda bu durumun molekiiler temelleri anlagilmigtir.
Daha sonra HBeAg negatif kronik hepatit B’nin Akdeniz iilkeleriyle sinirli kalmadig.
tiim diinyada yaygin oldugu ve sikliginin giderek arttig1 anlasilmistir (8, 19, 48, 52, 54,
55, 76).

Kronik hepatit B tami1 Olciitleri Tablo 3' de sunulmustur. Eger bu sartlar
gerceklesmemisse karaciger hasarina eslik eden es zamanl bagka faktorler aranmalidir.
% 15 hastada uzun siireli remisyonlar gozlenmektedir ve tani konulan donemde
hastalarin ancak %40"1inda histolojik olarak fibrozis saptanabilmektedir (8, 19, 48, 52,
54, 55, 76).

Bu tip hastalarin prognozu genellikle kétiidiir. Italya'da bu tip hastalarin iicte
birinde siroz gelistigi, Yunanistan'da 4 yil i¢inde mortalitenin %29 oldugu goézlenmistir.
Yine Yunanistan' da hepatoselliiler karsinom oran1 %14 olarak saptanmigtir (8, 19, 48,
52, 54, 55, 76).
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2.10. HBV infeksiyonlarinin Tanim

Hepatit B infeksiyonlari, klinik belirtileri ile diger viral hepatitlerden
ayrilamadigindan, bu infeksiyonlarin ayirici tamimlar agirlikli olarak serolojik testlere
dayanir. HBV infeksiyonlarin1 tanimlamak i¢in pek ¢ok farkli serolojik test uygulamak

mimkiindiir (5, 8, 42, 48, 52, 55, 76) (Sekil 6.HBV Serolojisi).

Sekil 6. HBV Serolojisi (http://www.mcb.uct.ac.za/cann/335/HBV.html

Sitesinden ve 55. kaynaktan diizenlenmistir)

Inkiibasyon Ddnem Akut Hastalix Sero Kenversiyon
I HESAD | | Auti-HEs |

| Anti HBc Igh

-
-
-----
-----
______
-
—————

HEzAg
4 N : Anti-HEES,
1T 1T 1T 7T 1T T T T I [ 1T 1T 1T 1T T T T T"7 I I
o1 2 3 4 5 6 7T 8 9 12 24 Ay 01 2 3 4 5 6 7T 8 9 12 24 Ay
Zaman (HBV ile Temas Sonrasi) Zaman (HBV ile Temas Sonrasi)
IZWI ] Karaziger Fanksiyon Bozulmas:
] Kiinik S=mptomlar
iyilegme ile Sonlanan Akut HBV infeksiyonu Kronik HBV infeksiyonu

Akut infeksiyonlar, serumda, HBsAg'nin ve anti-HBc IgM'in bulunmasi ile
karakterizedir. HBeAg akut infeksiyon doneminde saptanabilir. lyilesme déneminde
HBsAg ve HBeAg serumdan kaybolurken, anti-HBs ve anti-HBe gelismeye baslar.
Anti-HBs viriisii notralize edici bir antikordur. Akut infeksiyon sonunda anti-HBs
olusumu iyilesmeyi ve ilerde bulasabilecek infeksiyonlara kargi bagisikligi gosterir.
Anti-HBs ayn1 zamanda hepatit B asis1 ile asilanmis kigilerin serumunda da bulunur.

Ticari kitlerle saptanan total anti-HBc (IgM ve IgG smifi antikorlarin toplami)
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pozitifligi gecirilmekte olan veya gecirilmis infeksiyonu gostermektedir. Anti-HBc'nin
IgG smnifi antikorlart HBsAg'den hemen sonra ortaya ¢ikar ve hayat boyu kisinin
serumunda kalir. Bu yiizden anti-HBc total akut infeksiyonu gostermede giivenilir bir
belirte¢ degildir, bununla birlikte IgM sinifi antikorlar akut infeksiyon tanimi i¢in daha
glivenilirdir. (5, 8, 42, 48, 55, 76)

Kronik infeksiyonda, HBsAg kisi infekte oldugu siirece kalmaktadir. HBeAg
durumu degisken olmasina karsin anti-HBe IgM genelde akut infeksiyondan 6 ay sonra

saptanamaz diizeye iner (8, 19, 48, 52, 54, 55, 76).

HBV  infeksiyonlarinda, HBV  DNA  saptanmasi  tanisal  agidan
kullanilabilmektedir. Iki durumda molekiiler testler serolojik testlerden ¢ok daha
degerlidir. Birinci durum, primer infeksiyonun diisiiniildiigii durumdur, ki bu dénemde
(pencere donemi gibi) yiiksek duyarlikli testlerin uygulanmasi gereklidir. ikinci durum
ise izole anti-HBc pozitif hastalarda 6zellikle reaktivasyonun tanimlanabilmesi igin
kullanilmaktadir (38). Son yillarda gelistirilmis Real Time PCR yontemleri ve ticari
kitler ile HBV DNA saptama sinir1 10 kopyanin altina kadar ¢ekilmistir. Bu yontemlerin
bir avanataj1 da dinamik araliklarmin ¢ok daha genis olabilmesidir (5, 8, 10, 23, 42, 48,
50).

HBV DNA'sinin kantitatif veya kalitatif PCR yontemleri ile saptanmasi klinik
acidan kiigiik farkliliklar gosterir. Genel olarak kalitatif PCR ile HBV DNA saptanmasi
HBsAg saptanmasina benzemekte ve aktif viral replikasyonu gostermektedir. Kantitatif
saptama teknikleri ile HBV DNA saptanmasi ise HBeAg saptanmasina benzemekte ve

viral replikasyonun derecesini saptamak agisindan yararli olmasinin yani sira tedavi

takibinde de kullanmilmaktadir (5, 8, 42, 48, 55, 76).

Niikleik asit dizi analizi HBV infeksiyonlari sirasinda genetik varyasyonlarin ve
antivirallere direng gelisiminin gosterilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. (4) Ornek
olarak Genotip A ve B, Genotip D ve C’ye gore interferon tedavisine daha duyarlidir.
Yine virlis genomundaki mutasyonlar, lamuvidin basta olmak {izere anti virallere kars1
diren¢ gelismesine neden olmaktadirlar. Bu gibi hastalarda DNA dizi analizi ya da diger
yontemlerle direngle iligkili mutasyonlarin saptanmasi ve tedavinin buna gore

diizenlenmesi gerekmektedir (5, 8, 42, 48, 55, 76).
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2.11. HBYV infeksiyonlarinin Tedavisi

Akut HBV infeksiyonlari, kendi kendilerine sinirlanabilen infeksiyonlardir. Bu
nedenle bu infeksiyonlar icin 6zel olarak tasarlanmig tedaviler bulunmamaktadir.
Tedavi hastanin semptomatigine yonelik olarak, bunlan diizeltmek {izere diizenlenir.
Ayrica akut infeksiyonun, kronik infeksiyona doniismesini Onlemek amaciyla

uygulanan 6zel bir tedavi rejimi de bulunmamaktadir (57, 98).

Kronik Hepatit B tedavisi, hastaligin klinik prognozunu iyilestirmeye yonelik
olarak yapilmaktadir. Tedavide, HBV'nin viroloji ve replikasyon dongiisii ile konagin
HBV’ye yanitinin gz 6niinde bulundurulmasi gerekir. Bu acidan interferon ile tedavi
edilen hepatitlerin uzun siireli izlemeleri, viral yiikte HBeAg serokonversiyonunun eglik
ettigi  biiylik baskilanmalarin oldugunu ve bunun da HBV’nin dogal seyrini sekteye
ugrattigini  desteklemektedir. Tedavi hedefleri olarak hepatit aktivitesinde
(nekroinflamatuvar aktivitede) gecici ya da kalict gerileme, fibrotik ilerlemenin
durdurulmasi, siroz ve karaciger yetersizliginin Oniine gecilmesi ile karaciger
transplantasyonu sonrasinda HBV infeksiyonu niiksiiniin 6nlenmesi olarak siralanabilir

(24, 57, 98, 101).

Yabanil tip HBV infeksiyonlar1 esnasinda tercih edilen tedavi kesim noktasi
HBeAg serokonversiyonunu gerceklestigi noktadir. Bu noktada siroz gelismis olsa dahi
karaciger yetersizliginde belirgin bir azalma goézlenir. Ayrica riski tamamen ortadan
kaldirmasa bile HCC riski de azalir. Bu agidan 1999 yilina dek onayl tek ila¢ interferon
(IFN) alfa idi. IFN alfa hem direkt antiviral etki gosterir hem de immiinomodiilator etki
gosterir. ALT diizeyleri tarafindan yansitildig iizere, hasta HBV’ye kars1 dnemli dl¢lide
bir immiin aktivite gosteremedigi siirece bu tedavi nadiren bagarili olmaktadir. Bunun
disinda ALT diizeylerindeki artisin yansittigi iizere HBeAg serokonversiyonuna
hepatitte bir ani gegici alevlenme Onciilik etmektedir, bu durum sirozlu hastalarda
karaciger yetersizligine neden olabilmektedir. Bu nedenle IFN alfa tedavisi Asya ve
Pasifik iilkelerinde kronik HBV hastalariin yalniz %2 ila 5'ine yararli olabilmektedir.
Sirozlu hastalarda yine bu nedenden dolay1 bu ajanin kullanimi1 kontrendikedir. Prekor
mutant HBV ya da bagisiklik baskilanmasini oldugu durumlarda da etkin olmayan bu

ajan bir ¢ok istenmeyen etkiye de sahiptir (24, 57, 98, 101).
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Lamivudinin prototipini olusturdugu hem giiclii, hem iyi tolere edilebilen, hem
de agiz yoluyla alinabilen antivirallerin ortaya ¢ikmasi, daha agik tedavi hedeflerinin
formiile edilmesini saglamistir. HBV tedavisi esnasinda lamivudin orta vadede iyi bir
etkinlige sahiptir. Uzun vadede ise problem HBV’ye ait “revers transkriptaz”
enzimindeki YMDD (tirozin metyonin aspartik asit aspartik asit) motifinde
mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi ve bdylelikle bu ajana kars1 direng gelisimidir. (22 ,24,
57,98 ,101).

Yeni klinik aragtirmalarda, HBV antivirallerinin i¢inde adefovir dipivoksil,
entakavir ve emtrisitabinin HBV replikasyonunu baskilamada en az lamivudin kadar
giiclii etkiye sahip olduklan goriilmektedir. Buna karsin famsiklovir o kadar giiglii
gorinmemektedir. /n vitro ¢aligmalar, YMDD mutasyonlarinin lamuvidin, emtrisitabin,
ve beta-L-Fd4c (L-2',3"' -didehidro-dideoksi - 5-fluorositidin) arasinda capraz dirence
yol agtigimi1 géstermektedir. Bununla birlikte, adefovir dipivoksil, lobukavir, entekavir,
DAPD (beta- D-2,6- diamino piirin dioksalan) ve olasilikla klevudin (L-FMAU) hem
yabanil tip hem de YMDD mutant HBV’nin replikasyonunu baskilamaktadir. Yapilan
on calismalar lamuvidine direng gelistigi halde adefovir dipivoksilin klinik agidan etkili

olmaya devam ettigini gostermektedir (16, 22, 24, 57, 59, 98, 101).

Kronik HBV tedavisinde immiinomodiilator yaklasimlar kavramsal diizeyde ilgi
cekici olmakla birlikte, kullanilmakta olan so6zii edilmeye deger yeni ajanlar
(timalfasilin, Interlokin 12, tedavi amacgh asilar) klinik arastirmalarda yeterli etkinlik
gosterememiglerdir. Bunlar arasinda PEG-Interferon kullanilmaya baslanmistir. HBV
tedavisinde bir sonraki asama, siirdiiriilebilir bir baskilanmanin elde edilmesi igin
ozellikle de ilag direnci gelisimini azaltmak ve ilag etkinligini arttirmak igin

antivirallerin kombine halde kullanimi olabilir (24, 57, 98).

2.12. HBV Infeksiyonlarindan Korunma

Bulagmanin ger¢eklesmesinden hemen sonra pasif bagisiklama veya bulasma
Oncesi agilama programimin uygulanmasi ile saglanan aktif bagisiklama ile HBV

infeksiyonlarindan korunmak miimkiindiir (55, 91, 98, 103).
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Bulagmadan hemen sonra verilecek olan anti-HBs antikorlarmin yiiksek
titrelerinin (Hepatit B hiperimmiin globiilini = HBIG) akut veya kronik infeksiyon
gelismesini Onleyebilecegi ¢esitli caligmalarla gosterilmistir (48, 55, 103).

Bu infeksiyonla kargilagmadan Once yapilacak asilama ile saglanacak aktif
bagisiklama bu infeksiyonlardan korunmanin en iyi yoludur. Giiniimiizde rutin olarak
bu amag¢ i¢in rekombinant DNA teknoloji yontemleri ile iiretilen hepatit B ylizey
antijenini iceren agilar kullanilmaktadir (48, 55, 98, 103).

Hepatit B asilamasinda kas i¢ine uygulanan 3 doz asidan sonra yetiskinlerde
%90’1n istiinde, yeni doganlarda, ¢ocuklarda ve 19 yasina kadar olan adolesanlarda
%95'in iizerinde koruyucu antikorlar gelismekte fakat bu oran 40 yasin iizerinde ancak
%90 civarma ¢ikmakta, 60 yasin listiinde ise %75 civarlarinda kalmaktadir. Bagisiklik,
astlama presodiiriinii tamamlayan kisilerde %80-100 arasinda hepatit B gelisimi
onlemektedir. Onerilen asilama dozlari, asilanacak kisinin yasina, infeksiyonun
kazanilma durumuna (6rn. perinatal) ve uygulanacak aginin tipine gore degismektedir

(48, 55, 98, 103).

Yetiskinlerde ve ¢ocuklarda agilama sonrasi gelisen bagisiklik zamanla diisiis
gostermektedir. Bununla birlikte iyi bir cevap ilk agilama takvimi bittikten sonra 100
[U/mI’nin istiinde olmalidir. Gelisen bagisik bellegin 15 yildan uzun siire kaldig
gozlemlenmistir. Bu agidan artik hatirlatma dozlari rutin olarak Onerilmemektedir.
Yalniz hemodiyaliz hastalari, saglik personeli gibi riskli gruplar i¢in antikor titresinin
10 IU/mI’nin altina diistirilmemesi gerektigi vurgulanmaktadir. HBV ile kronik infekte
annelerden dogan bebeklere as1 ile birlikte dogar dogmaz HBIG yapilmasi ile hastaliga
kars1 etkin bir koruma saglamaktadir (30, 48, 55, 91, 98, 103).

