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1L KISALTMALAR VE SIMGELER

aa Aminoasit

A Adenin

Amp Amper

AOC Agik Okuma Cergevesi

AVH Akut Viral Hepatit

bg Baz Cifti

C Sitozin

CCC Kovalent bagl kapal: cembersel yap:
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dNTP Deoksintikleotid trifosfat

ddNTP Dideoksiniikleosid trifosfat

DNA Deoksiribonfikleik asit

DR Direkt tekrarlanan diziler

€ Epsilon kék (stem loop) dizisi
EDTA Disodyum etilenediamintetra-asetat
enh “enhancer”

ER Endoplazmik Retikulum

EtBr Etidyum Bromid

G Guanin

HBcAg Hepatit B kor antijeni

HBeAg Hepatit B e antijeni

HBsAg Hepatit B yiizey antijeni

HBxAg Hepatit B x antijeni

HBV DNA Hepatit B Viriis DNA’s1

HCC Hepatoselliiler Karsinoma

HDV Hepatit Delta viriisii

HLA Insan histokompatibility 18kosit antijen
Kd Kilo dalton

LHBs Hepatit B Biiylik Yiizey Proteini
MHBs Hepatit B Orta Yiizey Proteini

N A, C, G, T niikleotidlerinden biri
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Tablo 3.1. Amino asit (aa) sembolleri

Amino Asit | Ug Harfli | Bir Harf Kodon
Sembol | Sembol
Alanin Ala A GCT, GCC, GCA, GCG
Arginin Arg R CGT, CGC, CGA, CGG, AGA,
AGG
Asparagin Asn N AAT, AAC
Aspartik asit Asp D GAT, GAC
Sistein Cys c TGT, TGC
Glutamin Gin Q CAA, CAG
Glutamik asit Glu E GAA, GAG, GAG
Glisin Gly G GGT, GGC, GGA,GGG
Histidin His H CAT, CAC
IzolBsin lle i ATT, ATC, ATA
Losin Leu L CTT, CTC, CTA, CTG, TTA, TTG
Lisin Lys K AAA, AAG
Methionin Met M ATG
Fenilalanin Phe F TTT, TTC
Prolin ~ Pro P CCT, CCC, CCA, CCG
Serin Ser ) AGT, AGC, TCT, TCC, TCA, TCG
Treonin Thr T ACT, ACC, ACA, ACG
Triptofan Trp W TGG
Tirozin Tyr Y TAT, TAC
Valin Val \' GTT, GTC, GTA, GTG
Stop Stop Stop TAA, TAG, TGA

Vi



1. OZET

HBYV infeksiyonunun ciddi seyirli olmasi, kroniklesmesi ve tedaviye yanitsiz
kalmas: konagmm disindaki etkenlerle de iligkilendirilmektedir. Ulkemizde yaklagik %8
oraninda tastyici popiilasyonu bulunan HBV genomunda prekor- kor ve X bilgelerinde
saptanan bazi mutasyonlar ozellikle Akdeniz iilkelerinde sik goriilen, HBeAg’nin
sentezini Onleyerek virlisiin konagm bafigiklik sisteminden kurtulmasma neden olan
A1896 mutasyonu bu durumlardan sorumiu tutulmaktadir. HBV genomunda olugan her
tip mutasyon viriislin yap: ve yasam dSnglisiinii etkileyeceginden infeksiyon olugturma
sirecinden baghyarak tedavi segenegine kadar etkili olacagi agiktir,

Bu ¢galigmada, akut ve kronik hepatit B infeksiyonlu hastalar segilerek X genine
ait baz dizilerindeki olas1 degigikliklerin saptanmasi amaglamigtir. Genotipleri
belirlenen 50 hastanin; X ve bu bolge ile listiiste gelen prekor-kor bélgeleri zgiin
primerler kullamlarak cogaltilomg ve dizi analizi reaksiyonlann ile baz dizileri
belirlenmistir. 42 olguda genotip D (% 84), 6 olguda ise genotip A (% 12) saptanmustir,
Genotipleri belirlenen olgularin prekorskor bolgelerinde belirlenen mutasyonlar su
gekildedir: 19 olguda (% 61) 1858. niikleotitteki sitozinin timidine (C—T) ,17 olguda
(% 55 ) Akdeniz Ulkelerinde yaygm olarak goriilen 1899. nikleotitteki guaninin
adenine (G—A) donfistiifii saptanmugtir. Sitozinin timine (C—T) degismesiyle olusan
1856. niikleotitteki mutasyon 5 olguda (% 16), 1862. niikleotitteki guaninin timine
(G—=A) doniistligt ise 2 olguda (% 6.4. ) belirlenmigtir. 1 olguda (% 3.2) 1896.
niikleotitteki guaninin adenine (G-—>A) donligmesiyle olusan prekor stop kodon
mutasyonu saptannugtir. 1762. nikkleotitteki adeninin timine (A=-»T) degisimi ve 1764.
niikleotitteki guaninin adenine (G—~»A) degisimiyle belirlenen kor bolgesi mutasyoniars
1 olguda (% 3.2 ) bulunmugtur. Dizi analizi ¢aligmalar: sonucu genotipleri belirlenen
olgularda, HBV X gen bolgesinde 12 degigik mutasyon, 4 farkl: insersiyon
tammianmgtr.

HBV’nin Tirk toplumundaki heterojenitesine molekiiler diizeyde agikhik
getirmeyi amagladifimiz bu galigmada, literatiir ile uyumlu sonuglara ek olarak prekor,
kor ve X bblgelerinde bugiine kadar yaymlanmamig nokta mutasyonlarin varhg: da
saptanmigty.



2. SUMMARY

Analysis of Hepatitis B Virus (HBV) X Region Mutations From Acute and Chronic
HBYV Infected Patients And Investigation of Clinical Relations

The tendency of HBV to cause a more severe and chronic disease in cerfain
cases and the reason for poor or intermittent response to therapy in those patients, have
been related to facts other than that of the host. As it is common to Mediterranean
countries, Turkey has a population ratio of 8 % that holds specific mutations in the
precore region of HBV genome, especially at the A1896 stop codon mutation, which
abolishes the synthesis of HBeAg. Thereby, causing the virus to escape from the
immune system of the host. This mutation could be responsible for such cases.

The purpose of this study is to demonstrate X gene mutations in chronic and
acute Hepatitis B patients. The HBV genotypes of 50 infected patients were determined.
The X and the overlapping pre core- core regions have been amplified by PCR using
specific primers and sequenced. Dominantly D genotype was found among the patients
(42 of 50 patients, 84%). 6 out of 50 of them {12%) were A genotype. The samples that
have been identified with a genotype display the following precore-core mutations: 19
of the samples (61 %) had change from cytosine to thymine (C—T) on nucleotide 1858,
17 (55%) had change from guanine to adenine (G—A) on nucleotide 1899, which is
common among Mediterranean countries. A mutation on nucleotide1856 had change
from cytosine to thymine (C—T) among 5 (16 %) of them and 2 of them (6.4%) had
change from guanine to thymine on nucleotide 1862. 1 sample (3.2 %) had a precore
stop codon mutation from guanine to adenine (G—A) on nucleotide 1896, Also, a
change from adenine to thymine (A—T) on nucleotide 1762 and another change from
guanine to adenine (G—A) on nucleotide 1764 have been found on 1 (3.2 %) sample.
From the samples whose genotypes have been determined by sequence analysis, 12
different mutations on HBV X gene region has been found and 4 distinct insertions have
been identified.

The aim of this project has been to clarify the heterogeneity of HBV among the
Turkish population using molecular techniques. In addition to the known mutations,
new point mutations have been discovered in the precore, core and X regions, which

have not been identified before and cause several amino acid changes.



3. GIRIS ve AMAC

Hepatit B viriis infeksiyonu, kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler
karsinoma gibi tedavisi gii¢, ciddi seyirli karacier hastabklarma yol agmak-
tadir. Giinfimiizde kronik hepatit B virlisii tasiyicist yaklagik 300 milyon kisi
bulunmaktadir ve bu kigilerde siroz, bunu takiben hepatoseliiler karsinoma goriilme
riski oldukga yilkksektir. Oliimciil hastaliklar arasmda 9. swada yer alan HBV
infeksiyonu, insanhik i¢in Snemli bir saghk sorunu olma durumunu stirdiirmektedir.
Infeksiyon, as1 uygulamas: ile bir digide engellenmekle beraber, kronik hepatit icin
heniiz etkin bir tedavi gelistirilememigtir. Tiirkiye'de HBV tagiyicihgmin, bblgeler aras:
farkhliklar gBstermesine karsin, yaklagik % 8 oldufu samlmaktadir. Bu nedenlerle,
HBYV infeksiyonu, diger iilkelerde oldugu gibi, lilkkemizde de halk sagh@: acisindan
bilyiik bir sorun tegkil etmektedir.



4. GENEL BILGILER
4.1. HBV'nin TARIHCESI

Ik kez Hipokrat tarafindan tibbi kayitlara gecirilen viral hepatit insanlik tarihi
kadar eski bir hastaliktir (11). Hastah@mn ilk bilimsel tammmm 1865 yilinda patalog Dr.
Virchow, “Kataral ikter” olarak yapmig ve bu isimle literatiire dahil edilmigtir (60).

Daha sonra II. Diinya Savas: swasmda hastahik Amerikan askeri birliklerinde
epidemiyolojik bir problem olarak dikkati cekmigtir. Bu swrada hemen hemen ayni
klinik tabloyu olugturan birden fazla (o zaman igin iki) viral etkenin bulundugu ve
bunlarin arasinda kesin immunolojik farkliliklar oldugu anlagilmigtr. Hastahifa etken
mikroorganizmanmn bir viriis olabilecegi, 20. Yiizyiin baginda kabul edilmis olmasina
ragmen, ancak 1947 yilinda, epidemiyolojik ozelliklere dayanarak, A ve B geklinde
tammlanan iki farkh tablonun ayrim yapilmugtir (12). O dénemde “serum hepatiti”
olarak adlandirilan ve baghca parenteral yoldan bulagtif1 kabul edilen B tipi hepatit
etkenine ait ilk bulgular 1963 yihinda Blumberg ve arkadaglar: tarafindan bildirilmistir
(76). Blumberg ve arkadaglari polimorfik serum proteinleri konusunda yaptiklar:
¢aliymay: yuritiirlerken  bir Avusturalya yerlisinin kaminda o giine kadar
tanimlanmamg yeni bir antijenin varhgmi gézlemlemiglerdir (16). “Avustralya Antijeni
(AuAg)” seklinde isimlendirdikleri bu antijenin B tipi hepatitle iligkisini ortaya
koymuglardir. 1970 yilinda ise Dane ve arkadaglari immun elektron mikroskopisi
teknigini kullanarak inceledikleri hasta serumlarinda, yiizeylerinde aym antijeni tagiyan
“virus =like” partikiilleri saptamiglar ve bu partikiillerin “Hepatit B Viriisi (HBV)”
oldugunu ileri stirmiiglerdir (6). 1973 yilina gelindiinde Kaplan ve arkadaglar: viriisiin
kor bolgesinde DNA’ya bagimh DNA polimeraz varhigim saptamiglardir (40). Robinson
ve arkadaslar: ise HBV genomuna ait gegitli Szellikleri deneysel olarak gostermislerdir
(1.

Ik bulgulan takiben, HBV konusunda yopun ¢ahismalar yapilmis ve gelistirilen
serolojik ybontemler araciifn ile etkenin yeryiizinde ne denli yaygm oldugu
saptanmstir(95). Zuckerman ve Ghendon’un da vurguladiklan gibi, B viriisti hepatiti
dinyanin  biitiin Glkeleri i¢in en Onemli saghk sorunlarindan biri olarak kabul
edilmektedir (70). Bugtin tiim diinyada yaklagik iki milyardan fazla kiginin bu viriis ile
temas etmis oldugu; % 95’1 gelismekte olan iilkelerde olmak {izere ortalama 300 milyon



kiginin HBV tagiyicis: oldugu hesaplanmaktadr. Hastahfin kroniklesmeye egilimli
olmasi, kronik karaciger hastaliklarina, siroza ve hepatoselliiler karsinomaya neden
olusu dolayis1 ile B virlisli hepatiti biiydk bir sorun tegkil etmektedir (14).
Hepatoselliiler karsinoma, en sik goriilen bir kag kanser arasinda yer almakta ve HBV
de bunun en bilyiik nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. HBV tagiyicilarinda
karaciger kanserine yakalanma riskinin ortalama 200 kat daha arttif1 saptanmsgtir.

Etkenin doku kiiltiirlerinde {iretilememesi ve hayvan deneylerinin sadece belirli
maymun tiirleri ile sinirh olmasi, serolojik incelemeler diginda, HBV konusundaki
cahsmalarin 1980’ yillara kadar kisith kalmasmna yol agmmstir. Ancak bu tarihten
sonra, ¢esitli hayvanlarda HBV’ ne benzer viriislerin gsterilmesi ve nihayet molekiiler
biyoloji konusundaki ilerlemeler, bu virlis ile ilgili zh bilgi birikimini saglamstir.
Rekombinant DNA teknikleri kullanilarak virlisiin yapis1 aydinlatilmig; karaciger ve
serunda HBV’nii aragtirma imkanlan dofmus ve genomun replikasyon mekanizmas:
tam olarak agiklanmgtir.

Hepatotropizm egilimindeki hepadna viriislerin biyolojik 8zellikleri konusunda
yapilan ¢ahigmalar, bu viriislerin ciddi boyutlarda hiicre yikimina yol agar tarzda
sitotoksisite gostermediklerini ancak akut ya da kronik hepatit tablosunun viriis
proteinlerini eksprese eden hepatositlerin konak savunma mekanizmalarina hedef
olmas: sonucu ortaya ¢giktifim kanitlammstir. HBV'nun hangi mekanizmayla karacigerde
hasar yaptif1 bilinmemektedir. Viriisiin sitopatik olmadif, infekte hepatositlere karg:
gelisen immiin yanitin karacifier hasarindan sorumlu oldugu samlmaktadir. Bu durumda
konak¢mmn immiin cevabmm etkinlii yamsira viriislin antijenik yapisindaki, antijen
ekspresyonu ve replikasyon kapasitesindeki defiisiklikler de karacifer hasarmmn farkh
goriinlimlerine neden olabilir. Viriise ait bu faktorler dogal olarak virfisiin genomik
yapisindaki degigikliklerle yakindan iliskilidir. Bu nedenle HBV infeksiyonlarmm akut,
kendi kendini smrlayan hepatitten, asemptomatik tagtyiciliga, fulminan hepatitten,
kronik hepatite ve karacifier kanserine kadar defigsen farkh klinik gbriiniimlerinden
virisiin genomik degisikliklerinin sorumiu olup olmadig1 merak edilmigtir. Molekiiler
biyolojik yontemlerin gelismesi virlis genomundaki degisikliklerin daha kolay ve daha
genig incelenmesini saflamgtir. Son on yilda HBV’ne ait genetik degisiklikler ve
bunlarin hastahfm klinigi ile iligkileri gok sayida aragtirmanin konusu olmustur. Sekil
4.1°de HBV’nin elektron mikrografi g6riinmektedir.



$ekil 4.1 Hepatit B virlistiniin elektron mikrografi (H.-W. Zentgraf,
Heidelberg)

4.2. HBV’nin Bulagma Yollarn ve Risk Gruplan:

Hepatit B’nin yayilmasindaki en biiyiik etken diinyada 300 milyonluk bir
rezervuar olan tastyicilardir. HBV nin en yogun bulundugu viicut sivilari kan, semen ve
vaginal sekresyonlar olup, bu viicut sivilariyla bulasma riski daha fazladir. Bunlarin
diginda titkriik, ter, gézyas, siit, nazofarengeal sivilar, asit sivisi diger viicut sivilari da
potansiyel olarak infeksiydzdiir (8,25,70).

HBV’nin dort ana bulagma paterni vardir: Perkiitandz (parenteral), perinatal, horizontal
ve cinsel temas ($ekil 4.2).

Perkiitan bulagma paterni en gok arastirilan ve en iyi bilinen bulagma gegitidir.
Perkiitan bulagma viriisle kontamine kan ve kan tiriinleri, cerrahi aletler, igne, enjektor,
IV (damar igi) uyusturucu kullammi, dégme, akupunktur, kulak delme, dis fircasi, trag
ve miikoz membranlara sigrama gibi nedenlerle olmaktadir. Hastanelerin diyaliz ve kan
merkezleri, onkoloji-hematoloji klinikleri ve laboratuvar gibi kisimlarinda hastadan
hastaya, hastadan personele veya kontamine aletler yoluyla HBV bulasi ¢ok sik
goriilmektedir. Bunlara ilaveten, epidemiyolojik 6nemi olup olmadig: tartisiimakla
beraber enfekte kan emmis sivrisinek ve tahta kurusu gibi bocekler aracilig1 ile de HBV



bulasabilir. Perkiitan HBV bulas: tiim endemisite bdlgelerinde goriiliir. Fakat perinatal
ve horizontal bulagin ¢ok az oldugu diisikk endemik bolgelerde daha 6nemli bir bulag
yoludur. Bu bélgelerde IV uyusturucu bagimhlari, saglik personeli, polis, gamagirhane
personeli ve infekte kanla sik temas eden kisiler en 6nemli risk gruplarimi olusturur
(122).

Horizontal bulagma paterni, Ortadogu, Afrika ve Hindistan gibi orta yiiksek
endemisite bolgelerinde cocuklar ve geng yetiskinler arasinda en Onemli yayilma
yoludur (25). Ozellikle ayn1 evde yasayanlar arasinda gegis nemli olup, HBV nin zeka
dziirli gocuk bakim evleri bagta olmak tizere dersaneler, yatili okul, kigla, hapishane,
yurt, kresler, anaokulu ve ¢ocuk kliiplerinde cocuklar arasinda bulagin oldugu
gosterilmistir. Kalabahk yasam sartlari, kotii hijyen ve sosyo-ekonomik durum
HBV’nin bulagma oramm arttirmaktadir (42). Horizontal bulasma mekanizmas: tam
olarak anlagilamamakla beraber bu tip bulagma yolunun kan, tiikritk ve serdz sivilarin
ciltteki lezyonlarla temas: sonucu oldugu kabul edilmektedir. Geligmis iilkelerde bu tip
bulas gok daha azdir.

Perinatal bulagsma paterni, tasiyict anneden c¢ocuga gegis genellikle dogum
sirasinda veya dogumdan sonra HBV ile infekte maternal sivilarla bebegin temasiyla
olur (114). Dogum sirasinda bulasma; cilt siyriklari, mukoza penetrasyonu, vajinal
kanaldan gegiy sirasinda anne kamnimn yutulmast, sezeryan sirasinda anne kaniyla temas
ve plasenta hasari sonucu fetal ve maternal dolagimin karismas: gibi nedenlerle
meydana gelir. Intrauterin bulagma orani (% 5-10) ise nadirdir (118). Perinatal bulasma,
yitksek oranda HBV tasiyicilifma neden oldufundan ¢ok onemlidir. Yeni dogan
dbneminde viriisiin alinmasi, immun sistemin hentiz olgunlasmamis olmasi nedeniyle
cogunlukla kroniklesmeyle sonlanmaktadir (107,123). Anne siitiinde HBsAg gosterilmis
oldugundan teorik olarak bulastirici sayilmaktadir ama (7) riskli bebeklerde anne
siitiiniin ilave bir risk olugturmadig tespit edilmistir (118).

Seksiiel bulagsma, HBV’nin baglica yayilma yollarindan biridir. Tiim endemisite
bolgeleri i¢in gecerli olmakla birlikte diisiik endemisite bolgeleri igin daha dnemli bir
bulagma yoludur. Homosekstieller arasi cinsel temas HBV igin en riskli seksiiel bulasma
yoludur. Rektal mukoza mikrotravmalarma bagh kan temas: riski arttirmaktadir.
Kandan daha az konsantrasyonlarda viriis bulunsa da, genital salgilar heteroseksiiel
temas srasinda da bulasa neden olmaktadir. HBV infeksiyonu riski partner sayisi



artmasina paralel olarak 3-11 kat, diger bir ziihrevi hastahik hikayesi varhginda da 2-3
kat artmaktadir (8).

Kan Nakii (kan, kan Griinleri) Anneden bebege

Swvilal
2D HEPATIT B g o

Organ ve doku nakli Cocuktan gocuga

$ekil 4.2 HBV’nin Bulagma Yollar:
http://www.bhepatitis.com/Turkish/Html/soru.htm sitesinden alinmugtr.

4.3. Tiirkiye’de Hepatit B’nin Epidemiyolojisi

Ulkemizde simdiye kadar en gok aragtwma yapilan konulardan biri hepatit B
viriisii ile ilgilidir. Buna ragmen bu ¢aliymalarin ¢ogu, kesin ve saghkl epidemiyolojik
veriler elde edebilmek igin yeterli degildir. Cahgmalarda kullamlan test yontemlerinin
farkli olmasi, sayilarmmn az ve dzelliklerinin ortak olmamas: geligkili sonuglar ortaya
¢ikarmaktadir (14,54). Gergek prevalans: belirlemek igin istatistiksel kurallara bagh
kalarak ciddi ve biiyikk caply, iyi planlanmis, tek elden yonetilen gok merkezli
¢ahsmalar yapilmahdwr. Yine de simdiye kadar yapilan gahigmalar, orta derecede
endemik bir bblgede oldugumuzu ve iilkemizde 4 milyona yakmn tasiyict bulundugunu
gostermektedir (76).

4.4. HBV’ nin Yapisi

HBV, Hepadnaviridae ailesinde yer alan ve bulundugu ailenin adindan da
anlagilacag iizere, hepatotropizmi bulunan bir DNA viriisiidiir. Akut ve kronik hepatitli

hastalarin  serumlari,  ultrasantrifiigasyonu takiben elektron mikroskobunda



incelendiginde, ti¢ farkh biiyiiklikkte partikiile rastlanmaktadir. Bu partikiillerden biri,
yaklagik 42-47 nm g¢apinda, infektif 6zellikte, tam bir virion yapisinda, kiiresel Dane
partikiilleridir. Dane partikiillerinin 28 nm capindaki kor bblgelerinin bos olmasi,
Hepatit B virionunun replikatif olmadiginin; dolu olmas: ise, virionun replikatif
oldugunun bir gostergesi sayilmaktadir. Digeri yaklagik 22 nm ¢apinda (17- 25 nm-
10mg/ml), i¢inde niikleik asit bulunmayan ve infektif olmayan kiiresel partikiillerdir.
Ugiinciisti ise, dzellikle viral replikasyonun sz konusu oldugu kisilerin serumunda
bulunan, yine ortalama 22 nm gapinda, 50-500 nm uzunlukta niikleik asit icermeyen,
infektif olmayan partikiillerdir. Kiresel ve tiibiiller partikiiller, infekte kisilerin
serumlarinda fazla miktarda saptanabilen (200-500 mg/ml) Hepatit B yiizey antijeni ile
konak kokenli lipidlerden olugmaktadir. Niikleik asit igermedikleri igin infekte olmayan
bu partikiillerin saf formlar1 immunojeniktir. Non-efektif olan bu formlar daha fazla
tretilir ve kanda dolagan HBsAg nin biiyiik bir kisim bu kiiresel partikiiller olugturur.
HBV’nin infektif formu olan Dane partikiiliiniin diginda Hepatit B yiizey antijeni olarak
saptanan ve viral yiizey glikoproteinini igeren lipoprotein yapisinda bir zarf
bulunmaktadir. I¢ kisminda ise zarfin non-iyonik deterjanla muamele edilmesiyle
serbest hale gegen kor veya niikleokapsit partikiilleri yer almaktadwr. Kor partikiilii,
Hepatit B kor antijeni olarak saptanan kor proteininin yani sira viral DNA da igerir ve
polimeraz aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir (Sekil 4.3) (77,120).

Sekil 4.3 HBV partikiil tipleri: (a) HBV Dane partikiilii  (b) HBV filamentoz yap:
(c) HBV biiyiik kiiresel yapi
http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/hbvparts.htm sitesinden alinmugtir.



4.5. HBV’nin Genomik Yapist

Hepatit B viriisii cember seklinde, kismen ¢ift iplikli ve 3200 niikleotid
uzunlukta bir DNA genomuna sahiptir (128). Iplik¢iklerden biri tamamlanmamstir ve
HBV partikiilleri bu ¢ift iplikgik daha tamamlanmadan hiicreden digar: atildiklarindan,
partikiillerde bulunan tamamlanmarms (+) iplikgik, belli bir 5 uca ve degisken bir 3’
uca sahip olmaktadir. Kisa olan bu zincir, 1800- 2700 arasmda degigen nikleotid
igermektedir (103).

Daha uzun olan tamamlanmis zincirin (-), hem 5° ucu; hem de 3’ ucu bellidir.
Genomun {ig iplikgik oldugu bir blge de vardir ki, burada 9 bazlik terminal bir fazlalik
bulunmaktadir. HBV DNA’nin ¢gember geklindeki yapisal biitiinliigii, her iki zincirin 5’
uglarindan birbirlerine tutunmalar ile saglanmaktadir. Bu iki zincirin de 5° uglarda
11’er bazlik DR1 ve DR2 olarak adlandirilan sabit diziler bulunmaktadir (83). Negatif
iplik¢igin 5° ucuna bir protein baghdir ve baglanma sayesinde klasik DNA izolasyonu
sirasinda fenol fazma gegebilmektedir. Uzun zincirin 5° ucu 1826. niikleotitte DRI
iginde, kisa olamin 5’ ucu ise 1592. niikleotitte DR2 iginde yer almaktadir (Sekil 4.4).
Pozitif iplik¢igin 5° ucunda tipki mRNA’daki gibi 18 riboniikleotidlik bir sapka
bulunmaktadir.

Sekil 4.4 HBV’nin yematik gdriintimii
http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/genome.htm sitesinden alinmgtir.



4.6. Acik Okuma Cergeveleri (AOC)

Hepadnaviral genomda S, C, X, P olmak iizere 4 tane agik okunma gergevesi
(AOC) tamimlanmugtir (Sekil 4.5). AOC S’in iiriinii 3 adet HBs proteinidir. AOC C,
HBeAg ve HBcAg’yi kodlar. AOC X’in ise bugiin birden ¢ok proteini kodladig:
bilinmektedir. Ancak bu proteinlerin tamam hakkinda hala kesin bir bilgi yoktur.

Kodlanmayan bdlgeler (intronlar) HBV DNA’sinda bulunmaz. Bu yiizden post-
transkripsiyonel kirpiilma Hepadnaviriislerinde goriilmez.

HBV genleri igice gegmis durumda bulunduklarindan aym niikleotidlerin farkl
proteinleri gifreledigi goriiliir. Genomun tiim uzunlugu en uzun AOC olan P’den biraz
daha uzundur. AOC S, tamamen AOC P’nin iginde yeralr. AOC X ve AOC C kismen
AOC P ile iistiiste gelmektedir. Bu kompakt organizasyon, viriisiin genetik materyalini
olduk¢a ekonomik bir sekilde kullanmasimi1 saglamaktadir. Bdylece paketlenmis
genomda bazi bolgeler tek iplikli, ¢ift iplikli hatta iig iplikli bile olabilmektedir. HBV
genomundaki her baz ¢ifti HBV proteinlerinden en az birini kodlamaya katilmig olur.
Bir bagka Ozellik de, kodlayic: diziler iginde birden fazla baslangic kodonu
bulunmasidir. Yiizey proteinlerini kodlayan S geninde iig, kor proteinlerini kodlayan C
geninde ise iki baslangic kodonu vardir. Béylece HBV DNA’daki dért genden yedi
protein sentezlenmesi miimkiin olmaktadir (122,146,147). Viriise ait genetik
diizenleyiciler de, bahsedilen genetik elemanlarin iizerinde bulunmaktadir. Bu
nedenlerle bir genetik bdlgede meydana gelen mutasyonlar birden fazla AOC’de
degisiklige neden olurlar. Bir okuma alam igin avantaj teskil edebilen bir mutasyon
digeri i¢in 6liimciil olabilir. Bu 6zellik nedeniyle ashnda RNA viriisleri gibi yiiksek
oranda mutasyon sikh@ina sahip olan HBV, dogal olarak gok az mutasyon gelistirir.

HBV DNA’smmn negatif zincirindeki kodlayici dizilerden, konak hiicre RNA
pol II enzimi tarafindan genomik ve subgenomik olmak iizere iki tir RNA
kopyalanmaktadir. Viral genomdan daha biiyiik olan 3.5 kb’lik pregenomik RNA, hem
DNA sentezinde kalip olarak fonksiyon gériir hem de preC/C ve P proteinlerini
kodlayan bilgiyi tasir. Subgenomik RNA’lar ise yiizey ve X proteinlerini kodlar. Bu
kopyalarin hepsi aym adenilasyon sinyalini tagirlar. Kirpilmamis olmalarina ragmen 5°
uclart heterojendir. Ayrica viral DNA’da transkripsiyon seviyesinde kontrolii
gerceklestiren, poliadenilasyon bblgesini belirleyen ve 8zgiil kopyanin nitkleokapsidin
igine paketlenmesini sajlayan genetik elemanlar da bulunur (73). Viral genlerin



transkripsiyonu dort promotor (preS1, preS2, kor ve X) ve iki “enhancer” eleman (enh I
ve enh If) tarafindan kontrol edilir. Kor ve pregenomik RNA promotorlari; kor, e,
polimeraz ve pregenomik RNA transkriptlerinin diizenlenmesinde gorevlidir (83). Bu
kopyalar aym1 zamanda hem her iki viral ““enhancer™ dizisi, hem de negatif
diizenleyici eleman (NRE) tarafindan kontrol edilir. “CCAAT/ “enhancer™ baglama
proteini (C/EBP), HNF-3, HNF-4, SP1 gibi hiicresel faktorler de, bu bolgenin
transkripsiyonunun pozitif regiilasyonunda etki yaparlar. S AOC’nde ise preS1 ve preS2
promotorlar: siras ile, 2.4 kb’hik ve 2.1 kb’lik RNA’min transkripsiyonunu diizenlerler.
Oct-1, HNF-1, HNF-3; preS; promotorunu, C/EBP ve NF-y ise preS2 promotorunu
aktive eden yani bu bolgelerin pozitif regiilasyonundan sorumlu transkripsiyon
faktorleridir (74). X genini kodlayan bdlgenin transkripsiyonunun diizenlenmesinde de,
diger bolgelerde de etkili olan HNF-3, HNF-4, EF-C, NF-1 transkripsiyon faktorleri ile,
enh I ve enh II elemanlar: gorev alir. Transkripsiyon faktorlerinin ¢ogu ve enhance
diziler 6zellikle enh II sadece karacigerde fonksiyoneldir ve bu da viral tropizmi
agiklamaktadir. HBV’nin organ ve doku zgiilliiiinii esas belirleyen karacierdeki
transkripsiyon faktorleridir. HBV X proteini ile konak hiicre genomuna integre olmus
viral DNA dizilerinden sentezlenen bir ucu kesilmis M proteini de birgok transkripsiyon
faktoriinii aktive ederek genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (47).

HBV DNA’smin uzun ipliginin 5° ucunda polimeraz geni iiriinii olan ve viral
replikasyon sirasinda primer olarak gorev yapan terminal bir protein, kisa ipligin 5°
ucunda aym iglevi goren bir RNA oligomeri bulunmaktadir. Bunun yam sira viral
genomda tiitm Hepadnaviriislerde korunmug olan ve “epsilon kék yapilanma (e-stem
loop)” olarak adlandinlan bir fazlahik (redundant) R bir bblge bulunur. Bu dizilerin
viriisiin kapsitlenmesinden ve ters transkriptazin baglanmasindan sorumiu oldugu
belirlenmistir.

Hepatit B viriisiiniin genomik diizeni bu aileyi difer viriislerden ayirir.
Paketlenmiy genomun ahsilmadik yapist nedeniyle viriisiin replikasyonu, bilinen
korunmug DNA replikasyon modeli ile gergeklesmez.



Sekil 4.5 HBV Genomu’nun sematik gériniimii
http://www .bhepatitis.com/Turkish/Html/soru.htm sitesinden alinmusgtir.

4.7. HBV’ nin Replikasyonu

HBV’nin konak hiicreye baglanmasinda rol oynadigi diisiiniilen fibronektin,
transferrin reseptérii, apolipoprotein H, polimerize insan serum albumini, preS2 glikan,
HBYV baglayan faktdr gibi birgok reseptdr aday: tanimlanmugtir (12,110). Son yillarda S
proteinine &zgili bazi reseptorlerin (endonexin II, siyaloglikoprotein gibi) varhg:
gosterilmis olsa da, HBV nin hepatositlere tutunmasinda L ve M proteinlerinin de
onemli oldugu saptanmustir. preS1 ve preS2°de karacigere spesifik tutunma bolgeleri in
vitro gahismalarla tamimlanmstir (131,150).

PreS1 iriinii olan L protein, karacier membranmina ve mononiikleer hiicrelere
baglanabilir. Mononiikleer hiicrelerde saptanmakla birlikte, HBV’nin bu hiicrelerde
aktif olarak replike olduguna dair bir kanit yoktur. L ve M proteinleri hepatoblastoma
hiicrelerine direkt olarak tutunabilmektedir (16). Hapadnaviriislerin replikasyonu ile
ilgili bilgilerin ¢cogu hayvan modelleri iizerinde yiiriitiilen ¢aligmalar sonucu elde
edilmis olup viral replikasyonda iig 6nemli dzellik vardir (164):

1. DNA sarmallarinin sentezi sirasinda negatif iplik¢igin sentezi pozitif iplik¢igin
sentezinden 6nce tamamlanmalidir.
2. Viral polimeraz ayni zamanda ters transkriptaz olarak is goriir.



3. Negatif iplik¢igin sentezinde 5° ucuna kovalent olarak bagh terminal protein sentez
edilirken, pozitif iplik¢ifin sentezi viral genomik RNA’dan tiirevlenen bir
oligoriboniikleotitdir.

Hepatosite baglanan viriisiin konak hiicre ¢ekirdegine nasil ulagtif: tam olarak
aydmlatilamamstir. HBV muhtemelen reseptire bagh endositoz yoluyla hiicre igine
girmekte, viral DNA ile niikleokapsit viriondan ayriimakta ve iglenmeden konak hiicre
gekirdegine tasinmaktadir. Kismen ¢ift sarmalli ve her iki ucu serbest halde bulunan
DNA’nmn kisa sarmalinmm eksik olan bdlimii endojen DNA polimeraz tarafindan
tamamlanmaktadir. Bu swrada uzun sarmalin 5° ve 3° uglan arasindaki agiklik da
onarilmig ve sonugta tiimiiyle ¢ift sarmalli, siiper kivriml, uglar: kapah, sirkiiler yapida
bir HBV DNA (cccDNA) meydana gelir. Replikasyonun normal seyri sirasinda HBV
DNA’nin konak genomuna integrasyonu goriilmez. HBV ile infekte baz kigilerin
serumunda nadir olarak HBcAg’nin varhgi gosterilmis olsa da, bu antijen viral
replikasyon sirasmda konak hiicre cekirdeginde siklikla tespit edilebilmektedir. Bu
nedenle HBcAg’nin nukleusa girmesinin cccDNA’mn ortaya ¢ikmasindan 8nce oldugu
tahmin edilmektedir (12,164,169).

Hepatit B viriis replikasyonu RNA pregenomunun ters transkripsiyonunu
icermesi agisindan diger viriislerin replikasyonuna benzemez. Birgok laboratuvarda
yapilan gahismalar sonucunda HBV nin yasam déngiisii igin bir model olusturulmustur.
(128,146,147,161). Bu modele gore, kalip olarak cccDNA’dan konak hiicre RNA
polimerazin (RNA polimeraz IT) yardimi ve viral diizenleyicilerin (4 adet promoter ve 2
adet “enhancer”) etkisiyle viral RNA’lar sentezlenir. HBV RNA’larm hepsinin 3’ uglar
niikleotitte (1934. niikleotid)’tir. Bunlar C genine ait AOC den gelen sinyalin &zelligine
gore ya mRNA ya da pregenom gorevi yaparlar.

Pregenomik RNA ayrica viral DNA sentezinde kalip olarak fonksiyon goriir.
Genomik RNA kalibmin paketlenmesi ve kapsit olugumu (enkapsidasyon) viral DNA
replikasyonunun baslangic asamasim olusturur. Kapsit olusumu ve paketlenme
birbirinden bagimsiz olarak gergeklesir. Kor partikiillerinin yapilanmas: igin kor
proteinine gereksinim vardir. RNA paketlenmesinde ise kor proteini yaninda polimeraz
proteini de gereklidir. Bu agsamada ¢ekirdekte bulunan birgok RNA arasindan dogru
olam, yani pregenomik RNA’y1 segmek Onemlidir. Pregenomik RNA’mn ug

kisimlarinda bulunan epsilon dizileri dogru RNA’nin paketlenmesini saglayan



paketlenme sinyali igerir. Epsilon dizileri pregenomik ve subgenomik RNA'larin ug
kisimlarinda bulunan fazlalik dizilerdir. Ancak, sadece pregenomik RNA’nin 5° ucunda
bulunan € dizisi paketlenmede fonksiyoneldir. Epsilon dizilerinin kok yapilanma olarak
tamimlanan bolgesi polimeraz proteini tarafindan tanmir. Olugan p-€ kompleksi kor alt

iinitesi ile organize olur ($ekil 4.6).
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Sekil 4.6 HBV yasam déngiisiinde polimeraz proteini ile € dizileri arasindaki iliski

Pregenomik RNA’nin kor partikiilleri ile enkapsidasyonu tamamlandiktan sonra
viral polimeraz tarafindan RNA’dan ters transkripsiyon ile negatif iplik sentezlenir.
Primerin iglevini yerine getirmesi i¢in gereken kalip € bolgesindeki dizilerdir (81).

DRI ve e dizileri pregenomik RNA kalib1 igerisinde uglarda olmak iizere iki
kere temsil edilir. Bu agidan sentez siiresince hangi kopyanin yer aldigi 6nem kazanir. e
dizilerinin 3” kopyas: bu siirece katilmaz. Pregenomik RNA’da 5° DR1 ve 3° DR2
olarak adlandirilan bu diziler viral DNA’dan negatif ipligin 5° ucunda DRI, pozitif
ipligin 5° ucunda ise DR2 olarak ifade edilir. Negatif iplik¢igin sentezi islemi; DR1’in
3’ ucundaki terminal proteinin bulundugu yerden baslar. Sentez ilerledikge RNA
otomatik olarak RNaz H etkisiyle tahrip edilir. Kisa zincirin sentezinde kalip olarak

uzun sarmal kullamhir. Sentez DR2’nin 3” ucundan baslar ve uzun zincirin 5’ ucundaki



terminal protein gegilinceye kadar devam eder. Bazi durumlarda RNaz tarafindan
kesilen primerler transloke olamaz. Replikasyon sonucunda tamamen ¢ift iplikli lineer
DNA molekiilleri sentezlenir. Daha sonraki yasam dongiilerinde bu lineer diziler konak
hiicre genomuna integre olabilir.

Genomun sirkiilasyonu (-) iplik¢igin 3° ucundaki 9-10 niikleotidlik terminal
artik sayesinde olur. Kismen ¢ift sarmall: sirkiiler yapidaki kor kisminin kilif proteinleri
tarafindan gevrelenmesi ve aym zamanda polimerazin da tiiketilmesi nedeniyle kisa
zincirin sentezi tamamlanamaz ve bu sarmal eksik kalir. Pozitif ve negatif ipliklerin 3’
uglarindaki (r) dizileri benzer oldugunda uglar yapigir ve genom sirkiiler forma doniisiir
(Sekil 4.7). Pozitif ipligin uzamasiyla gevsek, sirkiiler ve ¢ift iplikli viral DNA olusur
(139,157).
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Bu siireg pozitif DNA ipliginin sentezi tamamlanmadan zarf yapis1 kazanmasi
ve Dane partikiili olarak disart salinmasi ile tamamlanir. Muhtemelen kor
partikiillerindeki yapisal bir degisiklik veya translasyon sonras: bir modifikasyon pozitif
iplik sentezindeki bir egik nokta ile ilgilidir. Bu takdirde esik nokta, kor partikiillerinin
zarfla ¢evrilmesinin isareti olabilir. Ayrica hiicreden salinacak olgun virion ile kor
partikiillerinin bir kismu gekirdege geri dénerek gekirdekteki kopya sayisini arttirr. Geri
kalan kor partikiilleri ise endoplazmik retikulumda zarf proteinleri ile organize olduktan

sonra tomurcuklanma ile digar1 salmr. Niikleusta cccDNA’nin sentezlenmesi ile



baglayan kor partikiillerinin olusum siireci sitoplazmada viral gen tiriinleri birikinceye
kadar devam eder. Viral gen iiriinleri birikince ¢ekirdekte cccDNA sentezi durur, fakat
kor partikiillerinin digar1 salinmasi devam eder. Disar1 salinan olgun virion uygun
hiicreyi infekte etmek lizere yeni infeksiyon dongiisii baslatir (155).

