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OZET

Hepatit B virusu (HBV), niikleik asit dizi heterojenitesine gére tanimlanan on genotip (A-]) icermekte
ve bu genotipler birbirlerinden oldukca farkli cografi dagiim gostermektedir. Ulkemizin degisik bolgele-
rinde yapilan calismalarda en yaygin olarak HBV genotip D saptanmaktadir; ancak bugiine kadar Mersin
bolgesinde HBV genotipleri degerlendirilmemistir. Bu calismada, Mersin ilindeki kronik hepatit B hasta-
larinda, pre-S gen dizisi temel alinarak polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon parca uzunluk polimorfiz-
mi (PCR-RFLP) ve DNA dizi analizi ile HBV genotip dagiiminin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya,
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji kliniginde takip edilen 33'ii erkek, 21’i kadin ve yas or-
talamalari 40.05 yil olan toplam 54 kronik hepatit B’li hastaya ait serum drnekleri alinmustir. Hastalar, se-
rum orneklerinde tespit edilebilir HBV DNA diizeyine sahip olup, en az bir yildir antiviral tedavi almakta-
dir. HBV genotip tayini, HBV genomunun pre-S gen bolgesi PCR ile amplifiye edildikten sonra, Avall ve
Mbol kesim enzimleri ile RFLP analizi uygulanarak gerceklestirilmistir. Dogrulama icin, hasta drneklerin-
den 18'inin pre-S gen bdlgesi PCR Uriinlerine direkt DNA dizi analizi uygulanmistir. Genotipler 43 NCBI
(National Center for Biotechnology Information) referans HBV dizisi ile filogenetik olarak karsilastirilarak
belirlenmistir. Genotip belirlenmesi 54 6rnegin yedi tanesinde gerceklestirilememistir. Bu orneklerden
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gl pre-S PCR ile negatif bulunmus, ticli 6zgiil olmayan bantlar vermis, birinde ise PCR sonucunda bek-
lenenden daha kisa, yaklasik 300 bg hizasinda delesyona ugramis bir PCR Griini tespit edilmistir. Kalan
47 6rnegin PCR-RFLP analizinde dort farkli restriksiyon paterni belirlenmistir. Bu paternlerden biri Avall [-
1/Mbol [306/89/51] olup, 6rneklerin %72.3 (34/47)’liinde genotip D olarak acikca ayrimi yapilmistir. Di-
ger g patern ise, Avall [-]/Mbol [357/306/89/51] (7/47, %14.9), Avall [300/146]/Mbol [306/89/51]
(5/47, %10.7) ve Avall [-]/Mbol [357/89/---] (1/47, %2.1) olup, genotip ayrimi tam olarak yapilamamis-
tir. HBV dizilerinin filogenetik karsilastiriimasi, bitiin paternlere ait 6rneklerin NCBI genotip D dizileri icin-
de gruplandigini géstermistir. Avall [300/146]/Mbol [306/89/51] ve Avall [-]/Mbol [357/89/---] paternle-
ri ile delesyona ugramig 6rnek HBV izolatlarinin pre-S gen varyanti olarak kabul edilmistir. Bulgularimiz,
Mersin ilinde predominant HBV genotipinin, tlkemizde ve diger Akdeniz ilkelerinde de yaygin olarak go-
rilen tip olan, genotip D oldugunu gdstermistir. Calismamizin sonuglari ayrica, lkemizin gliney bolge-
sinde dolagimda olan HBV izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisinin anlagiimasinda olduk¢a énemli olan,
HBV izolatlari arasindaki genotipik bir 6rnekliligi ve pre-S gen varyantlarinin varigini da ortaya koymus-
tur.

Anahtar s6zciikler: Kronik hepatit B; hepatit B virusu, genotip; pre-S geni; RFLP; DNA dizi analizi.