2.13. HBV’nin Mutantlar1

Evrim, tiim viruslarda farkli hizlarda ve yonlerde gerceklesir. Yillik bolge basina
niikleik asit degisiminin 10°-107 civari (ortalama 10*-107) oldugu RNA viriislerinde
bu olgu cok hizli gelisir. Bu viriislerdeki mutasyon sikliginin bu kadar fazla olusunun
temel nedeni replikasyon sirasinda kullanilan RNA polimerazin yeni olugsmakta olan

RNA dizisine eklenen bazlarin komplementerleri ile uyumlu olup olmadiklarini kontrol
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edememesidir. Bu mekanizma "proof-reading" olarak adlandirilir. RNA viriisleri bu
mekanizmadan yoksun olmalarindan dolay: hata yapmaya ve yapilan hatalar1 diizeltme
(3' ekzoniikleaz aktivitesi) yeteneginden yoksun olmalar1 nedeni ile daha sik mutasyona
ugrarlar. RNA viriisleri, genetik yapt bakimindan segmentli yap1 gosterebilmeleri

nedeni ile rekombinasyon ve hipermutageneze agiktirlar (33, 66, 78).

DNA viriislerinde ise yukarida sayilan eksiklikler genelde olmadigindan,
mutasyonlara karst RNA viriislerinden goreceli olarak daha korumalidir. Yillik her

bolge basina niikleik asit degisimi yaklasik 10" dur (33, 66, 78).

Hepadnaviridae ailesi tiyeleri DNA viriisii olarak siniflandirilmalarina kargin
replikasyonlar1 sirasinda, RT enzimi ile pregenomik RNA'y1 kalip olarak kullanarak
DNA sentezlerler. Boylelikle DNA viriisii olmalaria karsin mutasyon oranlari DNA
viriislerininkinden yiiksek, RNA virlislerinden ise daha diisiik diizeydedir. Bu oran

HBYV i¢in bélge basina yillik 2x107 olarak hesaplanmustir (33, 66, 78).

2.13.1. Prekor/Kor ve X Gen Bolgesi Mutasyonlari

Prekor/kor mutantlari, ilk kez 1989'da Brunetto ve ¢esitli arastiricilar tarafindan
bildirilmislerdir. Prekor varyantlarm olusumuna yol acan mutasyonlar baslica 3 tiptir:
baslangi¢ kodonunu (ATG) inaktif hale getiren mutasyonlar, kaymalara yol agan
insersiyon veya delesyon mutasyonlar1 ve preC iginde “stop” kodonu olusumuna yol
acan mutasyonlar. Her 3 mutasyon preC mRNA'dan kor protein sentezini engeller,
bunun disinda pg/C mRNA'dan kor proteini yapimini etkilemezler (26, 33, 43, 44, 66,
89, 102).

HBeAg'nin viriisiin replikasyonu icin gerekli olmadigi ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmis olmasina karsin, bazi in vitro c¢alismalarda preC kusurunun daha fazla
RNA'nin kapsid i¢ine almmasina ve/ya da replikasyonda artisa neden olduguna
deginilmistir. Replikasyon artis1 prekor proteininin negatif diizenleyici etkisinin ortadan
kalkmasina atfedilmigtir. Buna karsin preC kusurunun viral replikasyon ve

enkapsidasyon {izerine etkisi gdzlenmemistir (26, 33, 43, 44, 66, 89, 102).

Prekor mutasyonlarn i¢cinde en sik gdzlenen mutasyonlar, stop kodon olusumuna

yol aganlardir. Bu mutasyonlar i¢cinde de en sik gozleneni A-G mutasyonudur. Bu
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mutasyonunu stk gozlenmesi G-A  hipermutasyonu ile aciklanabilir. G-A
hipermutasyonu genelde ard arda gelen G niikleotidlerinin ilkinde olugmaktadir. Sonug
olarak kisa bir preC proteini olusur. Immiinolojik calismalar bu proteinin infekte
hepatositlerin niikleus ve sitoplazmasinda bulunabildigini géstermistir (26, 33, 43, 44,

66, 89, 102).

pg/C mRNA'da 1817, 1874, 1897’de yer alan niikleotid degisimleri sonucu
“stop” kodon olusumuna yol acan mutasyonlar gézlenebilmektedir. Teorik olarak bu
bolgede tek bir mutasyonla stop kodona doniisebilecek 10 kodon vardir. Bu 3
mutasyonun disinda kalan mutasyonlar, RNA enkapsidasyon sinyalinin fonksiyonunu

bozarlar, bundan dolay1 in vivo rastlanmazlar (26, 33, 43, 44, 66, 89, 102).

Cerceve kaymas1 mutasyonlar1 ise nadir olarak gdzlenmektedirler. Insersiyon ve
delesyonlarin hemen hepsi de DRI ve X genini 3' ucunun disinda yer alir, ¢iinkii bunlar
diizenleyici segmentlerdir ve istisna olarak enkapsidasyon sinyalinin yer aldigi 1899-
1900'lerde meydana gelen niikleotid degisiklikleridir. Insersiyonlar tek basina
paketleme ve replikasyonda biiyiik diisiisler olusturur. Buna karsin insersiyonla beraber
niikleotid degisimi bu fonksiyonlarin geri donmesine yol agar, X geninde bazi
insersiyonlar gergeklesebilir ve bunun sonucu X-C fiizyonu gergeklesir. Fiizyona
ugramis X-C proteinleri transaktivatdr 6zelliklerini kaybetmemektedir (26, 33, 43, 44,
66, 89, 102).

Baslangic kodonunda olusan mutasyonlar bazi hastalarda 1896 G-A
mutasyonuna ek olarak saptanmistir. Yine 1896 G-A mutasyonlari ile birlikte gozlenen
1899 G-A ve 1858 G-T mutasyonlar1 sessiz mutasyonlardir. Ayrica 1888 G-A, 1862 G-
A,T,C (Afrika'da sik gozlenir) ve 1856 C-T mutasyonu (15. kodondaki prolinin serine
doniisiine yol acar ama HBeAg'yi etkilemez) sessiz mutasyonlardir (26, 33, 43, 44, 66,
89, 102).

Kor promoter bolgesinde ise en sik gdzlenen mutasyon 1762 A-T ve 1764 A-G
mutasyonudur. Tek baglarina bu mutasyonlara nadir rastlanmaktadir. Bu mutasyonlar
sonucu HBeAg yapiminin ve viral replikasyonun degisebilecegi bildirilmistir. Yine bu
mutasyonlar fulminan hepatitli ve HCC'li hastalarda bulunmuslardir. Tek baglarina
nadir olarak bulunurlar. X gen bolgesi ile ortiistiiklerinden bu proteini degisimine de yol
acabilmektedirler. Bu mutasyonlarin yani sira 1764 A-G, 1766 A-G mutasyonlar da

1762 mutasyonu ile beraber goriilebilir. Yine bu mutasyonlara 1810-1811.
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konumlardaki niikleotid degisiklikleri eslik edebilmektedir. Ek olarak 1753-1757
mutasyonlarmin da 1762-1764 mutasyonlarina eslik ettigi gézlenmistir. Bu bolgede
yine 8 bazdan 21 baza kadar olan delesyonlarda degisik hasta gruplarinda bildirilmistir.
Tiim bu mutasyonlar X gen bolgesi ile ortiistiiklerinden, bu proteinin degismesine yol
acabilmektedirler. Boylelikle transaktivator iglevi ve buna bagli olarak replikasyon

hizlan da degisiklige ugrayabilmektedir (26, 33, 43, 44, 66, 89, 102).

2.13.2. Yiizey Proteini Mutasyonlari

Yiizey ya da zarf proteinlerini kodlayan genlerde (preS 1, preS2 ve S) olusacak
mutasyonlar virlisiin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasii engelleyebilecegi gibi
viristin tanimlanmasini ve rutin kullanilan asilarin bu mutant tip viriis lizerine etkili

olabilmelerini de engelleyebilir (26, 33, 43, 44, 66, 89, 102).

Bu bolge ile ilgili delesyon mutasyonlarina en sik preS 1 ve S2 gen bolgesinde
rastlanmaktadir. Bu gen bolgelerinde olusacak degisik uzunluktaki delesyon
mutasyonlart HBsAg sentezini engelleyebilir. Bu durumda olgun viryonun zarfla
cevrelenememesi dolayisiyla bu tip viryonlarm infekte hiicrelerden saliniminin
gerceklesememesi beklenir. Pratikte ise bu durum virlisii infekte eden yabanil tip
viriislerin sagladiklart HBsAg'lerle kompanse edilir. Bu tip delesyonlu mutantlar bu
yiizden 6zellikle uzamis kronik infeksiyonlu kisilerde gozlenir (26, 33, 43, 44, 66, 89,
102).

HBsAg'nin klinik agidan en 6nemli determinanti “a” antijenik determinantidir
(124. amino asitten 147. amino asitte). Infeksiyonun dogal seyri esnasinda tiim antijenik
belirleyicilere kars1 antikorlar iiretilmekte fakat “a” antijenik belirleyicisi ortak oldugu
icin diger alt tip HBV infeksiyonlarina kars1 koruyucu olacak antikor bu belirleyiciye
kars1 olusan antikorlardir. “a” antijenik belirleyicisi yapisi sitidin-124 ve sitidin-137 (ilk
halka) ile sitidin-139 ve sitidin-147 (ikinci halka) aras1 disiilfid baglan ile stabilize
edilmis c¢ift halka yapis1 gosterir. Bu 4 sitidin, iki halka yapisinin temellini olustururlar

ve ylksek derecede korunmuglaridir (Sekil 7).
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Sekil 7. “a” determinanti ve MHR bdlgesi (35. Kaynaktan degistirilerek

alinmugtir)
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Eger bu yap1 bir sekilde mutasyona ugrayip bozulursa “a” antijenik

belirleyicisine karsi olugan antitikorlar da koruyucu 6zelliklerini kaybedeceklerdir.

Bu tip “a” antijenik belirleyicisi mutasyonlarinin genellikle iki temel sebep ile
gelistigi diisiiniilmektedir. Bunlardan ilki, konak bagisiklik sisteminin humoral veya
hiicresel bagisiklik mekanizmalar1 ile HBV’nin yabanil tiplerinin baskilanmasi sonucu
mutant tiplerin pozitif se¢imidir. ikinci goriis, HBV’nin polimeraz gen bdlgesinde,
uygulanan antiviral ilag tedavisi sonucu olusan mutasyonlarin, bu bdolge ile ortiisen S

gen bolgesini de etkilemesidir.

Virilisiin immiin sistem tarafindan taninmasini saglayan belirleyicisi, viriisiin

zarfinin dis kisminda kalan ve major hidrofilik bolge (“Major Hydrophilic Reagion” =
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MHR) diye adlandirilan bolge ile cevrilidi. MHR 100-160. amino asitlerini
kapsamaktadir ve bu bdlge mutasyonlari ile HBsAg’nin antijenik yapisinin bozuldugu

cesitli yayinlarda belirtilmistir (12, 35, 72, 95).

HBsAg, immunodominant olan "a" belirleyicisi ile alt tiplere 6zgi allelik
belirleyiciler olan d/y ve w/r determinantlarimi tasir. Boylelikle HBsAg, 4 ana alt tipe
ayrilmistir; adw, adr, ayw ve ayr. Sonralari, daha ileri alt belirleyicilerin bulunmasi
sayesinde, HBsAg 9 alt tipe ayrilmustir; ayw,., ayr, adw,, adw,, adr q* ve adr g-. d/y
degisimi temel olarak S geninde 122. kodondaki lizinin yerini argininin almasiyla
belirlenir. Aym sekilde w/r degisimi de temel olarak S geninde 160. kodondaki lizinin
yerini argininin almasiyla belirlenir (48, 55, 66, 76, 78). Daha ayrintil1 serotip dagilim1

Tablo 4’te sunulmustur.

“a” determinantina zarar vermeyen fakat diger alleler olan w/r (Lizin-160 -
Arginin ) degisiminin klinik 6nemi yoktur. Bunun yam sira enteresan olarak d/y allelik
mutasyonu (Lizin-122-Arginin) HBeAg pozitif anneden dogan bebekte pasif-aktif
immiinoproflaksinin basarisizligina yol acabilmektedir (26, 33, 45, 66, 89, 102).

Tablo 4. HBV’nin S bolgesi antijenik belirteglerinin protein dizilerine gore

serotip ayirimlart.

122 Lys
160 Lys
127 177
Pro 127 Thr 127 lle/Leu Val 177 Ala
178
adw?2 adw3 178 Phe GIn Adrg+ adrg-
Adw4qg+ adw4q-
122 Arg
160 Lys
127
127 Pro Thr 127 lle/Leu Ayr
159 Ala 159 not Ala ayw3 ayw4
134
ayw1 Phe 134 n Phe
ayw1 ayw?2
122 Arg
160 Lys
127
127 Pro Thr 127 lle/Leu Ayr
159 Ala 159 not Ala ayw3 ayw4
ayw1 134 Ser | 134 n Ser
ayw1 ayw?2
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2.13.3. Polimeraz Geni Mutasyonlari

Son yillarda diger viral hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilmis lamivudin ve
famsiklovir gibi pek ¢ok antiviral giiniimiizde HBV infeksiyonlarinin tedavisi icin de
kullanilmaktadir. HBV polimerazi, RT aktivesine de sahiptir. Bu aktivitenin katalitik
kisminda (203-206. Kodonlar arasinda yer alan YMDD motifi = tirozin-metyonin-
aspartik asit-aspartik asit) olusan mutasyonlar 6zellikle hem eriskin hem de pediyatrik
kronik hepatit B hastalarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan lamivudine karsi

direng gelisimine yol agabilmektedir (26, 28, 33, 45, 66, 89, 102).

Bu acidan uzun siireli lamivudin kullanan hastalarda bu katalitik kisimda
mutasyonlar sik gozlenebilmektedir. YMDD motifi bu hastalarda incelendiginde
M204'min V'ye, I'va S’ye doniistiigii bu motifin mutasyon sonucu, YVDD (metyonin -
valin - aspartik asit - aspartik asit), YIDD (metyonin-izoldsin-aspartik asit-aspartik asit)
YSDD (metyonin-serin-aspartik asit-aspartik asit) sekline doniistiigii gozlenmistir. Bu
durumda polimeraz enzimi aktivitesi olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu olumsuz etki,
cogu zaman 180. kodonda olusan lizin-metyonin mutasyonuyla kompanse edilir ve
genellikle YMDD mutasyonlarima L180M mutasyonu eslik etmektedir. Bunun disinda
HBYV polimerazin A, B ve D bolgelerindeki (domain) bazi mutasyonlarin da lamivudin

direnciyle iligkili oldugu bildirilmistir (26, 28, 33, 45, 66, 89, 102).

En sik kullanilan antivirallere diren¢ mutasyonlarini lamuvidin i¢in M204V/I/S,
L180M ve V173C; adefovir icin A181V/T, N236T; Adefovir, entekavir direnci icin
V1233V, S184G, 1169T, S2021, M250V (son dort mutasyon lamivudin direncine de yol
acar), telbuvidine tenofovir igin M204I, A194T ile birlikte lamuvidin direng
mutasyonlar;, emtrisitabin i¢in M204I/V, L180M ve VI173C mutasyonlarini,
valtorcitabine, clevudin ve elvusitabin i¢in M2041/V, L180M mutasyonlarini sayabiliriz

(26, 28, 33, 45, 66, 89, 102).



37

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kulanilan Cihazlar ve Alettler

Mikrosantrifiij Biofuge Stratos, Heraeus, Almanya

-20, +4 Beko Tiirkiye

Is1 Bloklar Gen Probe, San Diego A.B.D.