HBs proteinleri, endoplazmik retikulumda oncelikle transmembran proteinleri olarak
sentezlenir. Oligomerizasyon, molekiil i¢i ve molekiiller arasi disiilfid kopriilerinin
olusmasiyla olgunlagir, tomurcuklanma sirasinda membran lipidleri ile birlikte kor
partikiillerini ¢evreleyip hiicre digina ¢ikarlar. Transgenik farelerde ve hiicre kiiltiirleri
tizerinde yiiriitilen caligmalarda preS1°in hiicre iginde birikmesinin HBsAg
sekresyonunu inhibe ettii gozlenmistir. Ancak preS1/HBsAg oraninin HBsAg’nin
disar1 atihmindaki rolii kesin olarak bilinmemektedir. HBsAg, cccDNA formasyonunu
inhibe ettiinden bunun HBV replikasyonunda negatif kontrol mekanizmas: oldugu
kabul edilir (97).

Viral polimeraz enziminin integraz aktivitesi yoktur. Bu yiizden normal siiregte
konaga integrasyon sz konusu degildir. Ancak birgok dongiiden sonra (kronik
infeksiyon) viral genom konak hiicre genomuna integre olabilir (Sekil 4.8). Integrasyon
sirasinda ise viral ve konak hiicre dizilerinde kanser gelisiminde Snemli olabilecek yeni

diizenlemeler gergeklesebilir (153,154).
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4.8. Viral DNA’mn RNA’ya Transkripsiyonu

Hiicresel RNA Polimerez II yardimiyla DNA’nin ¢ift ipliklerinden biri RNA’ya
transkribe olur. Enzimin tek bir DNA =zincirinin belli bir bblgesini terminasyon
sinyaline kadar transkribe etmesi, bazi pozitif faktorlerin enzime baglanmas: ile
miimkiin olmaktadir. Transkripsiyon faktorlerinin enzime baglanmasinda rolii olan iki
tane DNA dizi elemam vardir ki bunlar, promotor ve “enhancer” dizileridir.
Promotorlardan biri olan TATA kutusu, énce TFIID ile ardindan da enzim ile birlesir ve
bu baglanma noktasinin 30 baz ilerisinden transkripsiyon baglar. Diger DNA dizileri
olan “enhancer”ler ise, belli bir promotordan transkripsiyonun baglamasim
hizlandirirlar; ancak promotor gibi yapisal bir genin baglangicinda degil de, genin
herhangi bir yerine yerlesmiglerdir ve eksprese olacak gen ile aym iplikte
bulunduklarindan promotorlar gibi, sis-etkiyen (cis-acting) elemanlardir.

“Footprinting” ¢alismalan HBV’nin 4 adet promotoru ile 2 adet
“enhancer”dizisi oldugunu gostermistir (74). Bu promotorlar, HBc/e, LHBs, M/SHBs
ve HBX geninin baglangicinda bulunurlar. Bunlardan sadece LHBs promotoru tipik bir
TATA kutusuna sahiptir ve sadece LHBs proteinini kodlayan mRNA’nin belirgin bir
5'ucu vardir. TATA kutusunun bulunmadifi diger promotorlarda ise, birden fazla
baglama noktast bulunur. Bu nedenle de X genine ve HBc, HBe, SHBs, MHBs’ye ait
mRNA’lar 5° uglar: farkh olan fakat 3° uglar: ayni olan proteinleri kodlarlar.

HBV RNA’nmn transkripsiyonunun enh I olmadan son derece diisiik oldugu
saptanmugtir. Bu elemanin karaciger hiicrelerinde transkripsiyonun baglamasim 10-50
kat, karaciger digi hiicrelerde ise daha diigiik oranlarda arttirdigi bilinmektedir. Enh
II’nin etkisi ise karacigere 6zgiildiir (145).

Hangi sirayla HBV genlerinin transkribe olduklari tam olarak bilinmemekle
birlikte, ilk ortaya gikan proteinin HBx proteini oldugu ve bunun da “enhancer”
dizilerini  aktiflestirdigi ve hiicresel transkripsiyon faktorlerine baglanarak
transkripsiyonu hizlandirdigi bilinmektedir. HBx proteini, diagilgliserol olusumunu
aktive etmekte, bu da, transkripsiyon faktdrii AP1’i fosforilleyecek olan Protein Kinaz
C’yi harekete gegirmektedir. Fosforillenmis AP1 ise, HBV “enhancer”lerini ve c-myc,
c-fos gibi hiicresel proto-onkogenlerin promotorlarmi aktive etmektedir (156).

Birbirleri ile iistiiste gelen (overlap eden) genlere sahip olan kompakt bir

genomdan, farkh translasyon iiriinlerinin elde edilebilmesi, sadece HBV ye 6zgiudiir ve



bu islem, gok promotorlu, tek ortak sinyalli, son derece akilli bir strateji sayesinde
gerceklesmektedir.

Transkripsiyonu takiben, RNA’lar, 3’uca metillenmiy bazlarin eklenmesi 5’uca
Poli A kuyrufunun takilmas: suretiyle degisime ugramaktadirlar. Potansiyel kesim
noktalar1 bulunmakla birlikte, HBV genlerinin pegpese olmasi ve genler aras: intronlarin
bulunmamasi nedeni ile, olgun HBV mRNA’larin olusumunda kirpiimanin (splicing’in)
yeri yoktur. Ancak, PHCC Orneklerinde kesime ugramiy HBV mRNA’lara
rastlamlmaktadir ve ortaya ¢ikan bu flizyon genlerin iiriinleri olan flizyon proteinlerin,
hepatokarsinogenezde rol alabilecegi de diistiniilmektedir (62).

4.9. Hepatit B Viriisii Proteinleri
4.9.1. Yiizey (S) Geni Uriinleri:

HBV-S geni tarafindan kodlanan kihif (ylizey) proteinleri, hem Dane
partikiillerinin yiizeyinde hem de infekte hastalarin karaciger ve serumlarinda saptanan
kiiresel ve tiibiiler partikiillerin yapisinda bulunmaktadir. Bu gen iiriinii glikolize ve
non-glikolize alt: farkli polipeptidin degisik oranlarda biraraya gelmesiyle olusur (135).
Yiizey (S) geni, 3 baslangi¢ kodonu tasidigindan preS1, preS2 ve S olmak iizere iig
farkli agik okuma gergevesi igerir (Sekil 4.9). S agik okuma gergevesi digerlerinden
bagimsiz olarak eksprese edilir ve kiigiik yiizey proteini kodlanmus olur (51,52). SHBS,
i tip HBV partikiillerinin arasinda en fazla bulunan polipeptitdir. LHBs’lerin
digerlerine oram, HBs partikiillerinin morfolojisini belirlemektedir. HBs partikiilleri
endoplazmik retikulum (ER) zarlarinda sentezlenip bir araya getirilmekte (121) ve daha
sonra vesikiiller halinde ER’dan atilmalaridir. Buradaki sentez asamasinda LHBs’lerin
SHBs’lere gore daha fazla yapilmas: filamentdz partikiillerin olusmasina yol
agmaktadir. Filamentoz partikiiller ise kiiresel partikiiller kadar kolayca disan
atilamazlar. ER’da birikmeye baslarlar ve bdylece 151k mikroskobunda hepatositler
HBYV infeksiyonu igin buzlu cam goriiniimii elde ederler (94).

SHBs dizisi, AOC’nin iigiinci AUG kodonundan baslar ve AOC’nin stop
kodonuna kadar devam eder. SHBs’ler hidrofobik aminoasitlerden ve sisteinden son
derece zengindir (83). Major protein olarak adlandirilan SHBs, S bélgesinin kodladig
226 aminoasitten meydana gelmektedir. 96.-168. aminoasitleri arasindaki bélge, B
lenfositleri igin epitopik bdlge olup HB yiizey antijenini olugturmaktadir. 24 kD.luk bu
protein bazi durumlarda glikozillenmis olarak da bulunur (15, 122).
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MHBs; SHBs'yi kodlayan S bilgesine ek olarak 55 aminoasitlik Pre-S2
bolgesinden meydana gelen (140) toplam 281 aminoasitlik bir proteindir. Pre-S2
bolgesi, S bolgesinden daha fazla immunojeniktir (102). Bu &zelligi bakimindan
sentetik olarak elde edilerek as1 olarak da kullamilir. Pre-S2’nin orta kismi, serum
albuminine baglanma 6zelligine sahiptir. Bu blgenin viriisiin hepatosite baglanmasinda
etkin oldugu samlmaktadir (157).

LHBs; HBs proteinlerinin en biiyiigiidiir. Pre-S1, Pre-S2 ve S tarafindan
kodlanmaktadir. LHBs proteini, MHBs proteininden 108-128 aminoasit daha uzundur
ve glikolize olup olmamasina gore adlandirilmaktadir. LHBs’yi kodlayan bolgelerden
biri olan Pre-S1 bolgesi HBV genomunun en degisken bélgesidir (41, 98) ve hepatosit
yiizeyindeki IgA reseptorleri aracilifn ile viriis-konak iligkisini kurmada gorevlidir.
LHBs’nin ayrica hepatoselliiler karsinomanin olusumunda da etkin oldugu
diigiiniilmektedir (52).

Protein

Sekil 4.9 HBs geni ve proteinleri
http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/hbsags.htm sitesinden alinmustir.



4.9.2. Kor Geni Uriinleri:

Hepatit B viriis genomu C geninde AOC bulunmasma ragmen, gen lizerinde

okuma isleminin basladif: iki farkh kodon (nt 1816 ve nt 1903) yer almaktadir. Bu
nedenle preC ve C olmak iizere iki bdlgeye ayrilan C geni, antijenik dzellikleri farkl iki
degisik protein (HBeAg ve HBcAg) sentezleme yetenegine sahiptir (Sekil 4.10).
Niikleotid 1816 ve 1903 arasinda yer alan preC bdlgesi 29 aminoasitlik bir peptidin
iiretiminden sorumludur. Nitkleotid 1903 ile 2452 arasinda yer alan C bdlgesi ise, 183
aminoasitten meydana gelen bir polipeptid sentezler,
Her iki bolgeye ait stop kodon aym niikleotitte (nt 2452) bulunur. Bu yiizden protein
sentezi sirasinda okuma islemi hangi baslangi¢ kodonundan baglarsa baglasm ayni ortak
noktada sonlanir. PreC’den baslayan okuma igleminde her iki bSlge de okunarak 212
(29+183) aminoasitten olugan 25kD molekiil agirhfinda bir polipeptid sentezlenir. Bu
protein NH; ucundaki sinyal peptidi aracihg: ile endoplazmik retikuluma transloke olur
{109). NH, ve COOH uglan kesildikten sonra Hepatit B e antijeni (HBeAg) olarak
salinir. Serumda HBeAg nin varhg: infekte hastalar igin iyi bir serolojik ggsterge iken,
prekor proteininin viral yasam dongiisiindeki rolii halen bilinmediginden viral
replikasyon igin gerekli olmadif: diigiiniilmektedir (131). Her iki gen iriinii de
pregenomik 3.5kb’lik mRNA’dan kodlanan yapisal proteinlerdir (32,169).

4.9.2.a. HBc Proteini

HBc proteini enfekte hiicrenin sitoplazmasinda sentezlenmektedir. Viriisiin
yagsam dongiisiinde viral polimerazin hiicresel bir protein olan kinazin kor partikiilleri
icinde paketlenmesiyle ile ilgili 6nemli bir roli vardir. HBcAg, 22kD. agirhgindadir
(165). Yiiksek titrelerde anti-HBc sentezine yol agmakta olup immunojenik &zelligi
yiiksek bir polipeptitdir (30,31). Kor partikiillerini olusturma 6zelligi HBc proteinlerinin
ilk 147 aminoasitine 6zgiidiir (56,58).

4.9.2.b. HBe Proteini

AOC C’nin ilk AUG kodonunda translasyon baslarsa ve daha sonra da kor
bolgesini de igine alacak sekilde devam ederse, ortaya HBe’nin perkiirsorii P25
¢ikacaktir ( 129,168).
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PreC bélgesi AOC C’nin 5' ucunda yer almakta, HBeAg'nin ER liimenine
translokasyonunu saglayan sinyal peptidi kodlamaktir (24). Viriisiin yasam dongiisiinde
HBe proteinine gerek duyulmaz. Fonksiyonel PreC dizisi bulunmadigindan bu proteini
sentezlemeyen varyantlarin akut, kronik, asemptomatik HBV infeksiyonuna yol agtif
saptanmustir (135).

Protein

|
z

$ekil 4.10 HBc geni ve proteinleri
http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/hbvcore.htm sitesinden almmustir.

4.9.3. Polimeraz Geni Uriinleri:

AOC P 4 farkh kisimdan olugmaktadir. Yaklagik olarak; 834-845 kodonluk bir
bolgedir ve genomun neredeyse 3/4'linii olusturmaktadir (138). Bu 4 farkh bdlgeden
ilki, amino ugtaki ilk bolge olup virion DNA’nin (-) iplikgiginin 5° ucuna baglanan
terminal proteini kodlamakta (Sekil 4.11) ve ayrica, (-) iplik¢ik igin primaz gorevi de
yapmaktadir. fkinci bdlgenin fonksiyonu hakkinda hala bir bilgi bulunmamaktadir.
Ugiincii bolge; RNA veya DNA’ya bagh polimerazi kodlamaktadir. Karboksil uctaki
son bolge ise, RNA-DNA hibritlerinde RNA’y: ortadan kaldwan RNaz H’nin
olusumunu saglamaktadir (66).

P proteininin immunojen 6zelligi olup hasta serumunda bulunan anti-DNA polimeraz

antikorlar: sentetik peptid antijenleri ile gsterilebilmektedir (20).
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Protein

Sekil 4.11 HBV polimeraz geni ve proteini
http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/hbvpoly.htm sitesinden alimmustir.
4.9.4. X Geni Uriinii:

X geni HBV genomunda 1376 ile 1838. niikleotidler arasinda yer alan en kiigiik
gen bolgesidir ($ekil 4.12). X genini iiriinii 154 aminoasitlik bir protein olup hakkinda
gok fazla bilgi bulunmamaktadir. /n vifro mutagenez galismalart fonksiyonel bir X geni
bulunmayan viriisiin in vive olarak infeksiyona yol agmadifimi gdstermistir (59). Bu da
X gen iiriiniiniin viral replikasyonda etkin oldugunun gostergesidir (30,50). HBX
proteininin aminoasit dizilimi, bu proteinin belirgin bir intraselliiler transport sinyaline
sahip olmadiginmn isarettir. HBX sitozolik bir proteindir (49). Ancak; agiklanamamakla
beraber HBV tagiyicillarimn serumunda da X proteinine rastlanmistr. Kor
partikiillerinin i¢inde bulunabilecegi ve replikasyonda da gérev alabildigi samlmaktadir
(55,36).

HB X proteininin, in vivo fonksiyonu hala net degildir. Yapilan in vitro
caliymalarda, mekanizmasi heniiz bilinmemekle birlikte, bir g¢ok genin
transkripsiyonunu aktive ettigi saptanmustir (62,64,74). Ug tane AUG kodonu genotipler
arasi korunmustur. Transaktive edilen genler arasinda; HBV “enhancer”lar, HBV X ve
kor promotorlar1 sayilabilir. Ayrica; csmyc ve c-fos da transaktive edilen genler
arasindadir (45,80).

HBxAg kronik tastyicilarm hepatositlerinin sadece sitoplazmalarinda bulunmustur.
Sitoplazmik HBxAg’nin protein kinaz C tarafindan diizenlenen sinyal iletimini aksattif
diisiiniilmektedir (143). Sirozlu hastalarin ¢ogunda da HBxAg hepatosit gekirdeklerinde
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bulunmugtur. Bu lokalizasyon HBX’in transkripsyonel olarak transaktivatér gérevi
olduguna igarettir (86,92).

Transgenik caligmalarda ve fare karacier hiicre kiiltiirii galismalarinda HBX
proteinin dnemli bir yan etkisi de tiimorjenik aktivitesidir (117,130,135). Karaciger
hiicrelerinin gekirdeklerinde bulunarak transkripsiyon faktorlerine veya hiicresel
onkogenlere baglanarak transforme fenotipe yol agtiklari diisiiniilmektedir. Oncelikle
hiicresel gen ekspresyonunu aktive ettikten sonra bir tiimér baskilayic: gene baglanarak
bu genin {iriiniinde mutasyona yol agmadig1 ve bdylelikle hepatoselliiler karsinomaya
neden oldugu da diigiiniilmektedir (160).

HB X gen iiriiniiniin hepatoselliiler karsinomaya neden olduguna iliskin bir
bagka gériis de HB X geninin HBV genomunun 3’ ucunda yer almas: ile ilgilidir. Bu
blge aym: zamanda da onkogenik retroviriislerde transforme edici genin bulundugu
pozisyona esittir (140,153).

HBV DNA’nin kromatinine entegrasyonu esnasinda X geninin 3’ ucunun ¢ogunlukla
delesyona ugradif: saptanmistir. Bu mutant X geninin de, yabani tip X genine oranla
daha yiiksek oranlarda transaktivasyon fonksiyonu bulundugu gosterilmistir ( 65,156).

Ayrica; HBxAg’nin divalent katyonlarla dimer olusturabilme yeteneginin de

bulunmas: hepatokarsinoma olusumunda &nemli bir roli oldufunun gdstergesi
sayiimaktadr.
HBxAg’nin, p53 ile birleserek sitoplazmada birikme egilimi i¢inde oldufunu gdsteren
cahgmalar yapilmustir. Yitksek konsantrasyonlarda HBxAg, tiimdr baskilayict gen
iirtinleri ile heterodimer olusturduklart saptamustir. Boylece, hiicresel biiyiime ve
gelismeyi etkileyebilecegi gibi hiperfosforillenme yolu ile de p33°ii inaktive edebildigi
bilinmektedir (22,160).

HBx proteininin (veya proteinlerinin) translasyonu, AOC X’in baslama
kodonuna sahip olan veya olmayan mRNA’lardan olmaktadir (99). Bu proteinlerin
dogal uzunluklar heniiz bilinmemekle birlikte, sitozolik bir fosfoprotein oldugu,
cekirdekte sadece siroz ve PHCC gibi durumlarda bulundugu, yarilanma dmriiniin 20
dakika gibi kisa oldugu ve hizla oligomerize oldugu veya baska proteinlere baglandii
bilinmektedir ( 34,104)

v, YOENE
Bl
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Sekil 4.12 HBV X geni ve proteini
http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/hbvx.htm sitesinden almmugtir.

4.10. HBV Genotipleri

Molekiiler diizeyde yapilan galigmalar sonucunda, HBV genomlar: arasinda
farklhiliklar oldugu saptanmis ve birbirlerine benzerlik orant % 92 ve daha fazla olan
HBV suglar1 aym: grupta toplanarak 8 farkli genotip belirlenmistir (100,112). Bu
genotipler ile HBsAg subtipleri arasindaki iligkilerin saptanmasi amaciyla pregenom S
dizileri ile S geni dizileri kargilastirilmug, S geni diizeyinde genotip farklilik sirt % 4
olarak tespit edilmistir. Buna gére de genotip-subtip dagihm yapilmistir (38,39,116).

HBV tagiyicihik oranlart diinyanin degigik bolgelerinde énemli farkhiliklar
gosterir (87,88). HBV prevalansinin diigitk oldugu Kuzeybati Avrupa ve ABD’deki
persistan tagiyicilar arasinda genotip A baskindir. Amazon bdlgesi ve Peru gibi HBV
tastyicthginmn yiiksek oldugu iilkelerde ise genotip F olarak belirlenmistir (149). HBV
bulaginda vertikal gegisin ilk sirada olduu Dogu Asya iilkelerinde genotip B ve C’nin
prevalans: yiiksektir. Bu durum kismen vertikal gegisten sorumlu olan HbeAg pozitif
donemin daha uzun olusu ile agiklanir. Genotip A ve D’nin dominant oldugu Akdeniz,
Sahra alt1 Afrika iilkelerinde horizontal gecis nemlidir. Genotip G Fransa ve Amerika
Birlesik Devletleri’'nde goriilmiigtiir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla 6zellikle
Meksika’min da iginde bulundupu Latin Amerika iilkelerinde yeni bir genotip daha
tespit edilmigtir. H olarak adlandirilan bu genotipin F’ye benzedigi belirlenmistir (134),
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Farkli HBV genotiplerinin diinya iizerinde cografi bblgelere gbre depigik
dagihm gosterdikleri, klinik seyri etkileyebildikleri ve tedaviye alnan yamtsizhiktan
sorumiu olabildikleri bilinmektedir (Tablo 4.1 (141,167).

Tablo 4.1 HBV Genotip ve Subtiplerinin Cografi Dagilim

Genotip Subtip En Sik Goriildiigi Dlke
A adw; Kuzey Bat1 Avrupa
adw; Sahra alt1 Afrika
B adwa 'Endonezya,r Cin
adw; Vietnam
C adw; Dogu Asya,
adrq” Japonya, Kore, Cin,
adrq Fransiz Polinezyasi,
ayr Vietnam
D ayws Akdeniz Bolgesi,
ayws Hindistan, Pakistan,
Yakmn Dogu
E ayw, Bat1 ve Sahra alt1 Afrika
F aywed Orta Amerika, $1li, Arjantin,
Peru, Amazon Bdlgesi
G Fransa ve Amerika Birlesik
Devletleri
H Latin Amerika

4.11, HBV Mutantlan

HBV genomik yapis: gok &zel olup bahsedilen bu genetik elemanlar arasinda
bliyltk oranda {ist diste binmeler (overlap) vardir. Ancak okuma alanlari birbirinden
farkh oldufu icin farkli amino asit dizilerinin sentezini saflarlar. Viriise ait genetik
diizenleyiciler de bahsedilen genetik elemanlann tizerinde bulunmaktadw (1). Bu
nedenlerle bir genetik elemanda meydana gelen mutasyon birden fazla bblgede
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degisiklige neden olur. Bir okuma alam igin avantaj tegkil edebilen bir mutasyon digeri
icin &liimciil olabilir. Bu &6zellik nedeniyle ashinda difer RNA viriisleri gibi yiiksek
oranda mutasyon siklifina sahip olan HBV, dogal olarak ¢ok az mutasyon gelistirir (4).
Mutasyonlarin dogal olarak bulunmalar1 meydana gelme hizlarma ve viriise
sagladifi avantaja baghidw. HBV ters transkriptazi da diger virlislerde oldugu gibi
kontrol fonksiyonuna sahip degildir. Yani replikasyon swasinda yanhg giren
niikleotidlerin diizeltilmesi miimkiin olmamaktadir. Bunun igin yliksek oranda
mutasyon geligme ihtimali vardir. Ancak yukarida s6z edilen nedenden dolay: ancak
yilda baz bagma 2 x 10 degisiklik s6z konusu olmaktadir. Bu oran retroviriislerden 10-
100 misli daha azdir (24).
Mutasyonlar baglica 3 tiir olabilir:

1. Nokta mutasyonlari: Bir niikleotidin yerine difer bir niikleotid gegmektedir.

a) Tranzisyon: Bir piirin yerine diger piirinin veya pirimidin yerine diger bir
pirimidinin gegtigi en sik rastlanan mutasyonlardir.

b) Transversiyon: Piirinin pirimidin ile degistifi veya tersinin goriildiigii
nokta mutasyonlaridir.

2. Yeniden diizenlentne mutasyonlari (rearrangements): Biiylik bélgelerde,
insersiyon veya delesyon seklinde olan mutasyonlardwr. Translokasyonlar ve
inversiyon'lar da bu grupta incelenir.

3. Cergeve Kaymas: (Frameshift) mutasyonlar: Tek bir nitkleotidin insersiyon veya
delesyonu ile okuma alaninda degigiklik meydana gelmesidir.

4.11.1. Prekor-kor bilgesi mutasyonlar::
HBV'nun ilk tespit edilen ve lizerinde en ¢ok durulan mutasyonlar: bu blgede
yerlesen mutasyonlardir.

Kronik B hepatitinin aktif donemlerinde viriis replikasyonunun devam ettigi
bilinmektedir. Serumda HBV-DNA'smin tespiti ve HBeAg varhigi HBV'nun replike
oldufunu gdsteren parametrelerdir (10,58). Bu nedenle kronik aktif karaciger hastalig:
olan HBV infeksiyonlarinda HBV-DNA ve HBeAg pozitif olarak saptanir. Baz
karacifer hastalarmda, karacigerde aktif nekroinflamatuar siire¢ ve serumda HBV-DNA
pozitifligine ragmen HBeAg'nin negatif oldufu saptanmugtr. Bu hastalarm
serumlarindan izole edilen HBV-DNA'smin incelenmesinde HBeAg'inin kodlandig:
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prekor bolgesinde 28. kodonda TGG kodonunun TAG doniigimii gosterdigi yani
triptofan kodonu yerine stop kodon meydana geldigfi tespit edilmistir (46).

Kor geninin bir stop kodonu oldugu halde iki baglatma kodonu vardir. Translasyon
ikinci baglatma kodonundan bagladifinda ortaya ¢ikan polipeptid, kor proteini denilen
ve niikleokapsidi olugturan proteindir. Eer translasyon birinci baglama kodonundan
baglarsa meydana gelen polipeptid hiicre icinde baz siireclerden gecip karboksil ve
amino bblgelerinden kirilmalar gdstererek sonugta HBeAg'ini olusturur. Prekor
bolgesindeki 28. kodon ikinci baglama kodonundan iki &nceki kodon oldufu igin
HBeAg translasyonu durduruldugu halde viriisiin en 6nemli yapisal proteinlerinden olan
kor proteini (HBcAg) sentezi eksiksiz gergeklesir (19).

HBeAg sentezi olmadigi halde virlis canlilim, patojenitesini ve biiyiik
ihtimalle infektivitesini kaybetmemektedir. Biiyiik ihtimalle viriise karg: olusan immiin
toleransta, dolayisiyla infeksiyonun devamhihinda HBeAgnin roli  oldugu
diigiintilmektedir. Prekor stop kodon mutasyonu ilk &nce afir karacifer hastalif:
olanlarda ve fulminan hepatitli hastalarda tespit edildigi icin arastiricilar fulminan B
hepatitinin etken ve etyolojisini bulduklarmi diigiinmiiglerdir (119). HBeAg immiin
tolerojen olarak diigiiniildiigii icin, bu proteinin kaybinmn agresif bir immiin saldiriya ve
dolayisiyla fulminan veya afmr seyirli bir karaciger hastalifina neden oldugu iddia
edilmigtir. Ancak hemen arkasindan yapilan genis arastirmalar stop kodon mutantimn
asemptomatik tastyicilarda da tespit edildifini gostermistir (111). Amerika Birlesik
Devletleri'nden yapilan yaymnlarda fulminan B hepatitli hastalarda prekor stop kodon
mutantlarmin seyrek olarak bulundugu bildirilmigtir (43,79, 85).

Bu durumda hastahfm klinik g6riinlimii ile prekor mutantimn iliskili oldugu
goriisii tehlikeye girmigtir. "Prekor stop kodon mutasyonu agir klinik tablonun sebebi
degil sonucudur.”" g8riigti agirhik kazanmistr. Hatta mutantlarla infekte hastalarda akut
alevlenmeler gelistifinde, yitkselen HBV-DNA titresinden ¢coguntukla yabani tip “wild
type” sorumlu tutulmustur (72, 91). HBeAg hepatositlerin yiizeyinde sitotoksik T
hiicrelerinin cevap gelistirdifi en Snemli antijenik yapilardandir. Bu antijenin olmamasy
virlistin immiin sistemden kagmasina ve infeksiyonun devamhlifina neden olmaktadir.
“wild tip” viriise karg1 geligen immiin saldiri, “wild tipin” temizlenip HBeAg(=) susun
(prekor stop kodon mutantinin) segilmesini sajlamaktadir (44). Bunlara ragmen, bugiin
icin heniiz hastahifin klinigi ile HBeAg(-) mutantlarin iligkisi tam olarak

29



anlagilamarmstir. Muhtemelen HBeAg'inin immiin hedef antijen olma ozelligi ile
immiin tolerojen olma &zelligi arasindaki denge hastahifm aktivitesini belirlemektedir.
Hastaligin erken evrelerinde tamamen HBeAg(+) suslarin varhifinda immiin toleranstan
dolay1 genellikle hastalik aktivitesi az ve transaminaz diizeyleri diigilk olmaktadir.
Halbuki “wild tipin” temizlendigi ve HBeAg(-) mutantlarin hakim oldugu donemde
HBeAg(+) viriislerdeki replikasyon artiglar1 dSnemlerinde, zeminde immiin tolerojen bu
maddenin bulunmamas), fakat HBeAg'inin hepatositlerin yiizeyinde eksprese olmasi
yeni bir immiin saldiriya, dolays: ile alevienmelere neden olmaktadir. Bu saldirmin
arkasindan HBeAg(-) viriisler var olmaya devam etmektedirler. Tamamiyle HBeAg(-)
viriislerin tiim popiilasyona hakim oldufunda yine hastahk genellikle inaktif veya hafif
transaminaz yiiksekligi ile seyretmeye devam etmektedir (23).

Mutantlarin hastahfin tedavi cevabiyla iligkisi de g¢esitli arastirmalara konu
olmustur. Ik arastrmalar mutantlarm interferona cevabmin daha kotii oldugunu
gOstermistir (68). Ancak sonraki aragtirmalarin vardif1 ortak sonug, tedavi sonu cevap
agisindan mutantlarla “wild tip” infeksiyonlan arasinda fark olmadif: ydntindedir (1).
Fakat mutant viriis infeksiyonlarinda niitks oram ¢ok daha yiiksek bulunmaktadir (9).
Kronik B hepatiti seyri esnasinda goriilen kriyoglobulinemi gibi ekstrahepatik belirtiler,
drnegin, ile prekor mutantiar arasinda iligki oldugu da bildirilmistir (89, 96).

Ik tespit edildikleri zamandan itibaren, prekor stop kodon mutasyonlarmnimn
Akdeniz cevresi iilkelerde ve Uzak Dogu'da daha fazla rastlandiklar: dikkati cekmigtir.
Bunun nedeni HBV'nun genotiplerinin farkli cografi dafilumidir. Prekor stop kodon
mutasyonu ancak viriis genomunun 1858. niikleotidinde timin bulunan genotiplerde
{genotip C ve D) meydana gelebilmektedir. Halbuki aym1 numaral niikleotitde sitozin
bulunduran genotip A'da C1858T mutasyonu olmadik¢a higchir zaman stop kodon
mutesyonu meydana gelmemektedir (84, 132). Bunun nedeni prekor bdlgesinde
yerlegen ve regiilatér bir bélge olan epsilon enkapsidasyon sinyal dizisinin sekonder
yapisidir. Epsilon enkapsidasyon sinyal dizisinin sekonder yapis: ¢esitli baz eslesmeleri
ile stabil hale gelmektedir. Bu sekonder yapida 1858 ve 1896 numarah niikleotidler
karmilikli gelmektedirler. Genotip A'da efer stop kodon mutasyonu meydana gelirse
C1858 ile G1896 arasmndaki mevcut baz eglesmesinin kirilmas: gerekmektedir. Bu da
sekonder yapumn stabilitesini bozar ve virlis ivin avantaj kaybma neden olur. Halbuki
1858. niikleotitde T bulunduran genotip C ve D'de G1896A mutasyonu iki niikleotid

30



arasmdaki baz eslesmesini salayip yapiy: daha stabil hale getirmektedir (17, 90) ve
belki de viriislin replikasyon yetenegi artmaktadir. Molekiiler yapidaki bu &zellik
diipyamin  baz:1  bBigelerinde stop kodon mutantlarmin daha stk griilmesini
aciklamaktadir. Ulkemizde kronik B hepatitli replikatif hastalarin %60-70'inde HBeAg
negatiftir, yani bityiik oranda mutant viriis infeksiyonu vardir (76). Isveg'ten yapilan bir
galiymada HBeAg(=) oldugu halde stop kodon mutasyonu bulundurmayan viriislerle
olan infeksiyonlarn, stop kodon mutasyonu bulunduranlardan daha air seyrettigi iddia
edilmigtir (88).

Sonug olarak HBeAg(-) prekor pwtantlarimin klinik agidan asemptomatik
tagryiciliktan fulminan hepatite kadar farkh klinik tablolarda infeksiyonlarla birlikte
oldufu goriilmektedir. Siroza ilerleme ve kanser gelisimi agisindan da HBeAg(-) ve
HBeAg(+) infeksiyonlar arasinda fark goriinmemektedir.

4.11.2. Prekor bilgesindeki difer mutasyonlar:

Prekor bolgesinde 1896. nilkleotitteki G=>A degigimi digmda da bazi mutasyonlar
rapor edilmistir. Bunlardan en sik rastlanan: 1899. niikleotitteki G- A degigimi olup bu
mutasyon siklikla 1896 mutasyonu ile birlikte goriinmektedir. iki mutasyonun bir arada
bulunmasimin hastahm klinigini agirlagtirdif: iddia edilmistir (148, 151).

4.12.3. Kor bolgesi mutasyoniari:

Kor geni, 183. kodondan sentezlenmeye baglayip, HBcAg'nin sentezinden sorumiu
bolgedir. Immiin sistem igin en Snemli hedef antijenlerden biridir. Bu nedenle hastalign
aktivitesi ve tedavi cevabmda bu antijene ait degigikliklerin Snemli olabilecegi
belirtilmistir. Yapilan baz: ¢alismalarda kor geninde mutasyon sayis: fazla olaniarda
tedavi cevabr daha kot bulunmugtur (106, 126). Sonraki daha genis kapsamh
cahismalar bu mutasyonlarin hastahmn prognozu veya tedavi cevabiyla iliskisinin
olmadifini ortaya koymustur (137). Kor geni mutasyonlar: HBeAg serokonversiyonu
doneminde ve sonrasmda deha fazla tespit edilmektedir (3, 18). Kor geninde delesyona
sahip olan viriisler defektif viriisler olup mutlaka “wild tip”in varhfina ve yardimina
ihtiyag gosterirler (2). Genellikle HBeAg/AntiHBe serokonversiyonundan sonra
ortamdan uzaklastiriidiklar: géritimiigtiir. Delesyona sahip mutantlarin tedavi cevabiyla

da iligkisi bulunmamisgtir (93).
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Kor geninde belirgin ve hep aym 6zellikte tammlanmig bir mutasyon yoktur. Daha ¢ok
hastahigin seyri ilerledikce ve alevlenmeler geligtikce sayica artan mutasyonlardan
bahsedilmektedir. Mutasyonlarm B hiicresi, CD4(+) T hiicreleri ve sitotoksik T
hiicrelerinin tamdify epitoplarda yogfunlagmalari bu mutasyonlarm immiin sistemin
tammasindan kagmay: safladifi (escape mutants) ve bu nedenle immiin atakiar
sonrasinda segildiklerini diigtindiirmektedir.

4.11.4. Yiizey (S) geni mutasyonlari:
Zarf proteinleri hiimoral ve hiicresel immiin cevap icin hedef tegkil eden antijenler
icerirler. Anti-HBs cevabin nbtralizan bir aktiviteye sahip olmasi nedeni ile zarf
proteinleri HBV profilaksisinde kullamlirlar (28).
Bazi zarf mutantlar1 ylizyillar boyunca HLA baskisiyla segilerek HBV'nun farkl
fenotiplerini meydana getirmektedirler (17,27,53). 122. ve 160. amino asitlerde lizin
veya arjinin bulunmasina gbre d/y veya w/r subtipleri ayirtedilmektedir (Sekil 4.12).
Son yillarda bunlarm digmda da yiizey (zarf) proteinlerinde mutasyonlar
tammianmaktadr. Ozellikle agilanmiy gocuklarda HBsAg pozitifliginin saptanmasi
{izerine yapilan aragtirmalarda HBsAg a determinantinda dncelikle 144. amino asitte
glisin-arjinin yer degigtirmesi saptanmgtir (113,163). Bu da agimn gelistirdigi anti-HBs
antikorunun tanimasmndan kacan bir mutasyon olugumuna neden olmaktadir (29,82).
Yiizey geni mutantlarmin agmin korumasindan kagabilen, HBsAg negatif HBV
infeksiyonlarma yol acabilen, fulminan seyirle iligkisi olabilen virlisler meydana
getirebildigi gOsterilmis olmasma rafmen halen pratikte Snemleri oldugu kuskuludur
{78,127).

d: lizin . sistel
122 vt arjinia @ : sistein

Sekil 4.13 Asidan sonra HBsAg'nin a determinantmda bildirilen bazi mutasyonlar
http:/fwww.vhsd.org/slayt seti/hepatit b 05.htm sitesinden alimmustir.
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4.11.5. Polimeraz geni mutasyonlarn:

Polimeraz geni HBV'nun en biiyiik geni olup difer 3 genle de {ist {iste gelmektedir. Bu
nedenle gen fiizerindeki dedisiklik daima difer genlerde de degisikliSe neden
olmaktadir. Bunun i¢in dogal olarak polimeraz mutasyonlarma ¢ok az rastlanir (67,
125). Gegmis yillarda polimeraz geninde bazi delesyonlar tammlanmigsa da Onemleri
anlagilamamigtir. Bugiin igin polimeraz geni mutasyonlar1 dendifinde akla niikleozid
analoglarina kary: direng saflayan mutasyonlar gelmektedir (10,124, 144). Mutant
viriislerin patojenitesinin “wild tipten” az olup olmadii veya bu viriislerin interferon
tedavisine cevaplar konusunda heniiz bilgi yoktur.

4.11.6. X geni mutasyoniar::

HBV X proteininin fonksiyonu tam olarsk bilinmemektedir. Difier bir hepadnaviriis
olan 6rdek hepatit viriisiinde de X geni bulunmamaktadir. X geninin DNA'ya baglanma
ozelligi olmadi: igin transaktivasyon etkisini muhtemelen diger proteinlerle stkileserek
veya bazi sinyal iletim sistemleri aracilif: ile etkileserek yapmaktadir (5,152). HBY
serolojik g8stergeleri negatif olan baz: diyaliz hastalarin serumlarinda HBV DNA
polimerazin bulunmasi sonucunda yapilan aragtirmalarda X geninde delesyonlarla giden
bazi mutasyonlara rastlanmigtr (99). X proteininin viral replikasyonda rolii
olabilecegini gdsteren bulgular tespit edilmistir. Bu nedenle bu gendeki mutasyoniarm
virtistin replikasyonunda ve difer baz1 genlerin ekspresyonunda degigiklikler yapmas:
ve atipik serolojilere neden olmas: beklenebilir. HBsAg(=) bazi HBV infeksiyonlarinda
X geni delesyonlarnin bulunmas: atipik serolojilerle X geni mutasyonlan arasinda iligki
kurulmasma neden olmugtur (48). Ayrica X geninin polimeraz ve prekor genleri ile
{istliste binmesi, HBV “enhancer” II'nin ve prekor ve kor promoterlarmm X geni
icerisinde yer almalar1 X geni bolgesindeki mutasyonlarm c¢ok y&nhi etkileri
olabilecegini diigindiirmektedir. Kor promoter bblgesi mutasyonlar1 genis olarak ele
ahnmig mutasyonlardandrr. HBeAg(-) biitlin  hastalarda prekor stop kodon
mutasyonunun olmamas: tizerine yapilan agiklamalardan biri de bu hastalarda HBeAg
ekspresyonunun azalmasma yol agan kor promoter mutasyonlaridr (68,115). Kor
promoter bblgesindeki AT tekrarlamalarindan zengin bilgede yer alan iki mutasyon
tizerinde durulmugtur (A1762T ve G1764A). Bu mutasyona sahip virlislerde HBeAg
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ekspresyonu azalirken HBcAg ekspresyonunda artma oldugu bildirilmistir. Bu iki
mutasyonun fulminan hepatitle iligkili oldugu iddia edilmektedir (13).

X geni {irlinlinlin hepatokarsinogeneziste rolti oldugu kabul edilmektedir. Bazi
karaciger kanseri hiicrelerinde X geni delesyonlu HBV mutantlar: tespit edilmigtir
(15,62). Bunlar genellikle 128-132. kodonlar civarmda gergeve kaymasina (frameshift)
ve normalden 20 amino asit kisa X proteinlerinin meydana gelmesine sebep olan
mutasyonlardir. HBx proteinin apoptozisi p53'ten bafimsiz bir yolla indiikledigi ve
hiicrelerin klonal asin cogalmasmi azalttify gOsterilmistir (142). Ayrica HBe
ekspresyonunun hiicre sikliistiniin geg G1 fazim bloke edip apoptozise gidis Gncesinde
de hiicre bolinmesini durdurdugu gosterilmistir. HBV X geni mutantlarmm HBx'in
apoptozisi indiikleyici ve Gl'de bloklama tesirini ortadan kaldwdid:, bu sekilde
hepatoseltiiler kanser gelismesinin kolaylastif1 iddia edilmektedir.