Pipet Seti (10-100-100 ul) Eppendorf, Almanya

Vorteks Combispin, Biosan, Litvanya

PCR Cihazi PT 100 PCR cihazi, MJ Research, A.B.D.

Real Time PCR Cihazi 7000SDS, AppliedBiosystems, Foster City,
A.B.D.

Genetik Analiz Cihazi ABI 310GA, AppliedBiosystems, Foster City,
A.B.D.

UV Spektrofotometre Biotech photometer UV1101, WPA, Ingiltere

UV Tablas1 Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
A.B.D.

Jel Elektroforez Sistemi Midicell Primo, Thermo Scientific, A.B.D.

Manyetik Stand King-Fisher, Thermo Scientific, A.B.D.

Etiiv Memmert, Almanya

3.1.2. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri

DNA izolsyon kiti Affigene® DNA extraction, Sangtec Molecular

Diagnostics, Isveg



HBYV Viral Yiik Tayini Kiti

DNAz-RNAz Igermeyen Su
dNTP karigimi

10x Taq Buffer

MgCl

Taq DNA Polimeraz

Primerler
Agaroz
Streptavidin

HBsAg Pozitif Kontrol

Anti-HBs kapli manyetik partikiiller

Biyotin isaretli Anti-HBs

PBS

BSA

Tween 20

TaqMan Universal Master Miks
TagMan Prob

Internal Pozitif Kontrol

EXO-Sap IT
Sephadex G-50 Fine

Spin kolonlar (PCR Saflastirma)
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COBAS TaqMan®48, F. Hoffmann-La Roche Ltd,

Isvicre

Merck, Amerika

Fermentas, Kanada
Fermentas, Kanada
Fermentas, Kanada

Fermentas, Kanada
AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
Sigma-Aldrich, A.B.D.

Sigma-Aldrich, A.B.D.

Surase B-96 (TMB) kitinin Pozitif Kontrolii
kullanildi

Mouse, Monoklonal IgG + Monoklonal IgM, MES
Buffer i¢inde, minimum 9%0.0675
konsantrasyonda, Abbot, Architect

Goat, IgG, TRIS Buffer i¢inde Minimum
Konsantrasyon 0.25 pg/ml, Abbot, AxSYM

Sigma-Aldrich, A.B.D.
Sigma-Aldrich, A.B.D.
Sigma-Aldrich, A.B.D.
AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.

AppliedBiosystems TagMan'™ Exogenius Internal
Positive Control, AppliedBiosystems, Foster City,
A.B.D.

USB Corp. A.B.D.
Sigma-Aldrich, A.B.D.

MACHEREY-NAGEL GmbH&Co0.KG, Almanya
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Big Dye Terminator v1.1 Kit AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
POP6 AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
Kapiler AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
Pipet uglar Gilson, Inc., A.B.D.

ELISA Plagi Gilson, Inc., A.B.D.

Ependorf tiip Gilson, Inc., A.B.D.

310 Ornek Tiipii AppliedBiosystems, Foster City, USA
310 Ornek Tiipii Septast AppliedBiosystems, Foster City, USA
0.2 ml PCR Tiipii Gilson, Inc., A.B.D.

3.1.3. Kullamilan Yazilimlar

Primer Ekspress v 3.0 AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
7000 SDS software AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
Sequencing Analysis v1.4 software AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
DNA Star SeqManlI DNASTAR, Inc., A.B.D.

BioEdit 7.0.9.0 http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
HBYV Grade Tool http://www.hiv-grade.de/cms/grade/

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Tez ¢aligmast igin Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Seroloji ve Molekiiler Mikrobiyoloji
Laboratuarlarina hastanemizin degisik birimlerinden ve diger kurumlardan hepatit
seroloji paneli i¢in bas vuran kisilerden alinan kanlardan ayrilan serumlar ve Istanbul

Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Infeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dalinda izole-
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anti-HBc nedeni ile takip edilen hastalardan alinan kanlardan ayrilan serumlar

kullanildi.

Tez calismasi sirasinda seroloji laboratuarina 2006-2007 yillar1 arasinda bag
vuran, hepatit belirtegleri i¢in yapilan testlerle HBsAg, anti-HBs, HBeAg ve anti-HBe
belirteclerinin tiimii negatif, anti-HBc’leri pozitif olan bireyler tez ¢alismasina dahil
edildiler. Bu bireylerin serum 6rnekleri, yapilan ELISA testlerinin dogrulanmasi amaci

ile iki defa kontrol edildi. Bu grup “izole anti-HBc Pozitif” grup olarak tanimland.

Tasarlanan “Immuno-Real Time PCR” yonteminin kontrolii ve optimizasyonu
icin iki kontrol grubu olusturulmasi planladi. Bu amagla, hepatit B belirteclerinden
HBsAg pozitif, anti-HBs negatif, HBeAg ve anti-HBe pozitif ya da negatif, anti-HBc
total (IgM ve IgQ) pozitif olan kisilerin serumlar “Hepatit B Pozitif” olarak tanimlandi.

Bu serumlar “Hepatit B Pozitif* kontrol grubunu olusturdular (n=30).

Hepeatit belirteglerinden HBsAg negatif, anti-HBs pozitif ya da negatif, HBeAg,
anti-HBe ve anti-HBc total (IgM ve IgG) negatif olan kisilerin serumlar1 “Hepatit B
Negatif” olarak tanimlandilar. Bu serumlar “Hepatit B Negatif“ kontrol grubunu

olusturdular (n=30).

Tiim orneklerin seroloji testlerin tamamlandiktan sonra elimizde kalan yedek

serumlari -20°C’de daha sonra uygulanacak laboratuar testleri igin saklandi.

3.3. Orneklerden Niikleik Asit Saflastiriimasi

Orneklerden niikleik asit saflastirilmast Affigene® DNA extraction (Sangtec
Molecular Diagnostics AB Box 20045, SE-161 02 Bromma, Isve¢) kiti kullanilarak
yapildi.

Bu amagla tiim 6rneklerden 200 pl’lik serumlar 1.5 ml’lik steril ependorf
tiiplerine aktarilarak tizerlerine 200 pl lizis solusyonu ve 25 pl proteinaz K eklendi. Oda
isisinda 15 dakika inkiibasyondan sonra ornekler 60°C’e 15 dakika inkiibe edildiler.
Inkiibasyon sonrasi iizerlerine 300 pl %100 etanol eklenen &rnekler vortekslenip kitin
icerigindeki DNA baglayic1 kolonlara aktarilarak 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij

edildiler. Santrifiij sonras1 6rnekler sirast ile 500 ve 600 pl’lik hacimlerdeki yikama
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tamponu (wash buffer) 1 ve 2 ile yikandilar. Orneklerde kalmis olabilecek etanolun
ucmasi i¢in 6rnek kolonlar1 11.000 rpm’de 1 dakika bos olarak santriifiij edildiler, 1.5
ml’lik temiz ependorf tiiplerine aktarildilar ve oda 1sisinda 5 dakika daha bekletildiler.
Orneklerden DNA izolasyonu igin kolonlarin iizerine 35 ul ayristirma tamponu (elution
buffer) eklendi, oda 1sisinda 3 dakika bekletildikten sonra 11.000 rpm’de santrifiij
islemi ile niikleik asit ekstraksiyon iglemi tamamlandi. Niikleik asit saflagtirma tiriinleri

ileri testler ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.4. Orneklerde HBV DNA Varhgmin PCR Yontemi ile Belirlenmesi ve Viral
Yiiklerin Real Time PCR ile Tayini

Orneklerin niikleik asit ekstraksiyon islemleri tamamlandiktan sonra tiim gruplar
(HBV pozitif 6rnek grubu n=30, HBV negatif 6rnek grubu n=30, izole anti-HBc¢ Pozitif
ornek grubu n=24) HBV DNA varligi agisindan semi nested PCR yontemi ile test
edildiler.

Semi nested PCR test sonuglarmin dogrulanmasi ve viral yiik belirlenmesi amaci
ile izole anti-HBc pozitif 6rnek grubu, COBAS TagMan® 48 (F. Hoffmann-La Roche
Ltd Group Headquarters Grenzacherstrasse 124 CH-4070 Basel Switzerland) sistemi
kullanilarak, {iretici talimatlar1 dogrultusunda test edildiler. Izole anti-HBc pozitif
hastalarin daha sonraki test ¢aligmalar1 icin COBAS TagMan® 48 testinin sonuglari

referans alindi.

Semi nested PCR iglemi i¢in Tablo 5’de dizileri verilen primerler kullanildi. Bu
primerler ile HBV genomunun polimeraz ve S Gen bdlgesini kapsayan HBV

genomunun 57-707. niikkleotidler arasindaki 650 bp’lik bolgesi ¢cogaltildi (2, 47, 84).

Tablo 5. Semi nested PCR ve DNA Dizi Analizi i¢in kullanilan primerler

Primerin Ismi Yonii Dizisi
HBV14 Ters (707-687) Biotin-ACATACTTTCCAATCAATAG
HBVI12 Duz (2850-2868) GGGTCACCATATTCTTGGG

Pol59F Diiz (57-77) CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC
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Semi nested PCR igleminin birinci agamast HBV12 ve HBV14 primerleri
kullanilarak gergeklestirildi. Birinci asama iglemleri i¢in tablo 6’da belirtilen karigim
hazirlandi. Hazirlanan karisimin iizerine 6rnek gruplarindan elde edilen niikleik asit
saflagtirma iiriinlerinden 15 pl eklendi. Boylelikle HBV genomunun 2850-707. bazlar
arasinda kalan bolge cogaltilmis oldu (1057 baz ¢ifti). Birinci asamadan elde edilen
driinler ikinci asama PCR islemleri i¢in kullanildi.

Laboratuarimizda HBV pozitif kontrol olarak kullandigimiz HBV DNA (daha
once yiiksek viral ylike sahip hastadan elde edilen HBV DNA 6rnegi) testler i¢in pozitif
kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol olarak HBV DNA igermeyen (daha 6nce test
edilmis negatif hasta serumu) serum 6rnegi kullanildi.

Semi nested PCR isleminin ilk asamasinda diisiik viral yiike sahip hastalarin
DNA kopya sayilarini arttirmak amaglandi. Bunun yani sira ikinci amacimiz “Immuno-
Real Time PCR” yontemi i¢in kullanilacak hedef DNA’y1 hazirlamakti. Bu amagla,
HBV14 primeri biyotin isaretli siparis edildi. Pozitif kontrol 6érneginden elde edilen
birinci agama PCR firiinii saflagtirildiktan sonra UV spektrofotometre ile kantitasyonu
yapildi ve miktar ayarlanip (10'* kopya/ml) “Immuno-Real Time PCR” yéntemi igin
hedef DNA olarak kullanildi.

Tablo 6. Semi nested PCR - Birinci Asama Bilesenleri

Bilesen Miktar Konsantrasyon

DNAz-RNAz icermeyen Su 23.5 ul 50 pl son reaksiyon hacmini tamamlamak
icin

dNTP karigimi 1.0 pl 200 mM (Fermantas)

Primer HBV14 1.0 ul Primerin son konsantrasyonu 25 Mm

Primer HBV12 1.0 pl Primerin son konsantrasyonu 25 mM

10x Taq Buffer 5.0 ul 1x (Fermantas)

MgCl 3.0 ul

Taq DNA Polimeraz 0.5 pl 2.5U (Fermantas)

Ornek DNA's1 15.0 ul

Toplam Hacim 50.0 pl
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PCR igin hazirlanan karisim, MJ Research PT 100 PCR cihazinda, ¢ogaltma

islemleri i¢in Tablo 7’deki program kullanilarak inkiibe edildi.

Tablo 7. Semi nested PCR - Birinci Asama PCR Programi

Asama Ist Siire (Dakika) Tanim
1. Bekleme 95°C 02.00 Denatiirasyon

95°C 00.45
2. PCR 49 °C 01.00 45 Doéngii PCR ile Cogaltma
Asamasi

72 °C 02.00
3. Bekleme 72 OC 05.00 Uzamas1 tamamlanmamus iiriinlerin tamamlanmasi
4. Bekleme 04 °C Sonsuz Ikinci asama PCR’a Kadar Saklamak icin

Semi nested PCR isleminin ikinci asamasi Pol59F ve HBVI14 primerleri
kullanilarak gerceklestirildi. Ikinci asama islemleri icin Tablo 8’de belirtilen karigim
hazirlandi. Hazirlanan karisimin iizerine birinci asama {irlinlerinden 3 pl eklendi.
Boylelikle HBV genomunun 57-707. bazlar1 arasinda kalan bdlgesi ¢ogaltilmis oldu
(650 baz ¢ifti).

PCR igin hazirlanan karisim, MJ Research PT 100 PCR cihazinda, ¢ogaltma
islemleri icin tablo 9’daki program kullanilarak inkiibe edildi.

Degerlendirme i¢in 6rnekler %1,5’luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten
sonra UV tablada bantlar incelenerek 650 bp’de pozitif bant veren sonuglar kaydedildi.
Izole anti-HBc pozitif hasta grubunda HBV DNA’si1 PCR yéntemi ile saptadigimiz
hastalarin PCR iiriinleri -20 °C’de DNA dizi analizi i¢in saklandi.
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Tablo 8. Semi nested PCR - Ikinci Asama Bilesenleri

Bilesen Miktar

Konsantrasyon

DNAz-RNAz igermeyen Su  35.5 ul

50 }/Ll son reaksiyon hacmini tamamlamak

icin
dNTP karigimi 1.0 ul 200 mM (Fermantas)
Primer HBV14 1.0 pl Primerin son konsantrasyonu 25 Mm
Primer Pol59F 1.0 pl Primerin son konsantrasyonu 25 mM
10x Taq Buffer 5.0 ul 1x (Fermantas)

MgCl 3.0 ul

Taq DNA Polimeraz 0.5 ul 2.5U (Fermantas)
Birinci Asama DNA's1 3.0 ul

Toplam Hacim 50.0 pl

Tablo 9. Semi nested

PCR - Ikinci Asama PCR Programi

Asama Is1 Siire (Dakika) Tanim
1. Bekleme 95°C 02.00 Denatiirasyon

95°C 00.45
2. PCR 50 °C 01.00 45 Dongii PCR ile Cogaltma
Asamasi

72 °C 02.00
3. Bekleme 72 OC 05.00 Uzamas1 tamamlanmamus iiriinlerin tamamlanmasi
4. Bekleme 04 °C Sonsuz Yiiriitme asama PCR’a Kadar Saklamak igin

3.5. Orneklerin “Immuno-Real Time PCR” Testleri

“Immuno-Real Time PCR” yontemi klasik ELISA yoOntemi ile molekiiler bir

teknik olan “Real Time PCR” yonteminin birlestirilmesinden tiiretilmis yeni bir tani
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yontemidir. Bu yontemde klasik ELISA’dan farkli olarak konjugat (enzim isaretli
antikor) bir enzim yerine DNA dizisi ile isaretlenir. Antijen antikor baglanma
asamalarindan sonra (klasik ELISA’daki konjugat gibi) antikora bagli olan DNA,
genellikle bir restiriksiyon enzimi ile kesim ve sonrasinda saflastirma ile sistemden
ayrilir. Saflagtirilan DNA dizisinin saptanmasi, klasik ELISA yonteminde oldugu gibi
kemiliiminisans ya da kolorometrik yontemler ile degil Real Time PCR ile

yapilmaktadir (56, 60, 61, 62, 65, 94).

Optimize ettigimiz “Immuno-Real Time PCR” testinde, daha duyarli ve
otomasyona daha acik olmalar1 nedeni ile antikor kapli ELISA plaklan yerine, antikor
kapli manyetik boncuklar1 kullandik. Hazirladigimiz hedef DNA’y1, antijen antikor
reaksiyonlariin gelismesi halinde, sisteme baglayabilmek i¢in (biyotin isaretli ikincil
antikor ile biyotin isaretli hedef DNA’miz arasinda koprii olusturmak amaci ile)
streptavidin molekiiliinii koprii olarak kullandik. Antikor ile konjugasyon i¢in gerekli
DNA, (hedef DNA, 10" kopya/test) daha énce de belirtigimiz gibi, semi nested PCR
isleminin ilk agsamasinda HBV’nin polimeraz gen bolgesinin, biyotinli primerler
kullanilarak ¢ogaltilmasi ve saflagtiriimasi ile elde edildi. (Sekil 8. Immuno Real Time

PCR Asamalari)

Sekil 8. Immuno-Real Time PCR” Asamalari

HBV'nin Manyetik
Boncuklar ile Streptavidin ve DNA Molekiiliniin
Yakalanmasi Hedefe Baglanmast
gf Real Time PCR ile Cogaltma
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Oncelikle hepatit B pozitif ve negatif 6rnek gruplarindan 4’er drnek alind1 ve

optimizasyon ¢alismalarma baslandi. Optimizasyon asamalar1 bagari ile tamamlandiktan
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sonra “Hepatit B Pozitif* kontrol grubundaki 30 6mek, “Hepatit B Negatif™ kontrol
grubundaki 30 6rnek “Immuno-Real Time PCR” yontemi ile test edilerek yontemin
giivenilirligi belirlendi. Daha sonra HBsAg’ nin bilinen konsantrasyonlar1 (Surase B-96
(TMB) kitinin Pozitif Kontrolii kullanildi) ile yontemin analitik duyarlilig1 belirlendi.
Bu amagla HBsAg’nin 1-400.000 pg’lik diliisyon serisi hazirlandi ve bu ornekler
“Immuno-Real Time PCR” yontemi ile test edildiler. Tiim bu kontrol ve optimizasyon
calismalarindan sonra izole anti-HBc pozitif 6rnek grubu “Immuno-Real Time PCR”

yontemi ile test edildi.

Yapilan optimizasyon c¢aligmalarindan sonra “Immuno-Real Time PCR” testinin

uygulanma basamaklar asagidaki gibi planlandi.

1. Anti-HBs kapli manyetik partikiiller (Mouse, Monoklonal IgG +
Monoklonal IgM, MES Buffer i¢inde, minimum %0.0675
konsantrasyonda, Abbot, Architect) 100 ul olacak sckilde U
tabanli ELISA plagina aktarildi. Bu partikiiller tizerine 100 pl serum

eklenerek pipetle karistirma islemi yapildi ve karisim 45 dakika 37 °C
inkiibe edildi.

2. Manyetik stand {izerine alinan o6rneklerde manyetik partikiillerin
cokmesi saglandi ve listte kalan kisim ayrilarak atildi, kalan manyetik
boncuklarin iizerine 100 pl biyotin igaretli anti-HBs (Goat, IgG, TRIS
buffer igcinde minimum konsantrasyon 0.25 pg/ml, Abbot, AxSYM)
eklenerek pipetle karigtirma islemi yapildi ve karisim 45 dakika 37 °C
inkiibe edildi.

3. Manyetik stand {izerine alman Orneklerde manyetik partikiillerin
cokmesi saglandi ve iistte kalan kisim ayrilarak atildi. Kalan manyetik
boncuklar 150 ul PBSw ( PBS, %1 BSA ve 0.1 Tween 20) ile 10 defa
yikandi. Ust s1vi atildu.

4. Kalan manyetik boncuklarin iizerine 100 pul Tampon C (Biyotin
isaretli hedef DNA (10'* kopya) ve streptavidinin (10 pg/ml) taze
hazirlanmis karigimi) eklendi. 45 dakika oda 1sisinda inkiibasyon

yapildi.
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Manyetik stand {izerine alinan 6rneklerden iistte kalan kisim ayrilarak
atildi. Kalan manyetik boncuklar 150 ul PBSw ( PBS, %1 BSA ve 0.1
Tween 20) ile 10 defa yikandi. Ust siv1 atilds.

Kalan manyetik boncuklar iizerlerine 50 pl DNAz-RNAz igermeyen
distile su konularak siispanse edildiler ve 0.2 ml’lik steril ependorf
tiipe alindilar. Siispansiyon, 99°C’de 5 dakika MJ Research PT 100
cihazinda inkiibe edilerek DNA’larin tek iplikli halde sivi faza
gecmesi saglandi. Denatiirasyonu takiben (6rnekleri sogutmadan)
hemen manyetik standa alinan siispansiyonda manyetik boncuklarin
¢Okmesi ve sivi i¢inde tek iplikli hedef DNA’nin kalmasi saglandi. Bu
tist stv1 yeni steril 0.2 ml’lik ependorf tiipline aktarilarak Real Time

PCR reaksiyonlar i¢in kullanildilar.

Real Time PCR i¢in primerler ve prob X68292 numarali HBV genomu baz

almarak Primer Ekspress v 3.0 (AppliedBiosystems Foster City, USA) ile tasarlandi.

Testi inhibe

edebilecek PCR inhibitorlerinin  varligimin kontrolii amaci ile

“AppliedBiosystems TagMan" ™ Exogenius Internal Positive Control” kiti kullanildi.

Tablo 10. “Immuno-Real Time PCR” i¢in kullanilan primerler ve prob

Primerin {smi
HBV-IPCR-f
HBV-IPCR-r

HBV-Probe

Yonii Dizisi

Diiz TAGGGCTTTCCCCCACTGT

Ters GGCCCCCAATACCACATCA

Diiz FAM-TGGGTTTCAGCTATATGG-MGB

Real Time PCR iglemi i¢in tablo 11°de belirtilen karigim hazirlandi. Hazirlanan

karigimin iizerine yapilan “Immuno-Real Time PCR’mn 6. basamaginda elde edilen

DNA oreklerinden 5 pl eklendi.
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Tablo 11. “Immuno-Real Time PCR” testi, Real Time PCR Bilesenleri

Bilesen Miktar Konsantrasyon
DNAz-RNAz icermeyen Su 1.5 ul 25 ul son reaksiyon hacmini tamamlamak igin
TagMan Universal

Master Miks 12.5 pl 1x

Primer HBV-IPCR-f 1.0 pl Primerin son konsatrasyonu 900 nM
Primer HBV-IPCR-r 1.0 ul Primerin son konsatrasyonu 900 nM
Primer HBV-Probe 1.0 pl Probun son konsatrasyonu 200 nM
10x IPC Miks 2.5 ul 1x

IPC DNA 0.5 ul 1x

DNA's1 5.0 ul

Toplam Hacim 25.0 pl

Real Time PCR icin hazirlanan karisim, AppliedBiosystems SDS 7000
cihazinda, ¢ogaltma ve saptama islemleri igin tablo 12’deki program kullanilarak inkiibe
edildi. AppliedBiosystems SDS 7000 cihaz1 ile gercek zamanli toplanan PCR
amplifikasyon verileri, cihazin kendi yazilimi olan SDS 7000 software v1.0 ile analiz
edildiler. Yazilimin elde ettigi esik dongli degerleri (“cycle of threshold” = Ct) ileri

analizler i¢in kullanildi.

Tablo 12. Real Time PCR Programi

Asama Ist Siire (Dakika) Tanim

1. Bekleme 95°C 10.00 Taq Polimeraz Aktivasyonu
2. PCR ve 95°C 00.15

Deteksiyon 60 °C 01.00 40 Déngii

Asamasi




49

3.6. Orneklerin DNA Dizi Analizi ve “a” Determinanti Mutasyonlarimn
Belirlenmesi

Daha once de belirtildigi gibi, semi nested PCR firiinleri pozitif bulunan izole
anti-HBc pozitif 6rnek grubunun ¢ogaltilan HBV DNA parcalari, DNA dizi analizi ile

incelendi.

DNA dizi analizinden 6nce PCR karisiminda bulunan ve DNA dizi analiz
reaksiyonlart ile etkilesime girerek sonuclarin bozulmasma sebep olabilecek
bilesenlerin (Primer ve dNTP gibi) ortadan kaldirilmasi i¢in PCR firiinleri EXO-Sap IT
(USB Corp. USA) ile muamele edildiler. Bu islem icin tablo13’deki karisim hazirlandi
ve karisim MJ Research PT 100 PCR cihazinda tablo 14’deki program kullanilarak
inkiibe edildi.

Tablo 13. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi i¢in kullanilan bilesenler

Bilesen Miktar Konsantrasyon
Exo-Sap IT 2.0 ul 1x (USB Corp. USA)
PCR Uriinii 5.0 ul

Toplam Hacim 7.0 pl

Tablo 14. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi i¢in kullanilan PCR Programi

Asama Ist Siire (Dakika) Tanim
1. Bekleme 37°C 15.00 Enzim Reaksiyonlari
2. Bekleme 85 °C 15.00 Enzim Inaktivasyonu

dNTP ve kullanilmamis primerlerden arindirilan PCR 6rneklerinin DNA Dizi
Analizleri AppliedBiosystems Big Dye v1.1 (AppliedBiosystems, Foster City, USA)
kiti kullanilarak yapildi. Bu amagla tablo 15°deki DNA dizi analiz karisim1 hazirlandi
ve karisim MJ Research PT 100 PCR cihazinda tablo 16’daki program kullanilarak

dongiisel dizileme “cyclesequencing” islemine tabi tutuldu.
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Tablo 15. Dongiisel Dizileme Reaksiyonlar1 Bilesenleri

Bilesen Miktar

Konsantrasyon

DNAz-RNAz icermiyen Su 5.0 ul
5x Sequencing Buffer 1.0 ul
Big Dye Ready Reaction Mix 2.0 ul

Primer (DﬁZ ya da Ters) 1.0 ].11 Primerin son konsatrasyonu 3.2 pmol
Saf PCR Uriinii 1.0 pl
Toplam Hacim 10.0 pl

Tablo 16. “Dongiisel Dizileme Reaksiyonlar1 PCR Programi

Asama Is1 Siire Tanim
1. Bekleme 96 °C 02.00 Taq Polimeraz Aktivasyonu
96 °C 00.10
2. PCR 50 °C 00.05 30 Doéngii PCR ile Cogaltma
Asamasi
60 °C 04.00
4. Bekleme 04 °C Sonsuz Yiiriitme asamasina Kadar Saklamak i¢in

Cikan DNA dizi analiz {rtnleri Sephadeks G-50 (Sigma) kullanilarak

temizlendi. Bunun i¢in 1 gr Sephadex G-50 12 ml DNAz-RNAz igermeyen distile su ile

yarim saat hidrate edildi. DNA baglayict 6zelligi olmayan spin kolonlara (Macherey
Nagel) aktarilan 700 pl hidrate Sephadex G-50 2000 g’de 2 dakika santrifiij edilerek

temizleme kolonlar1 hazirlandi. Bu kolonlara 10 ul dongiisel dizileme {irinii konarak

ornekler yeniden 2000 g’de 2 dakika

santrifiij edildiler ve 310 Genetik Analiz Cihazina

(AppliedBiosystems, Foster City USA) yiiklemeye hazir hale getirildiler.
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Dongiisel dizileme “cyclesequencing” iirlinleri asagidaki yiirlitme parametreleri

kullanilarak 310 Genetik Analiz cihazinda yiiriitiildiiler.
Yiiriitme i¢in Kullanilan Kapiler 36 cm 50 um ig¢ ¢apli kapiler (AppliedBiosystems)

Yiiriitme i¢in Kullanilan Polimer =~ POP6 (AppliedBiosystems)

Yiiriitme Modiilii RapidRun36 (ImL) E.md4
Enjeksiyon Zamam 30 Saniye

Enjeksiyon Voltaji 15 kV

Yiiriitme Voltaji 15 kV

Yiiriitme Zamani 36 Dakika

Yiiriitme Isisi 50 °C

Elde edilen elektroferogram verilerinin  Oncelikle  AppliedBiosystems
Sequencing Analysis v1.4 software ile baz isimlendirme “base calling” islemleri
gerceklestirildi, kalite kontrolleri yapildi. Daha sonra DNA elekroferogramlart DNA
Star SeqManll programinda cift yonlii eslestirme ve karsilagtirma islemlerine tabi
tutuldular. Sonu¢ olarak, veri analizi igin, tim filogenetik analiz yazilimlarinin
okuyabilecegi *.fasta formatinda standart DNA dizi verileri hazirlandi. Elde edilen son
dizilerin protein ¢evrimleri ¢oklu siralamalar ve filogenetik analizleri (BioEdit 7.0.9.0
program paketi i¢cindeki “DNADist-NEIGHBOR phlogenetic tree” yazilimi kullanilarak
komsu eklemleme yontemi “Neighbour Joining” ile filogenetik agac cizildi) ile
mutasyon analizleri BioEdit 7.0.9.0 programi ile yapildi. Diinya veri tabani
kargilagtirmasi ve mutasyon analizi dogrulamasi i¢in online (http://www.hiv-
grade.de/cms/grade/) HBV Grade Tool for analysis of HBV-resistance programi
kullanildi.

Gen Bankasi numaralar1 AB014370, X02763, X70185, AB0333555, D00329,
ABO033557, D00330, AB033559, Y18855, X02496, X65257, X68292, X72702,
X75664, X75657, AB032431, X75658, X75663, AF160501, AB179747 ve AB064315
olan HBV Genotip A-H DNA dizileri ¢alisma i¢in standart diziler olarak kullanildilar
(bknz. Ham Veriler)
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4.1. Ornek Gruplarimn HBV DNA ve Viral Yiik Sonuclari
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Tasarlanan “Immuno-Real Time PCR” ydnteminin kontrolii ve optimizasyonu

icin iki kontrol grubu olusturulmasi planlandr; “Hepatit B Pozitif” kontrol grubu (n=30)

ve “Hepatit B Negatif* kontrol grubu (n=30). Kontrol gruplarinda HBV DNA varligi

semi nested PCR yontemi ile arastirildi. “Hepatit B Pozitif” kontrol grubunun tiim

orneklerinde semi nested PCR yontemi ile HBV DNA saptanirken, “Hepatit B Negatif*

kontrol grubu Orneklerinin higbirinde semi nested PCR yontemi ile HBV DNA

saptanmadi (Tablo 17 ve 18). Bu kontrol gruplarina ait 6rnekler “Immuno-Real Time

PCR” yonteminin kontrolil ve optimizasyonu i¢in kullanilmigtir.

Tablo 17. “Hepatit B Pozitif“ 6rmek grubunun Semi nested PCR ile HBV DNA

sonuglari.