Hepatoselliler kanser olusumunda HBX mutasyonlarmin roline dair ortaya
atilan bir difer hipotez de HBx proteininin hiicrenin hasarh DNA'sma baglanma
8zelliginde oldugu, b8ylece DNA tamirini engelledigi seklindedir (26). Aym ¢alismada
hasarhi DNA'ya baglanan HBx'in bu DNA'y: ultraviyole 1g13min kirtlma yapici tesirine
hassas hale getirdigi de diigiiniitmektedir.

4.12. HBV'nin Klinigi
4.12.1. Akut HBV infeksiyonu (AVH)

Kulucka donemi ortalama 70-80 (28-180) giin olan infeksiyonun kroniklegsme
riski %10°dur (83). Preikterik, ikterik ve postikterik olmak tizere {i¢ evresi bulunan
hastah@m klinik formlar: ise, ikterik, anikterik, kolestatik, subfilminan ve fulminan’dir.

Ikterik formun 1-2 haflalik prodrom déneminde, bay a@irisy, halsizlik, ¢abuk
yorulma, artralaji, istahsizhik, bulanti, kusma, ates, {irtiker, migren gibi yakmmalar: olan
hastalarda tlim belirtiler sarihifin ortaya gikis ile kaybolur. Bu ikterik dénemde idrar
koyulasir ve digki rengi agilir. 2-4 hafta siiren bu dénemde hepatomegali olur ve
splenomegali, lenfadenomegali ve kagint: olabilir. Postikterik dénemde sarihik geriler ve
hasta 1-2 hafta icinde kendisini iyi hissetmeye baglar. Klinik biyokimyasal ve
histopatolojik agidan tam olarak iyilesme 6 ayda olur,

Anikterik formda klinik agidan belirti ve bulgular son derece silik oldugundan,
cofunlukla gdzden kagar. Kronikiesme bu olgularda daha siktiwr. Kolestatik formda
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bilirubinemi % 20 mg’1 agabilir ve sarthk 8-29 hafia siirebilirse de, prognoz gok iyi ve
iyilesme tamdur.

Subfulminan formda bazi AVH olgularinda, iyileyme g8riilmez; sarilik, ates ve
sindirim gikayetleri devam eder. Prognoz kotiidiir ve siklikla 3-10 hafta iginde 8lim
goriiliir veya 1-3 yil iginde siroz gelisir.

Fulminan formda 1-2 hafta icinde afir karacifer yetmezlifi ve ensefalopati
gelistifinden AVH’li olgularin gogu kaybedilmektedir (75),

4,12.2. Kronik HBV infeksiyonu

Kroniklesme sikhkla, subklinik latent HBV infeksiyonunu izlerse de,
kroniklesen olgularin cofunda akut hepatit 8ykiisi bulunmamaktadir. Erigkinlerde % 10
olan kroniklesme riski, gocuklarda % 50, yenidoganlarda ise % 90°dir (12). Erkeklerde
ve bagigikbik sistemi bozuk olanlarda kronikleyme daha siktwr. Alt: aydan dsha uzun
stireyle HBsAg porzitif olan kronik hepatitli olgular, klinik acidan fic grupta
degerlendirilmektedir: kronik asemptomatik tasiyicilar, kronik persistan hepatit ve
kronik aktif hepatit.

Kronik asemptomatik tagtyicilar, HBV infeksiyonu igin bliylik bir kaynak
olusturmalar, PHCC gelisimi ve HDV siiperinfeksiyonu gibi riskler tagimalari
nedeniyle klinik agidan 8nemlidir,

Kronik persistan hepatit, selim seyirli olup, prognozu iyidir; kronik aktif hepatite
doniigme riski ise oldukga diigiiktiir (108).

Kronik aktif hepatit, ilerleyici bir seyre sahip olup, prognozu kétiidiir ve yitksek
oranda siroza d8nligmektedir. Kronik olarak HBsAg pozitif olan olgular, farkh antijen
ve antikor sistemlerinin varhina bagh olarak da iic grupta degerlendirilmektedir.

1. HBeAg (+) olan ve viremi bulunan kronik karacifer hastalan

2. HBeAg (+), anti<HBe (+) olmasma kargmn viremi bulunan, ciddi seyirli, ilerleyici
karakterde kronik karaciger hastalif: bulunanlar

3. Anti-HBe (+) olan ve viremi ile karacifer hastalif: bulunmayaniar

Birinci ve ikinci grubu birbirlerinden ayiran noktamn HBeAg varhi: ve yoklugu

oldufu dikkate alimacak olursa, bu antijenin hastahfm seyrini etkileyebilecek nitelikte
oldupu agikca gdriiimektedir. Ikinci grup olgulara &zellikle Akdeniz ve Uzakdogu
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iilkelerinde rastlanmaktadir ve olaydan HBV genomunun pre-kor bolgesindeki
mutasyonlar sorumlu tutulmaktadw. Uclincli grubun ise, ya birinci grupta iken
serokonversiyona uframuy veya akut hepatitten kronik karacifer hastalifi gelismeden
basit bir tastyict durumuna gegmis olgular: igerdigi diigliniiimektedir (95).
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5. GEREC ve YONTEM

GEREC:
5.1. Kullamlan Alétler

Agaroz jel elektroforez diizenegi, ATTO (Japonya)
Agaroz jel elektroforez diizenegi, Bio-Rad (ABD)
B-Sayaci, Tech. Assos (ABD)

Buzdolabs, Argelik (Tiirkiye)

DNA Sequencer ABI 3100 (Ingiltere)
Derin Dondurucu «20° C, Philco (Tiirkiye)
Derin Dondurucu -70° C, So-Low (ABD)
Developer cihazi, Kodak (Ingiltere)

Dizi analizi cihazi, Base Runner (ABD)
Etiiv, Heraus (Almanya}

Fotograf makinasi, Vilber Lourmat (Fransa)
Gli¢ kaynagi, ATTO (Japonya)

Giig kaynagi, IBI-MPE 3000E (ABD)
Hassas terazi, Mettler AT261 (isvicre)
Hassas terazi, PJ6000 (Isvigre)

Ist blogu, Techne DB=ZA (Ingiltere)

Is1 Kontrol Cihaz: PTC100 (Ingiltere)

Jel okuyucu, IBI (ABD)

Karigtiric, Lab Line Orbit (ABD)

Kirik buz makinasi, Scotsman (ABD)
Laminar akimh kabin, Ozge A.S. (Tirkiye)
Manyetik karstirier, Cole-Parmer (ABD)
Mikrosantrifilj, Heraus (Almanya)
Mikrosantrifiij, IEC-Micro (ABD)

Otoklav, All American (ABD)

Otomatik pipet, Gilson (Fransa)

Pastdr firmi, Elektro-Mag (Tiirkiye)



pH metre, Corning (ABD)

Rotor, Sorvall, Beckman (Ingiltere)

Santrifiij, Heraus Digifiij GL (Japonya)
Sogutmah santrifiij, Hettich 30 RF (Almanya)
Su banyosu, Dedeoglu (Tirkiye)

Su banyosu, Kottermann (Fransa)

Su saflagtirma cihazi, Milli Q (J819 UF) Millipore (ABD)
Terazi, Mettler PE2000 (Isvigre)

Termal dongii cihazi, BiometraUNO (Almanya)
UV kayna@, Vilber Lourmant (Fransa)

Vakum Manifolder, Promega (ABD)

Vorteks, IKA MSI (ABD)

Film:
Polaroid/Siyah-beyaz 667 Kodak (ABD)

5.2. Kimyasal Maddeler

Restriksiyon enzimleri [Alw I, Nci I, Ear I, NlIa IV (New England BioLabs, Ingiltere),
Hph I (MBI, Litvanya)} ve markerlar ($X 174, DNA ladder Promega, ABD) digindaki
tlim kimyasal maddeler Sigma’dan (Almanya) temin edilmigtir.

5.3. Kullamilan Cozeltiler
TE: 10 mM Tris/HC], | mM EDTA (pH 8.0)
THE Soliisyonu: Tris, 54.7 g, Borik asit, 27.5 g,
0.5M EDTA (pH 8.0)
TAE Soliisyonu: Tris, 242 g, Asetik asit, 57.1 g,
0.5 MEDTA (pH 8.0)
Agaroz Jel Yiikleme Tamponu: 6X yiikleme tamponu, % 25 Bromofenol

mavisi, % 23 Ksilen siyanol, % 30 Gliserol
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ortamz: 10X PZR Tamponu, 200 mM (25 mM)
MgCh, 200uM (25 mM) dNTP, 1 tinite
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Dizi Analizi Reaksiyonu Tamponlari:
20X TTE:

Dizi Analizi Jeli

Jel Sabitleme Soliisyonu:

(Su/pl) Tag Polimeraz, 20 pmol

(160 pmvpl) B935, B939, CPRF1, CPRR2,
HBVF1, HBVF2, HBVR2, MDC1, MF16,
MF24, Xbeg, Xend primerleri

Tris 261 g, Tawrine 72 g,

Na;EDTA2H;0 4 g,

1000 mP’ye distile su ile tamamlanir.

Ure 50.4 g, Akrilamit: Bisakrilamit, 19:1,
18 g, 20 X TTE 6 ml, H,O 50 mi

Ure ¢oziinditkten sonra, HyO ile 120 ml ye
tamamlanir ve AMPS 262 ul, TEMED
64.3 pl.

Asetik asit 50 ml, H;O 1950 mi,
(Asetik asit 200 kat sulandirilir.)
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5.4. Kullamilan Primerler

Dy Primerler

HBVF1 (ileri)

5- CCCTGC TGG TGG CTCCAAGTTC-3’
55-76 baz dizileri

HBVR2 (geri)

5’ AAG CCA AAC AGT GGG GGA AAGC-3%
708-730 baz dizileri

iiriin nzunhagu: 675 bg

ic Primerler

HBVF?2 (ileri)

5°- GTC TAG ACT CGT GGT GGACTTCICTC-¥
246-271 baz dizileri

HBVR2 (geri)

5°- AAG CCA AAC AGT GGG GGA AAGC-3%
708-730 baz dizileri

firiin uzunlugu: 485 be

Dis Primerler
B935 (ileri)

5°- GCG CTG CAG AAGGTTTGTGGCTCCTCT G -3

1233-1260 baz dizileri

MDC1 (geri)

5° TGG ATA AGA TAG GGG CATTTG -3’
2304-2324 baz dizileri

firlin uzunlugu: 1091 be

Ic Primerler

CPRF1 (ileri)

5-CAATGT CAACGACCG ACC-%
1678-1695 baz dizileri
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CPRR1 (geri)

5’- GAG TAACTCCAC AGT AGCTCC -3’
1928-1948 baz dizileri

iiriin uzunhagu: 270 be

MF24 (ilerl)

5’- AGC GAC TGC GTG GAACCT -3°
1228-1446 baz dizileri

MF16 (geri)

5’-TGG ATA AGATAG GGG CATTTG-3°
1903-1919 baz dizileri

firiin uzankhgu: 691 be

B935 (ilerd)

5°- GCG CTG CAG AAG GTT TGT GGCTCCTCTG -3’
1233-1260 baz dizileri

B936 (geri)

5°- GCG CTG CAG GCT TGA ACA GTG GGACAT-3
1852- 1878 baz dizileri

iiriin uzunhafu: 645 bg

Xbeg (ileri)

5’- GCC TGA ATT CCA TGG CTG CTC GGT TGT GC - 3°
1385- 1413 baz dizileri

Xend (geri)

5’- CAT GAA CTC GAG ATG ATT AGG CAGAG-3%
1877-1903 baz dizileri

firiin uzunlagu: 518 be
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Yintemler:
5.5. DNA ELDESI

Cahigmarmiza, Haydarpagsa Numune Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarmdan
serolojik markerlarma [(HBsAg (+) -AntiliBclgG (+) veya HBsAg (+) ~AntitiBclgM
()] gore secilen 187 olgu dahil edilmigtir. Serumdan HBV DNA izolasyonu amaciyla
kullantlda.

Fenol-Kloroform Yontemi

100 pl serum, 100 ut %0.5 SDS, 5 mM EDTA, 10 mM Tris (pH 8.0), 2 ul Proteinaz K
iceren soliisyon ile 3 saat siire ile 70°C’de bekletildi. Uzerine es hacim (200 ul) fenol-
kloroform eklenerek hafifce vortekslendikten sonra 5 dakika 5000 rpm’de santrifiij
edildi, Ust faz steril bir tiipe aktarild: ve fenol-kloroform iglemi tekrarlanda,

Steril bir tiipe aktarilan {ist faza 10 ul 3 M sodyumasetat (NaAc) ve %100 lik etanolden
2 hacim eklenerek, 1 saat —70'C’de bekletildi ve 4'C’de 15 dekika 15000 rpm’de
santriftij edildi. Ust sivi alnarak pelet havada kurutulduktan sonra, 20 ul dHLO ile
goziilerek =20°C’de saklandi (159).

5.6. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) DNA'nin yitksek 11 ile tek iplikli hale
getirilmesini takiben 6zel olarak hazirlanan oligoniikleotid primerlerin kalip DNA ile
eglesmesi ve DNA polimeraz tarafindan sentezin gerceklegtirilmesi temel prensibine
dayanan ve belirli bir DNA bSlgesinin yaklagik bir milyon kat gogaltiimasin saglayan
bir yéntemdir.

Bir dongii sistemi olan PZR ii¢ basamaktan olugsur. Birinci basamakda ¢ift
iplikli DNA 94°C’ de tek iplikli forma doniigiir, genellikle 37-55°C arasmnda
gerceklesen ikinci basamakda ise cofaltiimasi istenen bdlgeye &zel oligoniikleotid
primerler baglanw. Ugilincli basamakta istya dayamkh Tag DNA polimeraz enzimi
kullanilarak yeni zincirin sentezlenmesi sajlanir. Bu ti¢ basamak bir déngiiyii olugturur
ve ortalama 30 kez (25-40) tekrarlanan ddngiiler sonunda DNA, misal d8ngii cihazinda
katlanarak (eksponansiyel) cogaltilir.
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Standart bir PZR’da, 0,1-1 ul kalip DNA, 20 pmol Py( ileri } ve Pz (geri)
primerier, her bir dNTP’den 50 uM, 1,5 mM MgCh ve 2 finite Tag polimeraz
kullamimaktadir. PZR’nun etkinlifinin arttwrdmasindaki 8nemli etkenlerden biri de
primer baglanma 1sis1 optimizasyonudur. Cift iplikli DNA’nim ayrilma 1sis1 olan Tm
derecesinin 2-3 derece fazlas: primer baflanma isist olarak kullamlr [Tm(°C):
2(A+TY+4(G+C)]. Bu ydntem ile 3 kb’a kadar olan DNA bélgesinin etkin bir gekilde
gogaltilmas: mimkiindiir. Cogaltilan hedef bblge agaroz jel elekiroforezi yapilarak
glzlenir (159).

5.7. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Agaroz jel elektroforezi DNA pargalarimin aynimas;, tammlanmasi ve
saflagtiriimas: amaci icin kullamlan bir ydntemdir. Agaroz jel elektroforez yéntemi ile
birkag yiiz ile ~ 20 kb arabipmdaki DNA pargalarimin ayrilmasi saflanir. DNA’nin
elektroforetik g&c uzakhgy, aym anda jele yiiklenen ve bant uzunluklar: bilinen marker
DNA’mn slektroforetik g¢ uzakhif ile kiyaslanmaktadir. Boylarma gire aynstiriimg
bu bantlarin pdriinebilmesi icin, DNA’nmn baz giftleri arasma baglanarak onu UV 151
altinda gbrintir hale getiren etidyum bromiir (EtBr) boyasindan yararlamiimaktadir
(159).

5.8. HBV GENOTIP ANALIZI (RFLP YONTEMI)

Restriksiyon enzimleri (RE) ¢ift surmal DNA'v: belirli bblgelerden kesen

enzimlerdir. Bakterilerden izole edilen bu enzimler DNA'da 6zgiin kisa dizileri tanir ve
kesme iglemini, enzime gire defigmek lizere, tanuma yerinde gergeklestirir. Kesim
sonucu kiit veya yapiskan uglu DNA pargalar: olusur. RE’lerin tanima yiizeyleri
genellikle 4-6 baz ¢ifti uvzunlugundadr.
Bugiin 100'den fazla kesim yiizeyine sahip 400% agkm restriksivon enzimi
bilinmektedir. Her bir bakteri tiirlinde farkh diziyi tamyan bir restriksiyon enzimi
bulunmakla birlikte bazi bakterilerde birden fazla restriksiyon enzimi vardir. Aym
bakteriden, birden fazla enzim izole edildigi takdirde I, II, IHI gibi kisaltmalar isminin
sonuna eklenmektedir.

Restriksiyon enzimlerinin DNA {#izerindeki aktiviteleri igin bam optimal
kosullara gercksinimleri vardir. Aksi halde enzimlerin aktivitesi azahr. Mezofilik
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bakterilerden elde edilen RE'leri, genellikle 37°C-40°C arasmnda aktif olmasma kargm,
termofilikierde optimal 1s1 70°C kadar ¢ikabilir.

RE’leri digaridan giren DNA dizileri #izerinde etkili olmasina karsin, o
bakterinin kendi genomu igin zararsizdir. Bakteri hiicrelerini yabanct DNA'ya kargt
direngli kilan bu enzimler, DNA molekiiliinde yalmz belirli baz dizilerine 6zgiin
olduklarindan gen aktarma igleminde ve gegitli DNA molekiillerinin birincil yapilarmin
incelenerek baz dizilerinin saptanmasinda 8nemli rol oynarlar. Restriksiyon
niikleazlarinin dizi $zgtinligi, kirdiklari DNA molekiillerinden yalmzca belirli uzunluk
ve sayida DNA parcalar: ortaya gikmasim: saglar.

Cahgmamizda kullanitlan RE’leri ve tamma ylizeyleri asagida belirtildigi
sekildedir.

NIalV 5% .....GGNANCC......=3’
BspLI 5% .....GGNANCC.......=3’
Earl 5 .....CTCTTCQ)A..-3
Alwl 5 .....GGATC@N)A....-3
Hpht 5'-.....GGTGAN)A....-3’
Neil 5'- .....CC*SGG........... -3’

5.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

HBV DNA izolasyonunun ardindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), HBV
DNA'mn S bblgesini ¢ogaltmak amaciyla kullamldi. HBV DNA 8 bblgesine ait zel
primerler ile semi-nested PZR yéntemine dayanarak iki tur olarak cogaltild:.

HBVF1 =» ileri
I ctccaccact tteccaccaaa ctettcaaga teecagagte agggecctgt accteeetge
61 tggtgsctee angttcggan cagtgageee tgotcagaat actgtetetg ceatatcgtc
121 aatcttateg aagactgggg accctgtgee gaacatggag agcatcgeat caggactect
181 agpaccecty ctegtpttas aggegsoatt ettty acaaaaatee teacaatace
HBVF2 — iléri

241 acagagteta gactegtggt peacttetet caatiticta ggpggaacac cogtgtgtct
301 tgpccaaaat tegeagtcee aaatctceag teactcacca accigtigic ctecaacttg
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361 tcctggttat cgotggatpt gictgeggeg tiitateatc tiectetgea tectgetget

421 atpcctcate tictigtipp tictictgga ctatcaagpt atgtigecceg tiigtectet
481 aattccagga tcatcaacca ceageacggy accatgeaag acttgeacag ctectgetea

541 aggaacctct atgtttcect catgttpetg tacaaaacct acggacggaa actgeacetg

601 tattcccatc ceatcatctt gggcotitcge aaaataccta tggpagtggg cctcagtecg

661 tttctettgg cteagtttac tagtgecatt tgttcaptgp ticgtagpge titcccecac

721 tgtetggett teagttatat pgatgatgty ghittpopep ccaagtotgt acaacatctt

481 aattccagga tcatcaacca ccageacggp accatgeaag acttgeacag ctectgetea

541 aggaacctct atgtitcect catgttgetg tacaaaacct acggacggaa actgeacetg

601 tattcecate ccatcatctt ggpctticge aaaataccta tgggagtgpe cctcagteeg

661 ttctettog cteagtttac tagtgecatt tgticagtge tiegtaggse ttteecceac

721 tgtetggett tcagttatat gpatpatpte pttttppppe ccaagtetpt acaacatett
geri « HBVR1

PZR da ilk tur, her bir 6roek igin; 1X (10X) PZR tamponundan, 2 mM (25 mM)
MgCl’dan ve 25 mM dNTP kargimindan 2.5 pl, 10 pM HBVF1 ve HBVR2
primerlerinden 1 pl, Tag DNA Polimeraz’dan (5 unite/ul) 0.1 pl alindi ve 8.15 pl
distile su ile 15 pl e tamamiandi. Hazirlanan karigim, 10 pi alman HBV DNA
omeklerinin tzerine eklendi ve pipetle karigmalar: saglandiktan sonra buharlagmay:
Onlemek icin 40 pl mineral yag: ile kapatilds,

Tiipler termal dongii cihazina konarak PZR’na baglandy, PZR 95 °C'de 2 dakika
&n denatiirasyon ile bagladi. 94 °C "de 15 saniye denatiirasyon, 60 °C de 45 saniye
yeniden baflanma ve 72 °C °de 45 saniye uzama agamalarindan olugan PZR program
25 dongii olacak gekilde yapildi Ik tur PZR Griiniinden 2.5 pl ahnarak yine aym
reaksiyon gartlar: ve program kullanilarak sadece ileri primeri degigtirilerek 2. tur PZR
yapildi.

5.8.2. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR tirtinlerini goriintiilemek icin %1.5 luk agaroz jel elektroforezi yapilds.
Ornekler, 100 V, 40 Amp’de 1.5 saat yiritildi. Her bir drnek igin jele 5 pul DNA,
Bromofenol mavisi ile karigtirilarak yiiklendi.

45



5.8.3. Restriksivon Fragment Uzunluk Pelimerfizmi (RFLF)

2. tur 20 pl PZR tirtinii 10 X enzim tamponu ve 10 {inite restriksiyon enzimi
[Alw I, Nei I, Ear I, Nla IV (New England BioLabs) Hph I (MBI Fermentas)] ile 3 saat
37°C bekletildi. Hph I enzimi genotip F igin, Nci I genotip E igin, Afw [ genotip C icin,
Ear I genotip B igin, Nla IV genotip A ve D igin kullamidi. Kesim somuglan % 3.0' lik
nusieve GTG ( 3:1) agaroz jel {izerinde gériintiilenerek genotip tayini yapildi.

5.9. DiZi ANALIZi

Dizi analizi DNA’mn belirli bir bblgesinin baz dizilerinin saptanmasim saglayan
bir yontemdir. flk olarak 1970’lerde ortaya konmus, daha sonralari prensip olarak
birbirinden farkh olan iki orjinal DNA Dizi Analizi metodu tammlanmstir. Sanger’in
enzimatik veya dideoksi zincir sonlanmasi metodu; DNA polimeraz ile tek iplikli bir
kahptan bir DNA ipliginin sentezini igerir. Maxem ve Gilbert’in kimyasal yikim
metodu ise; orijinal DNA’nin kimyasal olarak pargalanmasimi igerir. Radyoaktivite
igeren poliniikleotidler poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrildifinda, orijinal DNA’ min
niikleotid dizisi jelin bir otoradyografisi ile direkt olarak okunabilir. PZR metodunun
ortaya konmas: ile daha basit ve daha giicli yeni dizi analizi ydntemleri (cycle
sequencing ) ortaya konmustur.

5.9.1. HBV Prekor-kor ve X Bélgelerinin Dizi Analizi ile Incelenmesi

5.9.1.1 Pelimeraz Zincir Reaksiyonu
5.9.1.1.1 Kor Bolgesi
Genotipleri belirlenen 50 drnek, prekor bélgeleri ve ve kor promotor dizileri

incelemek amaciyla nested-PZR iglemine tabi tutulda.
B935 — ileri

1201 actggttggg gettggecat aggecatcag cggegetzen gangetitst gaetectety
1261 ccgatccata ctgeggaact cctagecget tgttitgete gecageagpte tgggpcaaaa
1321 ctcatcgpga ctgacaatte tgtegtgete teecgeangt atacatectt tecatggetg
1381 ctagpctgtg ctgecaactg gatcetgege gggacgtect tigtitacgt cecgteggeg
1441 ctgaatccog cggacgacce ctecogggee cgettggggc totaccgeee geticteege
1501 ctgtigtacc gaccgaccac ggggegeace tetetitacg cggactceee gtetgtgect
1561 tctcatetge cggacegtgt geactteget teacctetge acgtegeatg gagaccaceg
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CPRF1-» ileri
1621 tgaacgccca caggaacctg cccaaggtct tgeataagag aactcttgga ctttcageaa
1681 tgteancgac cgacettgag geatactica aagactgtpt gtitactgag tgggaggagt
1741 tggggeagea gottagptia atgatctity tactaggagp ctgtagpceat asattpgtge
1801 gttcaccage accatgcaac titttcacct ctgectaatc atctottgtt catgtectac

1861 tgticaagee tccaagetgt gectiggptp petttgppac atggacattg acecptataa
1921 agaatttgga getactgtgg agttactetc tittitgect tetgacttet ticetgetgt

geri « CPRR1
1981 tcgagatctc ctegacacceg cotetgetet gtatcgggag gecttagagt cteccggaaca
2041 ttgttcacct caccatacgg caatcaggcea agetatictg tgitpgppte agtigatgaa
2101 tetagecace tggptggpan gtaatttppa agatcangen tecagggact tagtagteag
2161 ctatgtcaac gttaatatgp gectaaaatt cagacaacta ttgtggtttc acatttcetg

2221 tcttacpttt gogoagacaaa ctgttcttga atatttgoty toctttggag totgpattcg
2281 cactcetect geatatagac caceaaatge cectatetta teaacactic cggaaactac

geri « MDC1

PZR ik tur, her bir 8mek igin; 1X (10X) PZR tamponundan ve 25 mM dNTP
karigimmndan S5 pl, 10 pM B935 ve MDC1 primerlerinden 2.5 pl, Tag DNA
Polimeraz’dan (5 unite/pl) 1 pl alindi ve 29 pl distile su ile 45 pl ye tamamlandi.
Hazirlanan karigim, 5 er pl alinan HBV DNA Smeklerinin tizerine eklendi ve pipetle
kanigmalar: saglandiktan sonra buharlasmay: Snlemek igin 40 pl mineral yag ile
kapatild:. Tiipler termal dongii cihazina konarak PZRna bagland:.

PZR 95 °Cde 5 dakika On denatiirasyon ile bagladi, 94 °C’de 30 saniye
denatiirasyon, 50 °C de 30 saniye yeniden baglanma ve 72 °C’de 90 saniye uzama
asamalarmdan olugan PZR programm 30 dongii olacak sekilde yapildi 72 °C’de 10
dakika daha uzama agamas: ile PZR sona erdi.

Ik tur PZR iirlintinden 5 pl alindi ve aym reaksiyon sartlarinda primerler
degigtirilerek (CPRF1 ve CPRR1 ) 2. tur PZR igin reaksiyon karigmmi hazwland:. 95
°C'de 5 dakika on denatiirasyon ile PZR bagladu. Denatlirasyon 94 °C *de 30 saniye, 55
°C’ de 30 saniye yeniden baglanma ve 72 °C’de 30 saniye uzama asamalarmdan olusan
PZR program: 30 ddngii olacak sekilde yapildi. Son uzama agamasi olan 72 °C’de 10
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dakika ile PZR tamamland: ve elde edilen Urfinlerin 5 pl si % 1 lik agaroz jel
elektoroforezinde goriintiilendi. Elektroforezde 1 X TAE yiikleme tamponu kullamid.

5.9.1.2. X Bilgesi
50 6mek X gen bolgelerinin dizileri incelenmek amaciyla PZR iglemiyle

gogaltildi. Bu iglem igin ilk 8nce MF24 ve MF16 primerleri kullamildi. Oldukga az
sayida Ornekte zayif bantlarm goriilmesi sonucu B935 ve B936 primerleriyle PZR
yapildi. Cogaltilabilen 8rnek sayisinn azhfii nedeniyle aym drneklere Xbeg ve Xend

primerleriyle de PZR uygulandi
MF24 = ileri
1201 actggttggg gctigpccat aggecateag cgactgegtg gaacetiipt gtetectetg
B935 —» ileri

1201 actgpttgpg gettggecat aggecatcag cggegetgea gaaggttigt ggeteetetg
1261 ccgatccata ctgeggaact cotageoget tgtttigetc geageaggte tggggcaana
1321 ctcatcggga ctgacaattc tgtegtgete tccegeaagt atacatectt tecatggetg

Xbeg —» ileri
1381 ctatggetga attecatgge tgeteggttg tgeggaccet tigtitacgt ceegteggeg
1441 ctgaatcceg cggacgacce cteecgggae cgettgegoc tetaccgeee getteteege
1501 ctgttgtace gaccgaccac ggggegceace tetetitacg cggacteece gietgtgect
1561 tcteatetge cggaccgtgt geactteget tcacctetge acgtegeatg gagaccaccg
1621 tgaacgecca caggaacctg cccaaggtet tgeataagag aactettgga ctttcageaa
1681 tgteaacgac cgacctigag geatacttca aagactgigt gittactgag tgggaggagt

1741 tgggppagpa gettagptta atgatctttp tactaggage ctgtagpcat aaattggtpe
1801 gitcaccage accatgeaac titttcacct ctgectaate atetettgtt catgteceac

1861 tgttecaagee tgeagegect gecttgppty petttpppac atggacattg acccgtataa
gerie- B936

1861 tgttcaagece tccaagetet geettgggte getttgggac atggacateg acecttataa
gerie= MF16

1861 tgttcaagece tccaagetet geetaateat ctegagtiea tgagacattp accegtataa
gerie- Xend

Her bir 8rnege PZR uygulamas: igin, 1X (10X) PZR tamponundan ve 2 mM (25
mM) MgCh’dan 5 ul, 10 pM MF16 ve MF24 primerlerinden 2 pl alindi ve 24.8 pl
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distile su ile tamamlandi. Hazirlanan karigim, 5 er pl alman HBV DNA &rneklerinin
{izerine eklendi ve pipetle karigmalar: saglandiktan sonra tlipler termal déngii cihazina
konarak PZR’na bagland1. 94 °C'de § dakika 6n denatiirasyonun ardindan termal dongii
cihazi durdurularak 25 mM dANTP kangimindan 5 pl, Tag DNA Polimeraz’dan (5
unite/pl) 0.2 pl abnarak hazirlanan kansmm her bir tiipe dagitildi Orneklerin
buharlagmasini Snlemek igin 40 pl mineral yags tiiplerin tizerine konarak PZR iglemine
devam edildi.

94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 55 °C de 1 dakika yeniden baglanma ve 72
°C’de 2 dakika uzama agamalarindan olugan PZR programm 40 dongii olacak sekilde
yapildi. Hot-spot olarak yapilan PZR’dan elde edilen firlinlerin 5 pl si % 1.5 luk agaroz
jel elektoroforezinde 90 V, 45 Amp’de goriintiilendi. Elektroforezde 1 X TBE yiikleme
tamponu kullamldi.

B935 ve B936 primerleri kullamlarak yapilan PZR’da, her bir §rnek igin; 1X
(10X) PZR tamponundan ve 25 mM dNTP karigimindan 5 pl, primerlerden 10 pM 2.5
pl, Taq DNA Polimeraz’dan (5 unite/ul) 1 pl alindi ve 29 pl distile su ile 45 pl e
tamamlandr. Hazirlanan karigim, 5 er pl alinan HBV DNA &rneklerinin iizerine eklendi
ve pipetle karigmalar: saglandiktan sonra buharlagsmayi 6nlemek icin 40 pl mineral yag:
ile kapatildi. Tiipler termal déngii cihazina konarak PZR’na hazir duruma getirildi.

PZR’na 94 °C'de 5 dakika 6n denatiirasyon ile basladi 94 °C’de 30 saniye
denatiirasyon, 55 °C de 30 saniye yeniden baglanma ve 72 °C’de 30 saniye uzama
agamalarindan olusan PZR programu 30 déngil olacak sekilde yapildi. Omeklerin, 72
°C’de 10 dakika ve 22 °C “de 5 dakika daha tutulmasinmin ardmdan PZR sona erdi. 30
dongii halinde yapilan PZR isleminden somra Ornekler %1°lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. Pozitif ornekler %1 lik diigiik sih jel
elektroforezine yiikklendi ve jelden kesilerek temizlendikten sonra dizi analizi islemine
gecildi.

Her bir 6rnek igin; 1X (10X) PZR tamponundan ve 25 mM dNTP karisimimndan
5 pl, Xbeg ve Xend primerlerinden 10 pM 2.5 pl, Tag DNA Polimeraz’dan (5 unite/ul)
1 pl alind: ve 29 pl distile su ile 45 pl e tamamlandi. Hazirlanan karigim, 5 er ul alinan
HBV DNA drneklerinin tizerine eklendi ve pipetle karigmalar saflandiktan sonra
buharlagmay: Onlemek igin 40 pl mineral yag: ile kapatildi. Tipler termal dongii
cihazina konarak PZR’na baglandi.
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PZR’na 94 °Cde 5 dakika 6n denatiirasyon ile bagladi 94 °C’de 30 saniye
denatiirasyon, 55 °C de 30 saniye yeniden baglanma ve 72 °C’de 30 saniye uzama
asamalarindan olugan PZR programi 30 déngil olacak sekilde yapildi. Orneklerin, 72
°C’de 10 dakika ve 22 °C ‘de 5 dakika daha tutulmasinim ardmdan PZR sona erdi. 30
dogii halinde yapilan PZR isleminden sonra rnekler %1°lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek goriintilendi. Pozitif 6rnekler %1 lik diisiik 1s1h1 jel elektroforezine yiiklendi
ve jelden kesilerek temizlendikten sonra dizi analizi islemine gegildi.

5.9.2 PZR Uriiniiniin Saflagtirilmasi

DNA dizi analizi reaksiyonuna alinacak PZR fiiriinleri, primer, ANTP ve tuz
fazlaliklarindan arndirmak amaciyla cesitli temizleme yOntemleri kullamilarak
saflagtinimaktadir. Elektroforez islemi sonras: amplifiye edilen 6rneklerin tamami (45
ul) bu kez % 1 lik diigiik 1s:l1 (melting agarose) agaroz jele yliklenerek, 60 V da yaklagik
2 saat yiiriitildi. UV 191k altinda jelden kesilen bantlar ependorf tiiplerine konarak 70
°C lik su banyosunda 5 dakika kadar bekletilerek jelin erimesi saflandi. PZR iirtinleri,
Promega Wizard® DNA Purification system kullamlarak temizlendi. Bu iglem igin,
kitin iginden ¢ikan filtreli kolon ve siringalar, vakum manifolda yerlestirildi. 1 ml resin
soliisyonu eklenen, ependorflarin igindeki erimig jel ve DNA karigimu pipet yardimiyla
siringalara kondu ve musluk agilarak sirngalardaki biitiin sivinin filtreden gegmesi
safland:. Bu kez de 2 ger ml % 80 izopropil alkol kondu ve yine musluk agildi. Biitiin
stvinin stiziilmesinin ardindan, musluk kapatilarak kolonlar temiz ependorf tiiplerinin
icine kondu. 13000 rpm de 2 dakika santrifiijiin ardindan, yeni ependorflarin igine
glinan kolonlara 50 ser pl distile su eklendi ve 1 dakika bekletildikten sonra 1 dakika
daha 13000 rpm de santrifuj edildi. Temizlenen PZR driinleri ependorf tiipiin icinde
saklanarak dizi analizi iglemine bagland.
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Sekil 5.1 Vakum Manifold sistemi

5.9.3 Dizi Analizi Reaksiyonu
5.9.3.1. Sanger Metodu

Sanger metodu (zincir sonlanmasi,dideoksi veya enzimatik metot) kahp olarak
tek iplikli bir DNA molekiiliinii kullanan, bir DNA polimeraz enzimi ile yeni bir DNA
ipliginin sentezine dayanan enzimatik bir yontemdir. In vitro kosullarda komplementer
bir DNA sentezlenmektedir. Cift iplikli molekiiller DNA dizi analizi i¢in kullanilabilir
ancak; oncelikle yapilmas: gereken ¢ift ipliki DNA’nm tek iplikli forma getirilmesi
yani denatiire edilmesidir. Sentez; oligoniikleotid primerin kaliba baglandig: noktadan
itibaren baglamaktadir. DNA sentezine izin vermeyen bir bagka niikleotid analogunun
diziye baglanmasiyla sonlanmaktadir. Sanger’in Dizi Analizi  Metodu
dideoksiriboniikleosittrifosfat (ddNTP) *larin bilinen dNTP’ler ile aym ydnde biiyiiyen
zincir igine dahil olmasina baghdir. Ancak Snemli olan; ddNTP’lerin INTP’lerden
fark: zincir uzamas: igin gerekli olan 3’-OH grubunun eksik olmasidir. Iste bu dizi
sonlandrict niikleotid analoglari dANTP’lerdir. Bir ddNTP yeni ipligin igine dahil
oldugunda hidroksil grubunun olmamasi ANTP varhgmmda gerceklesen bir fosfodiester
bagmmn kurulmasm dnler ve zincir uzamas: bu noktada sonlanw. Bir reaksiyona DNA
polimeraz ile dort ddNTP’den biri ve bilinen dort dINTP dogru oranlarda
uygulanmalidir. ddNTP’nin reaksiyona katilmasi keyfidir ve cegitli uzunluklarda
poliniikleotid zincir poplilasyonu olugturur. Sentez kahiba oligoniikleotid primerin
eslestifi noktadan baglar ve her zincir kullamlan ddNTP’ye bagh olarak spesifik bir
bazda sonlandirilir. Dort farklh reaksiyonda dort farkh ddNTP kullamilw,
poliniikleotidlerin dort popiilasyonu, orijinal DNA’nin baz kompozisyonuna gore farkl
bilyiiklilkte molekiillerin bir karigimindan olugur. Tamamlanan dizi bilgisi bir
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poliakrilamid jelde reaksiyon kargmnn elekiroforezi ile elde edilebilir. Bilinen dizi
analizlerinde ANTP”lerden biri radyoaktivite ile igaretlidir. Genellikle [o->"S dATP, [o-
2pIdATP veya [a-P] dATP kullanilir. Bu sekilde poliakrilamid jelde dort farkl
reaksiyonun elektroforezi ile kazanilan bilgi otoradyografi ile g6riiniir hale getirilebilir.

5.9.3.2 “Cycle Sequencing”

“Cycle Sequencing” teknik olarak basit olmas: yanmnda oldukca giicli bir
yontemdir. Sanger’in dideoksi teknifinin adaptasyonu sonucu olusmus yeni bir
yontemdir. Bilinen dizi analizi yOntemlerinden avantajlidir; reaksiyon oldukga
basittir,daha az kalip DNA’ya ihtiyag duyar, kalip DNA’min temizlifi ve kalitesi ¢cok
fazla kritik bir deger tagimaz. Bu metotda kalip DNA’nm bir bblgesinin amplifikasyonu
igin tek bir primer kullamlir. Bir ddNTP ve dNTP’lerin bir karisiminda 7ag polimeraz
kullamlarak kalipp DN A nin bir bilgesinin amplifikasyonu lineer olarak gerceklestirilir.
Bilinen dideoksi metodundaki gibi, “cycle sequencing” tek iplikli bir kahptan yeni bir
DNA ipliginin olusturulmasim igerir. Sentez primer eglesmesinin oldugu yerden baglar
ve bir ddNTP’nin zincire girmesi ile sonlanir. Buradaki temel fark bu siirecin 1sisal
dongii cihazmmn kontroli altinda 20-30 kez tekrarlanabilmesidir. Bu sayede daha az
kahiptan daha 1yi netice elde edilebilmektedir; cift iplikli bir molekiiliin denatiirasyon
stireci bertaraf edilmig; denatiirasyon 1sisal dongii cihazinda otomatik olarak saglanmig
olmaktadsr,

“Cycle Sequencing” tekniklerin geligtirilmesi DNA Dizi Analizi metodolojisine
bityitk bir katk: saglamig, zaman ahc: basamaklarin ortadan kaldinlmas: ile DNA Dizi
Analizi tayininin etkinlifi ve gilivenilirligi artmgtir.

Bu ybntem kullamlarak farkli klinik tablolar tasiyan hastalardan alnan
drneklerle HBV DNA nin prekor/kor gen bolgelerinin niikleotid dizileri belirlendi.