) Semi nested PCR | _ Semi nested PCR | _ Semi nested PCR

Omek No | ileHBVDNA |Ornek No | ile HBVDNA |Ornek No | ile HBV DNA
Sonucu Sonucu Sonucu

1 Pozitif 11 Pozitif 21 Pozitif

2 Pozitif 12 Pozitif 22 Pozitif

3 Pozitif 13 Pozitif 23 Pozitif

4 Pozitif 14 Pozitif 24 Pozitif

5 Pozitif 15 Pozitif 25 Pozitif

6 Pozitif 16 Pozitif 26 Pozitif

7 Pozitif 17 Pozitif 27 Pozitif

8 Pozitif 18 Pozitif 28 Pozitif

9 Pozitif 19 Pozitif 29 Pozitif

10 Pozitif 20 Pozitif 30 Pozitif
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Tablo 18. “Hepatit B Negatif 6rmek grubunun Semi nested PCR ile HBV DNA

sonuglari.

) Semi nested PCR | _ Semi nested PCR | _ Semi nested PCR

Ornek No | ile HBVDNA |Ornek No | ileHBVDNA |Ornek No | ile HBV DNA
Sonucu Sonucu Sonucu

1 Negatif 11 Negatif 21 Negatif

) Negatif 12 Negatif 22 Negatif

3 Negatif 13 Negatif 23 Negatif

4 Negatif 14 Negatif 24 Negatif

5 Negatif 15 Negatif 25 Negatif

6 Negatif 16 Negatif 26 Negatif

7 Negatif 17 Negatif 27 Negatif

8 Negatif 18 Negatif 28 Negatif

9 Negatif 19 Negatif 29 Negatif

10 Negatif 20 Negatif 30 Negatif

Tez caligmasi sirasinda seroloji laboratuarina 2006-2007 yillar1 arasinda bag
vuran, hepatit belirtegleri i¢in yapilan testlerle HBsAg, anti-HBs, HBeAg ve anti-HBe
belirteclerinin timii negatif, anti-HBc’leri pozitif olan izole anti-HBc pozitif kriterine
uyan 21 kisi bulundu ve ¢aligmaya alindi. Infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dalin’da
izole anti-HBc nedeni ile takip edilen 3 kisinin de ¢alismaya dahil edilmesi ile deneyler
gerceklestirildi. 1zole anti-HBc pozitif érnek grubunu bu nedenle 24 kisi olusturdu
(n=24).

Izole anti-HBc pozitif drnek grubunda da HBV DNA varligi semi nested PCR
yontemi ile arastirildi. Bunun yani sira, bu grupta, semi nested PCR test sonuglarimin
dogrulanmasi ve viral yiik belirlenmesi amact ile 6rnekler COBAS TagMan® 48 (F.
Hoffmann-La Roche Ltd Group Headquarters Grenzacherstrasse 124 CH-4070 Basel
Switzerland) sistemi kullanilarak, {iretici talimatlar1 dogrultusunda ikinci defa test
edildiler. Izole anti-HBc pozitif hastalarin daha sonraki test ¢alismalari icin COBAS
TagMan® 48 testinin sonuclari referans alindi. Bu gruba ait semi nested PCR ile HBV
DNA sonuglar ile COBAS TaqMan® 48 viral ylik sonuglar1 Tablo 19°da verilmistir.
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Ayrica Sekil 9°da semi nested PCR ile yapilmis HBV DNA Pozitif ve Negatif sonuclara

ait jel elektroforez goriintii sonu¢ drnedi verilmistir.

Tablo 19. “izole Anti-HBc Pozitif’ 6rnek grubunun Semi nested PCR ile HBV DNA ve

viral yiik sonuglart.

Ornek No Semi nested PCR ile| Viral  Yiik Ornek No Semi nested PCR ile| Viral  Yiik
HBV DNA Sonucu | (Kopya/ml) HBV DNA Sonucu | (Kopya / ml)

1 Negatif <6 13 Negatif Negatif

) Pozitif 32 14 Negatif Negatif

3 Pozitif 89 15 Negatif Negatif

4 Negatif Negatif 16 Pozitif 17

5 Negatif Negatif 17 Negatif Negatif

6 Negatif Negatif 18 Pozitif 36

7 Pozitif 13.9 19 Negatif Negatif

8 Pozitif 62 20 Negatif Negatif

9 Pozitif >1000000 |21 Negatif Negatif

10 Negatif Negatif |22 Negatif Negatif

11 Negatif Negatif 23 Negatif Negatif

12 Negatif Negatif (24 Negatif Negatif

Sekil 9. Semi nested PCR jel elektroforez goriintii sonug 6rnegi (sol taraf pozitif, sag

taraf negatif sonuglar)
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“Izole Anti-HBc Pozitif” érnek grubunda, 24 érnegin 8’inde (%33) HBV DNA
COBAS TagqMan® 48 ile saptanmustir. Semi nested PCR test sonuglar ile referans
yontem olarak kullandigimiz COBAS TaqMan® 48 sonuglari bir érnek disinda (<6
Kopya/ml viral yiikii olan ilk 6rnek) uyumlu bulunmustur. Semi nested PCR islemi
sonrast HBV DNA’s1 pozitif bulunan, izole anti-HBc pozitif 6rneklerin PCR {iriinlerinin
DNA dizi analizleri yapilmis, fakat viral yiikii <6 kopya/ml olan 6rnekte amplifikasyon

yapilamadigindan DNA dizi analizi yapilamamaistir.

4.2. Orneklerin “Immuno-Real Time PCR” Sonuclari

“Hepatit B Pozitif“ ve “Hepatit B Negatif* kontrol grubundan 30’ar 6rnek
kullanilarak yapilan “Immuno-Real Time PCR” testi kontrol ve optimizasyon
calismalar sonucunda pozitif kontrol grubundaki 30 6megin “Immuno-Real Time
PCR?” test sonuglar1 pozitif bulunmus, negatif kontrol grubundaki 30 6rnegin 29’unun
“Immuno-Real Time PCR” test sonuglari negatif bulunmustur. Negatif kontrol
grubunda 1 Ornek pozitif olarak saptanmistir. Bu 6rnek 11.000 rpm’de 2 dakika
cevrildikten sonra yapilan tekrar ¢aligmasinda negatif bulunmustur (Sekil 10).

Sekil 10. Negatif ve pozitif kontrol gruplarina ait “Immuno-Real Time PCR”

testi kontrol ve optimizasyon test sonuclarinin amplifikasyon egrileri.
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Yapilan kontrol ve optimizasyon testleri sonugunda “Immuno-Real Time PCR”

testinin negatif prediktif degeri %100, pozitif prediktif degeri %100, 6zgiilligi %100 ve
duyarliligr %100 olarak bulunmustur. (Tablo 20)

Tablo 20. “Immuno-Real Time PCR” Test Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Immuno PCR HBV Pozitif HBV Negatif

Sonucu Kontrol Grubu Kontrol Grubu Toplam
Pozitif 30 0 30
Negatif 0 30 30
Toplam 30 30 60
Duyarlilik 100

Ozgiillik 100

Pozitif Prediktif Deger 100

Negatif Prediktif Deger 100

HBsAg’nin bilinen konsantrasyonlari ile “Immuno-Real Time PCR” testi tekrar
uygulanmistir. Bu sayede testin analitik duyarlilifi belirlenmistir. Bu amagla
HBsAg’nin 1-400.000 pg’lik diliisyon serisi hazirlanmis ve bu 6rnekler “Immuno-Real
Time PCR” ile test edilmislerdir. Yapilan HBsAg diliisyon miktarlar sirasi ile 400.000
pg/ml, 200.000 pg/ml, 100.000 pg/ml, 10.000 pg/ml, 1.000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml
ve 1 pg/ml olacak sekilde diizenlenmistir. Test iic kere tekrarlanmistir. 3 tekrarin
ortalama Ct degerleri ve pg/ml cinsinden HBsAg miktariin negatif logaritmasi alinarak
standart egri cizilmistir. (Sekil 11 ve 12). Yapilan diliisyonlarda testin 400.000 pg/ml,
200.000 pg/ml ve 100.000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda anlamli bir ayirim yapamadigi,
bu konsantrasyon Ct degerlerinin ¢ok yakin oldugu ve bu miktarlarda testin doyuma
ulastig1 gozlenmistir. Test 100.000 pg/ml, 10.000 pg/ml, 1.000 pg/ml, 100 pg/ml ve 10
pg/ml arasinda lineer bir egri olusturmus ve kantitasyon i¢in dinamik araligin 100.000
pg/ml - 10 pg/ml oldugu hesaplanmistir. 1 pg/ml’lik HBsAg miktar1 2 testte
saptanamazken 1 testte saptanmistir. Boylelikle testin saptama limiti 10 pg/ml olarak

belirlenmistir. (Sekil 11-12).
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Sekil 11. HBsAg Diliisyon Dagilimi (400.000 pg - 1 pg) Amplifikasyon egrileri
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Sekil 12. HBsAg miktarlarin negatif logaritmalar1 ve “Immuno-Real Time

PCR” sonucu elde edilen Ct degerleri ile ¢izilen standart egri
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Izole anti-HBc pozitif érnek grubunda bulunan 24 érnegin “Immuno-Real Time

PCR?” test sonuglar1 Tablo 21’°de sunulmustur.

24 oOrnegin 7’sinde (%33) “Immuno-Real Time PCR” test pozitif sonug

vermistir. Burada dikkati ¢eken viral yiikii diisik olan ve PCR ile saptanamayan

hastanin “Immuno-Real Time PCR” test sonucu pozitif bulunurken (6 no’lu 6rnek),

viral yiikii yiiksek hastanin (9 no’lu 6rnek) “Immuno-Real Time PCR” test sonucunun

negatif bulunmus olmasidir. Bu bulgular disinda HBV DNA negatif hastalar ve diger

HBV DNA pozitif hastalarin “Immuno-Real Time PCR” test sonuglarinda bir

uyumsuzluga rastlanmamastir.

Tablo 21. Izole anti-HBc pozitif érnek grubu “Immuno-Real Time PCR” test

sonuglari.
Ornek No Egg DNA Viral Yiik gelrarllu{“li?ne Ornek No gllflx Viral Yik gelﬁulr}i?ne
Sonucu (Kopya/ml)| PCR PCR (Kopya/ml)| PCR
Sonucu Sonucu Sonucu
1 Negatif <6 Pozitif 13 Negatif Negatif Negatif
2 Pozitif 32 Pozitif 14 Negatif Negatif Negatif
3 Pozitif 8.9 Pozitif 15 Negatif Negatif Negatif
4 Negatif Negatif Negatif |16 Pozitif 17 Pozitif
5 Negatif Negatif  |Negatif |17 Negatif | Negatif ~ |Negatif
6 Negatif | Negatif  |Negatif |18 Pozitif |36 Pozitif
7 Pozitif 13.9 Pozitif 19 Negatif Negatif Negatif
g Pozitif 62 Pozitif 20 Negatif Negatif Negatif
9 Pozitif  1>1000000 |Negatif |21 Negatif | Negatif  |Negatif
10 Negatif  |Negatif  |Negatif |22 Negatif | Negatif  |Negatif
11 Negatif Negatif  |Negatif |23 Negatif | Negatif — |Negatif
12 Negatif  |Negatif  |Negatif |24 Negatif | Negatif  |Negatif
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4.3. Orneklerin DNA Dizi Analizi ve “a” Determinanti Mutasyonlar

Semi nested PCR fiiriinleri pozitif bulunan 7 izole anti-HBc¢ pozitif 6rnek DNA
dizi analizi islemi igin secildi. Yapilan filogenetik analiz sonrasi1 bu 6rnekler Genotip D

ve ayw? olarak tamimlandilar. (Sekil 13)

Sekil 13. BioEdit 7.0.9.0 program paketi icindeki “DNADist-NEIGHBOR
phlogenetic tree” yazilimi kullanilarak komsu eklemleme yontemi “Neighbour Joining”

ile gizilen filogenetik agag.

AB179747 AB064315
Genotip H

X75663
Genotip F
X75658
AF160501 Genotip G
X70185
AB014370 Genotip A
D00330 X02763
D00329
Genotip B

AB0333555
X75657 Genotip E

X75664

AB032431

AB033559
X65257

Y18855 X72702

Genotip C Genotip D

AB033557

X68292

7 “izole Anti-HBc Pozitif” 6rnek DNA dizi analizi islemi sonras1 elde edilen
* fasta formatinda standart DNA dizi verileri ile Gen bankasi standart DNA dizilerinin
karsilagtirilmalart ile yapilan mutasyon analizleri sonucunda S geninin 1-226. amino

asitleri incelendi. 18 No’lu drnekte, bu bdlgeye ait S6L, V14A, T45A, S193L, P211H,
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L213T, P217L, F220C, V224A amino asit degisimleri, 9 No’lu 6rnekte C137 “Stop”

Kodon degisimi, 4 No’lu 6rnekte L209V amino asit degisimi gézlendi.

Tablo 22. Vakalara Ait Polimeraz Geni (10-234. amino asitlar Arasi) ve S Geni
(1-226. Aminoasitler Aras1) DNA Dizi Analizi Toplu Sonuglart.

DNA Dizi Gen Genotip D'den Farkli Olan ilag Direng Paneli ve HBsAg Mutasyon
Analiz No Aminoasitler Paneli
3TC ADV ETV TDF
Polimeraz N53S, L91l, H124Y, Y135S,
F221Y Duyarl Duyarl Duyarh | Duyarh
S S6L, V14A, T45A, S193L,

1 (18 No’lu P211H, L213T, P217L,
Ornek) F220C, V224A Varyant

2 (16 No'lu | Polimeraz | H124Y, Y135S Duyarh | Duyarli | Duyarh | Duyarh
Ornek) S Yok Normal HBsAg

3(2No'lu | Polimeraz | H124Y, Y1355 Duyarli | Duyarhi | Duyarli | Duyarl
Ornek) S Yok Normal HBsAg

4 (3No'lu | Polimeraz | H124Y, Y135S Duyarli | Duyarli | Duyarli | Duyarl
Omek) |[S Yok Normal HBsAg

5 (9No'lu Polimeraz H124Y, Y135S, L146M Duyarl | Duyarl | Duyarli | Duyarh
Ornek) S C137* Stop Kodon

6 (4 No'lu | Polimeraz | Y135S, L217R Duyarh | Duyarhi | Duyarli | Duyarl
Ornek) S L209V Varyant

7 (5No'lu | Polimeraz H124Y, Y135S Duyarli | Duyarh | Duyarh | Duyarli
Ornek) S Yok Normal HBsAg

S Geni 1-226 ile ortiisen polimeraz gen bolgesi 10-234. amino asitleri arasi

kalan bolgenin de mutasyon analizleri ve protein dizileri Gen bankasi standart DNA
dizilerinin karsilastirildi. 18 No’lu o6rnekte, N53S, L911, H124Y, Y 135S, F221Y amino
asit degisimleri, 9 No’lu 6rnekte H124Y, Y135S, L146M degisimi, 4 No’lu ornekte

Y 135S, L217R amino asit degisimi gozlendi. Diger 6rneklerde bu bolge ile ilgili
H124Y, Y135S degisimleri bulundu.
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Sekil 14. Hastalarin ve Genotip D Prototiplerinin “a” Determinat Protein ve

DNA Dizileri.
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5. TARTISMA

Hepadnaviridae (Hepatitis Associated DNA Virus) ailesinin bir iiyesi olan
HBV’nin zarfi, konak hiicrenin lipid membranindan ve ii¢ viral glikoproteinden (kiiciik
veya temel yiizey proteini (S = small), orta ylizey proteini (M = medium) ve biiyiik
yiizey proteininden (L = large)) olusur. S proteini, bu ii¢ partikiil formu i¢inde, zarfta en
baskin bulunan proteindir ve ortak “a” antijeni belirleyicisini tasir. Bu protein bu
yiizden hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) olarak da anilmaktadir. Infekte bir hastanin
kaninda HBsAg 300 pg/ml diizeyine kadar ulagabilmektedir ve bunun yaninda HBsAg,
HBYV infeksiyonlarinin tanisinda temel immiinolojik belirte¢ olarak kullanilmaktadir (5,

42, 66, 78).

Evrim, tiim virlislerde fakat farkli hizlarda ve boyutlarda gerceklesir.
Hepadnaviridae ailesi lyeleri DNA virlisii olarak smiflandirilmalarina  kargin
replikasyonlar1 sirasinda, ters transkriptaz (“Reverse Transcriptaz”’, RT) enzimi ile
pregenomik RNA’y1 kalip olarak kullanarak DNA sentezler. Boylelikle DNA viriisii
olmalaria karsin mutasyon oranlar1t DNA viriislerinden yiiksek, RNA viriislerinden ise
daha diisiik diizeydedir. Bu oran HBV igin niikleotid pozisyonu basma yillik 2x107

olarak hesaplanmustir.

Yiizey ya da zarf proteinlerini kodlayan genlerde (preSl1, preS2 ve S) olusacak
mutasyonlar virlisiin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini engelleyebilecegi gibi
rutin kullanilan agilarin bu mutant tip virlis tiizerine etkili olabilmelerini de
engelleyebilir (5, 32, 33, 35, 42, 66, 78). Bu gibi mutant HBV kdokenleri ile meydana
gelecek infeksiyonlarda tamim yontemi olarak immiinolojik testler kullanish

olmamaktadirlar.

Genel olarak bu hastalarda HBsAg saptanamazken HBsAg’ye karsi yanit olan
anti-HBs’de saptanamamaktadir. HBeAg ve anti-HBe’nin de negatif olabilecegi bu gibi
durumlarda sadece anti-HBc antikorlar1 pozitif olabilir. Bu durum izole anti-HBc pozitif

ayr1 hasta grubunun olugsmasina neden olur.

Anti-HBc IgG akut infeksiyon doneminde pozitiflestigi ve hayat boyu
saptanabildigi icin akut, kronik veya Onceden gecirilmis HBV infeksiyonun

gostergesidir ve kiginin HBV ile karsilasmig oldugunu gosterir. Diger serolojik
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gostergeler olmaksizin saptanan salt anti-HBc IgG antikorlari; uzamis pencere
donemini, HBsAg'nin saptanamayacak kadar diisik oldugu kronik HBV
infeksiyonlarini, mutant viriislerle olusmus ve bu nedenle ticari kitlerle HBsAg’nin
saptanamadig kronik infeksiyonlar1 gosterebilir. Cok eskiden gegirilmis ve iyilesmis
HBYV infeksiyonlarindan sonra anti-HBs antikorlariin saptanamayacak diizeye inmesi
nedeni ile izole anti-HBc pozitifliligi olusabildigi gibi HIV infeksiyonlarda bagisiklik
sisteminin baskilanmasi ya da HDV siiperinfeksiyonunda HBsAg yapiminin

baskilanmasi da izole anti-HBc pozitif hasta grubunun olusmasina neden olabilir.

Diisiik vireminin olustugu infeksiyonlarda da HBsAg miktar1 serumda ELISA
yontemi ile saptanabilecek degerlerin altina diisebilmekte ve bu durumda da izole anti-
HBc seroloji sonucu olusabilmektedir. Bu gibi hastalarda vireminin varligi molekiiler
yontemler ile gosterilebilir. Bu gibi hastalar virlisii baska insanlara bulastirmak
acgisindan risk olustururlar. Yapilan ¢aligmalarda HBV’nin diisiik diizeyde endemik
oldugu bolgelerde bile izole anti-HBc vakalar1 %10-20 civarlarinda bulunabilmektedir.
Bu vakalar icinde HBV DNA saptama orani yaklasik %10°dur. HBV prevalansi
arttikca izole anti-HBc vakalarinda HBV DNA saptanma orant %40’lara kadar
cikmaktadir. (5, 42, 66, 78). Calismamizda 24 izole anti-HBc pozitif hastanin 8’inde
(%33) HBV DNA COBAS TagMan® 48 ile saptanmistir. Bu oranin goreceli olarak
yiiksek ¢ikmasinin nedeni Infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dalinda takip edilen izole
anti-HBc pozitif 3 olgunun (Bunlarin HBV DNA’lar1 pozitif olarak bulundu), serimiz
icinde bulunmasidir. Bu olgular goz ardi edilirse 21 6rnegin 5’inde (%23) HBV DNA
saptanmis olur ki HBV’nin orta diizeyde endemik oldugu iilkemiz i¢in bu oran kabul

edilebilir diizeydedir.

HBsAg varyantlarinin olusmasinda iki neden olabilecegi disiiniilmektedir.
Bunlardan ilki uygulanan pasif ve aktif immunizasyon nedeni ile yabanil tip viriisiin
baskilanarak mutant tip viriislerin pozitif segimine neden olduklaridir. Ikinci neden
olarak tedavide kullanilan antiviral ajanlarin polimeraz geni mutasyonlarina neden
olabilecegi, HBsAg’yi kodlayan S gen bolgesinin polimeraz geni ile rtiismesi nedeni
ile bu P geni mutasyonlarindan etkilenerek HBsAg’nin antijenik yapisinda degisime

ugrayabilecegi ileri siiriilmektedir (13, 95).

Vijayakumar ve arkadaslarinin HBsAg pozitif anneler ve bebekleri {izerine

yaptiklar1 ¢alismada immunizasyonun indiikledigi HBsAg “a“ determinant1 varyantlari
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tanimlamigtir. Bu kapsamda HBsAg pozitif 68 anne adayini ve bunlarin bebeklerini
calismalarina dahil etmisler ve bebekler dogar dogmaz standart asilama (0., 1. ve 6.
aylarda as1 uygulamasi) programina almiglar ve 1., 7., 12. ve 24. ayda bebeklerden kan
toplayarak HBsAg ve viral DNA varligin arastirmiglardir. Yapilan calisma sonunda 68
bebekten 2’sinde (%2.9) HBsAg ile birlikte anti-HBs ve HBV DNA saptanmistir. DNA
dizi analizi ile HBsAg’nin MHR bolgesini incelediklerinde T125M, 1126T, P127T
F134Y mutasyonlarin1 bir bebekte, 1126T, T131N ve S143T mutasyonlarini ikinci
bebekte saptamiglardir. Boylelikle immiin sistem baskilamasina kargin virlisiin bir kacis
yolu olarak antijenik yap1 degistirebilecegini sdylemislerdir. Immiin yanitin viriisii daha
etkin bir sekilde baskilamasi icin asilara pre-S epitoplarinin da konulmasim

onermislerdir (92).

Shields ve arkadaslar1 immunoglobulin proflaksisi uygulanmasina ragmen
karaciger transplantasyonundan 5 ay sonra gerceklesen HBV reinfeksiyonu
bildirmiglerdir. Bu hastada MHR bolgesinin DNA dizi analizi yapildiginda D144G
mutasyonunu saptamiglardir. Arastiricilar HBsAg’yi kodlayan S geninin P geni ile {ist
tiste binmelerine dikkati ¢ekmisler ve yiizey antijeni degisimine neden olabilecek
mutasyonun polimeraz geni mutasyonuna neden olabilecegi ve bunun da antiviral ilag

direncine neden olabilecegini bildirmiglerdir (72).

Michael P Cooreman ve arkadaslari da oOzellikle HBIG ile uygulanan
proflaksinin HBsAg “a” determinanti mutantlarina neden olabilecegini, asilama ile
uygulanan basarili HBV infeksiyonlarindan korunma protokollerinin yabanil tipler
tizerine baski uygulayarak mutant kdkenlerin yayilmasinda rol oynayabileceklerini
bildirmislerdir. En sik olarak kodon 144 ve 145’in bu immiinolojik baskidan

etkilendiklerini bildirmislerdir (13).

Sheldon ve Soriano lamivudin direncine yol acan V173L, L180M ve M204V
mutasyonlarimin HBsAg’de E164D ve [195M degisimlerine neden olabilecegini
bildirmisler ve bu degisimlerin antijenik yapiy1 etkileyebilecegini sdylemislerdir. Bunun
yani sira Yeh, A181T mutasyonunun lamuvidin direncine neden oldugunu bildirerek bu
mutasyonun HBsAg’de W172stop kodon olusumuna ve tamamlanmamis HBsAg
sentezine neden olabilecegini bildirmislerdir. Bunun yani sira adefovir direnci ile iligkili
N236T ve tenofovir direnci ile iligkili A194T mutasyonlarmin HBV S geninde

mutasyona neden olmadigini sdylemislerdir (80, 100).
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Bartholomeusz ve Locarnini antiviral terapiler ve yiizey mutasyonlari i¢in genis
bir derleme yapmislar, lamivudin direncine neden olan M204V degisiminin yiizey
proteininde 1195M degisimine neden olabilecegini ve ilave olarak W196S degisimine
de yol acabilecegini bildirmislerdir. Adefovir direncine neden olan N236T zarf
proteinini etkilemezken A181T mutasyonunun W172 stop kodon olusumuna yol
acacagi bildirmislerdir. Entekavir ile iliskili 1169T, S184G ve S202I degisimlerinin
yiizey proteininde F161L, L/V176G ve sV194F mutasyonlarina neden olabilecegi,
M250V degisiminin ise S geni disinda kalip bir etkisinin olmadigin1 bildirmislerdir (6).

Bildirilen bu mutasyonlarin HBsAg sentezinin kusurlu olmasina neden olup
serolojik testlerin etkisiz kalmalarina yol agmalarinin diisiiniilmesine ragmen, yapilan
cesitli calismalar da serolojik testlerin bu gibi mutantlarin bazilarini tespit edebildikleri
yoniindedir (35, 45, 46).

Lei’nin yaptig1 ¢calismada, HBsAg, “a” determinanti mutasyona ugramis olan 13
hasta 6rneginin 12°sinde HBsAg‘yi kemiluminisans tabanli Immulite ® 2000 HBsAg
Assay ile saptamislardir. Yanlis negatif sonu¢ bulduklar1 érnekte HBV DNA kopya
sayistimi  100’in altinda bulmuglardir. Yanlhs negatifligin diisiik viral yiikten
kaynaklandigimi, testin G145R mutasyonu dahil, T126S, Q129H, G130D, TI3IN,
M133L, T143L, T143M, DI144A, T126S + QI129H + MI133L, R122G ve R123GT

mutasyonlarina sahip kdkenleri saptayabilecegini bildirmislerdir (35).

La’ulu ve Roberts HBsAg mutasyonu olan degisik hastalarda alti ticari kitin
etkinligini denemislerdir. ARCHITECT, AUSZYME MONOCLONAL, AxSYM,
ADVIA Centaur, Test System3 ve VITROS ECi testlerini kullanarak yaptiklar
caligmada; ARCHITECT, AUSZYME MONOCLONAL AxSYM testlerinin tiim
mutantlar1 saptadigini, ADVIA Centaur testinin 145. kodon mutasyonunda yanlig
negatif sonu¢ verdigini, Test System 3 ve VITROS ECi testlerinin 143, 144 ve 145.
kodonlarda meydana gelen mutasyonlar1 saptayamadiklarini bildirmislerdir. Ayrica
arastirmacilar 0,4 ng/ml HBsAg’nin ya da 0,1 IU/ml HBV DNA’nin kanda bulunmasi
gerekliligine dikkati ¢ekmislerdir (46).

Bu acidan bakildiginda sadece mutant HBsAg’ler degil ayni zamanda diisiik
viral yiike sahip olan sessiz HBV infekte hastalar da toplum sagligi acisindan risk

olusturmaktadirlar.
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Ozellikle kan bankacilig1 acisindan sorun olusturacak bu tan1 problemlerine
karsin, anti-HBs’nin ya da niikleik asit tekniklerinin HBV taramalarinda kullanilmasi

diistiniilmustiir (1, 29, 35, 46, 69, 88).

Montalvo ve arkadaglari 158 anti-HBs pozitif goniillii {izerinde yaptiklar
calismada 13 6rnekte HBV DNA saptamislardir (% 8.23). (63) Bhatii ve arkadaslar
Pakistanli kan dondrlerinde yaptiklari calismada HBsAg negatif anti-HBc pozitif
hastalarin %76’sinda anti-HBs saptayabilmislerdir (9).

Veriler bu gibi hastalarin sessiz HBV infeksiyonlart oldugu ve toplum sagligi
acisindan tehdit olusturduklar1 yoniindedir. Kronik HBV infeksiyonlarinda yapilan
arastirmalarda Kohno ve arkadaglar1 anti-HBs varliginda HBsAg mutasyonu nedeni ile
olusan infeksiyon tekrarmi bildirmislerdir (39). Weinberg ve arkadaslari da HBsAg
serumda bulunmazken HBV DNA’nin diisiik diizey de olsa serumda bulunabilecegini
ve polimeraz ve “a” determinantina ait polimorfik fragmanlar icerebilecegini

bildirmislerdir (96). Vitale ve arkadaslar1 izole anti-HBc pozitifligini sesiz HBV
infeksiyonlarinda %5.9 olarak bulmuslardir (93).

HBV ile gelisen kronik infeksiyonlarda, diisik diizey viremi, virlisiin
saptanmasini  Onleyebilmektedir. Bu gibi sessiz infeksiyonlar hastanin karaciger
karsinom gelisim riskini de arttirmaktadir. HBV’nin replikasyonunda konaga ait pek
cok faktor (HNFI1, 3, interlokinler, interferon gibi) rol oynamaktadir. Bu gibi sesiz
infeksiyon gelistiren kisilerde bu tip genlerde mutasyon ya da polimorfizmlerin
olabilecegi disiiniilebilir. Bunun yani sira viriise ait mutasyonlar da ilging arastirma
konusu olmaktadir (12, 79, 73). Sengupta ve arkadaslan sessiz HBV infeksiyonlarinda
promoter mutasyonlarinin HBsAg sentez ve salinimi {izerine olan etkilerini incelemigler
sik rastlanan kiigiik gen havuzunu olusturan farkli genetik yapidaki “quasispecies”
varyasyonlarinin bulunmasini, pre S2/S bélgesinde olusan delesyonlari, 3025-3054 aras1
delesyonlari, stop kodon nedeni ile kisa kor ve prekor protein sentezini, polimeraz
geninde alternatif baslangic kodonu olusumunu ve YMDD mutasyonlarini sessiz

infeksiyonlarin olusumuna neden olabilecek etmenler olarak saymislardir (79).