5.9.3.3. Kor / Dizi Analizi Reaksiyonu:

Bir 6rnek igin 4 adet (G, A, T, C) 0.5 ml lik mikrosantrifiij tlip isaretlenerek
hazirlandi.1 tiip her 6rnek igin DNA/primer karigimy, 1 tiip primer/ enzim karisimi ve 4
tlip sonlandirma karigimlari icin etiketlendi,
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Primer/Enzim karigimi, 2 ul reaksiyon soliisyonu, 2.5 pmol 1 ul CPRFI
primeri, 2 pul Thermosequence enzimi ve 13 pl H,O alinarak hazirlands. 2 ul DNA ve 18
ul primer/enzim kargimmdan 1.5 ml lik ependorflara dagitilds,

Sonlandirma reaksiyonu karigimi, her bir reaksiyon igin; 2 pl dITP ve 0.5 pi
33pdd NTP (¥*Pdd GTP, ¥*Pdd ATP, ¥*Pdd TTP, **Pdd CTP) olarak hazirlandiktan
sonra 2.5 ar pl terminasyon karigimu tiiplerine dagitildi. 4.5 pl DNA/primer/enzim
karisimm ependorflara konarak, {izerlerine 40 ul mineral yag eklendi. Ornekler termal
dongii cihazina kondu ve program baglatilds.

95 °C 30 saniye, 55 °C 30 saniye ve 60 °C 6 dakika olarak 30 ddngii halinde
yapilan reaksiyondan sonra, her bir ependorfa 4 er ul stop soliisyonu pipetlendi. Dizi
analizi durdurma soliisyonu, ya§ tabakasina girmeden, tiiplerin kenarindan eklendi. Kisa
siireli santrifiij igleminden sonra tiipler daha sonra kuflanilmak fizere =20 °C ye
kaldirilds.
5.9.3.4. X Dizi Analizi Reaksiyonu:

Agaroz jelden temizlenerek elde edilen DNA’lar Ingiltere,Londra Universitesi
Hepatoloji Merkezi’nde otomatik dizi analizi cihazinda c¢ahgilarak X gen dizileri
belirlendi. Her bir rnek i¢in 20 pmol HBV DNA ile 4ul primer kullanildi, “Cycle
Sequencing”, Thermal Controller PTC100 cihazinda Big Dye Terminator Cycle
Sequencing kiti kullanilarak yapildi. DNA Sequencer ABI 3100 ile elektroforez islemi
gerceklestirildi.

5.9.4. Dizi Analizinde Kullanilan Elektroforez Sistemi
5.9.4.1. Jel Hazirlanmiasy

Poliakrilamid jeller uzunlugu 1 kb’dan daha az olan DNA parcalarinm
analizinde kullandmaktadir. Poliakrilamidin  yofuniufu ilgilenilen DNA’nm
bitylikliigiine bagh olarsk %3.5 ile %20 arasinda defismektedir. Bu okdukca ince (0,2-
0,4 mm) olan poliakrilamid jeller genellikle {i¢ tarafi ara bantlar ile kapatiloug iki cam
tabagm arasina dSkiilmektedir. Bu diizenleme ile polimerizasyonun oksijen tarafindan
inhibe edilmesi jel stofiu olan “Instagel” in hava ile temasmmn kesilmesiyle &nlenir.
Ayrica “Instagel” hazirlanan cam kasete dokiilmeden hemen &nce polimerizasyonu
hizlandirici TEMED ve APS ilave edilir. Jel dokiildiikien somra tarak térs olarak
yerlegtirilerek jelin polimerizasyonu beklenir. Polimerizasyon en az bir saat iginde
gergeklegir. Ayrica jelin yapiemda bulunan tire denatiire edici bir ajandir ve DNA 'nin
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¢ift iplikli formasyonlar olugturmasim Onler. Jelin hazirlanmasindaki en biiyikk problem
olugabilecek hava kabarciklaridir. Bunlar jelin kalitesini etkileyebilecegi gibi DNA
dizisinin hatali okunmasina da neden olabilir.

Jel hazirlamip dikkatlice dkiildiikten sonra donmaya birakild: ve IX TTE jel yiirlitme
soliisyonu olarak kullanildi.

5.9.4.2. Yitksek Voltaj Dizi Analizi Jel Elektroforezi

Hazirlanan jelin polimerize olmasindan sonra ters olarak yerlestirilen tarak
dikkatlice ¢ikaridarak kuyularm olugmasimi saglayacak difer tarafi kondu ve baz
yiriitlicliye diisey pozisyonda yerlegtirilerek elektroforez iglemine hazir hale getirildi.
Dizi analizi jelinde bulunan yitksek konsantrasyondaki iirenin kuyulara diffiz olma
egilimi Orneklerin yilklenmesini etkileyecektir. Bu nedenle 3’er ul Orneklerden
yiiklenmeden 8nce kuyular jelin tampon ¢Bzeltisi ile temizlendi. Elelektroforez
sirasinda jele uygulanacak yliksek akim veya yiiksek voltajin neden olacag: yiiksek 1st,
jelin erimesine hatta yanmasina sebep olabilecegi igin, giic kaynag: akim giicli (watt)
g6z Oniine ahnarak ayarlandi. Elektroforez igleminin siiresi, 6rneklerle birlikte yiiklenen
Bromopheno! blue ve Xylene cyanol gibi belirteg boyalar ile belirlenmektedir. Bu
boyalar jelin yopunlufuna bagh olarak belirli sayilarda baz ¢iftleri ile aym: oranda
migrasyon gOsterirler. Elekiroforez iglemi tamamlandiktan sonra cam kasetin ara
bantlar: dikkatli bir gekilde ¢ikarildi. Camlar birbirinden ayrilirken jelin bir tarafia
kalmasina 8zen gdsterildi. Hazirlanan sabitleme soliisyonunda jel 30 dakika bekletildi.
Daha sonra dikkatlice Whatman 3 MM Kromotografi kagid {izerine alindt ve sera ile
kapland1. Jel kurutucu’da 80 °C’de yaklagik 1 saat boyunca kurutuldu. Bu sekilde jel

otoradyografiye hazir hale gelmis okju.

5.9.5 Otoradyografi
Otoradyografi radyoaktivite iceren DNA parcalarinn gériiniir hale getirilmesi ve
bu sayede elektroforez iglemi ile aymlan DNA bantlarmin  lokalizasyonu
belirlenmesidir.
Temel olarak bir fotografik emiilsiyondaki imajin Giriiniinii gdstermekte ve B-
partikiili ya da y-ray bu emiilsiyondan gegtifinde giimiis iyonlari giimils atomung
dontigmektedir. Goriilemeyen bu sonug belirli yikama soliisyonlarmdan gegirildifinde
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goriiniir hale gelmekte ve bir otoradyografik imaj ortaya ¢ikmaktadir. Bu da orijinal
Ornekteki radyoaktivitenin dagihimm géstermektedir.
Dizi Analizi jelinin kurutulmasindan sonra {izerindeki sera gikarilarsk film kasetine
yerlegtirildi. Ardindan karanlik odada {izerine film konarak gece boyu bekletildi ve
developer cihazindan gegirilerek sonuglar elde edildi.

35



6. BULGULAR

Haydarpasa Numune Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarindan
serolojik markerlarina gore [(HBsAg (+) -AntiHBclgG (+) veya HBsAg (+) -
AntiHBcIgM (+)] segilen 187 hasta caligmaya dahil edilmigtir. Dot-blot hibridizasyonu
ile HBV DNA pozitif olan hastanin serumu pozitif kontrol olarak kullantlmgter.

6.1. GENOTIP ANALIZI

Tiim olgularin genotiplerini belirlemek tizere hasta serumlarindan elde edilen
HBV DNA’larm S bolgeleri semi-nested PZR ile cogaltildi. %1 lik agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenen PZR tirlinleri restriksiyon enzimleri ile kesildi. Hph 71
enzimi genotip F i¢in, Nei I genotip E igin, Alw I genotip C i¢in, Far I genotip B icin,
Nla IV genotip A ve D igin kullamldi. Kesim sonuglan % 3.0' ik Nusieve GTG ( 3:1)
agaroz jelde goriintiilendi.
Restriksiyon enzimlerinin tamima ve kesim dizilerine gre genotip A, B, C, D, E ve F
nin olugturdufu bantlar Sekil 6.2°de posterilmistir. Genotip D icin 485 bg lik PZR
triintinli NlalV restriksiyon enziminin 299 ve 264. niikleotidlere ait bSlgeyi tamyarak
kesmesi ile 34, 186 ve 265b¢ lik bantlar olugmaktadir. Genotip A’ da ise, 299.
pozisyonda tamma b8lgesi bulunmayan restriksiyon enzimi NlallV kesim
yapamayacagmdan sadece 220 ve 265bg lik bantlar p&zlenmektedir. Genotip B i¢in S
geni pargasi Earl ile enzimin tamima bolgesi olmadiindan kesilmemektedir. Benzer
sckilde Ahwf kesim bslgesi genotip C’de bulunmamaktadw. Genotip E icin Neil
enziminin kesim noktas: sadece 461. niikleotid, genotip F igin Hphl'in ise 82.
niikleotidtir. Dolayis: ile Genotip E igin 379 be ve Genotip F de 485 veya 438 bg lik
bantlar olusmaktadir.

Sekil 6.1 de genotip D ve A igin kesim bédlgeleri ve Resim 6.1.°de kesim
sonuglar: gbrillmektedir. 42 olguda genotip D (% 84), 6 olguda ise genotip A (% 12)
saptanmugtir,
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HBVF1 HBVF2 HBVR2
—— —> <
55 15 246 271 709 730
Ikinci PCR iiriind
485 b¢

S geni

l vy__¥ ]

a 265 34 186 ! = Genotip D (265-186 bg)

NIa IV ile kesim (GGN*NCC)

‘ v {
265 220

= Genotip A (265-220 bg)

Sekil 6.1. Genotip Ave D’nin kesim bélgeleri
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485 b

Resim 6.1. HBV S bblgesinin NlalV restriksiyon enzimiyle belirlenmis RFLP

paternleri
Lkuyu: Marker (¢X 174), 2.kuyu: PZR {iriinii, 3-4. kuyu: NlalV RE ile kesilmis

Ornekler (Genotip D), 6-8. kuyu: NlafV RE ile kesilmig 8rnek (Genotip A). Genotip
A, 220. ve 264. nikleotidlerinden kesilirken, genotip D 186. ve 264.

niikleotidlerinden kesildi.
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ikinei PZR Uriinit

NlaIVilekesim = Genotip A (265-220 bg)
= Genotip D (265-186 b¢)

GGNANCC

l

Ear I ile kesim = Genotip B (485 bg)
CTCTTC(N)1/4

Alw L ile kesim = Genotip C (485 be)
GGATC(N)4/5

l

HphIveNcil kesim = Genotip E (379 bg)

= Genotip F (485 veya 438 be)

Hph I GGTGA(N)8/7
NciI CCrSGG

Sekil 6.2 Restriksiyon enzimleri kesim bolgeleri ve HBV genotipleri




Olgularm 50'sinde serum HBV DNA'mn S bolgesi PZR ile pozitif olarak
saptanmugtir. Restriksiyon enzimleri ile kesimin ardindan {i¢ farkh genotip, A, D ve F
belirlenmigtir.

Resim 6.2. de 2 olguda bulunan genotip F (% 4) i belirleyen bantlar g6sterilmigtir.

438 be

Resim 6.2. HBV S bdlgesinin Hphl ve Nvil restriksiyon enzimleriyle belirlenmis
RFLP paternleri

1.kuyu: Marker (50 bp DNA ladder), 2.kuyu: PZR iirlinii, 3-4. kuyu: Hphl ve Ncil
RE ile kesilmig érnekler (Genotip F)

6.2. PREKOR-KOR BOLGELERININ DiZI ANALIZI ILE INCELENMESI

Genotipleri belirlenen 50 olguya ait HBV DNA’lan, virlisiin prekor- kor
bélgesindeki bilinen ve bilinmeyen mutasyonlarini ortaya ¢ikarmak {izere dizi analizi ile
incelendi. Cogaltilmak istenen bblgelere 8zgili primerlerle yapilan PZR sonucu 31
olgunun prekor-kor bdlgeleri gbriintiilenmigtir (Resim 6.3).
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270 bg

1234567891011121314151617181920

Resim 6.3. HBV pre kor/kor bblgeleri PZR sonuglan

1.kuyu: Marker (DNA ladder), 2.-20. kuyular: nested PZR sonucu belirlenen

270 be.lik iirtinler

Dizi analizi primeri olarak CPRR1 (ileri) kullamildi Otoradyogramlar jel
okuyucu yardimiyla okundu ve 7 farkh mutasyon belirlendi.

Ayrica, alnan sonuglar Blast program ile internet ortammnda kargilagtiriimigtrr.
Degerlendirme hem niikleotid hem de protein diizeyinde yapilmus, genotiplerine gbre en
¢ok benzerlik bulunan HBV genomu temel alinarak degerlendirilmigtir.
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G ATC

1. Hastanin Niikleotid Dizisi:

TAGGOGAGGAGATTAGOTTAAATGAGTCTTTOTACTAGAGGCTGTAGCATAAATTCGGTCTGCGCACCA
GCACCATGCAACTTTTTCAACGCTCTGCCTAATCAGTCTCTTGTTCATGTCCTACTGTCACCCTCTTCTGT
GCTGGTGCTTGGCAT

Kodlanmas: beklenen amineasitier

1W 6 RRLG ¢+ M 8 L C T R G C S I NSV

1 TGGGGGAGGAGATTAGGTTAARTGAGTCTTIGTACTAGAGGCTGTAGCATAARTTCGGTC
21C A P A P C N F F RN ALUPNGQS SILVEBEY
61 TGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCAACGCTCTECCTAATCAGTCTCTTGTTCATETC
411 » 8 P 8 8 V L V L &
121 CTACTGTCACCCTCTICTGTGUTGGTGCTTGGCAT

Nitkieotid Bazinda Kargilagirma:

Ornek: 1 tgggggaggagattaggttaaatgagtetttgtactag-aggetygtag-cataaattegg 58
PHEREEIROPHER R b FRRRRR R Frhreeie ety 1
Sorgu: 1741 tgggggaggagattaggttasagg--tetbtytactaggaggetgtaggcatasatt-gg 1797

Ornek: 59 tctgogeaccagecaccatgeaactttttocaacgetetgoctaatoagtetettgttocatg 118

IEE R R R R R R R R R R R R RN R R R R RS AR E R RN R RRRERERRR
Sorgu: 1798 tetgegeaccageaccatgeaactttitea-~cetetgectaatea-tetettgtteaty 1857

Ornek: 119 tootactgtaagoctocaagetgtgecttgggtggetttggaa

PR FERRERERRYERRI P PR YRR R REDIRERETLRE
Sorgu: 1858 ccctgetgtaagecteocaagetgtgocttgggtggetitggga 1900

Protein Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 32 VLEAVA*IRSAHQHHATFSTLCLISLLFMSYCHPL 136
+ EAV S HQHHATFS L L+FMSYC L
Sorgu: 127 IREAVGINWSVAQHHATFSPL-PNHLMEFMSYCSSh 160

G1862A

gt

Resim 6.4./1
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G ATC

2. Hastapin Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGGTTAAATGAGTCTTTGTACTAGAGGCTGTAGCATAAATTCGGTCTGCGCA
CCAGCACCATGCAACTTTTTCAACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTCAACCTCAC
TGTGCTGGTGCTTGGCAT

Kodlanmast beklenen aminoasitler

i1W 6 RR L G * M 8 L €CTRGC 8§ I NSV

1 TGGGGGAGGAGATTAGGTTAAATGAGTCTTTGTACTAGAGGCTGTAGCATARATTCGGTC
21C A P A P CNVPF¥F F NLLCL I I 8 CS8CGCTP
61 TGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCAACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCT
41 7 VvV N L. T V L V L ©
121 ACTGTCARACCTCACTGTGCTGGTGCTTGGCAT

Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 1 tgggggaggagattaggttaaatgagtetttgtactag-aggetgtag-cataaattegyg 58
R N RN R A R R O R AR R SRR RN R R R B
sorgul74ltgogggaggagattaggttaaagg=-tetttgtactaggagactgtaggecataaatt-ag 1797

Ornek:59 tctgcgcaccageaccatgcaactttttcaacctetgectaatcatetcttgticatgte 118
RN S R R R N RN R R R N R S R AR R RN R R RS R N NN A
S:1798 tetgegcaccageaccatgeaacttttteca~cotetgectaatcatetettgttcatgeelss?

Ornek: 119 ttactgt 125

THEit
Sorgu :1858 ctactgt 1864

Protein Bazinda Karsilaghirma:

Ornek: 7 GCSINLVCRPAPCNFFHLCLIISCSCPTVNASKLCLG 43
GC LVC+PAPCNFFHLCLIISCSCPTV+ASKLCLG
Sorgu:s 7 GCRHELVCSPAPCNFFHLCLIISCSCPTVHASKLCLG 43

C1856T

Resim 6.4./2
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G1899A

Resim 6.4./3

3.Hastanin Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGACTTCAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCT
GCGCACAGCACCTGCAACTTTITCACCTCTGCCTAATCATCTCTTIGTTCATGTCCTACTGTTCAA
GCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGACATGGACATTG

Kodlanmas: beklenen aminoasitler

1" 6 R R L QI XK 6 L € T RURUIL * A * I G

1 TGGGGEAGGAGACTTCAGATTAAAGGTCITTGTACTAGCGAGECTGTAGGCATARATTGGET
21a A BR 83 T C N F FT S8 A * 8 8 L V EV L
61 GCTGCGCACAGCACCTGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTICCTA
41L F K 2 P 8 C A L ¢ A V G 7T W T L
121 CTGTTCAAGCCTICCAAGCIGIGCCTTGGGTGCEGETTGGGACATGGACATTG

Niikleotid Bazinda Karsilagtirma:

0:17 agattaaaggtctttgtactaggaggetgtaggeataaattggtgctgegeac~ageace 75

RN R R R R R R R R R R A N R R R SR R RO RN IR R R
8:1755agattaaaggtctttgtactaggaggetgtaggcataaattggt~ctgegecaccageace 1813

$176 ~tgcaactttttcacctetgectaateatetettgtteatgtectactgttcaagectee 134

R AR R R R AR R R R R R R R R RN RN A R RN RN RN AR RRE!
S:18l4atgeaacttttteacctotgectaatecatetettgttecatgtectactgtteaageectae 1873

§: 135 aagctgtgocottgggtgcggttgggacatggacattg 171
PEEEELRTTEEEERE Y PEERT TREEERLILL
§: 1874 aagcetgtgecttgggtggetttyggggeatggacattg 1910

Protein Bazinda Karsilastirma:

Ornek: 75 LOLPHLCLIISCSCPTVQASKLCLGCOWDMDI 170
LQLFHLCLIISCSCPTVQASKLCLG WDMDI
Sorgu: 1  LOLFRELCLIISCSCPTVQASKLCLGWLWDMDI 32



4, Hastanin Nikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCG
CACCAGCACCATGCAACTTTITCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAG
CCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGCATGGACATTGACC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1" ¢ R R L D * R 8 L ¥ «+ E A V ¢ I N W 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCITTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATARATTGETCT
21A BE Q H H AT PF S P L PNZETLUILUPFMMSZY
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTAC
41 € 8 8 L @ A VvV P WV R L G M D I D
121 TGTTCAAGCCTCCAAGCIGTGCCTTGGETGCGETTGGGCATGGACATTIGACC

Niikleotid Bazinda Karsillastirma:

O:11 tgggggaggagattagattaaaggtetttgtactaggaggetgtaggeataaattggtet 60

RN R R R S R R R RN R N R R RN RN AR R R RN AR R A DR AN R
8:1741tgggggaggagattagattaaaggtctttgtactaggaggctgtaggeataaattggtect 1800

0161 gcgecaccagcaccatgecaactttttcacctetgectaatcatetettgtteatgtectac 120

R R S RN AR R R R R R RN R R R AR R R R RN R NS A R R R R E R R RN AR AN
S:1801lgcgraccageaccatgeaactttttecacetetgectaateatetettgtteatgtectae 1860

0:121 +tgttcaagcctccaagetgtgectigget-goetgtigggacatggacattgace 172
AR R R R R R R R R R A RN A N R N R R R R R RN RN R
5:1861 tgttcaagcctccaagetgtgecttgggtggegttgggggcatggacattgace 19813

Protein Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 24 VFVLGGCRHKLVCAPAPCNEF 86
VVLGGCRHRLVCCRAPRPCNFF
Sorgu: 2 VFVLGGCRHKLVCSPAPCNFF 22

Ornek: 83 FHLCLITIBCSCPTVHABKLCLGWAW 163
FHLCLIISCSCPTVHASKLCLGW W
Sorgu: 22 FHLCLIISCSCPTVHASKLCLGWLW 46

G1899A

Resim 6.4./4
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4.Hastanm Nikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGUTATAGGCATAAATTGGTCTGCG
CACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAG
CCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGCATGGACATTGACC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1" 6 R R L p * R 8 L Y * E A V ¢ I N W S8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTARAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGICT
21A H 0 H H A T F S8 PL P NUHILIL F M S8 Y
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTITGTTCATGTCCTAC
41 € 8 8 L Q A V P W V R L &€ M D I D
121 TGTTCAAGCCTCCAAGCTGTECCTIGAGTECOETTGEECATGGACATTGACC

Niikleotid Bazinda Karsilagtirma:

8:1 tgggggaggagattagattaaaggtotttgtactaggaggetgtaggecataaattggtet 60

RN RN R R R R R R R R R R R RN RN R R R R R R A DR R R AR RN
S:1741tgggggaggagattagattaaaggtctttgtactaggaggetgtaggcataaattggtet 1800

$:161 gegeaccageaccatgcaacttitteacctetgectaatcatetettgtteatgtectac 120

R R N R R R A R R R R R R N R RN R R R R R R RO RN RN RN
8:1801lgcgcaccagcaccatgeaacttttteacetatgectaateatoctettgttecatgtectac 1860

$:121 tgttcaagectccaagetgtgeettoggot-getgttoggacatggacattgace 172
IR R R R R R R R R R R R R R R R A S A R RN SR R R RN R RRRNA N
$:1861 tgtteaagectocaagetgtgotttgggtagegttgggggcatggacattgace 1813

Protein Bazinda Karplagtirma:

Ornek: 24 VFVLGGCRHKLVCAPAPCNFE 86
VVLGGCRHKLVCCPAPPCNFF
Sergu: 2 VFVLGGCRHKLVCSPABCNFF 22

Ornek: 83 FHELCLIISCSCPTVHABKLOCLGWAW 163
FHLCLIISCSCPTVHASKLCLGW W
Sorgu: 22 FHLCLIISCSCPTVHASKLCLGWLW 46

G1899A

Resim 6.4./4
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G ATC

6. Hastanmm Nitkleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTCGC
GCACCAGTCGAACTTTTTCACCTCCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCT
CCAAGCTTGCCTTGGOTGCGGTTGGGACATGGACATTGACCC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

i1wW 6 R R L D % R 8 L Y * E A V GG I NW 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTARAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCT
21 R A P V E L F BE L L P N H L L F M 8 Y C
61 COCGCACCAGTICGAACTTTTTCACCTCCTGCCTAATCATCTCTTGTICATGTCCTACTET
418 8 L § A C L &6 € ¢ ¥W D M b I D
121 TCAAGCCTCCAAGCTTGLCTTEEETCCEETTGEGACATGGACATTGACCC

Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

0:1 tgggggagyagattagattaaaggtectttgtactaggaggetygtaggrataaattggtet 80
AR R R R R R N N R R R R R R R R S R A R R R R R R R R R R R R R RN ERR R R
S:1741tgggggaggagettagattaaaggtettigtactaggaggctgtaggcataaattggtet 1800

8:61 cgogeaccag-~--- togaacttttteacetostgectaateatectotigtteatgteoot 115

IERERARRE! [ R R R R R R R R R R A R R RN RN RN R RN R RRR AR
S:1801~gcgeaccagraccatgeaactttttcaccte-tgectaateatetettgttocatgtooe 1858

0:116 actgttcaagcctccaaget-tgecttgggtgeggttgggacagggacattgacee 170

R R R O RN AN R R R R DR PEERERREY TRITIREE 10
5:1859 actgtteaagectocaagetgtgecttgggtggetttgggacatggacattggeece 1902

Ornek: 3 GEEIRLMIFVLGGCRHKLVSRTSRIFCPPAPSSLVHVLLFRPPSLPUVYR 149
GEEIRLMIFVLGGCRHELV C PAPSSLVHVLLFRP § P V+
Sorgu: 74 GEEIRLMIFVLGGCRHRLV=~===== CSPAPSSLVHVLLFKPCSCPTVQ 115

Ornek: 74 NFFHLCLIISCSCPTVQASKLCLG 145
NFFRLCLIISCSCPTIVOASELULG
Sorgu: 99 NFFHLCLIISCSCPTVQASKLCLG 122

C1858T

Resim 6.4./6
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G ATC

Resim 6.4./7

7. Hastanm Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCG
CACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAG
CCTCCAAGCTGTGCCTTGOGTGCGGTTGGGCATGGACATTGACC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

i1W 6 R R L D * R 8 L Y *# E AV 6 I NUW 8
1 TGCGGEAGGACATTAGCATTARAGCTCTTTETACTAGGAGGCTETAGGCATAAATTGLTLT
212 HE QB E A TP B PL P N HIL L FPM 8 Y
61 GCEGCACCAGCACCATGCAACRTTTTCACCTCTGCCTAATCATCPCTTGTTCATGRCCTAC
41 C 8 8 L ¢ A VvV P * ¥ R L G M b I D
121 TGTITCAAGCCTCCAAGCTGIGCCTTGCGTGCGGTTGGGCATGGACATTGACC

Niikleotid Bazinda Karsilastirma;

6: 1 tgggggaggagattagattaaaggtaotttgbactaggaggotgtaggeataaattggtet 60
(R R R R N RN R R R R R R R R AR R R AR R R RN R RR RS RN R R
5:1741tgggggaggagattagattaaaggtetttgtactaggaggetgtaggecataaattggtet 1800

8: 61 gcgcaccagcaccatgceaactttttcacctctgectaatcatctettgttcatgteccae 120

AR R RN R R R RN R R R R R R R R R R R R R R RN RN R RO RN R AR
S:180lgcgcaccageaceatgeaactitttcacctotgontaatcatotottgttecatgtoccaci860

$: 121 tgttcaageccotecaagotgtgocttgggt-goggttaggecatggacattgace 172
RN R R R R R R RN AR R R R I A AR R R R R RN RR RN
S:1861 tgttcaagcctccaagetgtgecttgggtggotttggggeatggacattgace 1812

Protein Bazinda Kargilastirma:

Ornek: 3 GEEIRLEKVFVLGGCRHRKLVCAPARCNEF 86
GERIRL +FVLGGCRHKLVC+PAPCNEF
Sorgu: 74 CGEEIRLMIFVLGGCRHKLVCSPAPCNFE 101
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G ATC

8. Hastanmn Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGTTAATGATCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTCACCA
GCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTCAAGCCTCCAAG
CTGTGCCTGGTGGCTTTGGGCATGACATTGAAATGAC

Kodlanmasi beklenen aminoasitler:

1¥w ¢ R R L VN DL €T R RUL * A * X 6 A

1 TGGGGGAGGAGATTAGTTAATGATCTTTOTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTEGTGCG
218 P A P C B F FP T S A * 8§ 8 H V EV L L
61 TCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTG
418 3 L Q A Vv P &6 B8 F &€ H D I BE M
121 TCARGCCTCCAAGCTGIGCCTIGGTGGCTTTGGGCATGACATTGARATGAC

Niikleotid Bazinda Karsilagtirma:

O:1 toggggaggagattag-ttaatgatctttgtactaggaggctgtaggecataaattggtge 59
(RS ERRRE R R R R R O R R R N R R RS R R R R A R RN R R R R R R RN R RN
S:1741 tgggogaggagattaggttaaatgatetttgtactaggaggetgtaggeataaattggtet 1800

@: 60 gt-caccagcaccatgcaactttttecacctetygectaatcatetecatgtteatgtectac 118
R R R N N R R R R R R R R R RN R R R R R R R AR AR R R R RN RN R R AR RN
S: 1801 gttcaccagcaccatgcaactttitcacctctgectaatcatctecatgttcatgtcccac 1860

G1764A
Al762T

0: 119 tg-tcaagectccaagetgtgect~~ggtggectitggga 154
EEE AR R R RN R R R RN R R R R RN R R R RN RN
St 1861 tgttcaagectocaagotgtgccttaggtygotitgggyg 1899

Protein Bazinda Karsilagtirma:

Ornek: 72 MOLFHLCLIISCSCPTVKPPS-CAWWLW 152
MOLFRLCLIISCSCPIVH + € WLW
Sozgu: 1 MQLFHLCLIISCSCPTVQASNLCLGWLW 28

C1858T

Resim 6.4./8
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G ATC

Resim 6.4./9

9, Hastanin Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGOTCTTTGTACTAGAGGCTGTAGCAT AAATTGGTCTGCGCACC
AGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCAGTCCTCAGTTCAGCTCAGTTGC
GTGTGTCTGGCATGAACTGA

Kodianmas: beklenen aminoasitler:

1w 6 R R L D * R 8 L ¢¥ » R L » H K L V ¢

1 TGGCGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGAGGCTGTAGCATARATTIGGTICTGC
21 P A P ¢CNF F T 8 A * 3 8 1LV Q 8 8 Vv
61 GCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGITCAGTCCTCAGTT
419 L 8 C VvV C L A * T
121 CAGCTCAGTTGCGTGTGTCTGGCATGAACTGA

Niikleotid Bazinda Karsilastirma:

O: 1 tgggggaggagattagattaaaggtehtitgtactag-aggetgtag-cataaattggtet 58

R RN R RN R R R R RN N R R R R R R AR NN SR AR AR R RN RE
§:1744 tgggggaggagattagattaaaggtctttgtactaggaggetgtaggeataaattggtet 1803

0: 59 gcgcaccagcaccatgcaactttttcacctetgectaatcatetottgttcatetetgta 118

R R RN R R R R N R RN R R RN RN A S A R R R N
5:1804 gcgecaccagecaceatgeaactittitcacotetgectaatecatctottgtteacceoctgta 1863

0: 119 cccotgetgtaagectecaagetgtgecttgggtggactttggaa 162

PRAEERTTRTO PR R TP e Thibinn
S: 1864 ccctygctgtaagocteccaagotgtgecttgggtgggetttggga 1907

Protein Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 47 INWSAHQHHATFSPLPNHLLESPQFSSVACY 139
INWS HQHHATFSPLPNHL+F S8+ V
Sorgu: 133 INWSVHQHHATFSPLPNHLMFMSYCSSLQAYV 163

G1899A
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10. Hastanin Niikleotid Dizisi;

i GTGTGTCTGGCATGAACTGT

| Kodlanmas: beklenen aminoasitier:

1w 6 R R L. D # 8 8 L ¥ » R L » R KL V C

1 TGGGGCAGGAGATTAGATTAAAGCTCTTITGTIACTAGAGGCTGTAGCATARATTGETCTGC
21A P A P ¢ N F F T S8 A ¥ 8 8 L V BE 8 8 Vv
61 GCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCACTCCTCAGTT
41 Q¢ E R € V € L A % T
121 CAGCTCAGATGCGTGIGTCTGGCATGAACTGT

| Niikleotid Bazinda Karsilagtirma:

O: 1 tgggggaggagattagattaaagetctttgtactag—-aggetgtag-cataaattggtet 58
FULORRRUTTREE DR REE 0 TRE YU RRR RV R PRV EREITE PRI bE R
S: 1744 tgggggaggagattagattaaaggtetttgtactaggaggctgtaggecataaattggtet 1803

O: 59 gegeaccageacecatgeaacttttteacctetgectaatcatetettgttcact 112

! R A RN R R R R RN R AR R R R R R AR R R RN R R A RN R R R AR
8: 1804 gcgeaccagcaccatgcaactttttcacctetgectaatcatctettgttcact 1857

8: 113 ceetgetgtaagectecaagetgtgectegagtggetttgga 154
AR AR RN AR AR RN R AR AR RN R AR RNNE!
8: 1858 ccctgctgtaagectecaagotgtgccttgggtggettiggg 1898

| Protein Bazmda Karspilagtirma:

! Ornek: 46 HERLVCAPAPCNFFTSA%SSLVR 111
. HRL,VCAPAPCNFFTSA B88LVH
| Sorgu: 139 HRKLVCAPAPCNFFTSAKSSLVH 160

G1899A

Resim 6.4./10

TGGOOGAGGAGATTAGATTAAAGCTCTTTGTACTAGAGGCTGTAGCATAAATTGGTCTGCGCACC
| AGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCACTCCTCAGTTCAGCTCAGATGC
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GATC

11, Hastanin Niikleotid Dizisi:

TGGGGOAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGAGCTGTACTAGAGCTGTAGCATAAATTGGT
CTCGCACACAGCCCTGCAACTTTTTACCTCGCTAATACTCTTTTTAGCTAAGCCTATGAACCCTACGC
TTGCGTGTGTCTGGCATGAACTGAATTGAAATGAC

Kodlanmasi beklenen aminoasitier:

i¥w ¢ R RL D * R S8 L ¥ * 8 T RAV A *

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTITTGTATTAGAGCTGTACTAGAGCTGTAGCATAR
22T 6 L A S8 PA T F Y L ANTTILUPFDAIZ KP
61 ATTGGTCTCGCACAGAGCCCTGCAACTTTTTACCTCGCTAATACTCTTITTGCTAAGCCT
41 M N P T L A C V W HEULUN * N D

121 ATGAACCCTACGCTTGCGTGTGTCTGGCATGAACTGAATTGARATGAC

Niikleotid Bazinda Karglagtirmas

O: 1 tgggggaggagattagattaaagttgtttgtattaggaggctgtaggcataaattggtet 58
RN R R R R R R RN AR AR R R R N A RN R R RN R A R R R RN R AR R N RN R R RN AR
S:1741ltgggggaggagattagattaaagttgtitgtattaggaggoctgtaggecataaattggtet 1800

0: 117 ccctgetgtaagocteccaagetgtgecttigggtggettigggag 160
RR R R RN R N R R R R N R R R R R R R N R R R RN RN R DR R R
8: 1858 ccotgetgtaagectcoaagetgtgoottgggtggetttgggag 1859

Protein Bazmuda Kargilagtirma:

Ornek: 3 GEEIRLKVFVLGGCRHEKLVRAPAPCNFFTSA 95
GEEIRLEVEVLGGCRHELVRAPAPCNEFTSA
Sorgu: 8 GEEIRLEVFVLGGCRHKLVRAPAPCNFFTSA 38

Resim 6.4./11
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.| 12. Hastamn Nilkleotid Dizisi:

Resim 6.4./12

CTGGGGGAGGAGCTTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGAGCTGTACTAGAGCTGTAGCATAAATTGG
TCTCGCACACAGCCCTGCAACTTTTTACCTCGCTAATACTCTTTITTGCTAAGCCTATGAACCCTACG

1 CTIT

Kodlanmas: beklenen aminoasitier:

1L ¢ BE E L R L KV F V LETUEL Y *
1 CTGGGGGAGGAGCTTAGATTARAGETCTTTGTATTAGAGCTGTACTAGAGCTGTAGCATA
21N W S R T @ P C N F L PR T* Y S8 F C
61 AATTGGTCTICGCACACAGCCCTGCAACTTTTTACCTCGCTAATACTCTTTTITGCTAAGCC

41 ¥ B P Y A
121 TATGAACCCTACGCTT

{ Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

b6: 2 tgagggaggagettagattaaaggtetttytattay 37
PRELETEREEY Pttt ettt
8: 1743 tggoggaggagattagattaaaggtotttgtattag 1778

d: 119 tcotgctgtaagocteocaagotgtgocttgggtggottty 158

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RERRY'
$: 1858 ccctgctgtaagectocaagetgtygcettgggtggetttg 1897

Protein Bazinda Kargilagtivina:

Ornek: 47 INWSAHQHHATFSPLPNHLLFSPQFSSVACL 139
INWS HQHHATFSPLPNHL+F S8+ V
Sorgu: 133 INWSVHQHHATFSPLPNHILMFMSYCSSLQAV 163

C1858T
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Resim 6.4./13

13. Hastamn Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTACAGTTGTTTGTATTAGAGGCTGTAGCATAAATTGGTCTCGCGCCTG

CAACTTTITACCTCTCGCAATACTCTTTTGCTAAGCCTATGAACCCTACGCTT

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1" 6 R R L D ¥ 8§ ¢ L ¥ «+ R L * H K L Vv 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTACAGITGTTTGTATTAGAGEGCTGTAGCATAARATTGGTCTCG
2Z1R L Q L F T 8 R N T L L L 8 L ¢ T L R
61 CGCCTGCRACTTTTITACCTCTCGCAATACTCTTTTGCTAAGCCTATGAACCCTACGCTT

Niikleotid Bazinda Karsilagtirma:

8: 1 tggggoaggagattagattacagttgtttgtatta~gaggctgta-gcataaattggtet 58
FERRRELIIDRRRRBRES Y PR R bbby R bbb FESRIIER I
S:11741tgggggaggagattagattaaagttgtttgtattaggaggctgtaggcataaattggtet 1800

O: 117 teetgetgtaageetcecaagetgtgecttgggtggettigggaa 160

R R R R R R R R R R R A R R ER R R AR RN R RR AR ]
8: 1856 cectgetgtaagectecaagetgtgecttgagtagetttgygag 1899

Protein Bazinda Karsilagirma

Ornek: 47 INWSAHQHHATFSPLPNHLLFSPQFSSVACL 139
INWS HQHHATFSPLPNHL+F 8§+ V
Sorgu: 133 INWSVHQHHATFSPLPNHLMFMSYCSSLQAV 163

C1856T
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14. Hastamin Nilkleotid Dizisi:

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

21 1

| Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

| Bs1 tgggggaggagettagattaasaggtettigtatta~gaggctgta=-gecataaattggt 36
PEREDRLREE PREDRRRERRR R AR Rl bbby vebitbiint g
8:1741tgggggaggagattagattaaaggtetttgtattaggaggetgtaggecataaattggt 1798

‘;} 6: 119 tcctgetgtaagcctecaagetgtgeettgggtggetttggga 161

(AR RN R RN R R R R R R R R R RN A R AR

1 8: 1858 ccoctgcectgtaagectccaagetgtgectigggtggetttggga 1200

i Protein Bazinda Karyilastirma

b % Ornek: 2 GGED*IKVFVLGACRHELVRSPAPCNFFISA 94

Resim 6.4./14

GG  +KVFVLG CRHKLV SPAPCNFFTSA

f gorgu: 124 GGEIRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA 154

l1W 6 R 8 L D * R 8 L ¥ # R L ~ B KL V L

1 TGGGGGAGGAGCTTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGAGGCTGTAGCATARATTGGTTCTC
21A P CNF L P L ATI L PFCO* A Y EUPTYA
61 GCGCCCTGCAACTTTTTACCTICTCGCARTACTCTTITGCTAAGCCTATGARCCCTACGCT

TGGGGGAGGAGCTTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGAGGCTGTAGCATAAATTGGTTCTCGCGCC
CTGCAACTTTTTACCTCTCGCAATACTCTTTTGCTAAGCCTATGAACCCTACGCTT

75



GATC

Resim 6.4./15

15. Hastamin Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAAGATGTTAGGATGTTAAAGGTCTTTGTACTAGAGCTGTAGCATAAATTGGTCT
CGCACACAGCCCTGCAATTTTTACCTCGCTAATACTCTTTITGCTAAGCCTATGAACCCTACGCT

T

Kodlanmasi beklenen aminoasitler:

31" 6 R KM L 6 ¢C * R S L Y * 8 ¢ 8 I N W

1 PTGGGCGAGGAAGATCTTAGCGATGTTARAGGTICTTTGTACTAGAGCTCTAGCATARATTEG
218 R T ¢ P C N F ¥ L A N T L F A KUPMN
61 TCTCGCACACAGCCCTGCAATTITTACCTCECTAATACTCTTITTTGCTAAGCCTATGAAC
412 T L
121 CCTACGCTT

Nilkleotid Bazinda Karsilagtirma:

6: 18 aggatgttaaaggtctitgtactag--agctgta-gcataaattggtcot 63
PREE PEREERERER LI b bEELE PEOTHE PRETELEREIELTE
S: 1752 aggaggttamaggtctttgtactaggaggotgtaggcataaattggtet 1800

0: 119 +tcctgctgtaagecteccaagetgtgectigggtggettiggaa 161

R N R R R R R RN N R R RN R R
8: 1858 ccctgotgtaagectecaagetgtgecttggotggettiggga 1900

Protein Bazinda Karsilagtirma:

Ornek: 3  GEEIRLKVFVLGGCSINWSRAPAPSNFFTSA 95
GEEIRLRVEVLGGC RAPAP NFPTSA
Sorgu: 8  GEEIRLKVFVLGGCRHKLVRAPAPCNFFTSA 38

—

CI1858T
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Resim 6.4./16

16. Hastamn Nitkleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGGAGGCTGTAGCATAAATTGGTCTCGCGCAC
CAGCGCCATCGAACTTTTTCACCTCTGCCTAATACCAT

Kadlanmast beklenen aminoasitler:

i1i¥w ¢ R R L D # R 8 L ¥ * E A V A * I 6 &L

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGGAGGCTGTAGCATARATTGGTCTC
21A H#H ¢ R B R  F 8 P L P N %

61 GUGCACCAGCGCCATCGARCTTTTTCACCICTGCCTAATACCAT

§| Nilkleotid Bazainda Kargilaghrma:

O: 1 tgggggaggagattagattaaaggtctttgtattaggaggetgta-geataaattggtct 59
RN RN R R R R R N R R R R A RN RN R R DR R R RRDRR RN
8: 1743 tyggggaggagattagattanaggtcetttgtattaggaggctgtaggeataaattggtet 1802

0: 60 cgogeaccagegecategaacttitteacctetgectaatecatectettgttecatetetgta 118
PERRITRERE LUEE PRUDRRRERVRRR DML RRb bR bR b v it
8: 1803 -gecgcaccagcaccatgcaactttttecacctetgectaatcatctettgtteaccecctgta 1863

; Protein Bazinda Karsilagirma:

Ornek: 3 GEEIRLKVFVLGGCSINWSRAPAPSNFFTISA 95
GEEIRLKVFVLGGC RAPAP NEFTSA
Sorgu: 8 GEEIRLRVFVLGGCRHKLVRAPAPCNFFTSA 38
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17. Hastamin Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAGGTCTTTGTACTAGGAGCCTGTAGGCATAAATTGGTGCGCTCACC
AGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTT

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

iwWw & R R LD * ¢ L C T R 8 L ¥ A * I 6 A
1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAAGGTCTITGTACTAGGAGCCTGTAGGCATARATTGGTGCG
21, T 8 T M @ L F H L € L I I 8
61 CTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTICTT

Niikleotid Bazinda Kargilaghrma:

0: 1 tgggggaggagattagattaa~ggtctttgtactaggagectgtaggcataaattggtge 59
FYRRRIRRTRRRR Y F00y PV RT PR BRI RR IR I bbb bbbl
$: 1743 tgggggaggagattaggttaaaggtctttgtactaggaggctgtaggecataaattggtgt 1802

H: 60 geteaceagoaccatgoaactttitcacctotgoctaatcatotettgtteatgioctas 120

R R AR NN R R R R R RN R RN R RN RN R R R RN R RN RN R RN R
8: 1803 gttcaccagcaccatgcaactttttcacctctgectaatcatetcttgttcatgtectac 1860

)

i
PRI L

$:121 tgttcaagectccaagetygtgecttgggtggegttogggacggacattgace 170
RN RN R SRR AR N R N R R A R RN R R R R O DR RN AR R AR
8:1861 tgttcaagcctccaagetgtgecttgggtggegttygggggeggacattgace 1911

NN

V)

Proiein Bazinda Karyilagtirma:

Ornek: 2 GGGD*IKVFVLGACRHKLVRSPAPCNFFTSA 94
GG +EVFVLG CRHERLY SPAPCNFFTSA
Sorgu: 124 GGEIRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA 154

G1899A

Resim 6.4./17
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Resim 6.4./18

18. Hastamn Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAATTGATCTATTGTATTAGGAGGCTGTAGCATAAATTGGTCTCGCG
CACCAGCGCCATCGAACTTTTTCACCTCTGCCTAATACCAT

Kodlanmasi beklenen aminoasitler:

1w 6 R R L D # I D L L T * E A V A * I G
1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAARATTGATCTATTGTATTAGGAGGCTGTAGCATAAATTGGET
211 A BE QR HRTUP S PLPNT
61 CTCGCGCACCAGCGCCATCGAACTTITTCACCTCTGCCTAATACCAT

| Niikleotid Bazinda Karsilagtirma:

| O: 1 tgggggaggagattagattaasattgatctattgtattaggaggetgtag=cataaattgg 59

FEErrrrerrer et v b berrrrisnr e eei vt
St 1741 tgggggaggagattagattaaa--~ggtct-ttgtattaggaggetgtaggecataaattgg 1757

0: 60 tectcgegcaccagegecategaactttttcacctetgectaatcateteottgttecatgtectac 120

R R N RN AN R R R R N AR R RN AR RN DR R
S:1798tet=gcgcaccagcaccatgcaactttttcacctetgectaatcatctettgttcatoteccac 1860

Protein Bazinda Kargilastirma:

Ornek: 3 GEETRLN*SIVLGGCSINWSRAPAPSNFFTSA 98
GEEIRL VLGGC APAP NEFTSA
Sorgu: 124 GEEIRLKVLFVLGGCRHKLVCAPAPCNEETSA 155

C1858T
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Resim 6.4./19

19. Hastamn Nitkleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGGAGGCTGTAGCATAAATTGGTCTCGCGCAC

f| CAGCGCCATCGAACTTTTTCACCTCTGCCTAATACCAT

| Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1w 8 R R L D # R 8 L ¥ » g A VvV A * I & L

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTIGTATTAGGAGGCTGTAGCATARAATTGGTCTC
21A B Q R H R T ¥ 8 P L P N T

61 GCGCACCAGCGCCATCGAACTTTTITCACCTCTGCCTAATACCAT

Niikleotid Bazimda Kargilagirma:

O: 1 tgggggaggagattagattaaaggtetttgtattaggaggetgta-geataaattggtet 59

(RN R AR R R R R R R RN N R R R RN R RN R R R RN AR AR R RN A N R R ]
8: 1741 tgggggaggagattagattaaaggtctttgtattaggaggctgtaggecataaattggtet 1800

06: 60 cgcgcaccagcgecatcgaactttttcacctetgectaat 99
PEERRUREEE 100D TRERTELLERRRE b LI
§: 1801 -gecgeaccageaccatgeaactttttcacetetgoctaat 1839

Pratein Bazinda Kargilagtirma:

Urnek: 3  GEEIRLKVFVLGGCSINWSRAPAPSNFFTSA 95
GEEIRLKVFVLGGC RAFAP NFFTSA
Sorgu: 8  GEEIRLEVFVLGGCRHELVRAPAPCNFFTSA 38
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20. Hastamn Niikleotid Dizisi:

TGOGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTOGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC
CAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCA
AGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGCATGGACATTGACC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1W G R R L D % R S L Y # E A V € I N W B
1 TGGGEGAGGAGATTAGATTARAGGTCTTIGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCT
21A H Q B H A T F 8 PL P NI HULILUFMSZY
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTICCTAC
41 ¢C 8 8 L @ A V P W V R L 6 M D I D
121 TGTTCAAGCCTCCAAGCTETGCCTTEAETGCEGTTEGECATGGACATTGACC

Niikleotid Bannda Karsilagtirma:

G: 1 tgggggaggagattagattaaaggtctttgtactaggaggetgtaggecataaattggtet 60
AR AR R AR RN R R R RN R AR AR AR R AR R R R R RN NN R R RN R RN AR RN NN
S: 1743 tgggggaggagattagattaaaggtctttgtactaggaggotgtaggcataaattggtct 1802

0: 61 gcgeaccagcaccatgcaactttttcacctotgoctaatcatctocttgttocatgttcaga 120

R R R R R R RN N R R R R R RN A R R RN N A R R RN R N R R N N
8: 1803 gcgcaccagcaccatgecaactttttcacetetgectaatcatectettgttcatgtecaga 1862

0: 121 tgttecaagectecaagetgtgecttgggt-geggttgggeatggacattgace 172
R RN R RN R R R R R RN R RN R PR E N O RS RR R AR R R R B
8: 1863 tgttcaagcctecaagetgtgecttgggtggetttggggocatggacattgace 1915

Protein Bazmda Kargilaghirma:

Ornek: 3 GEEIRLKVFVLGGCRHKLVCAPAPCNFF 86
GEEIRL +FVLGGCRHKLVC+PABCNEF
Sorgu: 74 GEEIRLMIFVLGGCRHEKLVCSPAPCNFF 101

C1858T

Ornok 83 FHLCLIISCRCPTVQASKLCLGCOWAW 163
FHLCLIISCSCPTVQASKLCL GW W
Sorgu: 101 FELCLIISCSCPTVOASKLCL--GWLW 125

Resim 6.4./20
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Resim 6.4./21

21. Hastamn Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC
CAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTICAAGCCTCCA
AGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGCATGGACATTGACC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler;

1w 6 R R L b % R 8 L Y # B A V 66 I N W 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTARAGGTCTTIGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTIGGTCT
21A H Q B BE A T F 8 P L P N H L L F M S Y
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGITCATGTCCTAC
41 ¢ 8 8 L. @ A V P W V R L 6 M D I D
121 TGTTCAAGCCTCCARGCTGTGCCTITIGBGTGCGETTGEGCATGGACATTIGACS

Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

i 1 tgggggaggagattagattaaaggtetitgtactaggaggctgtaggcataaattagtct 60

NN AN RN R N RN R R R RN R R R R RN R N R R RN R R RN R AR RN AR R RN NANA]
1743 tgggggaggagattagattasaggtcotttgtactaggaggetgtaggcataaattggtet 1802

&1 gogcaccagcaccatgcaactttttcacctotgectaateateotettgttecatgtectac 120
RN R R R R R R R R R R R RN A R R R R RN R RN AR R R R AR R AR
1803 gcgcaccageaccatgecaactttttocacctotgectaatcatotottgttecatgtecotac 1862

121 tgttecaagecctccaagetgtgecttgggt-geggttagtt 160
Trprereerairrnbeni et o8 1 1

: 1863 tgttcaagccoctcocaagotgtgocttgggtggotttgggtt 1902

Protein Bazinda Karplagtirma:

Ornek: 3  GEEIRLEVFVLGGCRHKLVCAPAPCNFF 86

GEEIRL +FVLGGCRHKLVC+PAPCNEF

Sorgu: 74 GEEIRLMIFVLGGCRHKLVCSPAPCNFF 101

Urnek: 83 FHLCLIISCSCPTVQASKLCLGCGWAW 163

FHLCLIISCSCPTVQASKLCL GW W

Sorgu: 101 FRLCLIISCSCPTVQASKLCL--GWLW 1285
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Resim 6.4./22

22, Hastamn Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGATCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC
CAGCACCATGCAACTTTTCCACCTCTGCCTAATCATCTTTTGTTCATGTCCTACTGTTCAACCCTCCA

AGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGCATGGACATTGTCC

Kodianmas: beklenen aminoasitier;

1" 6 R R LD * R 8L Y * E AV I N W 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAARAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCT
21 H Q H H A T F 8 P L PN HL L FM S8 Y
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTITTCACCTICTIGCCTAATCATCICTTEGTTCATGTCCTAC
41 ¢ 8 8 L Q A V P W V R L 8§ M D I &
121 TGTTCARGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGCGETTGGGCATGGACATTGTCC

Niikleotid Bazinda Kargilastirma:

B: 1 tgggggaggagattagattasaggtctttgtactaggaggectgtaggeataaattggtet 60
R R R R R RN R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R R R R R R RN R R R
8: 1741 tgggggaggagattagattaaaggtettigtactaggaggctgtaggecataaattggtet 1800

B: 61 gecgcaccageaccatgcaacttttecacctetgoctaatcatottttgttcatgtocctac 120

PEEETEIT I et oot iiay i edeeieds 1t
8: 1801 gegeoaccagcaccatgcaactttttecacctetgoctaateatectettgttcatgtecocac 1860

§: 121 tgttcaaccctccaagetgtgecttgggtgeggtt-ggacatggacattg 169

PERRELE PRERREEERIERLEL LR PEVE FHERELERRIE
5: 1861 tgttcaagecctccaagetgtgecttgggtggetttgagggecatggacattg 1910

Protein Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 3 GEEIRLRVFVLGGCRHRLVCAPAPCNFF 86
GEEIRL +FVLGGCRHELVC+PAPCNFF
Sorgu: 74 GEEIRLMIFVLGGCRHRKLVCSPAPCNFF 101

Ornek: 83 FHLCLIISCSCPTVQASKLCLGCGWAW 163
FHLCLIISCSCPTVQASKLCL GW W
Sorgu: 101 PELCLIISCSCPTVQASKLCL--GWLW 125

C1858T

83



GATC

Resim 6.4./23

23. Hastanin Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACCAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC
CAGCACCATOCAACTTTITICACCTCTGCCTTATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTGCA
AGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGCATCGACATTGACC

Kedlanmas: beklenen aminoasitler:

1w 6 R R L D ¥~ R 8 L ¥ *» BE A VvV @ I NW 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTARAGEICTTIGTACTAGGAGGCTIGTAGGCATARATTGGICT
21A H Qg E R A T F 8 PL P NUHUILIUILUFMMS SY
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGITCATGTCCTAC
41 ¢ 8 8 L Q A V P ¥ ¥V R L 6 M D I D
121 TGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTIGEGTCCGGTTGGEGCATGGACATTGACC

Niikleotid Bazinda Kargilastirma:

1 tgggugagoagattagattaaaggtetttgtaccaggaggetgtaggeataaattggtct 60
NN RN RN R R R AR R R R R R R R R R A R AR R R R RN A R AR R RN R RN R NY

s 1741 tgggggaggagattagattaaaggtctttgtactaggaggctgtaggcataaattggtct 1800

&1 gogcaccageaccatgeaactttttcacctetgeottateatetotigttcatgtoctac 120
IR RE R R R R R R R RN R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R R R R R R R R R A B |
1801 gecgcaccageaccatgcaactittteacctetgoctaateatetettgtteatgtoccas 1860

121 tgttcaagoctgoaagetgtgecttgggtg 150
PRARRRERREE ERRL iR bbbt
1881 tgttcaagcctcocaagectgtgocttgggtg 1890

Protein Bazinda Karnilagtirma:

Ornek: 24 VFVLGGCRHKLVCAPAPCNFF 86

+FVLGGCRHKLVC+PAPCNEF

Sorgu: 2 IFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFR 22

Ornek: 83 FHLCLIISCSCPTVQASRLCLGCGWAW 163

FHLCLIISCSCPTY ASKLCL GW W

Sprgu: 22 FHLCLIISCSCPTVHASKLCL-~GWLW 46

C1858T
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24. Hastamn Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC
CAGCACCATOCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCCCTTOTTCATGTCCTACTGTTGAAGCCTCCA
Y AGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGCATGGACATTGACC

Kodianmas: beklenen aminoasitler;

1w 6 R R L O * R 83 L ¥ «» E A V 6 I ¥ W 8

1 TGGGGGAGEAGATTAGATIARAGGTCITTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATARATIGGTCT
21Aa H ¢ BE E A T F 8 P L P N EL L F M S8 Y
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCIGCCTAATCATCTCTTGITCATGTCCTAC
41 ¢ 8 8 L Q A V P W V R L 6 M D I D
121 TETTCAAGCCTCCAAGCTGTIGCCITECETECEGETTECECATGEGACATTGACL

Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

6: 1 tgggggaggagattagattaaaggtotttgtactaggaggetgtaggocataaattggtect 60
IR R R R R R R R R R AR R R R R R R R R R R R RN RN RN RN R RR RN AR AR R
3: 1741 tgggggaggagattagattsaaggtctttgtactaggaggctgtaggecataaattggtct 1800

8: 61 gcgcaccagcaccatgcaactttttcacctotgoctaatecatocettgttcatgttetac 120

RN R R RN R R R R R R R R AR R AR R R R RN R RN R R R R AR R R R R R R I A N
5: 1801 geograccagcaccatgoaacttttteacstotgectaatoatctettgtteatgteccac 1860

81 121 tgtigaagectocaagetgtgocttygggt~geggttggacatggacattgace 172
R R R R R R R R A A A O A A A R R R R R R RN R
S: 1861 tgttcaagcctccaagetgtgccttgggtggetttggggcatggacattgace 1913

Protein Bazmda Karstlagtirma:

# Grnek: 3 GEETRLKVPVLGGCRHKLVCAPADCNFF 86
GEEIRL +FVLGGCRHKLVC+PAPCHEF
| Sorgu: 74 GEEIRLMIFVLGGCRHKLVCSPAPCNFF 101

Ornek: 83 FHLCLIISCSCPTVQASKLOLGCGWAW 163
FHLCLIISCSCPTVQASKLCL GW W
Sorgu: 101 FHLCLIISCSCPTVQASKLCL--GWLW 125

C1858T

Resim 6.4./24
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G1899A

GATC

Resim 6.4./25

25. Hastamn Nilkleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCG
CACCAGCACCATGCAACTTTTICACCTTTGCCTAATCATCTCTIGTTCATGTCCTACTGTICAAG
CCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGLATGGGCATTGACG

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

iw" 6 R R L D ¥ R 8 L ¥ *# E A V 6 I N W 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGETCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTICT
22 A B Q R H A T F 8 P L P N HL L F MBS Y
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTITTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTAC
41 ¢Cc 8 8§ L @ A V P W V R L G M D I D
121 TGTTCAAGUCTCCRAGCTGTGCLTTGGGTGCGETTGGGCATGGACATTGACC

Niikleotid Bazmda Kargilagtirma:

B: 1 tgggggaggagattagattaaaggtcttitgtactaggaggectgtaggeataaattggtet 60

NN R R R R R N N RN
S:1741 tgggggaggagattagattaaaggtetttgtactaggaggctgtaggecataaattggtet 1800

§: 61 gegcaccageaccatgeaacttiticacctttgectaateatetottgttcatgtectac 120

SRR R AR AR R R AR R RN AR ARE N A RN
$:1801 gcgcaccagcaccatgcaactttttocacctetgectaatcatetettgtticatgtectac 1860

! $: 121 tgttcaagcctccaagctgtgecttgggtgggetttgga 159

TELERUETIEI e et ve e e eei g

§: 1861 tgttcaagcctccaagetgtgecttgggtgggetitggg 1899

Protein Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 3 GEEIRLKVEVLGGCRHKLVCAPAPCNEFR 86
GEEIRL +FVLGGCRHKLVC+PAPCNEF

| Sorgu: 74 GEEIRLMIFVLGGCRHKIVCSPAPCNFF 101

W Ornek: 83 FHLCLITSCSCPTVQASKLCLGCGWAW 163

FHLCLIISCSCPTVQASKLCL GW W
Sorgu: 101 FHLCLIISCSCPTVQASKLCL--GWLW 123
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Resim 6.4./26

26. Hastamn Niikleotid Dixzisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC
CAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCC
AAGCTGTGCCTTGGGTGCOGTTGGGCATGGACATTGACC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1W 6 R R L D * R 8 L ¥ * B AV 6 I NW 8

1 TGGGGGAGCAGATTAGATTARAGCTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATARATTGETCT
21A B Q # H A T F 8 P L P N B L L F M S8 Y
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTAC
41 C B 8 L Q A V P ¥ V R L 6 M D I D
121 TGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTIGGGTGCEETTGGGCATGGACATTGACC

Niikieotid Bazida Kargilagtirma:

02

1 tgggggaggagattagattaasaggtctitgtactaggaggetgtaggcataaattggtct 60
RN RN AR R R RN R RN R R R R R R R R R R R R R RN R RN R RN RN RN RSN RN Y
1743 tgggggaggagattagattaaaggtetitgtactaggaggetygtaggeataaattggtet 1802

&1 gogeaccagcaccatgeaactttttcacctetgectaatcatetettgttcatygttctac 120
R R R R R R RN R R A R R R R R R R RN R R R R R DA R RN R N RN AR R R RN I AR

: 1803 gcgraccagcaccatgecaactttttcacctctgectaatcatetettgttcatgtectac 1862

121 tgttcaagoctccaagetgtgeettgggt~geggttgggcatggacattgace 172
R RN R R R R R RN R N R AR R A R AR A R R R A R R RN R A R RN EE|
1863 tgttcaagectecaagetgtgecttgggtggetttggggeatyggacattgace 1915

Protein Bazinda Karsilastirma:

Ornek: 3  GEEIRLKVFVLGGCRHEKLVCAPAPCNFF 86

GEEIRL +FVLGGCRHELVC+PAPCNFF

Sorgu: 74 CGEEIRLMIFVLGGCRHKLVCSPAPCNFEF 101

{Ornek: 83 FHLCLIISCSCPTVOASKLOLECGRAW 163

FHLCLIISCSCPTVQASKLCL GW W

Sorgu: 101 FHLCLIISCSCBTVOASKICL--GWLW 125

C1858T
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27. Hastamn Nitkleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGTTAATGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTGCGTCACCA
GCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTCAAGCCTCCAAG
CTGTGCCTGOTGGCTTTGGGCATGACATTGAAATGACCT

Kodlanmas: beklenen aminoasitier:

iwW 6 R RL VYV NGILCT®TRRTIL®* A * I 6 A
1 PCGGGGAGGACATTAGTTARATGGTCTTTCTACTAGGAGGCTGTAGGCATARATTGGTGLG
218 P 2 P C N F F T 8 A * B8 8L VHV L L
61 TCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTG
418 8 L Q A VvV P G G F G E D I E M T
121 TCRAGCCTCCAAGCTGTGCCTGGTGGCTTTGGGCATGACATTGARATGACCT

Niikleotid Bazinda Karsilagtirma:

O: 1 tgggggaggagattag-ttaatggtctttgtactaggaggetgtaggeataaattggtge 59
R RN R R O R R R A R R R RN R R R R R R R R R R R R R RN R AR R RN
8: 1741 tgggggaggagattaggttaatgatotttgtactaggaggctgtaggocataaattggtet 1800

b: &0 gt-caccageaccatgeaacttttteacetetgectaateatetettgtteatgtectae 118

IR RN N R R R RN R R R R R DR N R R NN R R R RN AN
8: 1801 gttecaccagcaccatgcaactttttcacctctgectaatecatetettgttcatgtececac 1860

8: 112 tg~-tcaagcctccaagotgtgect~-ggtggetttggga 1584
EEEE R R R R R R R R R R N R A N R R R R R R RN N

&: 1861 tgttcaagecteocasgotgtygccttggotagaetttgygy 1899

Protein Bazinda Karpilagtirma:

Ornek: 72 MQLFHLCLIISCSCPTVKPPS-CAWWLWA 155
MOLFHLCLIISCSCPIV+ € WLW+
Sorgu: 1 MQLFHLCLIISCBCPTVQASKLCLGWLWS 29

C1858T

Resim 6.4./27
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28. Hastanmn Niikleotid Dizisi:

TOGGUGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTOTATTAGGAGUGCTGTAGGCATAAATTGGTCTACGCACC
AGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGUCTAATCATCTCTTATTCATGTCCTACTGTTCGAGCCTCCAA
GCTOTGCCTTGUATGCOGTTGGGCATGGACGTTGAC

Resim 6.4./28

Kodlanmasi beklenen aminoasitier:

1" 6 R R L D # R 8 L ¥ # E A V € I N W 8§

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTARAGGTCTTTGTATTAGGAGECTCTAGGCATARATTGGTCT
21A H ¢ R # A T F 8 P L P N H L L FP M 8 ¥
61 GCGCACCAGCACCATGCRACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTAC
41¢C 8 8 L Q@ A VvV P W V R L &6 M D V D

121 TGTTCGAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGEGETGCGETTGEGECATGGACGTTGAC

Niikleotid Bazinda Karstlastirma:

1 tgggggaggagattagattaaaggtettigtattaggaggetgtaggeataaattggtat 60
RN R RN R N N R R R R N R R R R R R R RN R R R R RS N R RN DR
1741 tgggggaggagattagattaaaggtetttgtattaggaggetgtaggeataaatiggtet 1800

t 61 gegeaccageaccatgeaacttttteacctetgectaateatetettgtteatgtectae 120

R RN R R R R R R R R R R N S N AR R R A DR R R R R RN R RN R A A N

: 1801 gegeoaccageaccatgcaactttttcacctetgectaateatetottgtteatgteccac 1860

121 taaacgagoctccaagetgtgoottgggtggetgttigggac 160
(IR RN R R R R RN RN RN RN R RN AR R R RN RN !

: 1861 tgaacaagcctecaagetgtgecttgggtggegttggggge 1900

Protein Bazinda Karsilagtirma:

Ornek: 3  GERIRLKVFVLGGCREKLVCAPAPCNFF 86

GEEIRL +FVLGGCRHKLVC+PAPCNFF

Sorqu: 74 GEEIRLMIFVLGGCRHKLVCSPAPCNEF 101

Ornek: 83 FHLCLIISCSCPTVRASKLCLGCGWAW 163

FHLCLIISCSCPTVHASKLCL OW W

Sorgu: 101 FELCLIISBCBCPTVOASKLCL==GWLW 125

C1858T
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29. Hastamin Nitkleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGGGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC
CAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATTTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCA
AGCTGTGCCTITGGGTGCOGTTGGCCATGGACATCGAC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1w ¢ R R L p *+ R 8 L ¥ *# & A V 66 I N W S

1 TGECGEACGCAGATTAGATTAAAGGTCTTTEGTACTAGGGGGCTGTAGCCATARATTEETCT
21A BE ¢ B B AT F B3 P L P N HF L F M S ¥
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATTTCTITGTTCATGTCCTAC
41C 8 8 L Q A V 2 W V R L A M D I D
121 TGTTCARGCCTCCAAGCIGTGCCTTGGGTGCGGTTOGGCCATGGACATCGAC

Niikleotid Bazinda Karsmilagtirma:

8: 1 tgggggaggagattagattaaaggtetttgtactagggggetgtaggeataaattggtct 60
IR R N N R N NN N N N R R R R N A R R R DR R R R R DR RN R R RN
$1 1741 tgggggaggagattagattaaaggtctttgtactaggaggctotaggcataaattggtet 1800

&: 61 goegeaccageacecatgeaactttttecacctotgoctaatecattitettgttcatgtoetae 120

RERRE R R R RN R R R R R R R R R R R R R R A R R R AR R R R R R A R R R R A RN R ERR AR R R
8: 1801 gcgcaccagcaccatgcaacttttteacctetgoctaatcatotettgttoatgtectac 1860

0: 121 tgttcaagcctccaagetgtgecttgggtg 150

(RN R R R RN R RN R RN AN
S: 1861 tgttcaagcctccaagetgtgccttgggtg 1890

Protein Bazinda Kargtlaghirma:

Ornek: 3  GEEIRLKVFVLGGCRHKLVCAPAPCNFF 86
GEEIRL +FVLGGCRHKLVC+PARCNEF
Sorgus 74 GEEIRLMIFVLGGCRHKLVCSPAPCNFF 101

Orneks 83 FHLCLIISCSCPTVQASKLCLGCGWEW 163
FHLCLIISCBCPTVQRABKLICL GW W
Sorgu: 101 FHLCLIISCSCPTVOASKLOL~~GWLIW 125

Resim 6.4./29
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30. Hastamn Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAAGCAT AAATTGGTCTGUGCACC
AGCACCATGCAACTTTTITCACCTCTGCCTAATCATCTTTTOTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAA
GCTGTGCCTTGGGTGCGGTTGGGCATGGACATTGACC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

i1W 6 R R L. D * R 8 L Y * E A V 8 I N W 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGECTGTAAGCATAAATTGGTCT
21A H Q H B A T F 8 P L PNHILULUPFMSZY
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTTTTGTTCATGTCCTAC
410 8 8 L 0 A V P WV ERULGHMDTID
121 TGTTCAAGCCTCCARGCTGTGCCTTEGGTGCEGTTGGGCATGGACATTGACT

Niikleotid Bazinda Kargmilagtirma:

6: 1 tgggggaggagattagattaaaggtctttygtactaggaggetgtaagecataaattggtct 60

BRRAR R RN RN R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R R R A R R R T R R A R RN R R R R
s: 1741 tgggugaggagattagattaaaggtcetttgtactaggaggetgtaggeataaattggtet 1800

O: 61 gegeaccagcaccatygcaactitttcacctetgectaatcatettttgttcatgtectac 120

N R RN N N R R R N R RN R R AR R RO N R R R R R R R R O B
B: 1801 gegeaccageaccatgeaacttitteacetotgectaateatetettgtteatgteccae 1860

O: 121 tgttcaagcctccaagetgtgecttgggt-goggttgggcatggacattgace 172

FERRDIPRRLVEERER R I P EREE 1 b PRI HER bR
85: 1861 tgttcaagectecaagetgtycctigogtogctttggggcatggacattgace 1913

Protein Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 3 GEEIRLRVFVL.GGCRKHRLVCAPAPCNEF 86
GEEIRL +FVLGGC+HKLVC+PAPCNFY
Sorgu: 74 GEEIRLMIFVLGGCRHRKLVCSPAPCNEE 101

Ornek: 83 FHLOLITIFCSCPTVQASKLOLGCGWANW 163
FHLCLII CSCPTVQASKLCL GW W
Sorgu: 101 FHLCLIISCSCPTVQASKLCOL--GWLW 1253

C1858T

Resim 6.4./30
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Resim 6.4./31

31. Hastamn Niikleotid Dizisi:

TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCAC
CAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCA
AGCTGTGCCTTOOGTGCOGTTGGGCATOGACATTGACC

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1W G R R L D * R 8§ L Y * BE A V 6 I NW 8

1 TGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCT
21A H Q B E A T F 8 P L P N H L L F M 8§ Y
61 GCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTAC
41¢ 8 S L Q AV P WV RULGMUBPTID
121 TGTTCAAGCCTCCAAGCTETGCCTTEGETACGETTEEGCATGGACATTGACC

Niikleotid Bazinda Kargilagirma:

6: 1 toggggaggagattagattasaggtotitgtactaggaggctgtaggeataaattggtet 60

R R R R R R R R R R R R R AR R R A RN R R R R R R R RN R R RN RN RN RN R R R RN
8: 1743 tgggggaggagattagattaaaggtetttygtactaggaggctgtaggcataaattggtet 1802

: 81 gogeaccagoacecatgecaactttittcacctotgortaatocatotettgttcatgtectas 120

R R RN R NN R R R R R R R R R A RN R RN R R RN R RN RERR RN
8: 1803 gcgcaccagcaccatgeaactttttecacctectgeetaatcatctettgtteatgtecctac 1862

0: 121 tgttcaagcctcecaagetgtgccttgggtggcggttggacatggacattgace 172

PREREEERRECROI P E b inediedr 0 10 e eieitntit
S: 1863 tgtteaagectecaagotgtgectigggtogetttggggoatggacattgace 1915

Protein Bazinda Kargilaghrma:

Ornek: 83 FHLCLIISCSCPTVQASKLCLGCGWAW 163
FHLCLIISCSCPTV ASKLCL GW W
Sorgu: 22 FHLCLIISCSCPTVHASKLCL--GWLW 46

Ornek: 24 VFVLGGCREKLVCAPAPCNFF 86
+EVLGGCRHKLVCHPAPORFF
Sorgu: 2 IFVLGGCRHKLVCSPAPCNFF 22

G1899A
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Resim 6.4./2°de genotipi D olarak belirlenen 2 numarali olgunun prekor-kor
bolgesi dizi analizi sonuglar1 goriilmektedir. Yapilan degerlendirmede 1763. niikleotitte
guanin olmasi gerekirken timin (G—>T) tespit edilmigtir, 1764. ve 1828, niikleotidlerde
adenin (==>A), 1766. niikleotitte guanin (-—=>G) ve 1794. niikleotitte sitozin insersiyonu
(-—C) belirlenmig, 1779. ve 1789. niikleotidlerde ise guanin delesyonu (G—-)
goriilmiigtiir.

Gen bankasinda yapilan karsilagtrma ile bu mutasyonlarin neden oldugu
aminoasit degigimleri de incelenmigtir. 1764. niikleotitteki adenin insersiyonu (=—>A) ile
arginin aminoasidi kodlanmasi gerekirken serin aminoasidi (R—S), 1766. niikleotitteki
guanin insersiyonu (-~>G) ile histidin yerine izolosin aminoasidi (H-=I)
kodlanmaktadir, 1779. niikleotitteki guanin delesyonu (G—-) ise lizin yerine asparjin
(K=N), 1789. niikleotitteki ise serin yerine alanin aminoasidi (S=>A) kodlanmasmna
neden olmaktadwr. Bu protein degigimlerinden sadece serinin alanine doniistiigi
mutasyon sessizdir. Digerlerinin klinik etkileri hakkinda bilgi yoktur.

Resim 6.4./5°de genotipi A olarak belirlenen 5 numaral olgunun prekor-kor
bolgesi dizi analizi sonuglar goriilmektedir. Yapilan deferlendirmede 1777. ve 1788.
niikleotidlerde guanin (-—G), 1801, niikleotitte sitozin (=—=C) ve 1818. niikleotitte de
timin (==>T) delesyonu goriilmiistiir. 1807. niikleotitte ise guanin (G-»=) insersiyonu
belirlenmigtir.

Gen bankasinda yapilan kargilagtirma ile bu mutasyonlarin neden oldugu
aminoasit defisimleri de incelenmigtir. 1801. niikleotitteki sitozin (-—C) delesyonu
lizin yerine 16sin (K=»L), 1788. niikleotitteki guanin («—=>G) delesyonu serin yerine
treonin (S—T) ve alanin yerine 16sin (A—>L) aminoasitlerinin kodlanmasini saglamigtir,
1777. niikleotitteki guanin (-==>(G) delesyonu ise prolin (P=><) ve sistein (C=~)
aminoagitlerinin kodlanmamasina neden olmustur.

Meydana gelen aminoasit degigimlerinden sadece serinin treonine (S—T) doniigtiigii
mutasyon sessizdir.

Genotipleri biri A ve digerleri D olan 31 olguda saptanan mutasyonlar ve baz
degigiklikleri ile birlikte tablo 6.1’de &zetlenmigtir.

19 olguda (% 61) 1858. niikleotitteki sitozinin timidine (C=T) ,17 olguda (%
55 ) Akdeniz Ulkelerinde yaygm olarak goriilen 1899. nitkleotitteki guaninin adenine
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(G—>A) d6nlistigi saptanmgtir. Sitozinin timine (C—T) defigmesiyle olugan 1856.
niikleotitteki mutasyon 5 olguda (% 16), 1862. niikleotitteki guaninin timine (G—>A)
doniigtligii ise 2 olguda (% 6.4. ) belirlenmigtir. 1 olguda (% 3.2) 1896. niikleotitteki
guaninin adenine (G—>A) doOniigmesiyle olugan prekor stop kodon mutasyonu
saptanmugtir. 1762, niikleotitteki adeninin timine (A—T) degigimi ve 1764. niikleotitteki
guaninin adenine (G—=>A) degigimiyle belirlenen kor bolgesi mutasyonlar: 1 olguda (%
3.2 ) bulunmustur.

Tablo 6.1°de saptanan nokta mutasyonlarin olgulara gore dafilim ve Tablo
6.2’de de goriilme sikhklar: belirtilmigtir.
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Tablo 6.1 HBV pre kor —kor bolgesinde saptanan nokta mutasyonlar

Olgu no

Mutasyon

Neden Olduiu Aminoasit Degisimi

Olgu 1

1763 G->T

1765 -—A

1766 --G

1779 G—-

1789 G—-

1794 -»C

1828 -—A

1829 -»C

1830 C-»G

1844 —G

1858 C—»T

1862 G—»A

1899 G—»A

Olgu2

1763 G->T

1765 - A

RS

1766 - >G

H-lI

1779 G— -

K—>N

1789 G— -

S—>A

1795 —»C

1828 -—»A

1856 C—»T

1858 C>T

Olgu 3

1797 -G

1807 C— -

1814 A—-

W=C, L—G

1891 G>C
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Olgu no Mutasven Neden Oldufu Aminoasit Defisimi

Olgu3 1892 C»G
1893 T-»G
1899 G—»>A

Olgu 4 1889 -—G L—o>A
1892 G-»T
1893 T-G
1895 G>T
1899 G—»>A

Olgu 5 1777 -G P>, C>-
1788 -G ST
1801 - »C K->V
1807 G—-
1818 -»T
1858 C>T

Olgu 6 1751 C-A
1801 -»C
1811 C—- S—-
1812 A—- R—-
1813 C—- To>-
1814 C—- S—-, K—»-
1815 A—»- T—-, F»-
1817 G»C
1818 C->G
1833 -—C S—P
1858 C»T
1876 G—- C-P
1888 G-C C-L




Olgu ne

Mautasyon

Neden Oldufu Amineasit DeSisimi

Olgu 6

1889 C>G

T->W

1890 TG

Q—-R

1899 G—A

Olgu 7

1889 -G

1892 T-G

1893 TG

1895 TG

1896 G—A

W-STOP

Olgu 8

1757 G—»-

1762 A>T

1764 G—>A

1799 C-G

A-P

1800 T-C

S—»P

1803 T—-

N-S

1858 C»T

1863 T—-

1885 T—-

1886 G—s-

1899 G—»>A

Olgu9

1780 G—-

1790 G—-

1856 C->T

1858 C-»T

1899 G—>A

Olgu 10

1767 G—=>C

1780 G—-

1790 G—-
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Mutasyon

Neden Oldufu Aminoasit isimi

Olgu 10

1838 C»T

1899 G—oA

Olgu 11

Tim dizi normal

Olgu 12

1754 A-C

1858 C->T

Olgu 13

1761 A-C

1776 G—-

1786 G—-

1856 C>»T

1899 G—>A

Olgu 14

1752 C>A

E-G

1776 G—-

1856 C—»T

Olgu 15

1756 G-T

1776 G—-

1777 A—>-

1779 G-A

1786 G—>-

R—»S, H—I

1858 C-T

1899 G>A

Olgu 16

1788 G—-

R-S

1803 -»C

1814 A>G

1819 G-C

C-S

1820 C—»G

C—->S

1856 C>T

1858 C~»T

98




Olgu no

Mutasyon

Neden Oldufu Aminoasit Defisimi

Olgu 17

1759 G—-A

1764 A—>-

1782 G->C

1802 T-C

1804 T-C

1899 G—A

Olgu 18

1763 ->T

1764 -—T

1766 G—A

1770 -—A

1790 G—-

1801 -—C

1812 A—G

1817 G—C

1818 C-»G

1856 C»T

Olgu 19

1786 G—-

1801 -—»C

1812 A—>G

1817 G—»C

1817 C»G

“Olgu 20

T 1858 CoT

1892 G—»-

1895 T»G

1896 T»G

1897 G»T
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QOlsu neo

Mutasvon

Neden Oldufu

inoasit igini

Olgu 21

1892 G—-

1895 TG

1896 TG

1898 G>T

1899 G—»A

Olgu 22

1828 T»C

1845 C-»T

1858 C-»T

1868 G—>C

1891 G>C

1892 C»G

1893 TG

1896 G—-

1899 G—»A

Olgu 23

1774 T-C

1837 A>T

1858 CoT

1872 C»G

Olgu 24

1844 T-C

1856 CoT

1858 C—»T

1865 C—»G

1890 G—-

1893 TG

1894 T->G

1896 G—T

1899 G>A
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Olsu no

Muatasvon

Neden Oldufu Aminoasit isimi

Olgu 25

1831 C»T

1899 G—>A

Olgu 26

1858 CoT

1892 G—-

1895 G—T

1896 G-T

1898 G—T

Olgu 27

1757 G—>-

1766 A—>G

1799 C-G

1800 T->C

1803 T—-

1858 C>T

1863 T—-

1885 T—-

1886 G—-

1899 G—A

Olgu 28

1858 C—-»T

1862 GoA

1866 A—->G

1899 G—A

Olgu 29

1778 A-G

Olgu 30

1786 G—»A

1786 G—A

1845 C-»T

1858 C»T
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Olgu 30

1890 G—»-

1893 TG

Olgu 31

1894 TG

1895 G-»T

1893 TG

1894 TG

1896 G—-T

1899 G—A
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Tablo 6.2. HBV Pre kor- kor bolgesinde saptanan mutasyonlann goriilme sikliklar:

ACIAG AT CoA I CG I CT 1 GA G C | GT  TA | TC | TG

Y% Y % % % % % % % Y% % %

161 § 483 § 241 1.61 970 12016 § 1935} 970 | 11.29 0 464 § 13.70
Olgul | - - - - 1 1 2 - 7 - - _
Olgu2 - - - - - 2 - - 1 - - -
Olgu3 | - - - - 1 - 1 1 - - - 1
Ogd | - | -1 - -1-1-121-1z21-1-T11
Olgus - - - - - 1 - - - - - -
Olgué | - - - 1 2 1 1 2 - - - 1
Olgu7 | - - - - - 1 1 - - - - 3
Olgu8 - - 1 - 1 - 2 = - - - -
Olgud - - - - - 2 1 R - - - -
Olgul10 - - - - - 1 1 1 - - - -
Olgull - - - o - 4 - - b - - -
Olgui2 1 - - - - - - - - - - -
Olgul3 | 1 - 1 - - 1 1 - - B B, .
Olgul4 | - - - 1 - 1 - - - - - -
Olguls - - - - - 1 2 - 1 - - -
Olgul6 | - 1 - - 1 2 - 1 - - 3 -
Olgul7 - - - - - . 1 2 - - - -
Olguls - 1 - - 1 - 1 1 - - - -
Olgulo | - 1 - - 1 - - 1 - N B -
Olgu20 § - - - - - - - - 1 - - 2
Olgu2i - - - - - - 1 1 i - - 2
Olgu22 § - - - - 1 2 1 2 - - 1 1
Olgu23 | - - 1 - 1 1 - - - _ 1 -
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ASCIASG AT I CoAICG | CoT I GAIGHL I GoT I T AT TG

% % % % % % % % % % % %

161 4383 241 1.61 970 120161 1935 ¢ 9.70 § 11.29 0 464 { 13.70
Olgu24 - - - - 1 2 1 - 1 - i 2
Olgu25s - - - - - 1 1 - - - - -
Olgu26 - - - - - 1 - - 3 - - -
Olgu27 - 1 - - 1 1 1 - - - 1 -
Olgu28 = 1 - = = 1 2 = = - - -
Olgu29 - 1 - - - - - - - - - -
Olgu30 - - ~ - - 2 1 - 1 - - 2
Olgu3l - - - - - - - - 1 - - 2
Toplam: 2 6 3 2 12 25 24 12 14 0 7 17

6.3. X GEN BOLGESININ Dizi ANALIZi ILE INCELENMESIH

Genotipleri saptanmig ve prekor-kor bolgeleri dizi analizi ile incelenmig 50
6rnegin, HBV X bolgesindeki mutasyonlan: dizi analizi yontemi ile belirlenmistir.