Parka ve arkadaslar1 hepatoselliiler karsinomlu hastalarda yaptiklar ¢aligmada S
geninde 126. kodon degisimini prekor bolgesinde TAG stop kodon olusumunu X geni
EN II bolgesi degisimlerini, 6zellikle niikleer faktdr/enhacer bolgesi degisimlerini rapor

etmislerdir (73).
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HBV’ye ait antijenik yapilarin bu gibi sessiz infeksiyonlarda sagladiklar
bilginin yetersiz olmasi nedeni ile 6zellikle kan bankaciliginda kolay uygulanabilen
ELISA ile anti-HBc taramasiin risk belirlemek icin kullanilmasi gerekliligi genel kabul
goren goriislerdendir. Bunun yami sira niikleik asit saptamaya yonelik testler
uygulamalar1 zor da olsa seroloji testleri igin ¢ok dnemli bir dogrulama testi olmakla
birlikte, anti-HBc verileri ile kullanildiklarinda HBV bulasma riskini azaltmaktadirlar
(10, 23, 29, 38, 50). Kleinman ve arkadaslariin gosterdikleri gibi, niikleik asit tabanli
testlerin uygulanmasi ile bulasmadan sonra, pencere donemi geriye ¢ekilebilmekte ve

tan1 2.56 giin 6nce konulabilmektedir (38).

Komiya ve arkadaslari HBV’nin infektif dozunu saptamak amaci ile
sempanzeler iizerine yaptiklart calismada infektif dozu 10 kopya/ml olarak
bulmuslardir. Genotip A ve C ile yapilan bu calismada iki genotip arasinda infektivite
acgisindan aragtiricilar fark bulamamiglardir. Bizim c¢alismamizda C137 Stop kodon
mutasyonu olan 6rnek disinda diger drnekler 25 + 19 kopya/ml’lik viral yiike sahiptiler.
Bu viral yiik miktar1 bu kisilerin infeksiyonu diger saglikli bireylere yayabilecegini

gostermektedir (40).

Ulkemizden Findik ve arkadaslarinin Konya’da 1000 kan vericisi iizerine yaptigi
calismada kan vericilerinin 200’tinde anti-HBc pozitifligi (%20) saptamislardir. Anti-
HBs pozitifligini bu hasta grubu i¢inde %29.5 olarak bulurlarken anti-HBs negatiflik
oranini %70.5 olarak bulmuslardir. Anti-HBc saptanan hastalarin higbirinde HBY DNA
saptamamiglardir (25).

Sunbul ve Leblebicioglu’nun iilke genelinde 15 hastaneden topladiklar1 88
kronik hepatit B hastasinda yaptiklari calismada 78 hastanin genotipini genotip D olarak
bulmusturlar (53).

Ozdemir ve arkadaslarinin yaptig1 genotip calismasinda 45 kronik hepatit B

infekte hastanin genotiplerini D olarak bulmuslardir (70).

Yalginkaya ve arkadaslan yaptiklan calismada hepatit B serolojik alt tiplerini
incelemigler, 129 serumun 113’{inli ayw (%87.6) ve 4’lini adw olarak bulmuslardir
(99).

Bizim calismamizda, Tiirkiye verileri ile uyumlu olarak, tiim genotipler “genotip

D” ve serotipler “ayw2” olarak saptandi.
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Saymer ve arkadaglarimin bir bobrek transplantasyon hastasinda yaptiklar
calismada HBsAg mutasyonu tanimlamislardir. Hipersensitif nefroskleroz tanisi ile
takip edilen 25 yasinda kadin hastanin diyaliz 6ncesi 1999°da immunize edilerek
tedavisi diizenlenmisti. Periton diyalizi alan hastanin 2003 yilinda HBsAg, HBeAg,
anti-HBc IgM ve anti-HBs serolojik test sonuglarinin pozitiflesmesi iizerine yapilan
HBV DNA testinde 2x10° kopya/mI’lik sonug elde edilmis. Hastanin S gen DNA dizi
analizi yapilarak “a” determinantt S143L mutasyonunu bildirmislerdir. Hasta serotip
olarak ayw?2 bulunmus ve ayrica Q101H, S117N, T118R ve P120Q degisimleri hastada

“a” determinanti mutasyonlarina ilave olarak bulunmustur (77).

Ozaslan ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada 125. M-T, T-P degisimleri rapor
etmiglerdir. Bu degisimler genotip ic¢inde go6zlenebilecek polimorfizmler olup

HBsAg’nin antijenitesini etkilememektedirler (71).

Calismamizda S geninin 1-226. amino asitleri ile Ortiisen polimeraz gen
bolgesinin 10-234. amino asitlerinin mutasyon analizleri yapildi. Polimeraz protein
dizileri “HBV Grade Tool for analysis of HBV-resistance” programi ile
degerlendirilmelerinin yam sira gen bankasi standart DNA dizileri ile de karsilagtirildi.
Polimeraz geninin analiz yaptigimiz bolgesinde N53S, L91I, F221Y amino asit
degisimleri 18 No’lu 6rnekte, L146M degisimi 9 No’lu 6rnekte, L217R amino asit
degisimi 4 No’lu 6rnekte gozlendi. Tiim 6rneklerde bu bolge ile ilgili H124Y, Y135S
degisimi ortak olarak (H124Y degisimi 4 no’lu 6rnekte yoktu) gozlendi. Gen bankasi
standart DNA dizileri ile karsilastirma sonucu, Genotip D’de gozlenmeyen bu
degisimlerin diger genotiplerde olabilecegi goriildii. Tiim bu sayilan degisimler gerek
literatiir taramasi gerekse web tabanli “HBV Grade Tool for Analysis of HBV-
resistance” programi taramasi sonucu ila¢ direncine neden olmadiklart belirlendi. Bu

degisimlerin bu nedenlerle iilkemizde gozlenen polimorfizmler olabilecegi diistiniildii.

S geninde de 1-226. amino asitleri incelendi. Bu bdlgeye ait S6L, V14A, T45A,
S193L, P211H, L213T, P217L, F220C, V224A aminoasit degisimleri 18 No’lu 6rnekte,
C137 Stop Kodon degisimi 9 No’lu érnekte, L209V aminoasit degisimi 4 No’lu 6rnekte
gozlendi. Yapilan literatiir taramalarinda S6L, V14A, T45A, S193L, P211H, L213T,
P217L, F220C, V224A, L209V degisimlerinin antijenik yapiyr degistirmedikleri
saptanmis ve bunlarin diger genotiplerde goriilen degisim olduklarmin belirlenmesi

nedeniyle bu degisimlerin polimorfizm olabilecegi diisliniilm{istiir.
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Diinyada HBsAg’nin erken sonlanmasina ve bu antijenin sentez bozukluguna
neden olan iki stop kodon olusumu bildirilmistir. Yeh, A181T mutasyonunun lamuvidin
direncine neden oldugunu bildirerek bu mutasyonun HBsAg’de W172stop kodon
olusumunu rapor ederken Data ve arkadaslari, kodon 69’da stop kodon olusumunu
bildirmiglerdir (15, 80, 100). Bizim c¢alismamizda c¢ok yiliksek viral yiike sahip
(>1000000 kopya/ml) 9 no’lu 6rnekte serolojik olarak izole anti-HBc goézlenmesi
dikkatimizi ¢ekmisti. Testler {i¢ kere tekrarlanarak izole anti-HBc dogrulandi ve yapilan

caligmada C137Stop kodon olusumu saptandi. (Sekil 15).

Sekil 15. 9. Ornekte “Stop” Kodon
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“Immuno-Real Time PCR” yontemi klasik ELISA yoOntemi ile molekiiler bir
teknik olan Real Time PCR yonteminin birlestirilmesinden tiiretilmis yeni bir tani
yontemidir. Bu yontemde klasik ELISA’dan farkli olarak konjugat bir enzim yerine
DNA dizisi ile isaretlenir ve bu DNA dizisi, antijen antikor birlesme reaksiyonlari

gerceklesmesinden sonra sistemden izole edilir. Daha sora bu DNA dizisinin, PCR
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islemi ile cogaltilmasi saptanmas1 gergeklestirilir. Saptama klasik ELISA yonteminde
oldugu gibi kemiliiminisans yada kolorometrik yontemler ile degil Real Time PCR ile

yapilmaktadir (56, 60-62, 65, 94).

Wacker ve arkadaslari bu yontemi daha duyarli ve otomasyona daha agik olan
antikor kapli manyetik boncuklara adapte etmigler bdylelikle testin daha kolay
uygulanabilirligini saglamiglardir. Bu giin i¢in pek ¢ok DNA ekstraksiyon cihazi bu
manyetik partikiilleri kullanmakta ve laboratuvarlarin is ylikiinii azaltmaktadir (94). Bu
nedenle calismamizda manyetik boncuklarla kapli anti-HBs’yi HBsAg aramak icin

kullandik.

“Immuno-Real Time PCR”’1n sundugu bir diger avantaj da kantitasyona olanak
saglamasidir. HBsAg'nin 1-400.000 pg’lik diliisyon serisi hazirlanarak yaptigimiz
caligmada (400.000 pg/ml, 200.000 pg/ml, 100.000 pg/ml, 10.000 pg/ml, 1.000 pg/ml,
100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1 pg/ml) yontemin 400.000 pg/ml, 200.000 pg/ml ve 100.000
pg/ml’lik konsantrasyonlarda anlamli bir ayirnm yapamadigi, bu konsantrasyonlarda Ct
degerlerinin ¢ok yakin oldugu ve testin ¢ok hizli doyuma ulastigi gézlenmistir. Test
100.000 pg/ml, 10.000 pg/ml, 1.000 pg/ml, 100 pg/ml ve 10 pg/ml arasinda lineer bir
egri olusturmus ve kantitasyon i¢in dinamik araligin 10-100.000 pg/ml oldugu
hesaplanmistir. 1 pg/ml’lik HBsAg miktan 2 testte saptanamazken 1 testte saptanmistir.
Boylelikle testin saptama limiti 10 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu miktar klasik ELISA
testlerinin ortalama 200-400 pg/ml’lik saptama sinirindan 20-40 kat daha fazladir. Tez
caligmamizda diisiikk diizey viremilerin saptanmasinda “Immuno-Real Time PCR”

testini ¢ok duyarli bir yontem olarak bulduk.

Izole anti-HBc hasta grubunu olusturan neden ne olursa olsun bu olgular dogru
ve dikkatli bigimde incelenmedikleri zaman kendilerinin ve toplumun saglig1 igin tehdit
olusturabilirler. Bu gibi kisiler 6zellikle kan ve kan iiriinlerinin kullanimi, organ
nakilleri i¢in risk olusturabilirler. Bunun yam sira, hastaliin ilerleyen zamanlarinda
kendilerinde kalic1 karaciger hasar1 gerceklesebilir. Bildirilen c¢aligmalar, bu tip
olgularda genel tani problemininin mutant viriis kdkenlerinden kaynaklanmadigina
dikkat ¢ekmektedirler. Genel goriis, sorunun diisiik viral yiik nedeni ile olusan sessiz
infeksiyonlar oldugu yoniindedir. Bu sessiz infeksiyonlar1 klasik ELISA yontemsel
olarak saptayamamaktadir. “Immuno-Real Time PCR” yontemi ise bu sorunun

¢Oziimiinde, yapilacak optimizasyon ve kontrol ¢alismalarindan sonra, rutin tani igin
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cok iimit vericidir. Ulkemizde, bu ¢aligma ile ilk defa bulunan ve diinyada (meydana
geldigi pozisyon bakimindan ilk, mutasyon tipi bakimindan {igiincii) {igiincii olarak
gbzlenen, HBsAg’ nin erken sonlanmasi ve dolayisi ile saptanmasini engelleyen “stop”
kodon olusum mutasyonu dikkat ¢ekicidir. Bizim buldugumuz mutasyon diger ikisinden
farkli pozisyondadir. Bu gibi mutasyonlarda, saptanacak antijenik yapi biiyiik oranda

degistiginden immiinolojik yontemler yetersiz kalmaktadir. Bu gibi vakalarin mutlaka

niikleik asit tabanli teknikler ile kotrol edilmeleri gerekmektedir.

Sonug olarak, “Immuno-Real Time PCR” testinin daha hassas saptama siiriin
olmasinin yani sira yapilabilecek ¢oklu amplifikasyonlar ile birden fazla patojenin
(HIV, HBV, HCV ya da HBsAg, Anti-HBs, Anti-HBc gibi) serolojik olarak daha
duyarli saptanabilecegini ve sistemin manyetik boncuk teknolojisi ile otomatize edilerek
ozellikle kan bankacilig1 gibi sessiz HBV infeksiyonlarinin tanisinin ¢ok dnem tasidigi

alanlarda kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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HAM VERILER

>AB014370
atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgctcgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggatcacccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctceccaatcac
tcaccaacctcctgtcecctceccaatttgtcctggttatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatattcctcttcatcctgctgctatgectcatecttecttattggttecttectggattat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcaacaacaaccagtacgggacca
tgcaaaacctgcacgactcctgctcaaggcaactctatgtttcecctcatgttgetgtaca
aaacctacggatggaaattgcacctgtattcccatcccatcgtcctgggectttecgcaaaa
ttcctatgggagtgggcctcagtceccgtttctettggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggectttcagectatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacagcatcgtgaggccecctttataccgectgttaccaattttettt
tgtctctgggtatacatt

>X02763
atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgctcgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggatctcccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctceccaatcac
tcaccaacctcctgtcecctceccaatttgtcctggttatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatattcctcttcatcctgctgctatgcecctcatcttecttattggttecttectggattat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcaacaacaaccagtacgggacca
tgcaaaacctgcacgactcctgctcaaggcaactctatgtttccctcatgttgectgtaca
aaacctacggatggaaattgcacctgtattcccatcccatcgtcctgggectttcgcaaaa
tacctatgggagtgggcctcagtccgtttctecttggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggectttcagectatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacagcatcgtgagtccecctttataccgctgttaccaattttettt
tgtctctgggtatacatt

>X70185
atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgctcgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctaggggggtcacccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctccaatcac
tcaccaacctcctgtcecctccaatttgtectggttatcgectggatgtgtectgeggegtttt
atcatattcctcttcatcctgctgctatgcecctcatcttecttgttggttecttectggattat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcaacaacaaccagtacgggacca
tgcaaaacctgcacgactcctgctcaaggcaactctatgtttcecctcatgttgectgtaca
aaacctacggatggaaattgcacctgtattcccatcccatcgtcctgggectttcgcaaaa
tacctatgggagtgggcctcagtccgtttctcecttggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggectttcagectatatggatgatgtggtat
tgggggccaagactgtacagcatcgtgagtccecctttataccgectgttaccaattttettt
tgtctctgggtatacatt