Bunun igin Omneklere Oncelikle MF24 ve MF16 primerleri ile PZR
uygulanmgtir. PZR sonrast %1°lik agaroz jel elektroforezinde gorintilenen drneklerde
¢ok sayida non-spesifik bant gorilmiigtiir (Resim 6.5.1).

691 bg

123456789101112 13

Resim 6.5.1, MF24 ve MF16 primerleri ile yapilan PZR sonucu
Lkuyu: Marker (DNA ladder), 4. ve 13. kuyu: cok sayida non-spesifik bant bulunan
PZR triinleri.

1.5, TOKSEXOGRETIN HURUL

pRiLBANTASY O E@Eﬁi@%ﬁ“




Istenen bolgedeki bantlarm oldukca silik gorillmesi ve non=spesifik bantlarm
bulunmas: nedeniyle Gnce PZR programinda degigiklikler yapiloug ardindan yeni
primerler dizayn edilmigtir.

B935 ve B936 primerleri kullanilarak yapilan yeni PZR sonucu 10 olguda
istenen bolgede bant tespit edildi (Resim 6.5.2).

12 3 45 6 7 8

Resim 6.5.2. B935 ve B936 primerleri ile yapilan PZR sonucu elde edilen 645 bg lik
PZR firtindi
1.kuyu: Marker (DNA ladder), 2-8. kuyular: HBV X gen b8lgesi amplifikasyon

sonuglari

Radyoaktif madde kullamminin smrlandirilmas: nedeniyle dizi analizleri
otomatik dizi analizi cihazi kullanim zorunlulugu dofmugtur. Ancak sadece 2 Srnegin
B935 primeri kullamlarak X gen bblgesi belirlenebilmigtir. Diger olgularin HBV DNA
miktarlarinin (“viral load™) az olmasi sebebiyle X gen bélgeleri anlagilamamgtir.

B935 primeri ile dizi analizi yapilan olgularin dizi analizi sonuclar::
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X1:
10 i} ki % 50 60
GATCCATAL TECGH RACTCCTTECARC TTEY TTTGCT CGCAGC CEGETCOTGE AGCAARACTC CAT CG6

Hastamin Nitkkieotid Dizisi:

GATCCATACTGCGGAACTCCTTGCAGCTTGTITTGCTCGTAGCCGGTCTGGAGCAAAACTCATCGGAACCGACAALTC
TGTTGTCCTCTCTCGGAAATACACCTCGTTTCCATGGCTGCTCGGTTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGTGGGACGTCC
TTTGTCTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGTCGCTTGGGOGATCTATCGTCCCCTTCTCC
GTCTGCCGTTOCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCTCCCCOGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCG
TCTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCACATGOAGACCACCGTGAACGCCCACCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACAT
AAGAGGACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAGACTG
GGAGGAGCNGGGGRAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGTACCAG
CACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCCTAATCATCTCATGTTCATGTTCCACTGTTCAA

Kodlanmas: bekienen aminoasitier:

ip P ¥ €C 6T P C S L F C S ¢ PV W S KT

1 GATCCATACTGCGGAACTCCTTGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGCCGETCTGGAGCAARACT
21 H R N R Q L. € C P L 8 E I BE L V 5 M A A2
61 CATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCGEAAATACACCTCGTTTCCATGGCTGLT
41 R L C C ¢ L D P A WDV LCUILRUPUVGEG A
121 CGGTTGETGCTGCCAARCTGGATCCTGCGTGGGACGTCCTTTGTCTACGTCCCGTCGGCGCT
61 E 8 R 6 R P V 8 6 8 L 6 D L 8 8 P 8 P 8
181 GAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGEGETCGCTTGEGGATCTATCGTCCCCTTCTCCETCT
81A VvV P A D H 6 A HL 8 L R G L P V CAF
241 GCCGTTCCGGCCGACCACGGEECGCACCTCTCTTTACGCGGTCTCCCLCEGTCTGTGLCTTC
1018 8 A 6 P € A L R F T 8 A R H M E T T V
301 TCATCTGCCGRGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACCTCACATGGAGACCACCGTE
121 ¥ A H Q@ V L P KR V L # K R T L 6 L 8 A M
361 AACGCCCACCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCAGCAATG
1418 T T D L E A Y F K D C VvV F K D W EEZX
421 TCAACGACCGACCTTGAGGCGTACTTCAAAGACTGTETGTTTAAAGACTGGCAGGAGUNG
161 ¢ E E I R L K VvV F V L 6 6 C R HKUIL V C
481 GGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATARATTGGTCTGC
81 v P A P C N F F T B8 A LTITISCSTCOST
541 GTACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCCTAATCATCTCATGTTCATGTTCCACT
201 vV Q
601 GTTCAA
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Niikleotid Bazinda Kargilaghrma:

Grnek:

Sorgu:

Ornek:

Sorgui

Ornek:

Sorgu:

Ornek:

S6PgU:

Ornek:

3orgu:

Ornek:

Sorgi:

Ornek:

Sorgu:

Ozrnek:

3614t

Srnek:

sorgul

Ornek:

S6fgU:

Ornek:

gSorgu:

1 gatccatactgeggaactoottgeagetigttttgetegeagecggtetggageaaaact 66

RRRRR RN RN R R AR AR RN R R R AR R AR AR R R R R R RN RN AR IR AR D
1263 gatccatactgcggaactcettgcagettgttttgctegeagecggtctggagegaaact 1322

61 categgaacegacaactetgttgtecteteteggaaatacacctegteeceatggetget 120

(AR R R R R R R RN R S R R R AR A N RN R R AR R R AR RS R R AR RE
1323 categgaaccgacaactctgttgtectetctcgcaaatacacctegtticcatggetget 1382

121 cggttgtgctgocaactggatectgegtgggacgtectttgtctacgtocegteggeget 180
RE RS R R RN RN R R R R R R R R R R RN R R R RRER R RRERRERRRRE RN
1383 cggctgtgotgccaactggatcctgegegggacgtecettgtctacgtecegteggeget 1442

181 gaatceecgeggacgaccegtetaggggtegettggggatctatogtocectictecogtot 240

PO DR e e e it
1443 gaateecgeggacgacecyteteggggregettggggotetaccgreccetecteegect 1502

241 gecegltitcocggocgacecacggggegeacctotetttacgegygtotececegtotgigectte 300

RREERE RN R R R R R R R R R RN R R R R R R R R ER R ER R RN R R RERRRRRRRRR R R
1503 gcegttecygecgaccacsggocgcacctctetttacgcggtoteeeegtaetguycctte 1562

301 tcatctgceceggaccgtgtgcacttegettcacatotgeacgtecacatggagacaaccgtyg 360

R R R AR R R R R R R R R R R AR R R R R R R A R R R R R R R R R R RN R R R R R R R RN R R R R
1563 teatctgceggtecgtgtgcactiegetteacctetgeacgtcgcatggagaceacegty 1622

361 aacgeccaccaggtcttgeoccaaggtcottacataagaggactotiggactctcageaaty 420
R R R RS R RN R R R R RN R R R R R R RN R R RN R R AR R R R R R R RN B R
1623 aacgecaaccaggtettgcecaagytettacataagaggactottggactetcageacty 1682

421 tcaacgaccgaccttgaggegtacttcaaagactgtgbgtttaasagactgggaggagety 480
(REEE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R RN RR R R R RRRRINE!
1683 tcaacgaccgacctigaggcgtactticaaagactgtgtgtttaaagactgggaggagttg 1742

481 gygggaggagattaggttaaaggtotttgtactaggaggetgtaggecataaatiggtetyge 540
RN R R RN RN RN R R R R R R R R R R R RN R RN R RN R RN R R RN R RRRRRERRERE!
1743 ggggaggagattaggtaaaggeettegtactaggaggcrgtaggecataaatiggeetge 1802

541 gtaccagcaccatgcaactttttocacctaotgecetaatecatatcatgttcatgttecact 6440
AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RO R R R R RN R R R R R RREAR AR AR IR R £
1803 gtaccagcaccatgcaactitttcacctictg-cctaatcatctcatgtteatgtectact 1861

601 gttcaa 606

IEERRE
1862 gttcaa 1887

Protein Bazmda Kargilagtirma:

Ornek:
Sorgu:
Brnek:
Sorgu:
Urnek:

Sorgu

112 MRARLCCOLDPAWDVILCLRPVGARSREREPVAXXXNXXAXXXXXAVPADHGARLELRGLEV 251
MAARLCCOLDPA DVLCLRPVGAESRGREV AVPADHGAHLSLRGLEY
1 MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPVSGSLGALPSPSPSAVRADHGARLSLRGLEV 60

282 CAPBSAGPCALRPTEARNMETTVNAROVLPRVLERRTI.CLEAMETTDL.ERYFROCVERDW 471
CAFSSAGPCALRFTSAR METTVNA+QVLPKVLHKRTLGLSA+STTDLEAYFRDCVERDW
61 CAFSSAGPCALRFISARRMETTVNANQVLPKVLHKRTLCLSALSTTDLEAYFKDCVEFKDW 120

472 EEXGEEIRLEVFVLGGCRHKLVCVPAPCNFFTSA 573
EE GEEIRLKVFVLGGCRHKLVCVPAPCNFFTSA
121 EELGEEIRLKVFVLGGCREKLVCVPAPCNFETSA 154
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X2

320

330 340 350 360 3

Hastamn Nilkleotid Pizisi:

GATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTITTGCTCGCAGCAGGTCTGGAGCAAACATTCTCGGGACGGATAACTE
TGTTGTTCTCTCCCGCAAATATACATCGTTTCCATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGOATCCTGOGCGGGACGTC

CTTTGTTTACGTCCCGTCGOCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGCTTGGGGATCTTTCGTCCCCTTCTC
CGTCTGCCGTTTCGTCCGACCACGGAGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCC
GTGTGCACTTOGCTTCACCTCTGCACGTCGCATOGAGACCACCATGAACGCOCACCACTTCTTGCCCAAGGTCITACA
TAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTITAAAGACTG
COAGGAGCTGGCGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGETGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAG
CACCATGCAACTTTTTCACCCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACTGTTCAAGT

Kodlanmasi bekienen aminoasitler:

1

1
21
61
41
121
61
181
81
241
101
301
121
361
141
421
181
481
181
541
201
601

b P ¥Y C & T P 8 RL P C 8 @ @Q VW 8 KB
GATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCCCAGCAGETCTGGAGCAAACAT
S R D G * L €C C 8 L P @ I ¥ I V 8 M A A
TCTCGGGACGGATAACTCTGTITGTTCTCTCCCGCARATATACATCGTTTCCATGGCTGCT
R L € €C QLD P ARDV L CL R PVY G A
AGGCTGETGCTGCCAACTGEATCCTECECEEEACGTCCTTTETTTACGTCCCEGTCGGECELT
E 8 R &G R P F 8 6 P L 6 DL 8 8 P 8 P 8
GAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGCCGCTTGGEGATCTTTCGTCCCCTTCTCCGTCT
A V 8 8 D H G A HUL 8 L RGLUPV CATF
GCCETTTCGTCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTITACGCGGACTCCCCGTCTGTGLCTTIC
8§ 8 A G P CA L RUPF T 8 A RBRMETTUV
TCATCTGECCGETCCETETGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGEAGACCACEGTG
N A H H F L P K V L H K RUT UL G L 8 A M
AACGCCCARCCACTTCTTGCCCARGGTCTTACATARGAGGACTCTTGGACTCTCTGCAATE
8 T T b L EA Y F XK DCULUPFZ KDCEE L
TCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTEGTTTARAAGACTGCGAGGAGCTG
A E E I R L K YV F V L 6 6 CRUHIEKULUVYUC
GCGCAGGAGATTAGAT TAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGETCTEL
A P A PCHNUPFPUPFTLCILTITISTCOSOCTPT?T
GCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT
v Q

GTTCAAGC

3t

ﬁCAETTCGETTEAECTCTGEACGTEGC&TEGEGLCC&CCGTGALEECCCAECLCTTETTGC[

il
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Niikleotid Bazinda Kargilaghrma:

Ornek: 1

Sorgu:l26s
Ornsk: 61

Sorgu:i325
Offasgk: 121
Sorgu: 1385
Ornek: 181
Sorgu:l44s
Ofhek: 241
Sorgu:l505
Ornek: 301
Sorgu:l565
Orngk: 361
Sorgu:l625
Orneki 421
Sorgu:1685
Oragk: 481
Sargu:li4s
Ornek: 541
Sorgu:1805
Genek: 601

SorguI 18564

gatecatactgcggaactoctagecgetigiiitigetegeagtaggretggagcaaacat
IR R R R R R R R R R R R R R R N N R R R R R RN R R R R R
gatccatactgoggaactoctagacgettgttttgotegeageaggtetggagoaaacat

TetcgggacggataactatgLtgiectetectgeaaatatacatecgreiccatyggetger
R R R N R R NN R R AR N R R R R RN R R R R R R R R RN R REEERRRRREAE
tatcgggactgataactetgttgtectatcccgcaaatatacatogttteoatggoctget

aggctgtgctgccaactggatcctgegegggacgtcecttigittacgtcecgrcggeget
RN R R R R R R R R RN R R R AR R R R R R R AR N A N AR RN
aggctgtgotgecaactggatectgegegggacgtaectitgtttacgtacegtaggeget

gaatccageggacgacecttatcggggocgotiggggatcttegrecectectaaget
(AR R R R R R R N R R R N R R R DR R R R PR R R RN
gaatcctgcggacgacecttobeggggtogaettgggactatatogtocacttotoagtat

GeagtLtegectgaccacyggyggcygcaccictettitacgcggacteccegretgigectte
IR R R N AR R R R R R R R R R R R RN R R R R SRR R RN RN R R
gacgttecgaccgaccacggggcgecacctehetttacgeggactaceecgtetgtgectte

teatetgacggreagtgtgcacttiegettcacctetgeacgrcgecatggagaccacegty
FERRREREREE PERRRREERRVERRRRIRREERRRRIREE D PERRRERTREREHY
tcatctgocggaccgtgigeacttegottcacctetgeacgaccegtggagaccacegty

a&acgeocascacttottgotcaagygrottacataagaggacrcttggactatietgeaaty
N N R N R N N R R R AR R R R R AR A R R BN
aacgeecaccaattcttgeacaaggtettacataagaggactettggactetetgtaaty

téaacgaccgacetigaggcatagttcaaagactgtttgtttaaagactgcgaggagetyg
(NN R R R R R R R R R R R A AR RN R N R AR R R R R A R R R R O
tcaacgaccgacctigaggeatacttcaaagactgtttgtttaaagactgggaggagttyg

géggaggagattagattaaaggrictitgtactaggaggergtaggcataaatiggetge
N N R R R R R N R N R R R R AR R AR R
ggggsggagattaggttasaggtcttigtactaggaggctgtaggeataaattggtotge

geaccagoaccatgeaacttittcacectergadraateaterdétrgtteatgsecadt
NN R R N R N A R R N N R R R R R A N R R A RN R AR RN A A R S
gcaccagcaccatgecaactttttca-cctetgectaatcatetettgtticatgtectact

gttcaage 608
SERRRER]
greeaage 1871

Protein Bazinda Karsilagtirma:

Ornek: 1
Sorgu: 22
Ornek: 181
Sorgu: 82
Brnek: 361
Sorgus 142
Brnek: 541

Sergu: 202

DRPYCGTPSRLFCSOOVHSKISRDG*LCCELBOTYIVSMAARLECOHT.DPARDVI.CLRPVEA
DPYCETPS LFCSQ VWS R+ LCC L +I+++SMAAR+CCQLDPARDVLCLRPVGA
DPYCGTPESSLFCSQOPVWESDTYRNROLCCPLSEIHLLSMAARVCCOLDFARDVLCLREVGA

ESRGRXXNXXXXXXXXXXAXXXXXDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTV
ESRGR DHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTV
ESRGRPVIGRFGPLISPSSSVVPADHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTV

NAHHFLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKDCEELAEEIRLKVFVLGGCRHKLVC
NAH LPEVI+ERTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKD EEL EEIRL +FVLGGCRHKLVC
NABQVLPRVLYKRTLOLSAMSTTDLEAY FRDCLFKDWEELGEEIRLMIFVLGECRERLVC

APAPCNFFT 567
+PAPUNFFT
SPAPCNFFT 210

60
1324
120
1384
180
1444
240
1504
300
1564
360
1624
420
1684
4890
1744
540
1804
800

1863

180
81

360
141
540

201
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Dizi analizleri sonucu yeni primerler (Xbeg ve Xend) kullanilarak PZR islemi yeniden
optimize edilmig ve Xbeg ve Xend primerleri ile 6rneklerin X gen bolgeleri yeniden
PZR ile cogaltilmigtir (Resim 6.5.3).

518 be

1234156 78 1 2 3 4 5 6 7 8

Resim 6.5.3. Xbeg ve Xend primerleri ile yapilan PZR sonucu.
1.kayu: Marker (1kb DNA ladder), 2-8. kuyular: 518 b¢ lik PZR tirlinleri

Daha giicli bantlar ve fazla DNA miktan saptanan 10 olgunun X gen
bélgelerinin dizi analizi yapilmigtir. Otomatik dizi analizi cihazinda yapilan dizi analizi
reaksiyonu igin Xbeg (ileri) primeri kullamlmustr,

Alman sonuglar Blast programu ile internet ortamunda kargilagtiritmgtir.
Dejerlendirme hemn niikleotid hem de protein diizeyinde yapilmistir. BLAST ile
kargilagtirma yaparken genotipi D olan ve en ¢ok benzerlik bulunan HBV genomu baz
alinmgtr.

Xbeg primeri ile yapilan dizi analizi sonuglart:

X3

280 290 300 310 320 330 340
ACTCTCTETAATGTCAAC GACC GACCTTGAGGCATAC TTCALAAGAC TETTTGTTTALALGACTEGER

i

I | ‘ i ‘ “ | ‘é | .‘ | | |
SR AR A i/ | . ¥
Y] ,aﬁ%:..hmi\f.t A0 b LY AR

i ———

ol
. ‘ J’x{‘l LLV!F‘I‘ L g
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Hastanin Nfikleotid Dizisi:

CCACTGGATCCTGONCGGGACGTCCTTTAGTTTACGTCCONTCGGCGCTGAATCCCACGGACGACCCTTCTCGGGGCCG
CTTGGGACTCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCAGTTTCGACCGACCACGGGGCCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCC
GTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTOGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCGTGAALGCE
CATCAATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGTAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATAC
TTCAAAGACTGTTTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTATINGGAGGCTG
TANGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATGCAACTTITNCACCNTCTGCCTAATCATCTNAGNTCCATGNCCCCC
NCANTTTTTTACTTTCTCCTCONONT TTTTCNNCONTTCNTTONTNNT TNNT TCCCCTCTTTTTCCTTTCTTCCACTTGCCT
CTTCCCTCTCTTTTCACCCTTCONTTTCNCTCTINTTCCTCCCCTCTTCTTTCCTTCTTTTCTTACTINTENCNCCTCCTAT
COCCCTTTTGNCTCATTCCACTTNTTITTTATATTTCONCCCTTCAANTTCCCCCCCTTOCCATCNTATTGCTTAAAATA
TATTTCTTCNTCNNTCTCCCCAC

Kodlanmas: beklenen aminoasitier:

1?7 L. D P A RD V L CLURU©PXGEGAUE SR G
1 CCACTGGATCCTGUNCGGGACGTCCTTTGTTTACETCCONTCGGCGCTGAATCCCGCGGA

21 R P F 83 ¢ P L €6 T L 8 8 P 8 P 83 AV S8 T
61 CGACCCTITCTCGEGGCCECTTGEEACTCTCTCETCCCCTTCTCCETCTECCETTTCGALT
41 D H € A A P L P T R T P R L € L L I C R
121 GACCACGGGGCCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGE
81 T v ¢ T 8 L H L €C T B H 6 b H R E R P S
181 ACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCETGAACGCCCATCA
81I L A Q9 ¢ L T * E D 8 W T L C N V N DR
241 ATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGTAATGTCAACGACTEA
01 P * ¢ I L Q R L. P V * R . 8 € V &8 6 6 D
301 CCTTGAGGCATACTTCAAAGACTCTTTGTTTAABRGACTGGGAGGRETTGGGGGAGGAGAT
121 # T K €6 L € I ¥ R L. X A # I 6 L R T 8 T
361 TAGATTARAGGTCTTTGTATTNGGAGGCTGTANGCATAAATTGGTUTGCGCACCAGCACC
141 M ¢ L X B X L P N H L X 8 M X P X X F Y
421 ATGCAACTTTTNCACCNTCTGCCTAATCATCTNAGNTCCATGNCCCCCNCANTTTTTTAC
161 P L L X X F X X 8 P X X X 8 P L. F P F F
481 TTTCTCCTCGNCNTTTTTCNNCNTTCNTTCNTNNTTNNTTCCCCTCTTTTTCCTTTCTTC
i81 H L. P L P 8 L F T L P F X 8 X 8 8 P L L
541 CACTTGCCTCTTCCCTCTCTTTTCACCCTTCONTTTCNCTCTTRTTCCTCCCCTCTTCTT
2018 P F 8 ¥ X 8 X I L 8 P F X L I P L X F
601 TCCTTCTTTTCTTACTTNTCNCNCCTCCTATCCCCCTTTTEGNCTCATTCCACTTNTTTTT
221 ¥ 1 8 X L Q X P P L P I X L. L K I ¥ ¥ F
661 TATATTTCCNCCCTTCAANTTCCCCCCCTTCCCATCNTATTGCTTABRBATATATTTCTTC
241 L P

721 TCTCCCCA

Niikleotid Bazinda Kargilastirma;

Ornek: 3 BCEYGatEEEgENCYggacyrcCELEgRERACgECECaAtEgygCgcTaatEcegcgygacy 62
PEERRRRRERED PR RR R R R H b FRERR R L b
Sorgu: 1387 actggatectgegegggacgtectitgbttacgteccgteggegetgaateatgoggacy 1456

Orhek: 863 ACCEEECLEYYIPCCYCLEGYPACECECLCPLCCCaERCEECPgteEgacgtEecgacaga 122
AR R A IR R R R NN R R A R A N N A R A RN R R R R R R R RN R R RN Y
Sargus 1457 accottctoggggtogettgggactotetegteccettctoegtaotgocgttocgaccga 1516

Brnek: 123 ECacEiEIccgdcacEtetetEtasycogactecocgectgegacetetcatoegecggac 182
IR N RN R R R R R RN N R N RN SR R R R R R R AR RN
Sorgu: 1517 coacggggc-goacctototttacgoggasteccegtetgtgocttctoatotgocggac 1575

Orpek: 183 cytghgeactiogeticacctetgeacgrageatggagaceacagtyaacyeceateaat 242

SRR R R R R R R R R RN R N N A R R R R R R R R R RN R R RERR R ERY|
Sorgu: 1576 cgtgtgcacticgeitoacetctycacgaceegtggagaccacegtyaacgcaecaccaat 1635
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Ornek: 243 tettgeccaaggtettacataagaggactettggactetetgtaatgicaacgacegace 302

PERESRIHI I i D
Sorgu: 1636 Tottgeccaagyrottacataagagyactcttggactetctgtastgtcaacgacegacs 1695

Ornek: 303 ttgaggcatacttcasagactgttigtttasagactyggaggagttggyggaggagatta 362
IR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R R R R R R R ERERR R &
Sorgu: 1696 ttgagycatacttasagactygtttgtitaaagactyggaggagregggygaggagatta 1755

Ornek: 363 gaataasaggtctttgtattatgaggectgtangcataaattggtotgegocaccagoaccat 422
(AN R R R R R AR R R R R R R N R R R R R R EE RN AR R RN R SR ERERRRRRE!
Soe¥gu: 1756 gagtaaagygryrttgtatcaagaggctgtaggcatasatiggrctgcgeaceageaccat 1815

Ornek: 423 geaacttttocacontetgoctaatcat 450
SRR R R RN E AR R SR ER AR RRR T
Sorgui 1816 geaacetttteace-tetgeataatrcat 1842

Protein Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 134 HLSLRELPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHOFLPRVLHKRTLOLSVMSTTDLEARY 313
HLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHQFLPKVLHERTILGLSVMSTIDLEAY
Sorgu: 52 HLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHQFLPEVLHERTLGLSVMSTTDLEAY 111

Ornek: 314 FKDCLFKDWEELGEEIRLKVFVXGGCXHKLVCAPAPCNEXT 436
FKDCLFEDWEELGEEIRLKVEV GGC HELVCAPAPCNF T
Sorgu: 112 FRDCLFEDWEELGEEIRLEVFVLGGCRHEKLVCAPAPUNFFT 152

Brnek: 4 LDPARDVLCLRPXGAESRGRYXXXNAAXAAXXXXAXAVSTDHGA 1532

LDPARDVLCLRE GARSRER AVSTDHGA
Sergu: 9  LDPARDVLCLRPVGAESRGRPFSGPLGTLSSPSPSAVSTDHGA 51

X4

370 380 390 400 410 420 L
ATTAATNAT TAGGAGGC TGTAGGCA TAAATTOGTC TOGC GCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACT

! nL N “ .HM:AL‘L&LMM!A‘&L Wil

Hastamin Niikleotid Dizisi:

TCCNACTGGATCCTACGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTCCCGTCGGCACTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGGGC
COCTTGGGACTCTATCATCCCCTINTCCATCTGCCGTINCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCC
CCATCTGTOCCTTCTCATCTOCCGGACCETETOCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTONCATGGAGACCACCATGAACE
CCCATCCATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTETCTGCAATOTCAACGACCGACCTTGAGGCAT
ACTTCAAAGACTGTTTGTTITAAAGACTGGGAGGAGTTGOEEEAGEGAGATTAGATTAATNATTAGGAGGCTGTAGGCA
TAAATTGOTCTGCGCACCAGCACCATGCAAC
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Kodlanmasi beklenen aminoasitler:

18 X WIJLRUGT S FP V ¥ V P 8 AL NUPA
1 TCONACTGGATCCTACGCGGGACGTCCTTITETTTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCG
21 b D P B R 6 R L 6 L ¥R PULIXURTUL P X R
61 GACGACCCTTCTCGGGGCCGCTTGGGRCTCTATCGTCCCCTTNTCCGTCTGCCGTTNCGA
41 P T * 6 R T 8 L ¥ A b 8 P 8 V P 8 B L P
121 CCGACCACGGEGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCG
81 D R V R F A 8 P L H VvV X W R P P # o P I
181 GACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCNCATGGAGACCACCGTGAACGCCCATC
8lH 8 C P R 8 ¥ I R G L L P 8 L ¢ C @ R P
241 CATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTECAATGTCARCGACCE
ipLl T L R H T 8 K ¥ V € L K " G R 8 W &E R K
301 ACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTTARAGACTGGCAGGAGTTEGGGCAGGAGA
121 L. p #* X L €6 6 C R H K L. v ¢ A P A P C KN
361 TTAGATTAATNATTAGGAGGCTETAGCCATAAATTGEETCTGCECACCAGCACCATECAAL

Niikleotid Bazinda Karsilaghrma:

{3tnek: 5 actggatectgedeggggcygeccittgettacgeccegicggegetgantcecgeggacy 64
R R R N N R R RN R R N R RN R RN AR RN AR R Y|
Sorgu: 1399 astggatcotgogogggtogtectittgtttacgtocogteggogotgaatocogeggacy 14568

Ornek: 85 AGCELEEREgYYecageEtgggacaeEcEBgEceacEEEEeBgtcRgcEgtEtagacaga 124
TRRERVERREEE PRRREEVRREE SRR RRREERREE BRLEERREE PRRDEEEE |
Sergu: 1459 acccttctogggtoogettgggactetetegtccoottotocgtotgoogtttcgacgga 1518

Ornek: 125 &cacgggogcgcacctetetiratycgtactececgrctgigectictacatetgesggace 184
IR R R R N R R R R R R R R R R A R R R RN R R R R RN NN
Sorgut 1819 cocacggggegcacctctotttacgagaacteccegtotkgbgecttotecatetgoaggace 1878

Ornek: 185 YEgegcactiegettcacetetgeacyencatggagaceacsytgaacgeccaceaast 244
R RN NN RN N N A R R R R RN RN R R R R R RR NN RN AR RN N
Sorgu: 1879 gtgtgecacttegottoacctcetygcacgtogcatggagaccaccgtgaacgeccaccaatt 1638

Jrfek: 245 ErEgeccasggraeteacatiagagyacticirggaceetcegtaargtcaacgaccgacee 304
RN R R R R R R N R R R R R R R R R R RN R R SRR R RN RN
Sorgu: 16398 cttygcecaagytettacataagaggactettggactetaetgtaatgtcaacgaccgacet 1698

Orhék: 305 Egaggcatactrcanagactyrityritaaagacegygagoadregygggaggatateag 364
PREVRREETIREDR TR LR bRy v dhht iy rhveeeist et
Sorgu: 1699 tgaggeatacttcasagachgitigettaaggactgyggaggagtegggggaggacattgg 1758

{¢¥nek: 365 attaakgat--——————— taggaggeegtaggeataaateggtctgégcaccageaceaty 416
IRRRRRRER R R RN R RN R RS RN R RN R R R R R RN
Sorgu: 1758 attaatgatctitgtactaggaggctgtaggecataaatiggtotgegeaccagecaccatg 1818

droek: 417 caac 438

il
Sorgu: 1819 €aae 1822

Protein Bazinds Karglagtirma:

Ornek: 6 LDPTRDVLCLRPVGAESRGRPFSGPLGTLSSPXPSAVITDHGAHLSIRGLEVCAFSSAGP 185
LBP RDVICLRPUGARSRORPFEGPLETLESP PRAV TDHEAHLSLRELPVCAFSBAGP
SoFgu: 9  LDPARDVLCLRPVGARSREGRPFSGPLGTLSSPSPSAVSTDRGAHLSLRGLPVCAFSSAGP 68
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Ornek: 186 CALRFTSARXMETTVNAHPFLPRVLARRTLGLSAMSTTRLEAYFRKDCLFRKDW 341
CALRETSAR METTVHAH FLEKVLHKRTLGLS MSTTDLEAYFRDCLFRDW
Sorgl: 69 CALRFISARRMETTVNAHUFLPRVLHKRTLGLSVESTTDLEAYFKDCLFRD® 120

X5

60 L &0 90 160 110 120 1
CCGCGOACGAC CCTTOTLGGGOCCGC TTGEGAC TCTCTCOTCCCCTTCTCL GTCTGOC BT TTC GAC € GAC CA

!

Hastamin Nitkieotid Dizisi:

ATTCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTNCTTTGTTTACGTNCCCTCAGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTCGGG
GCOGCTTGBGACTCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTOCCGTTTCOACCBACCACGOUOGCGCACCTCTCTTTACNGCGGACT
CONNGCCTOTGOCT TNANNTCATGOCNGACCNGGTRNACNATGOCTTAACCTGGTGCACGTOCNATGGAGACCACCG
TGAACGCCCATCAATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGNAATGTCAACGACCGACCTTG
AGGCATACTTNAAAGACTGTTTGTTTAAANACTGGGAGGAGTTGGGGCGAGCAGATTAGATTAAAGGTCTTANTNTTA
GOAGGNNGGACGCAT AAANAGGACTGOCCACCNNNGRNNTACAANNTNT TCRCNNCTGNCT AATNATGTATTGTGN
ATGCCCTTTCCTCCCTNTENCEC

Kodlanmasi beklenen aminoasitler:

11 P T 6 8 € A 6 R XL PT X P RUR * I P

1 ATTCCAACTGGATCCTIGCGCGGGACETRCTTTGTTTACGTNCCCTCGGLCGCTGARTCUCG
21 R 7T 7 L L 6 A A WD 8 L. V P F 8V CR P
61 CGGACGACCCTTCTCGGEEGCCECTTEGEACTCTCTCGTECCCTTCTCCETCTGCCGTTTC
41D R P R 8 A P L. F T A D 8 X P V P X X D
121 GACCGACCACGGGGBCGCACCTCTCTTTACNGCGGACTLONNGCCTGTGCCTTNANNTGAT
61 A X P € X X W L N L VvV H YV X W RUDP P # 7
181 GCCNGACCHGGTNNACNATGGCTTAACCTGGTGCACGTCCNATGGAGACCACCGTGAACG
1P I N 8 C P R 8 ¥ I R G L L P B8 L X Cc ©
241 CCCATCAATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGNAATETCAA
101 R P T L R H T X K T vV C L X T 8 R 8 W @&
301 CGRACCGACCTTGAGGCATACTTNARAGACTGTTTGTTTAAANACTGGEGAGGAGTTGGEGEG
127 R R L D # R 8 X X # B X €6 R I X R T A H
361 AGGAGATTAGATTAAAGGTCTTANTRTITAGGAGGNNGGACGCATAAANAGGACTGCCCAC
141 T 8 L. N VvV L. X M P FP P P P
421 TACTTCCTGCTAATATGTATTGTGNATGCCCTTTCCTCCC

Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

Urneks: 4 ceaactggatectgegegggacgttetttgtttacgtteccteggegetgaatecegegg 63
PEDRRRRIRT0R bR R PRV REE] 100t i 10 v dihiiinnnnt 11
Sorgu: 1394 ccaactggatcctgcgagggacgtectttgtetacgtoccgtecagegetgaatectgegg 1453

Grreks 64 acgacectteteggggecgettgggactetetegtececttcteegtotgecgtttegaec 123

FRVRRRE PRERRERE VROERRRE  PED PRRRRRERRRIRRRERRERE BEY 1E 0
Sorgu: 1454 acgaceegectegygytegeteggygateeteegreccceietacytetgegyeeasgyge 1513
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Ornek: 124 cgaccacggygegeacebototbtaccygcggacteattgectgtgostt 172
RRRRRRERRRRERRRRRRR R RN R R R R R T AR R R R AN AR R R RRRE R X
Sorgi: 1514 &gaccacygggcygcacctcrctitac-geggeceacecgreegegocet 1561

Drnek: 212 Lgeacgtoctatggagaccacegtgaacgestateaaticttgeccaaggtcttacataa 271

RS R R R R R AR R R R R A R E R AR RN R R R R AR RN
Sergui 1538 tgcacgEeycatggagactactyegaacgeecaccaaatetegescaagyrettacataa 1657

Ornek: 272 gaggactcttggactctotgtaatgtcaacgaccgacettgaggcatactttaaagackg 331
(SRR R R R R R R R R R N R R R R R R R R R R R R R R AR R R R R RAR AR R R RN ERRR AR
S6rgii: 1658 gaggacecttggactetctgeaatgtcaacgaccgacceegagygcatactecaaagacty 1717

Ornek: 332 titgtittasacactgggaggagtigggggaggagatiagattaaaggtcts 382
(AR R R R N R R R R R R R R R R R R R R R R R R RRRRRRRRRRRRERY
Sorgui 1718 EEEgERrasagactgggaggagregggggaggagateagattasagyeett 1768

Protein Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 5 ULDPARDVLELRXLUAESRORE MK KX KA XXX NAXHAVS TOHCAHLSLYRTP 160
QLDPARDVLCLR +GAES GR VSTDHGAHLSL B
Sorgu: 8 QLBPARDVLCLRPVGAESHGRPFSGSLGALSSPSPSTVSTDHGARLSLRGLP 59

Ornek: 213 ARPMETTVNAHRUFLPRVIHRKRTILOLSXMSTIDLEAYREDCLFRAWEELOEEIRLRVLILG 3%2

AR METTVNAHQFLPKVLHKRTLGLS MSTTDLEAY KDCLFK WEELGEEIRLKV LG
Sorgu: 76 ARRMETTVNAHQFLPKVLHRKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFRDWRELGEEIRLRVFVLG 135
Ornek: 353 GATHHXDCPRPP 422

& HR ¢ ¢F
Sérgu: 136 GCRHKLVCAP 143

X6

160 190 200 210 220 230 240

CGGACC GTGTOGCAC TTCGCATTCACC TC TGUMC ANNCATTOGAN ACCANN GTGRACGCCCACC GATTE

Al Aik!l&t“JLng‘llz

bl

A v, I t ) i
; \ | | “\ ‘ H" 33 ; .‘
A : i- ) 't l"“:\‘- iL - i ‘L‘ L i. ‘1 'l-ﬂni-ls&!a Iy‘v : _I " P 3 b

Hastamn Nilkleotid Dizisi:

TCCAACTGGATCCTGCOCGGGACGTCCTTTOTTTACGTCCCATCOGCHCTCAATCECGUGGACGACCCTTCTNGGGGT
CGCTTGGCACTCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCGTITCOACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCC
COTCTGTGCCTTCTCATCTACCGUACCATGTGCACTTCGCATTCACCTCTGCNCANNCATTGGANACCANNGTGAACG
CCCACCGATTCTTGCCCAAGOTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGTARTGTCARCGACCEACCTTGAGGCAT
ACTTCAAAGACTGTTTGTTCAAAGACTGOGAGOAGTTGOOGOAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTIGTATTGGGAGGC
TGNANGCANAAATNGGNCTGUCCACCAACKNNNNT ACAACTTTTTCANCNCTGOCTAANCANGTAT AGTGGATGLCCC

CCOCNNCNC
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Kodianiasi bekieiien aminoasitier:
18 ¥ W I & R 6 T §8 F V YV P 8 A L N P A
1 TCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTCCCGTCGGCGUTGAATCLCGLG
22 b p P 8 X 66 R L 6 L 8 R P L L R L P P R
61 GACCACCCTTCTNCEEETCECTTEGCEACTCTCTCETCCCCTTCTCCETCTGCCETTTCEA
41 P T 6 R T 8 .. ¥ A D 8 P B V P 8 H L P
121 CCGACCACGGEECGCACCTOTCTTTACGCGGACTCOCCGTCTGTGCOTTCTCATCTGLCG
61D R V H F A F 8§ A ¥ X L X T X Vv N A H
181 GACCGTGTGCACTTCGCATTCACCTCTGCNCANNCATTGGANACCANNGTGAACGCCCAC
BlR P L P K V. 1L, E K R T 5L &6 L 8 VM g8 T 7T
241 CCATTCTTGECCCAAGGTCTTACATAACGACGCGACTCTTGEACTCTCTETAATETCAACGACT
101 p L E A ¥ F K D C L FP K D W BE B L G E B
301 GACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTCAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGASG
121 T R L K V # V I, €6 6 X ¥ X K X X ¢ p P T
361 ATTAGATTAAAGGTCTTTGTATTGGGAGGCTGNANGCANAAATNGGNCTGCCCACCAACN
141 ¥ ¥ N P P X X A * X X I Vv D A P P
421 NNNTACAACTTTTTCANCNCTGCCTAANCANGTATAGTGEATELCCCOLCT
Niikleotid Bazinda Kargilasarma:
Oraak: 2 ceaactggarcetgegegggacgtectLegretacgtcecgicggegctgaatacegeygg 61

Sorgu: 1384
Ornek: 62
Sorgu: 1454
Ornek: 122
Sorgu: 1514
Ornak: 182
Sorgu: 1574
Orneki 242
Soxgu: 1633
Ornek: 302
Sorgu: 1683
Ornek: 362
Soxgu: 1753
Ornek: 422

Sorgu: 1813

IR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R R R AR R RN RN RN
coaactggatectgegeogggacgtcatitgtttacgiccegtcggegetgaatccacgegy 44563

a&gaceeﬁtettggggabgeﬁﬁ@ggaeﬁéﬁétcgtéee&ttéﬂaegﬁé@geégttﬁcgae 121
PERRRRRREEE FRPRRRERVEEED PERRRIRRRRRRENIEIRbET FRERERITI I
acgacacttotegggggegettggggetetetegtoccattctcogtcagecgtttegas 1513

cgaceacggggegeacetetetttacgéggactececgictgtgeeticteatetgacgyg 181
R RN RN R R R R R R R R R R E RN NN
cgaccacggggegeaccicictitacgeggacteccegiatgigocttacteatetgengg 1573

acegtgtgcacteagoattcacetetgencanteattggaasccanngtgaacgeccace 241
PREREREOTIREEEst SRR RTREET | PEEE FERE PRERERERLRLEE
accgtgtgcacticga-ttoacctcetgeacgtcgeatggagacecacegtgaacgeccace 1632

gattetigeccasggtottacataagaggacteteggactctctgraatgitaacgaseyg 301
RS R R R R R RN R R R R R RN R R R R DR R R R R R AR R R R R R RN
gattettgeccaaggtettacataagaggactattggactotetgoaatytcaacgacecy 1692

acettgaggeatacttcaaaggetygtetgtetaaagactggsaggagetgygggaggaga 361
R R R R R R R R N RN R R N R R R R R R A RN R R RN R R DA R RN R R RA R
accttgaggeataciicaaaggoetgtttigtttaaagactgggaggagttgggggaggaga 1752

ttagattaaaggtetttgtatigggaggetghacgcaaaaatnggnetecacaccasassa 421
R R R R R N R N R B R N A S A R N R R R RN RN
ttaggttaaaggtetitgtactaggaggotgtaggcagaaatigyggettogeacecagegy 1812

fttacaacteteecanacetgectaa 437

IRERRSE2R R NN R RRERE
céotgeaacttittcaceectgectaa 1838

Protein Bazinda Kargilagtizma:

Ornek: 3
Sorgu: B
Ornek: 183
Sorgu: 68
Ornek: 189

sergui 73

QLDPARDVLCLRBVCAESRGRPFURKRURANAURKNAVITORCGAHLIIRELPVCAPSSAG 182
QLDPARDVLCLRPVGAESRGREPF AVSTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAG
QLDPARDVLCLRPVGAESRARPFBGPLETLISPSPSAVITDHEARLSTIRELEVCAFSSAG 67

BCALR 167
PCALR
PCALR 72

FTSAXXLXPXVNAHRFLPKVLHKRTLGLSVMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEEIRLKVF 378
FISA + T VNAH+FLPKVLHKRTLGLEVMBTTDLEAYFKDCLFKDWEELSEEIRLEAE
FTSARRMETTVRARQFLPKVLHKKTLGLSVMSTTILEAY FRKUCLFRDWEELGEEIRLKLF 132
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X7

68 70 80 S0 160 119 120 130
CGCGEACGACCCGTNTGGG6G6TCGL TTEGGHATC TATC GTCCCCTTCTCCGTCTEOC BT TCL WECC GACCAC

” m | ‘

ATACCAACTGGATCCTNCGCGGGNCOTACTTTGTCTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTNTGGE
GGTCGCTTGOGGATCTATCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCGTTCONGCCGACCACGGGGCGCACCTNTNTTITACTGCAGG
TCTCCCCGTCTGTGCCTTCITNATCTGCCTGOACCAGTGTGCACGTTNGNCTTCACCTNTGNACGTCONNTGGAGACCA
CCGNGAACKRCCCACCAGGTCTTONCCAAGGTCTTATATAAGAGGACTCTNGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGAL
CTTGAGGCGTNCTTNAAAGACTGTGTGTNTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGUAGGAGATNAGGTTAATGATCTTTGT
ACAAGOGAGGCTOGACGCATAACATTAGGACTNCONACCACANANATTCACANNTTTTTCACAACCTGNGCTAATCAT
GOGAATTGTAGGCTGTTTCTTTTTCTTCOCOCTCCCTTITCC I TTICT TTCTCTCTTCTTCTCTCTCTCCCCTITTCOCTCT
CTTCTCCTCTTCCTTITCTCCCCCTTTTCTCTCTCTTTTITCTTTCCCTCCCCCCCCTTATTITTTITCTTCTCCTCCG

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1I P T G 8 X A 6 R T L 8 T S8 R RUR # I P

1 ATACCAACTGGATCCTNCGCGGGNCGTACTTTGTCTACGTCCCETCGECGCTGAATLECCS
21R T T R X €@ V A W & 8 I V P F 8 V C R 8
61 CGGACGACCCGINTGGGEGTCGCTTGGEEATCTATCGTCCCCTTCTCCETCTGCCETTCC
41 X R P R 8 A P X F T A 8 L P V C A F X 8
121 NGCCGACCACGGGGCGCACCTNTNTTTACTGCAGGTCTCCCCGTCTETECCTTCTNATCT
61 A W T 8 VvV H V X L H L X T 8 X 6 D H R E
181 GCCTGGACCAGTGTGCACGTTNGNCTTCACCTNTGNACGTCCNNTGGAGACCACCENGAA
81X P P 8 L X Q 6 5L I * B D 8 X T L 8 N V
241 CNCCCACCAGGTCTTGNCCAAGCTCTTATATAACAGGACTCTNGCGACTCTCAGCAATETC
101 ¥ D R P ¥ 8 V L, X R L C VvV # R L 6 8 V @&
301 AACGACCGACCTTGAGGCGTNCTTNAAAGACTGTGTGTNTARAGACTGGGAGGAGTTGES
12J] ¢ ¢ D X V N b L €C R R L. D A * H * D X
361 GGAGGAGATNAGGTTAATGATCTTTGTACAAGGAGGUTGGACGCATAACATTAGGACTNC
141 X P X X P T X P 8 Q P X L I M E L * 2 V
421 CNACCACANANATTCACANNTTITTCACAACCTENGCTAATCATECGRAATTETAGGCTGETT
1618 F 8 8 P 8 L P L P L 8 L P P 8 L 8 P F
481 TCTTTTTCTTCCCCCTCCCTTTTCCTTTTTICTTITCTCTICTTCTTCTCTCYCTCCCCTTET
igl P 8 L L L F L F 8 P F &8 L 8 F FP F P 8 P
541 CCCTCICTTCTICCTOTTCCTTTTOTCCCCCT I TCTCTCTCT T TTTTCTTTCCCTLCCCC
201 » . F F 8 8 P P
601 CCCTTATTTTTTTCTTCTCCTCCG

Niikieotid Bazinda Karpilagturma:

Genek: 4 CLaactYYateetecycyygycytacREEgEctacyEceEyEcygEyetyaataceyesyd 63
R R R R R R A R A N R R R R R R R R R R RN RN R R R R R R R R NN RRRE!
Sorgu: 1267 ccaactyyatectyoyeyygacyroceeegeetacqeessytegycgergaateccgedy 1326
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brnek: 64 acgaccegtttggggotegettggggatctategicecettoteagtctgaagttectge 123
PHEREEEEY 1 0408 43 dHbdd Brediibe it dheidd thiit 44
Sordi: 1327 aGgaCEEYECLegigdccyRtedygectEcRaAteyEceeeteetecygtetgEcyEEcdygyge 1386

Ornek: 124 cgaccasggggegeacstttttttactgeaggteteceogtatgtgecttotgatctges 183

PrEtEEEE bt ettt pribb bbb i it ittt
Sorgitt 1387 2gaccasgyyycycaceteecEetac-ge-gytetceceyretytyceeretcatetyee 1444

Grnek: 184 tggaccaghgtgcacgtttgecttcacctttgtacgtcgeatggagaccacegegaacas 243

PUOEE BREHI D 1 PHERb R b Pt
Sergu: 1445 -ggace-gegegeac-tecgecttcacctctycacgtcgcatgyagaccacaegegasacyge 1500

Ornek: 244 ccaccaggtettgtoaaggtottatatasgaggactetteggactetcageaatgtcaas 303
IRR R R R AR RN U R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN AR R R R R R R R AR R R R RRRRE
Borgu: 1501 CLaBcAgUEcEEgeeeaagyEorRatataadagyacEeetygateersaycaatygrtaae 1560

Grnek: 304 gaccgaccttgaggegtactiteagactgtgtghetcaagactgggaggaghtggggga 363
PRefstettietiet it IR RN R A N R R R R R RN RRRRRRRRRREE:
Sorgu: 1561 gaccgacetigagycatactecycasactygteteereEtaagactgygaggageedgygdyga 1620

Ornek: 364 ggagatcagyttaatgatctttgtacaaggaggetggacygcataa 408

Prites pERER bR R b bR E R ) HH I HEEE
Borgut 1621 ggagattaggrraatyatcrregraseagyagyergeaggeataa 1665

Protein Bazinda Karglastirma:

Ornek: 5 OLDPREXVLCLRPVCARSRORPVWR KN KX AX AN KX KAVPADHGAHK KN KN ANKAKENKK 184
QLDP R VLCLRPVGAESRGRRV AVPADHGAH
Sorgui 64 QLDPARDVLUCLRPVGAESRGRPVSGPFGSLPSPSSSAVPADHGAHLSLRGLPVCAFSSAG 123

Ornek: 185 ERRCIXKFIRNHPRETIANRHOVIERVLYRRILOLSAMSTHDLEARXRKDCVRRDWEELGE 364
€C FT R ETT N HQVL KVLYKRTLGLSAMSTTDLEA EDC+ KDWEELGE
Sorgu: 124 P=-CALRFTSARRMETTVNAHQVLPEKVLYERTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGE 181

Ornek: 365 EXRLMIFVOCCWTHNI 412
E RIMIFV 66 B +
Sorgus 182 ETRLHIFVLGGCRHKL 197

X8
) 30 4 L 60 %

ATCCTGE GCGGG ACBTCCTTTETCTAC 6TCCCETCG6C GC TGAATCCC 6C GG AC GACCCGTCTH GG
. - - 1 -

Wﬁﬁﬁw W T TREL TN
| \

A

AL A

Hastanin Nilkleotid Dizisi:

TANCAACTGGATCCTGCGCGAGACGTCCTTTATCTACGTCCCOTCOOCGCTOAATCCCGLBBACCACCCOTEINGGGE
TNGCTTGGGGATCTATCATCCCCTTCTCCGTCTACCOTTCCOGACCGACCACGGUUCGCACCTNINTITACTGCAGGTCT
CCCCGTCTGTGCCTTCTNATATGCCGGACCAGTATGCACTTONCCTTCACCTCTGCACGTONNATGGAGACCACCNTG
AACGCOCACCAGGTETTGUCCAAGGTCITATATAAGAGUACTETTGGACTCTCAGC AATETCAACCACCGACCTTGAG
GCGTNCTTNAAAGACTOTGTONATAAAGACTGGOAGGAGTTGOGGGACCCNNNNCNNCTCNTNCNTNNAATTCANG
GNNGACGONACAAAAACAAANGACGTCOOONNCNNGATCCANTNCNACCNCACCCNATRGAATNNTNGGGOTTCAT
GCCCCCCCCOCCOCOCCONNNTOACNCCOOOGAAAATCCCTTCONTTNINCNNNCENCNCC

118



Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1

1
21
61
41
121
61
181
81
241
101
301
121
361
141
421
161
481

X @ L D P ARD VL CLURUPV G A E 8 R
TANCAACTGCATCCTGCGCCGEACEGTCCTTTGTCTACGTCCCETCEGGCGCTGAATCCCGC
€6 R PV ¥ 6 X L 6D L B8 8 P B P E AV P
GGACGACCCCTICTNGEEETNGCTTCGEEATCTATCGTCCCCTTCTCCETCTGCCGTTCCE
A D H G A HBHLIXIULULOGQUV S8 P 8 V P 8 X N
GCCGACCACGGGGCGCACCTNTNTTTACTGCAGETCTCCCCGTCTEGTGCCTTCTNATATG
P D Q € A L XL HL T 8 X G D HZXE R
CCGGACCAGTGTGCACTTCNCCTTCACCTCTGCACGTCNNATGGAGACCACCNTGAACGC
P P 6 L A Q G L I * ED S8 W T L S8 N VN
CCACCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGGACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAAC
H R P # 8§ VL X R L €C X # R L 6 6 V 6 6
CACCGACCTTGAGGCGTNCTTNAAAGACTGTGTGNATAAAGACTGGGAGGAGTTGGGEGGA
P X X X X X X R 8 X X 7T X ¢ K Q X 7T 8 R
CCCNNNNCNNCTCNTNCNTNNAATTCANCGNNGACGEGNACAARAACARANGACGTCCCGN
X X 8 X X T X P GV H A P P P P P D G
NCNNGATCCANTNCNACCNCACCCGGGETTCATGCCCCCCCCCCCCCCCCTGACCCC

P D G E N P F

CCTGACCCEECGEARAATCCCTTCC

Niikleotid Bazmda Karglagtivma:

Ornek:
Sorgu:
Orneks
Sorgu:
Ornek:
Sozgut
Ornek!
Sorgu:
Oenek:
Sprgu:
Orneys

Soggud

4
1268
B84
1328
123
1388
184
1446
244
1504
304

1564

caacttggateetgegegggacgrecteegtctacgecacgeegycgctgaateccgegyga 63
R R R R RN N R R R N SRR R R R RN
caactyggatoctgegegggacgtectitgtetacgtecegteggagetyaataceyegyga 1327

CHACCEOECERYPYILCEEELYYYTAtE At BYECaBEEECRAEYEERgEEgREEEgYEe 123
PRERRERREE PEEE BE BRVEE RRRRREIIIRRRRERE VVLREE BRBRVRREE
cgaccegteteggggecgttigggectotategtceccktottogtetgtegttecggece 1387

@&CC&éggggegééééﬁﬁﬁﬁﬂEﬂaéﬁQéé@ﬁﬂéﬁéééé@ﬁéﬁ@f@ééﬂﬁéﬂgéfﬁﬁgééq 183
R R R N R RN NN R R R R R R RN R N E R R R A Ry
gaccacggggegeacctetatttac=ge=ggtetececgtetgtgcctteteatotycny 1445

GaseagLgEgeacEEEEeeEEBaCCEBEgRACGTEcCasRFPagaccaBEaARgaacdEBEa 243
FERE PEREREVERRE B FRERRREERRFRRREY  FRLERRELRRIE BV0I3EbN
gace=gtgtgecactiege=ttcacctotgcacgtcgaatggagaccacegtgaacgeeca 1503

écaggectegeecaagygtettatataagagyacteeeggacteteageaatgreaaccae 303

AR RN R R R R R R R RN R R R R RN RN R RN RN AR R RN AR R R RN R R RN AR
ccaggkettgeceaaggtottatataagaggactettggactoteageaatgtcaacgae 1563

GgaceEegagycyEgeLtaaaagaAcRYEyRdEatAAAgACEYggATTAYEEIYddda 35D
R RE R AR R Rl R O I R R R AR R R R R R R RRR R
égacettgagycatactEcanagaciygreegettaaagaceyygaggagetgagaga 1620

Protein Bazinda Karsilastirma:

Oraek:

sSergul

2 OLDPARDYLCLRPVGARSRGRPVXSXLEDLXKXXXXAVPADRGAHT.XY, 147

GLDPARDVLCLRUVGABSRERPY € G L AVPADHGAHL L

64 QLOPARDVLCLRPVGAESHGRPVSGPFGSLPSPSSSAVPADHGAHLEL 111
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Ornek: 132 GAPXFTAGLPVCAFXYAGP 188

GA GLEVCAF AGP

Sorgui 106 GAHLSLRGLPVCAFSSAGP 124

Ornek: 203

Sorgu: 129

X9
180

FTSARXMETTXNAHQVLPRKVLYKRTLGLSAMSTTDLEAXXKDCVXKDWEELGDPXXL 373
FTEAR METT NAHQVL.PRVLYRRTLGLSAMBTTDLEA KDC+ KDWEBLGH L
FTSARRMETTVNAHOVLPRVLYKRTLGLSAMSTTDLEAYFRDCLFKDWEELGEETRL 185

190 200 210 228 230 240

CTGLCGGACC GTGTECAC TTCGC TTCACC TCTGCACGTCGCATGGAGACCACC GTGALAC GCCCANCA

ﬂ | |

T

L AIRY

Hastamn Niikleotid Dizisi:

TCCAACTGGATCCTGCOCGGGACGTCCTTTGTTTACGTCCONTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTNGGGON
CGCTTGGGACTCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCGTTTCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCC
CGTCTGTGCCTTONCATCTGCCGGACCATGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCGTGAACGC
CCANCAATTCTTGCCCAAGGTCTTACAT AAGAGGACTCTTGGACTCTCTGTAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATA
CTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTATTINGGAGGCT
GTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTICACCTCTGCCTAATCATCTANGGGNNCATGG

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1

1
21
61
41
121
61
i81
81
241
101
301
121
361
141
421

§ N W I LR G T S8 F V ¥ VP 83 A LLh N P A
TCCAACTGGATCCTGCGCGEGACGTCCTTTGTTTACGTCCCNTCGGCGCTGARTCCCGLG
D D P S X G R L 6L 8 R P L L R L P F R
GACGACCCTTCTNGGGENCGCTTGGGACTCTCTCEGTCCCCTTCTCCGTCTGCCETTTCGA
P T T G R T 8 L ¥ A D S P 8 V P 8 H L P
CCGACCRCGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGEGACTCCCCGTCTGTGCCTTCNCATCTGCCG
D RV HF A 8 PL HV AWRUPUP * T PX
GACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCANC
N 8 ¢ PR B8 ¥ I ROGILILD S L * C QR P
AATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGTAATETCAACGACCG
T L R HT 8 KT VvV CULEKT GRS W €& RR
ACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTETTTGTTTAAAGACT GGCAGGACT TEGGGEGAGGAGA
L D * R 8 L ¥ X E AV G I R W S A HQ H
TTAGATTAAAGGTCTTTGTATTNGGAGGCTEGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCAC
H A T F 8 P L P N H L H
CATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTATGG

Niikleotid Bazinda Karsilagtirma:

Ornek: 2

ccaactggateetgegegggacgteettigtttacgtececteggegetgaateecegegy 61
R D R N R R R R R R R R R R N N N N AR R R R R R R R R R R S

Sorgu: 13894 GCaactyyatcctycgcgggacyEcctEtgtitacytaceygteggagctyasteetgeyy 1453
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Ornek: 62 acgaceccttettgggggegettgggactetetegteacattotecgtetgoegitacgae 121
R RN AR R R R R R R R R R R R R N R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R A N R R X
Sorgl: 1454 ACHAECCEECECHGGECECYCEEgYGACECECTEEHRCCECEECEECHECEGECGEELEgaE 1513

frnek: 122 cgaccacggggegcacctetetttacgeggasteceegtetgtgecttececcatetygeegg 181
1RSSR EERERR R RS R R R R R R R RN R R R R R R AR R R R R R A R R R RERUR AR RRRRRRRR 8!
Sorgu: 1514 CgaccacygugcycacctetoittacgéggacteceacyroctyrgecLecteatetgecygy 1573

Grnek: 182 acegtgtgecacttegetteacctetgeacgteggaatggagaccacegtgaacgeacteg 241
RRE R R R R R R RN R R R R AR R R R R R R R N A R R R R R R A R R R R R R R R AR R R R R N R !
Sorgu: 1574 accgegtycactecgctecacctetgcacgateggatggagaccacegrgaacgcaceeeg 1633

Ornek: 242 attettgcccaaggtettacataagaggactettggactetetgtaatgteaacgacega 301
IERSERER R R R R R R R E R R R R R R R RN R R R R R ER SR R U R R R R R R R R RN RN RRRRRER N
Sorgu: 1634 ALEGEEYCCCAAQYECEEaAcataadadgactcEEyPacEEECtYtaatgrcaacgacega 1693

Ornek: 302 ccttgaggcatacttcaaagactgtttgtttaaagactgggaggagttgggggaggagat 361
RREE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RR R R R R R R R R R R R R AR R AR RRRRRRERE
Sorgi: 1694 cettgaggcatacttcaaagacrygttrgettaaagactyggaggagrrgggggaggagat 1753

Ornek: 362 tagattaaaggtctttgtattiggaggetgtaggcataaattggtcetgcgsaccageace 421
IRR R RS R R R R R R R R R AR AR R R R R R R R AR R R R R Z R R RRR RN SRR ERERRRRERE!
Sorgu: 1754 taAggtTaaagytcettegtactagyagyctydtagygcatasateggrcegcgeaceageace 1813

Ornek: 422 atgcaacttittcacctcotgectaatcatcet 452
REREE R RS RRRERRRRRRRRARRRRREE
Sorgu: 1814 atgcaacrrtttcacctetgcctaatcatct 1844

Protein Bazinda Karsilashrma:

Ornek: 3 QLDPARDVLCLRPXGCAESRORPEXCXLGTLRXXXXRAVS TDHGAHLSLRCLPVCAFXSAG 182
QLDPARDVLCLREF GAESRGRPFF G LGTL AVS+DHGAHLSLRGLRVCAF SAG
Sorgu: 8 QLDPARDVLCLRPVGAESRGRPFSGPLGTLSSPSPSAVSSDHGAHLSLRGLPVCAFSSAG 67

Ornek: 183 PCALRFTSARRMETTVNAXQOFLPRVLHKRTLGLSVMSTTDLEAYFRKDCLFRDWEELGEEI 362
PCALRFTSARRMETTVNA QFLPKVLHKRILGLSVMSTIDLEAYFKDCLEFKDWEELGEEIL
Sorgu: 68 PCALRFISARRMETTIVNAHQFLPRVLHKRTILGLSVMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEEILI 127

Ornek: 363 RLKVFVXGGCRHKLVCAPAPCNEFTSA 443
RLEVEV GGCRHRLVCAPAPCHNFFTSA
Sorgi: 128 RLEKVFVLGGCRHRLVCAPAPCNFFTSA 154

Xi0
280 290 300 310 320 330 340 J
BCTCTCTGCAATGTCAAL GACCGACCTTGAGGCATAC TTCARAGAL TBTTTGTTTAAAGAC T6GEGAG

] ) |

A WA
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Hastanin Niikleotid Dizisi:

CCACTGGATCCTNCGTGGGACGTCCTTTGTTTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTTCTNGGGGCCG
CTTGGGACTCTATCGTCCCCTTNTCCGTCTGCCGTINCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCC
GTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACONGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTONCATGGAGACCACCGTGAACGC
CCATCCATTCTTGOCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATA
CTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGOGAGGAGATTAGATTAATNATTAGGAGGCTGTANGCAT
AAATTGATCTGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTAAGGNTCATGGG

Keodlanmas: beklenéen aniinoasitler:

1? L. D P X WDV L CLURUP V G A E S§ R G
1 CCACTGGATCCTNCGTGGGACGTCCTTTGTTTACGTCCCGTCGGCECTGAATCCCGLGRA
21 R P F X 6 P L 6 T L 8 8 P X P 8 AV X T
61 CGACCCTTCTNGGGGCCGCTTGGGACTCTATCGTCCCCTTNTCCGTCTGCCGTTNCGACC
41 D H ¢ A H L 8 L. R 6 L P V C A F 8 8 A &
121 GACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACBCGGACTCCCCEGTCTETECCTTCTCATCTGCCGGRA
61l P V ¢ T 8 L, B L € T 8 H GG D H R EUR P 8
181 CCNGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCNCATGGAGACCACCGTGAACGCCCATCC
81I L A Q 6 L T * E D 8 W T L € N V N D R
241 ATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGCAATGTCAACGACCGA
ol 7 * ¢ I L Q@ R L F V * R L €6 6 V € 6 ¢ D
301 CCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGEGGAGGAGAT
121 *+ I N X * E A V X I N W 8 A H Q H H A T
361 TAGATTAATNATTAGGAGGCTGTANGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATGCAACT
141 F 8 P L P N H L R M
421 TTTTCACCTCTGCCTAATCATCTAAGCATGGG

Niikleotid Bazinda Karsilagtirma;

Ornak: 3 actggatettcogtgggacygtecEiEgtttacgtcacytegycgetgaatacageggacy 62
R N R O T N R N R NN N N N R R R RN N R R NN NN AR
Sorgu: 1398 actggatcotgegogggacgtocotttgtttacgtceccgtoggcgetgaatececgeggacyg 1458

Ornek: 63 ACECEECENGGIOECUCREGYUACREEALCYTCECCREERECGECTGECGEECEgAtEga 122
PRRUDAEE PRLD PRRRRRLE PERE FRRRRVRERE PRERREY PREEY PHELELE
Sorgu: 1459 accotiotogggotogettggggototetogtocoattotocgtotacogtttogacocga 1518

Orhek: 123 ECacCdydgEgcaceteteEEacycggactescagEacEtgigaccteateatatgaaggase 182
R R R R RN RN R R R R R R N R NN RN N A R A R RN RN R R RN R RN RN
Sorgu: 151% ccacggggogcacctototttacgoggactocccgtotgtgacttotcatetgecggace 1578

Orpek: 183 nyEGegcacticycticacetétgeacgecccatgyagaccaccygtgaacgeecateeat 242
N RN R RN R N S AR AR R R R R R N R NN R A
Sorgu: 1879 -gtgtgeacttcegottcacctotgeacgtegoatggagaccacegtgaacgeccaccaat 1637

Drhek: 243 tetbgeceaagytettacataagaggactaiiggactatotgtaatygtcaacgacegase 302
AR AN RN R R R R R R NN N AR R R R R R R RN NN A RN RN RN R R R
Sergu: 1638 tcttgcccaaggtottacataagaggactcttggactetotgtaatgticaacgaccgace 1687

Ornek: 303 tEgaggcatacttcaaagactgreegtttasggactyggaggagregogggaggagatta 362

IRERREERR RN RR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS R A RN AR RRRRRR AR R
Sorgu! 1698 BEYAGGCAtAGELEAAAGACTYLERgEREAAGYACEGYIATTANTEgGYTYaTgagaREa 1757
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Ornek: 363 gattaatcatcttgtactaggacgectgtaggecataaatiggtatgegcaceageaceat 414
R R N R RN N RN R R R RN R R R R R R R R EE RN RN RN R R R
sorgu: 1758 ggetaastatcteRegtactaggaggctgtaggcataaatiggtctygcgcacecageaceat 1817

Ornek: 415 geaactttttcacetetgectaateatet 443

(R R RN ERRR RN RRY|
Borgu: 1818 geaactEREEcacetetycctaateatet 1846

Protein Bazinda Kargtlaghrma:

Orpek: 4 LDPXWDVLCLRPVGAESRGRPFXGPLGTLSSPXPSAVITDHGAHLSLRGLPVEAFSSAGP 183
LDP DVLCLRPVGAESRGRPF GPLG LSSP PSAV +DHGAHLSLRGLPVCAFSSAGP
Sorgu: §  LDPARDVLCLRPVGAESRGRPFSGPLGDLSSPSPSAVSSDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGP 68

Ornek: 185 CALRFISARXMETTVNAHPFLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFRDW 340
CALRFISAR METTVNAH FLPKVLHERTLGLSAMSTTIDLEAYFKDCLEFKDW
Sorgu: 69 CALRFTSARRMETTVRAHHFLPRVLHRRTLGLSAMSTTDLEAYFRDCLFRDW 120

8rnek: 372 LGGCXHRLVCAPAPCNFFTSA 434

LEEC HRLVUAPAPUNFFISA
Séergu: 134 LGGCRHRLVCAPAPCNFFTSA 154

X11

] 100 110 120 130 140 150
CBLTTGEGACTCTC TCGTCCCC TTCTCCGTCTOC L GTTTCGAC C GACCAC GGG 6GL GCACC TC TCTTTAC &0

F

*'L l..’:@ii’ -

Hastamin Nitkleotid Dizisi:

GATTCCAACTGOATCCTGCGCGGGACGTNCTTTGTTTACGTCCCCTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCETICTCGG
GGCCGCTTGGGACTCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCAGTTTCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACT
CONNGCCTGTGCCTTNANNTCTGCCAGACCTNGTNCACCATNNCTTNACCTNTGCACGTCNNATGGAGACCACCATG
AACGCCCATCAATTCTTGCCCAAGOTCTTACATAAGAGGACTCTTEGACTCTCTONAATGTCAACGACCBACCTTGAG
GCATACTTNAAAGACTGTTTGTTTAAANACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGG
AGGCTGNACGCATAAATNGGNCTNCCCACCAACNCCATNCAACTITTTNACCTCTGCCTAATAATGTNNAGTNNATG
NINCTTITININTTONCTTTCTCCCTTTINCNNTCONCRNCCTNCNT TCTCOCCCCCTTTCTCONTRNCNT TRTTTCCIN
CCTCTTTTTICTCCTTTTTTTCTCTCTTTCECTNTINTCNTCTNCNCCTCCCT

Kodlanmas: beklenen aminoasitler:

1D 8 N WIULRUGT TIXU FV Y Vv P 8 A L NP
1 GATTCCAACTGGATCCTGCGCGEGACGTNCTTTGTTTACGTCCCCTCGGCGCTGAATCCC
21A b D P 8 R 6 R L 6 1L 8 R PLLRIL P F
61 GCGGACGACCCTTCTCGGGEGCCGCTTGGGACTCTCTCETCCCCTTCTCCGTCTGCCETTT
41 R P T T &6 R T 8 L. ¥ A D 8 X P V P X X L
121 CGACCGACCACGGGGCECACCTCTCTTITACGCGGACTCCNNGCCTGTGCCTTNANNTCTG
1P D L vV H H X X 7T X AR X M E T T V N A
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181 CCAGACCTNGTNCACCATNNCTTNACCTNTGCACGTCNNATGGAGACCACCGTGAACGCC

81 H Q¢ F L P R V L H K R T L 6L 8 X M 8 T

241 CATCAATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGNAATGTCAACG

iolT D L E A ¥ X K D C L F R X W EEUL G E

301 ACCGACCTTGAGGCATACTTNAAAGACTGTTIGTTTAAANACTGGGAGGAGTTGGGGGAG

121 E I R L K V P VL, 6 & X T H K P P PFT

361 GAGATTAGATTABRAGGTCTTTGTATTAGGAGGCTGNACGCATARATGGCTCCCACCAACC

141 T 7 X N F X T 8 A # # C V F F L. PF L
421 ACCCATCAACTTTTTNACCTCTGCCTAATAATGTNAGTTITTTTITTTCTCCCTTTTCC
16l ¥ L 8 P P L B 7 P L. P L P L P L F B B
481 TTTTCCTCNITCTCCCCCCCTTTCTCCTTCCINCCTCT I TCCTNCCTCTCCTCTTTTT

il P F P L 8 F P B8 8
541 TCTCCTTTTTTTCTCTCTTTCCCTCCCT

Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

Yroek: 5 ceadactggatectgegegggacgttetttgtttacgtececteggegetgaateecgegy 64
[RRSR R R R R R R AR R AR R R R R R R R R R R RN AR R AR AR RAR RN AR R A R

Sorgu: 1394 ccaactggatcctgogegggacgtoctitgtttacgtocegteggegetgaatcoegogy 1453

bruek: 65  acgacccttcteggggecgettgggactetetegtececetteteegtotgeegtttegae 124
PRERRERRERRRRERE VRRVEREE FERPPR ORI IR bR i aesy peeiettd

Sorgu: 1454 acgacccttcteggggtegettggggotototegicecottoteogtetacegittogac 1513

Ornek: 125 ecgaecraeggggegeaccEetetttacgeggactecttgeetgtgecttnatntetgeeay 184
[RERR RN R R AR R R R R R R R RN AR AR R R I R R R R R R AR R THiiite i

Sorgu: 1514 cgaccacggggcgcacctctctttacgeggactococegtetgtgecttotecatetgeegg 1573

Ornek: 185 acctegtncaccatnnctttacctntgeacgtennatggagaccacegtgaacgeccate 244
(SR N S R N R R N R DR DR R R R R S DR RN R R R DA DR D

Sorgu: 1574 accgtgtgcact-tcgcttcacctctgeacgicgecatggagaccacegtgaacgeecace 1632

Ornek: 245 aattettgeccaaggtettacataagaggactettggactetetgnaatagteaacgaceg 304
[ RR R RN R R R AR R R R R R R RN R R R R R RN R R R R AR IR AR R AR R AR AR AR

Sorgu: 1633 aattcttgcccaaggtcttacataagaggactcttggactctctgeaatgteaacgaceg 1692

Ornek: 305 accttgaggcatacttnaaagactgtitgtttaaanactgggaggagttgggogaggaga 364
TERRRERVRERREREE FRRRRROIEVRPRRRRRY PRPbRERIbR bbb bR LR

Sorgu: 1693 accttgaggcatacttcaaagactgtttgtttaaagactgggaggagttgggggaggaga 1752

Ornek: 365 ttagattaasagttgtttgtattaggaggctgcacgcataaatnggnetneteaccaacne 424
[RRE R R R R R R R AR R R R AR R A R N R R R R R R R AR A A R R I |

Sorgu: 1753 ttaggttaaagttgtttgtattaggaggctgtaggcataaattggtctgcgcaccagecac 1812

Ornek: 425 cattcaacttttttacctetgectaat 451

AR A AR A N R AR AR AR R RE R
Sorgu: 1813 catccaactttttcacctetgectaat 1839

Protein Bazinda Karsilagtirma:

Ornek: 205 TXARXMETTVNAHQFLPRVLHKRTLGLSXMSTTDLEAYXKDCLFRXWEELGEEIRLEVEY 384
T AR METTVNAHQFLPRKVLH¥RTLELE METTDHLEAY RDULFR WERLERRIRLRVEV
S6rgu: 74 TSARRMETTVNABOFLPKVLHERTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEEIRLKVEV 133

Ornek: 385 LGGXTHRXXXPPTPXNFXTSA 447
.66 BR P P WP T3A
S062gu: 134 LGGCRHRLVCAPAPCNFFTSA 154

Ornek: 6 QLDPARDVLCLRPLGAESRGRXXXXXXXXXXXXXXXAVSTDHGAHLSLRGLXACAXXSAR 185
QLDPRRDVLCLRP4+GABERER VETDHOANLALRGL. CA BA
Sorgu: 8 QLOPARDVLCLRPVGAESRGRPFSGSLEALSSPSPSTVSTUHGAHLSIRGLPVCAFSSAG 67

124



Ornek: 186

Sorgu: 68

X12

GATIC CAAC TGG ATCLTGCGCGHG N GTATCTTTGTTTAC GTCCCBTCEGL GCTGAATCCCGCBRACBGACCLTTCT

P 188
by
P 68
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Hastanmm Niikleotid Dizisi:

GATTCCAACTGGATCCTGCGCGGONGTATCTTTGTTTACGTCCCETCGGCGCTGAATCCCGUGGACGACCCTTCTGGG
GGNNGCTTGGGACTCTCTCATCCCCTTCTCCGTCTOCCGTTTCGACCGACC ACGGEGCGCACCTCTCTITACGCGGAC
TCCCCGTCTGTGCCTICTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGONCANNCATTGGANACCANNGTGA
ACGCCCACCGATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGTAATGTCAACGACCGACCTTGAGG
CATACTTNAAAGACTGTTTGTTCAAANACTGGGAGGRAGTTGGGEEAGGAGATTAGATTAAAGUTCTTNGTNNTGGGA
GGCTGNACGCANAAATAGGACTGCCCACCAACNNCANACANTTINACCNCTNNCTAATNATCNATAGNTNATGCCTY
TTITITCCTTCCCCCAAACCTTCCTCTCTCTTNCCTITCTTGCCCTTATCCCCTCTTCCCCCTCCTCTCCTCTCCTITTONCT
TTITCTNCTTCCCCTCTCCTTCCTTINCACTGTTCTCCTCCCCCTTTCITCTATCCCTTETTTCACCCECETTOCTNCEREE
CCCNNCCCACCCCCACNCCCNCNCCECTNTATGCTCTCCECCCCC

Kodianmas: beklenen aminoasitler;

1

1
21
61
41
121
81
181
81
241
101
301
121
361
141
421
161
481
isl
541
201
601

D 83 N WI1IULRUGEG X111 PF V ¥V P B ADLINTP
GATTCCAACTGGATCCTGCGCGEENGTATCTTTGTTTACGTCCCGTCGGECGCTGAATCCC
A D DP S 6 6 XL 6L 8 R P L L R L P F
GCGGACGACCCTTCTGEGGGEGNNGCTTGGGACTCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCGTTT
R P T T & RT S8 L ¥ A DS P S8 V P S H L
CGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTG
P DRV HF A B PLIXIXIHEWZXUPIX®= TP
CCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCNCANNCATTGGANACCANNGTGAACGCCC
T D S C PR 8 Y I RGIL LD 8 L * C Q R
ACCGATTCTTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCTGTAATGTCAACGA
P T L R HET X KT V C S X T 6 R 8 W G R
CCGACCTTGAGGCATACTTNARAGACTCTTTGTTCAAANACTGGEAGGAGTTGGEEGAGE
R L D * R 8 X X W EAXRIXNUZRTA AHQ
AGATTAGATTAAAGGTCTTNGTNNTGGGAGGCTGNACGCANAAATAGGACTGCCCACCAA
X X T X X P L X N X X ®% X M P FP P B P P
CNNCANACANTTTNACCRNCTNNCTAATNATCNATAGNTNATGCCTTTTTTTTCCTTCCCC
g T P L 8 L X FL &AL I P 8 S P 8 8 P L
CAARCCTTCCTCTCTCTTNCCTTTCTTGCCCTTATCCCCTCTTCCCCCTCCTCTCCTCTC
L B8 L P X F P B P 8 FP X L P 8 B P F L L
CTTTCNCTTTTCTNCTTCCCCTCTCCTTCCTTTNCACTGTTCTCCTCCCCCTTTCTTCTA
£ L L 8 P P FP L P PP X B PHIXIZXIXUPOC
TCCCTTCTTTCACCCCCCTTCCTRCCNCCCCCNNCCCACCCCCACNCCENCNCLCETTEE

N
!i..x\A | ;d.%
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221
661

8 P P
TCTCCCCCCCC

Niikleotid Bazinda Kargilagtirma:

Ornek: 5
Sorgu: 1394

Ornek: &5

ccaactggatectgegegggngtatetttgtitacgteccgteggegetgaateecgeyy
(BERRRRRRERERRERRARE IRRRERRE SRR R R AR R RN R R R R R R AR AR RN
ccaactggatectgegogggacgtoctttgtttacgtocegteggegetgaatecegegyg

acgacccttetgggggetgcttgggactetetegteceecttetecgtetgecgittegac
BRRRR RN R R R R R R R R R AR R R R R R R R A R R A AR R R R R R A R A R AR R R AR

Sorgu: 1454 acgaccecttcteggggtegettggggetetotogtocecttetecgtotacegtitegae

Oronek: 125

cgaccacggggcgcacctctetttacgeggactececgtetgtgecttcteatetgecyy
IRRRRRRRRRR AR RN R AR R R AR R R R R R R R AR AR R R AR R R RN AR RN AR DRI

Sorgu: 1514 cgaccacggggcgcacctctetttacgeggactececgtetgtgecttoteatetgecgg

Oroek: 185
sorgu: 1574
Urnek: 245
Sorgu: 1634
Groek: 305
Sorgu: 1694
Ornek: 365

Sorgi: 1754

acegtgtgeacttegettcacctetycncanncattgganaceanggtgaacgeecaccyg
(RRRRAREARAR RN R R R DR A I PRV FHEE FHRRERERGTEE
acogtgtgeacttogetteaccteotgoacgtogoatggagaccacegtgaacgeccacea

attettgeecaaggtettacataagaggactettggactetetgtaatgteasegacega

[N RN R R R R RN R R RN R R R R R R R R R R R DR AR R RRR RN
attecttgeccaaggtcttacataagaggactetiggactetotgeaatgtcaacgacega

ecttgaggeatactttaaagactgttegtttaaatactgggaggagttgggggaggagat
(BRSO SN R R R AR R R DR N R R R R R DR R DR DR R R R AR N
ccttgaggcatacttcaaagactgtttgtttaaagactgggaggagtigggggaggagat

tagattaaaggtottngtnctgggaggetgnacgcacaaataggactgeccacea 418

PID 100t 10 b bt b ornr reel e ek 1
taggttaaaggEctetgtattaggaggctytaggcataaattggectgegeacca 1808

Protein Bazinda Kargilaghirma:

Ornek: 6
Sorgu: 8
brnek: 186
Sorgu: 68
Ornek: 386

Sorgui 128

QLDPARKYLULRPVGAESRGRPFRGRLETLESPSPSAVSTDHECARLSLREGLEVCAFSSAG
QLDPAR LCLRPVGAESRGRPF G LGTLSSPSPSAVSTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAG

&4
1453
124
1513
184
1573
244
1633
304
1693
364

1753

185

QLDPARDVLCLRPVGAESRGRPFSGPLGTLSSPSPSAVSTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAG 67

PCALRFTIAXXLYX TXVNAHRFLPKVILHRRTLGLSVMSTTDLEAYXKDCLFKXWEELGEET 365

PCALRFTSA + T VNAH+FLPKVLHERTLGLSVMSTTDLEAY KDCLFK WEELGEE+

PCALRFTSARRMETTVNAHQFLPRVLHRRILGLSVMSTTDLEAYFRDCLEFKDWEELGEEV 127

RLKVXVXGGXTXK*DCPP 419
RIKV ¢ &G K ¢9p
RLKVFVLGGCRHKLVCAP 145
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Genotipi D olarak belirlenen, B936 primeri kullamlarak gergeklegtirilen dizi
analizleri sonucu ilk olguda (X1), X gen bolgesine Ozgii, cegitli nokta mutasyonlar
saptanmugtir. Yapilan deferlendirmede, 1386., 1410., 1484. ve 1856. niikleotidlerde
sitozin olmasi gerekirken timin (C—T) tespit edilmistir. 1480. ve 1680. niikleotidlerde
ise sitozin adenine (C—>A) deZismigtir. 1574. niikleotitte timin adenine (T=>A), 1606.
niikleotitte guanin adenine (G—A), 1629. niikleotitte ise adenin sitozine(A—C)
dontistiifli mutasyonlar tespit edilmigtir. 1740. ve 1858. niikleotidlerde ise timin yerine
sitozin belirlenmigtir. Bu mutasyonlardan 1834. niikleotitte gorillen DRI ve
enkapsidasyon sinyal dizileri igerisinde yer almaktadir. 1856. ve 1858. niikleotidlerdeki
mutasyonlar sadece enkapsidasyon sinyal dizileri icinde bulunmaktadsr.