>AB0333555
atggagaacatcgcatcaggactcctaggacccctgctcecgtgttacaggecggggttttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccacagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggaacacccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtcccaaatctccagtcac
tcaccaacttgttgtcctccgatttgtecctggttatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctctgcatcctgectgctatgectcatecttettgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcatcaaccaccagcaccggacca
tgcaaaacctgcacgactcctgctcaaggaacctcectttgtttcecctcatgttgectgtaca
aaacctacggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcttgggctttcgcaaaa
tacctatgggagtgggcctcagtccgtttctecttggectcagtttactagtgccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtctggetttcagttatatggatgatgtggttt
tgggggccaagtctgtacaacatcttgagtccctttatgeccgectgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>D00329
atggagaacatcgcatcaggactcctaggacccctgectecgtgttacaggecggggttttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccacagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
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tttctagggggaacacccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtcccaaatctccagtcac
tcaccaacctgttgtcctccaatttgtecctggttatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctctgcatcctgctgctatgectcatcttecttgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcatcaacaaccagcaccggacca
tgcaaaacctgcacaactcctgctcaaggaacctctatgtttcecctcatgttgectgtaca
aaacctacggatggaaactgcacctgtattcccatcccatcatcttgggectttcgcaaaa
tacctatgggagtgggcctcagtccgtttctecttggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtctggctttcagttatatggatgatatggttt
tgggggccaagtctgtacaacatcttgagtccctttatgeccgectgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>AB033557
atggagaacacaacatcaggattcctaggacccctgctcgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccacagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggagcacccacgtgtcctggccaaaattcgcagtccccaacctccaatcac
tcaccaacctcttgtcctccaatttgtcctggttatcgttggatgtgtctgecggegtttt
atcatattcctcttcatcctgctgctatgectcatecttettgttggttecttectggactac
caaggtatgttgcccgtttgtcctctacttccaggaacctcaactaccagcacggggcca
tgcaagacctgcacgattcctgctcaaggaacctctatgtttcecctecttgttgectgtaca
aaaccttcggacggaaactgcacttgtattcccatcccatcatcctgggectttecgcaaaa
ttcctatgggagtgggcctcagteccgtttctectggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggecttcagectatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacaacatcttgagtcecctttttaccgectgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>D00330
atggagaacatcgcatcaggactcctaggacccecctgctcecgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccacagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggaacacccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtcccaaatctceccagtcac
tcaccaacctgttgtcctccaatttgtcctggttatcgectggatgtgtctgecggegtttt
atcatcttcctctgcatcctgectgctatgectcatecttettgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcatcaaccaccagcacgggacca
tgcaagacctgcacaactcctgctcaaggaacctctatgttteccctcatgttgectgtaca
aaacctatggatggaaactgcacctgtattcccatcccatcatcttgggectttcecgcaaaa
tacctatgggagtgggcctcagtccgtttctecttggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtctggectttcagttatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacaacatcttgagtccecctttatgeccgectgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>AB033559
atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgectcgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggaactaccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctccaatcac
tcaccaacctcctgtcecctceccaacttgtgectggttatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgctgctatgecctcatcttecttgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcatcaaccaccagcacgggaccc
tgcagaacctgcacgactcctgctcaaggaacctctatgtatccctecctgttgectgtaca
aaaccttcggacggaaactgcacctgtattcccatcccatcatcctgggectttcggaaaa
ttcctatgggagtgggcctcageccgtttctettggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggectttcagttatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacagcatcttgagtcecctttttaccgectgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>Y18855
atggagaacacaacatcaggattcctaggacccctgctcgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccacagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggagcacccacgtgtcctggccaaaattcgcagtccccaacctceccaatcac
tcaccaacctcttgtcctccaatttgtecctggectatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatattcctcttcatcctgctgctatgectcatecttettgttggttecttectggactac
caaggtatgttgcccgtttgtcctctacttccaggaacatcaactaccagcacgggacct
tgcaagacctgcacgattcctgctcaaggaacctctatgtttcecctecttgttgectgtaca
aaaccttcggacggaaactgcacttgtattcccatcccatcatcctgggectttcgcaaga
ttcctatgggagtgggcctcagtccgtttctectggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggectttcagttatatggatgatgtggtat
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tgggggccaagtctgtacaacatcttgagtccctttttacctctattaccaattttecttt
tgtctttgggtatacatt

>X02496
atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgectecgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggaactaccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctccaatcac
tcaccaacctcctgtcecctceccaacttgtcctggttatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgctgctatgecctcatecttettgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcttcaactaccagcacgggacca
tgcagaacctgcacgactcctgctcaaggaacctctatgtatccctectgttgectgtace
aaaccttcggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcctgggectttcggaaaa

ttcctatgggagtgggcctcageccgtttctecctggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggectttcagttatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacagcatcttgagtccctttttaccgectgttaccaattttctte
tgtctttgggtatacatt

>X65257
atggagaacatcacatcaggattcctaggaccccttctecgtgttacaggecggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggaactaccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctccaatcac
tcaccaacctcctgtcecctccaacttgtecctggttatcgectggatgtgtectgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgectgctatgectcatecttettgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcctcaaccaccagcacgggacca
tgccgaacctgcacgactcctgctcaaggaacctctatgtatcecctectgttgetgtace
aaaccttcggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcctgggectttecggaaaa
ttcctatgggagtgggcctcageccgtttctectggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggectttcagttatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacagcatcttgagtccctttttaccgectgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>X68292
atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgectcgtgttagaggecggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggaactaccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctcecccatcac
tcaccaacctcctgtcecctceccaatttgtcctggttatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatattcctcttcatcctgctgctatgectcatecttettgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggtacttcaacaaccagcacgggacca
tgcagaacctgcacgactcctgctcaaggaacctctatgtatccctectgttgectgtace
aaaccttcggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcttgggectttcggaaaa
ttcctatggcagtgggcctcagecccgtttctectggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttgggtttcagectatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacagcatcgtgagtccctttataccgctgttaccaattttettt
tgtctctgggtatacatt

>X72702
atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgectcgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggaaccaccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctccaatcac
tcaccaacctcctgtcecctceccaacttgtcctggttatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgecttctatgectcatecttettgttggttctactggactat
caaggtatgttgcccgtgtgtcctctaattccaggatcttcaaccaccagcgcgggacca
tgcagaacctgcacgactactgctcaaggaacctctatgtatccctecctgttgcectgtacce
aaaccttcggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcctgggectttecggaaaa
ttcctatgggagtgggcctcageccgtttctectggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggectttcagttatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacagcatcttgagtcecctttttaccgctgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>X75664
atggaaagcatcacatcaggattcctaggacccctgctcecgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggagctcccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctceccaatcac
tcaccaacctcttgtcctccaatttgtecctggctatcgectggatgtgtctgeggegtttt
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atcatcttcctcttcatcctgctgctatgectcatcttecttgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcatcaaccaccagcacgggaccc
tgccgaacctgcatgactcttgctcaaggaacctctatgttteccctcatgttgectgttca
aaaccttcggacggaaattgcacttgtattcccatcccatcatcatgggctttcggaaaa
ttcctatgggagtgggcctcageccgtttctectggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgccgggctttcccccactgtctggetttcagttatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacgacatcttgagtccctttatacctctgttaccaattttecttt
tgtctttgggtatacatt

>X75657
atggaaagcatcacatcaggattcctaggacccctgectecgtgttacaggecggggttttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggagctccecgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctceccagtcac
tcaccaacctcttgtcctccaatttgtecctggctatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgctgctatgectcatcttecttgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcatcaaccaccagtacgggaccc
tgccgaacctgcacgactcttgctcaaggaacctctatgtttcececctcatgttgetgttca
aaaccttcggacggaaattgcacttgtattcccatcccatcatcatgggctttcggaaaa
ttcctatgggagtgggcctcageccgtttctectggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgccgggctttccecccactgtcectggetttcagttatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacaacatcttgagtccctttataccgctgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>AB032431
atggaaagcatcacatcaggattcctaggacccctgctcgtattacaggcggggttttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggagctcccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctceccaatcac
tcaccaacctcttgtcctccaatttgtecctggctatcgectggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgectgctatgectcatecttettgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcatcaaccaccagtacgggaccc
tgccgaacctgcacgactcttgctcaaggaacctctatgtttcececctcatgttgetgttca
aaaccttcggacggaaattgcacttgtattcccatcccatcatcatgggectttcggaaaa
ttcctatgggagtgggcctcagecccgtttctectggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgccgggctttccecccactgtcectggetttcagttatatggatgatgtggtat
tgggggccaagtctgtacaacatcttgagtccctttatacctctgttaccaattttettt
tgtctttgggtatacatt

>X75658
atggacaacatcacatcaggactcctaggacccctgectecgtgttacaggecggtgtgttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccacagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggactacccgggtgtcctggccaaaattcgcagtccccaacctceccaatcac
ttaccaacctcctgtcecctceccaacttgtcctggctatcecgttggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgctgctatgecctcatcttecttgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatctacgaccaccagcacgggacca
tgcaaaacctgcacaactcttgctcaaggaacctctatgtttccctecctgttgectgttee
aaaccctcggacggaaactgcacctgtattcccatcccatcatcttgggectttaggaaaa
tacctatgggagtgggcctcagcccgtttctectggectcagtttactagtgcaatttgtt
cagtggtgcgtagggctttcccccactgtctggettttagttatatggatgatctggtat
tgggagccaaatctgtgcagcatcttgagtccecctttataccgectgttaccaattttctgt
tatctgtgggtatccatt

>X75663
atggagaacatcacatcaggactcctaggacccctgcgegtgttacaggecggtgtgttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccacagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggactacccaggtgtcctggccaaaattcgcagtccccaacctceccaatcac
ttaccaacctcctgtcecctccaacttgtecctggectatcgttggatgtgtectgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgectgctatgectcatecttettgttggttecttectggactac
caaggtatgttgcccgtttgtcctctacttccaggatccacgaccaccagcacgggacca
tgcaaaacctgcacagctcttgctcaaggaacctctatgtttcecctectgttgetgttece
aaaccctcggacggaaactgcacctgtattcccatcccatcatcttgggectttaggaaaa
tacctatgggagtgggcctcagcccgtttctecctggectcagtttactagtgcaatttgtt
cagtggtgcgtagggctttcccccactgtctggecttttagttatatggatgatctggtat
tgggggccaaatctgtgcagcatcttgagtcecctttataccgectgttaccaattttctgt
tatctgtgggtatccatt
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>AF160501
atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgctcgtgttacaggcggggttttte
ttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctagggggagtgcccgtgtgtcctggecctaaattcgcagtcecccaacctceccaatcac
tcaccaatctcctgtcctccaacttgtecctggectatcgectggatgtgtectgeggegtttt
atcatattcctcttcatcctgctgctatgcecctcatcttecttgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtttgtcctctgattccaggatcctcgaccaccagtacgggaccce
tgcaaaacctgcacgactcctgctcaaggcaactctatgtatccctcatgttgctgtaca
aaaccttcggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcttgggectttcgcaaaa
tacctatgggagtgggcctcagtccgtttctecttggectcagtttactagtgeccatttgtt
cagtggttcgtagggctttcccccactgtctggcectttcagectatatggatgatgtggtat
tgggggccaaatctgtacaacatcttgagtccctttataccgctgttaccaattttecttt
tgtctttgggtatacatc

>AB179747
atggagaacatcacatcaggactcctaggaccccttctecgtgttacaggecggtgtgttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccaaagagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctaggggtaccacccgggtgtcctggccaaaattcgcagtccccaatctccaatcac
ttaccaacctcctgtcecctccaacttgtecctggectatcgttggatgtgtectgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgectgctatgectcatecttettgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtgtgtcctctacttccaggatcwacaaccaccagcacgggaccc
tgcaaaacctgcaccactcttgctcaaggaacctctatgtttcecctectgectgetgtace
aaaccttcggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcttgggectttecggaaaa
tacctatgggagtgggcctcagcccgtttctcecttggectcagtttactagtgcaatttgtt
cagtggtgcgtagggctttcccccactgtctggettttagttatatggatgatctggtat
tgggggccaaatctgtgcagcatcttgagtccecctttataccgectgttaccaattttttgt
tatctgtgggcatccatt

>AB064315
atggagaacatcacatcaggactcctaggaccccttctecgtgttacaggecggtgtgttte
ttgttgacaaaaatcctcacaataccacggagtctagactcgtggtggacttctctcaat
tttctaggggtaccacccgggtgtcctggccaaaattcgcagtccccaatctceccaatcac
ttaccaacctcctgtcecctceccaacttgtcctggctatcecgttggatgtgtctgeggegtttt
atcatcttcctcttcatcctgectgctatgectcatecttettgttggttecttectggactat
caaggtatgttgcccgtgtgtcctctacttccaggatcttcaaccaccagcacgggaccc
tgcaaaacctgcaccactcttgctcaaggaacctctatgtttccctecctgectgectgtace
aaaccttcggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcttgggectttcecggaaaa
tacctatgggagtgggcctcagcccgtttctecttggectcagtttactagtgcaatttgtt
cagtggtgcgtagggctttcccccactgtctggecttttagttatatggatgatttggtat
tgggggccaaatctgtgcaacatcttgagtccatttataccgctgttaccaattttttgt
tatctgtgggcatccatt

>7
ATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTC
TTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAAT
TTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC
TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT
ATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTAT
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTTCAACTACCAGCACGGGACCA
TGCAGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCTGTACC
AAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAA
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTT
CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTAT
TGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCGCTGTTACCAATTTTCTTT
TGTCTCTGGGTATACATT

>6
ATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTC
TTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAAT
TTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC
TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT
ATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTAT
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTTCAACCACCAGCACGGGACCA
TGCAGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCTGTACC
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AAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCTTGGGCTTTCGGAAAA
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTT
CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTAT
TGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCGTGAGTCCCTTTTTACCGCTGTTACCAATTTTCTTT
TGTCTTTGGGTATACATT

>5
ATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTC
TTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAAT
TTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC
TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT
ATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTAT
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTTCAACTACCAGCACGGGACCA
TGCAGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGATGCTGTACC
AAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAA
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTT
CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTAT
TGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCGCTGTTACCAATTTTCTTT
TGTCTTTGGGTATACATT

>4
ATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTC
TTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAAT
TTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC
TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT
ATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGLtTGGTTCTTCTGGACTAT
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTTCAACTACCAGCACGGGACCA
TGCAGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCTGTACC
AAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAA
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTT
CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTAT
TGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCGCTGTTACCAATTTTCTTT
TGTCTTTGGGTATACATT

>3
ATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTC
TTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAAT
TTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC
TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT
ATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTAT
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTTCAACTACCAGCACGGGACCA
TGCAGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCTGTACC
AAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAARA
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTT
CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTAT
TGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCGCTGTTACCAATTTTCTTT
TGTCTTTGGGTATACATT

>2
ATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTC
TTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAAT
TTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC
TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT
ATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGETGGTTCTTCTGGACTAT
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTTCAACTACCAGCACGGGACCA
TGCAGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCTGTACC
AAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAA
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTT
CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTAT
TGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCGCTGTTACCAATTTTCTTT
TGTCTTTGGGTATACATT

>1
ATGGAGAACATCACATTAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGCGTTACAGGCGGGGTTTTTC
TTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAAT
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TTTCTAGGGGGAGCTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC
TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT
ATCATATTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTAT
CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTTCAACTACCAGCACGGGACCA
TGCAGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCTGTACC
AAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAA
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTT
CAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTTAGTTATATGGATGATGTGGTAT
TGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCactTTacACCGCTGTTACTAATTTTCTGT

TGTCTTTGGGCATACATT
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