Protein bazinda yapilan deferledirmeyle, 1484. ve 1740. niikleotidlerdeki
mutasyonlarin sirasiyla alanin (A—>X) ve 16sin (L—>X) aminoasitlerinin kodlanmasmi
engelledikleri saptanmmgtir.

Bu hastanin prekor- kor gen bdigelerindeki olasi mutasyonlan saptamak igin
yapilan galismalarda s6z konusu bdlge PZR sonucu negatif bulunmus, dizi analizi
yapilamamigtir,

Beginci olgunun (X5) dizi analizi sonuglar deferlendirilmis ve gen bankasinda
kargilagtinilmugtr. Olgu 22 olarak kor bdlgesi de incelenen hastada X gen bolgesine
Ozgl gesitli nokta mutasyonlar tammlanmigtir. Genotipi D olarak belirlenen bu hasta
gen bankasindaki kargilagtirma sirasimnda genotipi F olan bir bagka mutant hasta ile en
fazla benzerlifi gostermigtir.
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Genotipleri belirlenmis 50 olgu ¢alismaya dahil edilmig, X gen bolgeleri gesitli
primerler kullamlarak ¢ogaltilmigtir. PZR reaksiyonlar: sonucunda 11°i genotip D, 1’1
genotip A ile infekte 12 tane HBX pozitif hasta tespit edilmistir. X bOlgesi dizisini
belirlemek i¢in yapilan dizi analizi reaksiyonlarmin ardindan 12 degigik, toplam 225
adet nokta mutasyon ve 4 farkli insersiyon saptanmustiwr. Biitiin hastalarda sitozinin
timine (C—-T) (% 24.77 ) ve timinin sitozine (T—>C) (%19.60) degistigi belirlenmistir.
Guaninin adenine (G=>A) degistifi mutasyon (%13.33) 11 olguda, sitozine (G—=C)
degistigi (%10.22) mutasyon ise 9 olguda gOriilmiigtiir. 8 hastada adenin timin (A—T)
(% 4.77) ve adenin guanin (A=>G) (% 6.22) mutasyonu saptanmigtir. Sitozin adenin
(C—A) degigimi 7 (% 4.33) olguda belirlenmigtir. 5 hastada sitozinin guanine (C—>G)
degistigi (% 4) ve adenini sitozine degistigi (A=>C) (% 2.66) saptanmugtir, Guanini
timine (G—T) (% 2.22) ve timinin guanine (T—>G) (% 1.77) dondiigii mutasyonlar ise
3, timinin adenine (T—=>A) (% 3.11) degistifi mutasyon ise 4 olguda gOrilmiigtiir,
Adenin (-—>A) ve sitozin (-—C) insersiyonu 5, timin (-—T) ve guanin (-—G)
insersiyonlar ise 2 olguda saptanmustir.

Bu mutasyonlar toplam 53 aminoasit degigimine neden olmaktadir. 30 aminoasit
kodlanmamaktadir. Histidinin arjinine veya asparjine, l6sinin metionine, tirozinin
serine, serinin fenilalanine, treoninin arparjine, asparjinin aspartik asite, aspartik asitin
treonine, glisinin arjinine, valinin izolGsine, prolinin serine degisimleri 1’er defa
belirlenmistir.

Alaninin treonine, arjinini histidine, serinin valine, fenilalaninin proline,
arjininin treonine, 10sinin treonine doniigtiigii mutasyonlar ise 2’ser kez saptanmgtir.

Sonuglar, X genindeki mutasyonlarin, genin iiriiniinde birgok aminoasit
degigimine neden olduklarm gdstermektedir. Tablo 6.3.’de toplam 12 olguda saptanan
nokta mutasyonlar, Tablo 6.4.’de ise mutasyonlarin gériilme sikhiklan gosterilmektedir.
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Tablo 6.3 HBV X peninde saptanan mutasyonlar

Oleu no Mutasven

Olgu 1l 1317 G—A

1356 C—»G

1386 C»T

1410 C>T

1480 C—»A

1485 C->T A-X

1575 T->A

1606 G—=A

1629 A>C

1680 C»A

1740 T-C L-oX

1834 -—»C

1856 C»T

1858 T»C

Olgu 2 1326 A—C Y8

1335 TG N-D

1350 C-»T

1353 A-C

1451 T-»C

1472 T->C

1481 A-G

1482 CoA

1511 C-»T

1514 A>T

1576 A>T P3X

1606 A>T
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Olgu no

138V 0!

Neden Oldugu Aminoasit DeSisimi

Olgu 2

1608 C—»G

1610 G—A

1636 A>C

1680 T>C

1735 G»C

1742 T-C

1746 G—-C

1759 G=A

1830 -——C

1860 T-C

Olgu 3

1409 G>N

1434 G—A

1449 T>C

1470 T->C

1509 C-»T

1526 -—»C

1605 A—>T

1607 C»G

1609 G—A

1632 C»T

1758 G=>A

1774 C>T

1776 A>T

1787 G—-

LV

1825 T=C

1831 -—C

Olgu 4

1416 TG

A>T
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Mutasyen

en Olduiu Aminoasit isimi

1470 T-C

1482 T>C

1495 C5T

1508 C—T

1516 Go>A

1541 C>T

1543 A—>C

1545 A-T

1724 C>T

1729 G>A

1743 C>T

1753 C>T

1757 G>A

1768-1775 8 nt
delesyon

Olgu 5

1411 A—»C

1419 CH5N

1426 CHT

1432 C->N

1435 GC

1438 A—-G

P>X

1450 TC

1461 G>T

H-R

1470 T-»C

1479 G>A

P—>X

FoX

1484 T->C

131




Olgu no

Mutasyon

Neden Oldu

inoasit

jsimi

Olgu 5

1505 G—>C

1509 C-»T

1512G—»A

1540 -=»C

1545 T=>A

1550 C-»T

S—>X

1551 C-»T

1552 T-C

1606 G—>C

1607 C>T

L-X

1631 C»T

1635 A>T

G-oX

1679 C>T

1709 C->T

1729 G-»C

Olgu 6

1465 C»T

1479 G—>A

1503 A5G

L~—>X

1590 -—A

1602 A->N

1604 G—A

1605 T=>N

1606 C>T

1607 G—-C

1608 C—A

1609 AT

1614 G—A
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Olsu no

Mautasyon

Neden Oldufu Aminoasit Defisimi

Olgu 6

1619 C»>N

1620 C—»N

1678 C»T

1757 G—>A

1775 A—G

1784 TN

1786 G—>C

C-oX

1790 G—A

1795 G->N

1798 T-»C

H->X

1803 T»C

1811 G»C

1812 G—>A

1813 C»N

L-X, P>X

1814 C»T

A>T

1816 GoA

VX

1828 C—»N

1830 C»T

Olgu 7

1280 G—»C

1287 A5G

1291 C—A

1336 C—»T

1338 C—»G

1343 C»T

1346 T—C

1352 C->G

1353 C—A
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Oleu ne

Mutasyon

Neden Oldufu Aminoasit Defisimi

Olgu 7

1370 T->C

1377 T>C

1384 G-»T

1405 C-»T

1407 C>T

1413 T

1416 -—A

1437 C»G

1445 ->T

1451 -——A

1460 -G

A->X

1463 C»T

1474 C>T

1477 C->T

1494 T->C

1499 Go>A

1514 C-»T

1540 T-»C

P—-X

1576 A>G

1582 C—-»T

1583 G—C

1584 C>A

1585 A—->G

1592 T-G

R-X

1596 T=>C

G=X

1627 T>C

G->X

1647 T>A

R—-X
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Mutasyon

Neden Oldufu Amineasit Defisimi

1652 T>G

S->X

1659 G»C

A—-X

1338 C»T

1343 C->T

1346 T>C

1352 CH»G

1353 C—A

1370 T-C

1377 TC

1405 C->T

1407 C>T

1413 -—»T

1416 -—A

1437 C>G

1440 C-»T

1450 -——»A

1462 C-G

1464 -—C

1491 G-C

1499 G-HA

1561 G—=C

1576 A—»G

1578 A-G

1582 C—A

1592 TG

S=F

1595 T-C

1T

1596 T->A

R—>A
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Mutasyon

Neden Oldudu Aminoeasit isimi

1434 G->C

1449 T»C

1465 C-»T

1470 C->G

1509 T->C

SoX

1563 T-C

1604 A>T

1606 C»G

1608 G>A

1631 C»T

1757 G—>A

1773 C»T

1775 A>T

Olgu 10

1409 G—>C

1412 C-»T

1467 CoN

1472 T->C

1481 G—>A

D—>T

1486 C—A

1497 C»T

1505 A—G

1511 T>C

1579 -5N

1608 G—C

1633 C-T

1635 A>C

17726' C->T
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Olgu no

Mutasvon

Olgu 10

1759 G>A

1764 A—>T

1765 T>C

1781 G=C

Olgu 11

1418 C-»T

1434 G-C

1470 T»C

1479 G>A

1503 A—>G

1548 C>T

1549 C>T

1552 T-C

1562 CoN

GoR

1563 T—>A

1564 C»T

1565 AN

S—-X

1572 GoA

1577 G->T

F-X

1578 T-C

1581 G>N

1585 T>C

1586 -—A

1588 C»>N

1589 G>N

1593 C>T

1598 CN
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Olou no

Mutasven

Neden Oldufu Amineasit Defisimi

Olgu 11

1607 G—>N

1608 C—»N

1631 C5T

1678 C»>N

1719 CH>N

F—>X

1734 C»T

1738 GoN

1757 G=A

1784 T-C

Co>X

1786 G->C

R-T

1798 T->N

C-»X

1801 G—>N

1803 G-»T

1809 GoA

AT

1811 AN

1816 C»T

1826 C»T

Olgu 12

1414 AN

1415 C->G

1416 G-T

1417 T>A

1418 C»T

1465 C-G

1470 T-»C

1471 CoT

1479 G—>A

SoX

1503 A>G
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Mutasyon

Olgu 12

1601 AN

1603 G—»>A

1604 TN

R—>X

1809 G—»A

1605 C—»N

1606 G—C

1607 C—>A

1608 A>T

E->X

1613 G>N

1618 CHN

V-l

1619 C-»G

1633 A—>G

1678 C>T

1709 C—>T

1728 G-T

1757 GoA

1769 TN

Fo>X

1772 A—»N

1773 T-C

L-oX

1775 A—>G

1782 TN

1786 GC

T RoT

1790 T-C

1795 T—A

1798 T->A

1803 G—»C

139




Tablo 6.4. HBV X gen bolesinde saptanan nokta mutasyonalin goriilme oranlart

A->C | A5G [ASTICoACoG | CoT|GoAGCIGoT | TA | TC | TG

% % % % % % % % % % % %

2.66 622 | 477 | 433 | 4.00 {2427 | 1333 {1022 ] 222 | 3.11 | 1960} 1.77
X1 1 - - 2 - 4 1 - - 1 2 -
x2 2 1 3 1 1 2 2 2 - - 5 -
X3 - - 2 - 1 3 3 - - - 3 -
X4 1 - 1 - - 6 3 - - - 2 1
X5 1 1 1 - - 5 2 4 i 1 4 -
X6 - - 1 1 - § 6 3 - - 3 -
X7 - - 1 3 3 9 2 3 - - 6 2
X8 - - - 3 3 4 - 2 - - 4 i
X9 - - 2 - 1 4 2 1 - - 3 -
X10 1 - 1 1 = 4 2 3 - - 3 -
X11 3 2 - - 1T 8 [ 4] 21 21 21e -
X12 - 2 = 1 - 4 3 3 2 3 3 -
Toplam 6 14 13 12 9 58 30 23 5 7 44 4
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7. TARTISMA VE SONUC

Hepatit B virlis infeksiyonu, kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler
karsinoma gibi tedavisi gii¢, ciddi seyirli karacifer hastaliklarna yol agmak-
tadir. Giliniimiizde kronik hepatit B viriisii tagiyicisi yaklagik 300 milyon kisi
bulunmaktadir ve bu kigilerde siroz, bunu takiben hepatoscliiler karsinoma griilme
riski oldukca yitksektir. Olimciil hastabklar arasmda 9. swada yer alan HBV
infeksiyonu, insanhik i¢in 6nemli bir saghk sorunu olma durumunu siirdiirmektedir,
Infeksiyon, ast uygulamas: ile bir 6lgiide engellenmekle beraber, kronik hepatit icin
heniiz etkin bir tedavi geligtirilememigtir. Tirkiye'de HBV tagiyicihfmm, bolgeler aras:
farklhiliklar gostermesine karsin, yaklagik % 8 oldufu samilmaktadir. Bu nedenlerle,
HBV infeksiyonu, diger likkelerde oldufiu gibi, iilkemizde de halk safilifi acisindan
biiylik bir sorun tegkil etmektedir.

Caliymamiza, Haydarpaga Numune Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan serolojik markerlarina [(HBsAg (+) -AntiHBclgG (+) veya HBsAg
(+) ~AntiHBclgM (+)] gore secilen 187 olgu dahil edilmigtirr. HBV genotiplerini
belirlemek igin S bblgesi PZR uygulanmiy ancak sadece 50 olguda beklenen
amplifikasyon {irlinli saptanmugtir. Serolojik markerlarma gbre secilen olgularm,
hastahfmm akut dOnemine rastlamasi ayrica tedavi alan hastalann varh gbzbniine
ahndifinda dogurabilecekleri serolojik markerlarinin yalanc: pozitif sonuglari PZR nun
gerceklesmemesine neden olarak gdsterilebilir. Diger bir olasilik da, diigiik miktardaki
viral yikkiin PZR ile cogaltilmig olmasma rafmen goriintileme ectabinda tespit
edilememesidir.

Molekiiler diizeyde yapilan ¢ahgmalar sonucunda, HBV genomlar: arasmda
farkliliklar oldugu saptanmig ve birbirlerine benzerlik oram % 92 ve daha fazla olan
HBYV suglart aym: grupta toplanarak genotipler belirlenmigtir (100,112). Bu genotipler
ile HBsAg subtipleri arasindaki iligkilerin saptanmas: amaciyla pregenom $ dizileri ile
S geni dizileri kargilagtirilmug, S geni diizeyinde genotip farklitik sinirt % 4 olarak tespit
edilerek genotip-subtip dagilim yapilmustir (38,39,116,158).

Cogirafi bolgelere gore degiigik dafilun gésterdikleri saptanan farkh HBV
genotiplerinin klinik seyri etkileyebildikleri ve tedaviye alinan yanitsizliktan sorumlu
olabildikleri bilinmektedir (141,167). Bugiine kadar A’dan H’ye 8§ farkk HBV genotipi
tammlanmig olmasma ragmen bundan daha fazla genotip oldufu samlmakta ve
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aragtrmalar devam etmektedir. HBV prevalansmin diisiik oldugu Kuzeybat1 Avrupa ve
ABD’deki persistan tagtyicilar arasinda genotip A baskindir. Amazon bélgesi ve Peru
gibi HBV tamiyicibimm yiiksek oldugu iilkelerde ise genotip F belirlenmistir (149).
HBYV bulaginda vertikal gegigin itk sirada oldugu Dofiu Asya iitkelerinde genotip B ve
C’nin prevalans: yiiksek olup bu durum kismen vertikal gecisten sorumlu olan HBeAg
pozitif donemin daha uzun olugu ile agiklanr. Genotip A ve D’nin dominant oldugu
Akdeniz, Sahra alt1 Afrika iilkelerinde horizontal gegiy Snemlidir.

Genotip G Fransa ve Amerika Birlegik Devietleri’nde goriilmiigtiir. Son
cahigmalarla 6zellikle Meksika’nin da iginde bulundugu Latin Amerika {ilkelerinde yeni
bir genotip daha tespit edilmig ve H olarak adlandirilan bu genotipin genom yapismin
F’ye benzedigi belirlenmistir (134).

Son zamanlarda, RFLP yerine, preS2 bdlgesi iiriinlerindeki epitoplara karg,
genotiplere spesifik monoklonal antikorlar kullamlarak ELISA ile HBV genotipleri
tayin edilmektedir. Bu yGntemde niikleotid zincirlerini incelemek gerekmediginden
genis taramalar igin kullanilabilmektedir (87).

Cahgmamizda RFLP yOontemi kullamlarak, fitkemizin de igcinde bulundugu
Akdeniz Bolgesinde en sik goriilen genotip olan D dominant olarak bulunmustur.
Olgularin 50'sinde serum HBV DNA'nin S bolgesi PZR ile pozitif olarak saptanmug ve
bu olgular genotiplerinin belirlenmesi amaciyla 4wl (Genotip C), Earl (Genotip B),
Neil (Genotip E), NalV (Genotip D ve A) ve Hphl (Genotip F) restriksiyon enzimleri
kullamlarak ii¢ farkli genotip, A, D ve F, belirlenmigtir.

42 olgunun genotip DB (% 84), 6 olgunun genotip A (% 12), 2 olgunun da
genotip F (% 4) ile infekte olduklar ortaya konmustut,

Bu ¢ahigmada HBV tip D infeksivonunun {itkemizin farkli bolgelerinden gelen
kronik hepatitli hastalards dominant olarak saptanmas: diger Akdeniz iilkelerindeki olgu
sonuglar: tle uyumluluk géstermektedir (101).

Kor geninin bir stop kodonu oldufu halde iki baslama kodonu vardw.
Translasyon ikinci baglama kodonundan bagladifinda ortaya c¢ikan polipeptid, kor
proteini adi verilen ve niikleokapsidi olusturan proteindir. Efer translasyon birinci
baglama kodonundan baslarsa meydana gelen polipeptid hiicre iginde baz siireclerden
gecip karboksil ve amino bblgelerinden kinimalar g8stererek sonugta HBV e antijenini
(HbeAg) olugturur. Prekor bolgesindeki 28. kodon ikinci baglama kodonundan iki
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6nceki kodon oldugu igin HBeAg translasyomu durduruldugu halde viriisiin en 6nemli
yapisal proteinlerinden olan kor proteini (HBcAg) sentezi eksiksiz gergeklegir (19).

Ik tespit edildikleri zamandan itibaren, prekor stop kodon mutasyonlarinin
Akdeniz cevresi tilkelerde ve Uzak Dogu'da daha fazla rastlandiklar dikkati cekmistir.
Bunun nedeni HBV'nun genoctiplerinin farklh cografi dagihmudw. Prekor stop kodon
mutasyonu ancak viriis genomunun 1858. niikleotidinde timin bulunan genotiplerde
{genotip C ve D) meydana gelebilmektedir. Halbuki ayni numaral: nitkleotidde sitozin
bulunduran genotip A'da C1858T mutasyonu olmadikca hicbir zaman stop kodon
mutasyonu meydana gelmemektedir (84,132). Bunun nedeni prekor bblgesinde yerlesen
ve regiilator bir bolge olan epsilon enkapsidasyon sinyal dizisinin sekonder yapisidir.
Epsilon enkapsidasyon sinyal dizisinin sekonder yapisi geyitli baz eslesmeleri ile stabil
hale gelmektedir. Bu sekonder yapida 1858 ve 1896 numarah niikleotidler kargihikh
gelmektedirler. Genotip A'da efer stop kodon mutasyonu meydana gelirse C1858 ile
G1896 arasmdaki mevcut baz eglegsmesinin kirilmas: gerekmektedir. Bu da sekonder
yapmn stabilitesini bozar ve virlis igin avantaj kaybina neden olur. Halbuki 1858'de T
bulunduran genotip C ve D'de G1896A mutasyonu iki niikleotid arasmdaki baz
eglesmesini saglayip yapiy: daha stabil hale getirerek viriisiin replikasyon yetenegini
arttirmaktadw (17, 90). Bu molekiiler yapisal 6zellik diinyanin baz1 bélgelerinde stop
kodon mutantlarin daha sik g6ritlmesini agiklamaktadir. Ulkemizde kronik B hepatitli
replikatif hastalarin %60-70'inde HBeAg negatiftir, yani biiyitk oranda mutant viriis
infeksiyonu vardrr. Isveg'te yapilan bir calismada HbeAg (-) oldugu halde stop kodon
mutasyonu bulundurmayan virlislerle olan infeksiyonlarm, stop kodon mutasyonu
bulunduranlardan daha aZir seyrettigi iddia edilmigtir (88).

HBeAg sentezi olmadifs halde viriis canhlifim, patojenitesini ve biiyiik
ihtimalle infeksiyon kapasitesini kaybetmemektedir. Virlise kar;i olusan immiin
toleransta, dolaysiyla infeksiyonun devamhihifinda HBeAg'nin biiyitk olasilikla rolii
vardwr. HBeAg'inin kodiandi3: prekor bblgesinde 28. kodonda TGG kodonunun TAG
doniigiimii gosterdigi yani triptofan kodonu yerine stop kodon meydana geldigi tespit
edilmigtir (46). Prekor bolgesinde 1896. nikkleotiticki G—>A degisimi diginda da baz
mutasyonlar rapor edilmigtir. Bunlardan en sik rastlanam 1899. nikleotitteki GoA
degisimidir. Bu mutasyon siklikla 1896 mutasyonu ile birlikte goriinmektedir. fki
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mutasyonun bir arada bulunmasmm hastahfm klinigini agwlagtwdify iddia edilmigtir
(148, 151).

Kor geni, 183. kodondan sentezlenmeye baglayip, immiin sistem igin en Onemli
hedef antijenlerden biri olan HBcAg'nin sentezinden sorumlu bolgedir. Anti-HBe
pozititken HBV DNA’nin pozitifliZini hala neden siirdirebiliyor sorusu, dizi analizi
cahsmalari ve genomun yapisma molekiiler diizeyde agiklik getirilmesine kadar yanitsiz
kalmigtir. Aktif karacifer hastali3: bulunan ve HBeAg negatif olan hepatitli olgularda
yaptlan ilk caligmalar, bu hastalarm mutant tip bir virlis ile infekte olduklarm:
ve mutasyonun da, HBV’niin prekor bdlgesinde kodon 28'de bir stop kodon
olusumuna yol acarsk HBeAg sentezini engelleyen, 1896. pozisyondaki G—>A nokta
mutasyonu oldugunu ortaya koymustur (99). Ik kez Yunanistan ve Italya'da saptanan
bu mutasyon daha sonra, diinyanmn cesitli yerlerinde de tammlanmig ve mutant virfisiin,
pormal tip virtise kiyasla, daha ciddi seyirli olan ve tedavi yanit: daha diisiik olan bir
kronik hepatit tablosuna yol agtifr bildirilmigtir (91). S6z konusu mutasyon, viriisiin
prekor-kor bolgesindeki difer mutasyonlara kiyasla, oldukga sik goriilmektedir. Bunun
nedeni olarak da, immiin seleksiyon gdsterilmektedir. Caligmalar, HBV ile infekte
hepatositlerin yiizeylerinde bulunan HBeAg'nin, immiin sisteme hedefl olusturan bir
antijen oldufuna igaret etmektedir (115). BGyle bir hedef antijenin sentezlenemedigi
durumlarda ise, infekte hepatositler, immiin sistem tarafindan tanmamamakta ve
boylece, immiin sistemden kacabilen HBV, varlifini herhangi bir tehdit olmaksizin
rahathikia stirdiirebilmektedir.

HBeAg negatif hastalarda yapilan DNA dizi analizi cahgmalan sonucu, HBV
genomunda kodon 28'deki mutasyona ek olarak, baska mutasyonlar da tanimlanmigtsr;
bunlardan biri, prekor bilgesinin ikinci nukleotidi olan timinin sitozine (T—C) veya
figlincti nukleotidi olan guaninin adenine (G—A) dniigerek, baglangic kodonu ATG'nin
kodladifi: metioninin l6sine defigtifii mutasyondur ve bu da HBeAg'nin sentezlenmesini
engellemektedir (195). Giinlimiize kadar tanymlanrig difer mutasyonlar arasinda, nt 83-
86 arasmndaki guaninlerden birinin delesyonu (G—-) veya nt 26-27 arasma ek bir
timinin (==>T) ya da nt 12-13'un arasma iki timinin insersivonu (==>TT) sonucu gergeve
kaymas: (frameshift) mutasyon; nt 1815'de (C—T) mutasyonu; kodon 2'de (A—G)
mutasyonu; kodon 9,11,12'de birer niikleotidlik delesyonlar; kodon 15'de nt 1856'da
prolin serin (P—>8) degisiklifine yol acan (C—T) mutasyonu; ve yine kodon 15'de
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prolinin herhangi bir degisime uframadifn (T—C) mutasyonu; kodon 17'de (G—=T)
mutasyonu; kodon 19'da (T->G) mutasyonu; kodon 29'da nt 1899'da stop kodon
olugumuna yol acan (G-»A) mutasyonu; ve yine kodon 29'da, nt 1898'de (G—>A) nokta
mutasyonlaridir.

HBV genomunun prekor bblgesi, nt 1814-2457 arasmnda yer alan kor geninin
baglangic kisminda bulunmakta ve nt 1814-1900 aras: bolgeyi kapsamaktadw. HBV
genomunun kompakt yapis: nedeni ile, kor geninin prekor bolgesi, mt 1374-1835
arasindaki X geni ile kismen {stiiste gelmektedir. Aym gekilde, kor geni, nt 1622-2307
arasmda yeralan P geni ile de kismen ¢akigmaktadir. Bu nedenle, ot 1681-2029 arasmnda
saptanmig olan mutasyonlar, bu bolgeyi de ilgilendirmektedir. Buna gére, nt 1681-
1813'e kadar ki mutasyonlar X genini; nt 1814-1835 arasmdakiler, hem X genini, hem
de prekor bdlgesini; nt 1901-2029 arasindaki mutasyonlar ise, sadece kor genini
ilgilendirmektedir. Bu ¢cahymada saptanan nt 1386, 1410, 1480, 1511, 1514, 1575, 1606,
1629,1636, 1740, 1742, 1746, 1746, 1759, 1762, 1764, 1775, 1784, 1786, 1795, 1804,
1809, 1810'daki nokta mutasyonlar:, X geninin; 1831, 1847, 1858, 1862, 1896 prekor ve
kor bdlgesi nokta mutasyonlar ise, kor geninin iiriinlerini etkilemektedir. HBV e antijeni
negatif, kronik HBV infeksiyonlu olguda saptanan 1762 ve 1764. nilkleotidlerdeki
mutasyonlar hastahgiin klinik tablosunu agirlagtimaktadr (46). Bulunan mutasyonlar
literatiirle uyumludur ve kronik HBV infeksiyonlu hastalarda saptandiklarindan HBV
niin olugan mutasyonlarla bagigiklik sisteminden kactigin: gostermektedir.

HBV genomunun, X AOC'de nt 1823-1834 arasmda kalan bblgesinde
viriislin replikasyonu icin gerekli olan DR1 bulunmaktadir. 1818-1921. niikleotidler
arasinda kalan bblgede ise, pre-genomik HBV RNA'arm 3’ ucunda yeralan,
enkapsidasyon (&) ve ters transkripsiyon (RTS) sinyallerini iceren terminal fazlalik (R)
bulunmaktadw. Bu bbigelerin mutasyona upramas, viriisiin yasam dOngiisiini
etkileyeceginden, pratikte buralarda mutasyon bulunmamasi gerekmektedir (146).
Calismamizda bes olguda, DNA dizi analizi ile, HBV genomunun nt 1823-1834
arasindaki DR1 ve nt 1818-1921 arasindaki enkapsidasyon sinyallerini iceren
bilgelerde toplam 10 adet mutasyon saptanmmgtw. AntiHBe pozitif olgularda saptanan
bu mutasyonlar, virlisin replikasyon yetenegini arttwarak klinik tabloyu
agirlagtirmaktadir. Akdeniz titkelerinde, DR1 bdlgelerinde mutasyon bulunan olgularda
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yaptlan cahsmalarda HBV niin neden oldufu karacifer hasarmm artarak siroz
gelisimine neden oldugu gosterilmigtir (69).

Yapilan ¢calismalar 154 amino asitlik X proteininin itk 26-52 amino asitler aras:
bilgesinin son derece degigken oldufunu gdstermigtir. X geninde olduk¢a korunmug
‘bolgeler bulunmaktadsr. Bunlardan ilki 13-24. kodonlar arasmdaki bblgedir. Ikinci ve en
uzun korunmus bolge ise 53-77. kodonlar arasindaki bolgedir ve P AOC ile st tiste
gelmektedir. Ayrica 89-115 ve 132-143. kodonlar arasmndaki bdlgelerin biiytik dlgiide
korunmug olduklari da gosterilmigtir. Kodon 144'%eki degigkenlige kargn 132,
kodondan itibaren proteinin karboksil ucuna kadar korundufu saptanmugtw. En ¢ok
korunmug bdlgelerden biri olan 131-142 arasindaki amino asitler (VFVLGGCRHKLYV)
virlisiin transaktivasyon fonksiyonuyla; Ozellikie de 134-140 arasindaki amino asitler
(LGGCRHK) viriisiin serin proteaz inhibitor fonksiyonu ile iligkili bulunmugtur (166).
Pozisyon 1696-1706 arasmdaki niikleotidler, TTCACCTCTGC amino asitlerine kargihk
gelmekte ve regiilator diziler olarak bilinmektedirler. Cahgmanmizda bu bdlgelerde
highir mutasyona rastlanmarugtr. Ayrica, kodon 145'te saptanan nokta mutasyonu,
virlisiin transaktivasyon fonksiyonu ve serum proteaz inhibitor aktivitesi icin gerekli
olan ve biiyiik Slgiide korunmug olan bdlgelerin diginda bulundugundan, s6z konusu
fonksiyonlan bityilk olasilikla etkilememektedir.

HBV genomunun kor bolgesindeki 11-27 ve 84-101 arasinda yer alan
kodonlarm tiriinleri, sitotoksik T lenfositlerin hedef bdlgeleridir. HBV niin, hiicresel
immiin yamttan kacabilmek icin, bu bilgelerdeki DNA dizilerinde degigiklikler yaptig
bilinmektedir. Caligmamizda, HBV genomunun prekor bilgesinde saptanan 1826, 1828,
1830, 1834, 1856, 1858 ve 1860 mutasyonlar: nt 1846-1907 arasindaki enkapsidasyon
{€) sinyalinin iginde bulunmaktadir. Pre-genom enkapsidasyon sinyali, pre-genomik
RNA'nin paketlenmesi ve pre-genomik RNA'dan, (-) iplikli DNA'nm ters
transkripsiyonunda kalip olarak grev yapmaktadir (104). Bu bdlge ayrica, 'stem-loop'
seklinde ikincil bir yap: olugturma potansiyeline de sahiptir (98) ve bu yapida, kodon
15, kodon 28 ve kodon 29 karmbikh durmakiadw, Inen ve gikan kolda 14%r ot
bulunmakta; ancak bunlardan {igii, 1858 ve 1896, 1855 ve 1899; 1850 ve 1904, Watson-
Crick baz giftlegmesi gbstermemektedir. Bu eslesmemis noktalarin Gigiinde de, yukar:
¢tkan kolda T (U), inen kolda da G bulunmaktadir (Sekil 7.1),
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Sekil 7.1 HBV RNA Enkapsidasyon Sinyalinin Yapis:

Kodon 17, 28 ve 29 eglesmemis bu 3 noktann ikisini olugturmaktadir. Kodon 28
ve 29°daki (G—>A) mutasyonlari, swrastyla kodon 15 ve kodon 14°deki T’ler ile
komplementerlik saglamakta ve boylece ikincil yapiy1 gliclendirmektedir. 1850 ile baz
ciftlesmesi gOstermeyen nt 1904°de, eglegmeyi saglayacak olan, (G—A) mutasyonu
hentiz tanimlanmamugtir. Bu noktamn pregenom enkapsidasyon sinyalinin fonksivonel
agidan en Onemli dizileri olan 1852 ve 1907’nin disinda kalmasi1 buna neden olarak
gosterilmektedir. Cikan koldaki 3 eglesmemis niikleotidin sadece birinin, sekonder
yapty1 kuvvetlendirecek bir mutasyona ugradigi belirlenmigtir. Bu mutasyon da,
1858'deki (T—C) mutasyonudur ve nt 1896'daki G'nin 1858'deki C ile eglesmesine
olanak tammakta ve {i¢ adet eglegmemis noktay1 ikiye indirmektedir. 1858'de bu tiir bir
mutasyon bulunduBunda, eglesmeyi bozacak bir mutasyon olan Al896 asla
gorilmemektedir (146). Caligmamizda da, literatiirle uyumlu olarak, kodon 28'de
A1896 stop kodon mutasyonu saptadifimiz olguda C1858’e rastlanmamstir.
Pozisyon 1856 ve 1898 arasindaki baz eslesmesini bozmayacak sekilde,
1856'daki C'yi, T°ye; 1898'deki G'yi A'ya doniigtiiren mutasyonlar da tanimlanmustir;
ancak cahgmamizda, bu iki mutasyon bir arada saptanmamigtir. Akdeniz iilkelerinde sik
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goriilen, ciddi seyirli, ve fulminan hepatite neden olan ve stop kodon mutasyonuna yol
acarak HBeAg'nin sentezlenmesine engel olan A1896 nokta mutasyonu, 31 olgunun
I'inde (% 3.2) belirlenmistir. HBeAg sentezini engelleyen bir difer mutasyon olan
prekor baglangi¢ kodon mutasyonuna ise olgularm higbirinde rastlanmamistir.

HBV X geninin {iriinli X proteininin fonksiyonunun ne oldugu tam olarak
bilinmemektedir. X geninin DNA'ya baglanma 6zelligi olmadig igin transaktivasyon
etkisini muhtemelen diger proteinlerle etkilegerek veya bazi sinyal iletim sistemleri ile
baglantili yapmaktadir

Son yillarda yapilan aragtrmalarda X geninde delesyonlarin neden oldugu
mutasyonlara rastlanmugtir (99). X proteinin viral replikasyonda rolii olabilecegini
gosteren bulgular bu gendeki mutasyonlarm viriisiin replikasyonunda ve dier bazi
genlerin ekspresyonunda degigikliklere yol acarak atipik serolojik tablolar gosterdigi
saptanmigtir. X geninin polimeraz ve prekor genleri ile tistiiste gelmesi, HBV enh II'nin
ve prekor ve kor promotorlarinm X geni igerisinde yer almalari X geni bélgesindeki
mutasyonlarin ok yOnlii etkileri olabilecegini diistindiirmektedir.

X geni {iriintiniin hepatokarsinogenezde rolit oldugu kabul edilmektedir. Baz1
karacier kanseri hiicrelerinde X geni delesyonlu HBV mutantlari tespit edilmistir
(15,62). Bunlar genellikle 128-132. kodonlar civarinda ¢ergeve kaymasina (frameshift)
neden olan ve 20 amino asit kisa X proteinlerinin meydana gelmesine sebep olan
mutasyonlardir. HBx proteinin apoptozisi p53'ten bagimsiz bir yolla indikledigi ve
hiicrelerin klonal agim c¢ofalmasim azaltif: gOsterilmistir (142). Ayrica, HBe
ekspresyonunun hiicre dongiistiniin ge¢ G1 fazim bloke edip apoptozise gidig 6ncesinde
de hiicre bdliinmesini durdurdugu gsterilmigtic. HBV X geni mutantlannmn HBx'in
apoptozisi indiikleyici ve Gl’de bloklama etkisini ortadan kaldirdifi, bu sekilde
hepatoselliiler kanser gelismesini kolaylagtwdifi iddia edilmektedic. HBX
mutasyonlarinin hepatoselliiler kanserle iligkisine dair birgok hipotez ortaya atilmigtir.
Bunlardan biri de HBx proteininin hiicrenin hasarh DNA'sina baglanma &zelliginde
oldugu, bdylece DNA tamirini engelledigi seklindedir (26). Aym ¢aliymada hasarh
DNA'ya baglanan HBx'in bu DNA'y1 ultraviyole 1s13immn kirtlma etkisine hassas hale
getirdigi de disiiniilmektedir.

Bu tez calismasinda genotipleri belirlenmis 50 olgu ¢aligmaya dahil edilmis, X
gen bolgeleri gesitli primerler kullanilarak cogaltilmigtir. PZR reaksiyonlari sonucunda
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11’1 genotip D, 1’i genotip A ile infekte 12 tane HBX pozitif hasta tespit edilmistir. X
bolgesi dizisini belirlemek icin yapilan dizi analizi reaksiyonlarimin ardindan 12 degisik,
toplam 225 adet nokta mutasyon ve 4 farkli insersiyon saptanmustir. Biitlin hastalarda
sitozinin timine (C>T) (% 24.77 ) ve timinin sitozine (T—C) (%19.60) degistigi
belirlenmigtir. Guaninin adenine (G—=>A) degistifi mutasyon (%13.33) 11 olguda,
sitozine (G—C) degistifi (%10.22) mutasyon ise 9 olguda goriilmiigtiir. 8§ hastada
adenin timin (A—=T) (% 4.77) ve adenin guanin (A=G) (% 6.22) mutasyonu
saptanmigtr. Sitozin adenin (C—A) degigimi 7 (% 4.33) olguda belirlenmigtir. §
hastada sitozinin guanine (C—G) degistigi (% 4) ve adenini sitozine degistigi (A—C)
(% 2.66) saptanmugtir. Guanini timine (G—T) (% 2.22) ve timinin guanine (T—>G) (%
1.77) d6ndiigii mutasyonlar ise 3, timinin adenine (T=>A) (% 3.11) degistigi mutasyon
ise 4 olguda goriilmiigtiir. Adenin (=—>A) ve sitozin (=—>C) insersiyonu 5, timin (~—T)
ve guanin (-—G) insersiyonlar: ise 2 olguda saptanmugtr. Bu mutasyonlar sonucunda
HBYV genomu X bélgesinde toplam 53 aminoasit degigimi olusurken 30 aminoasit de
kodlanamamaktadir. Bu sonuglar, X genindeki mutasyonlarin, genin iirtiniinde birgok
aminoasit degigsimine neden olduklarmi géstermektedir.

Saptanan bazi nokta mutasyonlarm stop kodon olusturmadig: halde
aminoasitlerin kodlanmasma engel oldugu belirlenmigtir. Ayrica, X5 olarak tanimlanan
bir olgunun genotipi D olmasna ramen, sahip oldufu mutasyonlarm yiiksek oranda, ¥
genotipi ile infekte, Cin’de yapilan bir ¢aligma ile belirlenmig bir hastaya benzedigi
gériilmiigtlir. Yapilan aragtirmalarda, son bulunan HBV genotipi H ile F in son derece
benzer oldugu ortaya konmugtur. Aym: calismaya D genotipi oldugu belirlenen 2 olgu
dahil edilmis ve tiim genomun dizi analizi ¢aliymalar1 sonucu H genotipi ile yiiksek
oranda benzerlik gdsterdikleri saptanmugtir (134). Bu verilere dayanarak genotipi D
olarak belirlenmig X5 ile adlandirilan olgunun H genotipinde olabilecegi ihtimali de
bulunmaktadir.

HBV genomunda olugan her gesit mutasyonun virlisiin yapi ve yasam
dOngiisiinii etkileyerek infeksiyon olugturma siirecinden uygulanacak tedavi segenegine
kadar etkili oldugu bilinmektedir. Tiirk toplumunda HBV’niin heterojenitesine
molekiiler diizeyde 1gik tutmay: amacladifinmz bu caligmada, literatiir ile uyumlu
sonuclara ek olarak prekor, kor ve X bdlgelerinde bugiine kadar saptanmamig nokta
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mutasyonlarimn varh$: da gosterilmis ve mutasyon-klinik iliskisi agiklanmaya
cahgiimugtir.

Ulkemizde de ciddi bir toplumsal saglik sorunu olan hepatit B hastah$mmn
epidemiyolojisinin ve molekiiler temelinin iyi bilinmesi korunmadan tedaviye kadar her
etapta gereklidir. Bu goriige dayanarak, $zellikle molekiiler diizeyde yapilacak bu tiir
cahigmalarin  hastalifmn  karakterinin anlagilmasma olumlu katki getirmesi
beklenmektedir.
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