ABSTRACT

Currently, ten genotypes (A-]) of hepatitis B virus (HBV) are identified based on the nucleic acid se-
quence heterogeneity, and these genotypes have been shown to have distinct geographic distribution.
Reports of previous studies indicated that the genotype D is the predominant type among hepatitis B
patients in different regions of Turkey, however there is no data for HBV genotypes to date from Mersin
region. The aim of this study was to investigate the HBV genotypes by polymerase chain reaction-rest-
riction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) in chronic hepatitis B patients in Mersin province (lo-
cated in the Mediterranean region of Turkey). A total of 54 serum samples were obtained from the chro-
nic hepatitis B patients (33 male, 21 female; mean age: 40.05 years) followed-up at Gastroenterology
Clinic of Mersin University Hospital. Patients had detectable HBV-DNA levels in their serum samples, and
they were under antiviral therapy for at least one year. Genotyping of HBV was performed by RFLP analy-
sis with the use of Avall and Mbol restriction enzymes after amplification of pre-S gene region by PCR.
Confirmation of selected 18 cases was carried out with direct DNA sequencing. The genotypes were de-
termined by phylogenetic comparison with 43 reference NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation) HBV sequences. Genotype determination was not successful in seven cases; since three of them
were negative in preS-PCR, three of them yielded non-specific bands, and one of them exhibited a de-
leted PCR product, at the 300 bp level that was shorter than expected. Four different restriction patterns
were determined in PCR-RFLP analysis of the remaining 47 samples. One of these patterns which was
Avall [-]/Mbol [306/89/51], was clearly discriminated in 72.3% (34/47) of the samples as genotype D.
Genotype discrimination of three patterns could not be done properly and these patterns were Avall [-
1/Mbol [357/306/89/51] (7/47, 14.9%), Avall [300/146]/Mbol [306/89/51] (5/47, 10.7%), and Avall [-
1/Mbol [357/89/---] (1/47, 2.1%). Phylogenetic comparison of HBV sequences demonstrated that all pat-
terns in our cases were clustered in NCBI genotype D sequences. Patterns of Avall [300/146]/Mbol
[306/89/51] and Avall [-]/ Mbol [357/89/---] and deleted sample were recognized as pre-S gene variants
of HBV isolates. Our data indicated that the predominant HBV type was genotype D as commonly seen
in Turkey and other Mediterranean countries. The results of this study also showed that the genotype
uniformity and pre-S gene variants within the HBV isolates could be crucial in terms of understanding
the molecular epidemiology of HBV circulating in the Mediterranean region of Turkey.

Key words: Chronic hepatitis B; hepatitis B virus; genotype; pre-S gene; RFLP; DNA sequencing.
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GiRis

Hepatit B virusu (HBV) enfeksiyonu diinya capinda bir saglik sorunu olup, yaklasik iki
milyar kisinin HBV ile enfekte oldugu ve 350 milyon kiside enfeksiyonun kroniklestigi be-
lirtiimektedir'. HBV enfeksiyonu, kendini sinirlayan akut hastalik ve inaktif tasiyiciliktan,

kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler kansere kadar degisen genis bir klinik spektruma
sahiptir'.

Hepadnaviridae ailesinde yer alan HBV, zarfli ve ikozahedral simetrili bir DNA virusu-
dur. Kismi cift iplikli ve 3.2 kb bulyukligindeki cembersel genom, birbirleriyle ortiisen
dort gen bolgesi icerir ve virusun zarf (preS1, preS2, S), kor (C), polimeraz (P) ve X (X)
proteinlerini kodlar?. HBV genom replikasyonu bir RNA aracisiyla olmakta ve DNA sen-
tezi viral polimerazin ters (revers) transkriptaz (RT) aktivitesiyle gerceklesmektedir. RT en-
ziminin hata diizeltme (proof-reading) 6zelligi olmadigindan, enfekte kisilerde oldukca
genis dizi ¢esitliligine sahip HBV popiilasyonlari ortaya ¢ikmaktadir®. Yapilan filogenetik
analizlere gore bugiin icin HBV, tim genomda %8’den daha fazla niikleotid dizi farklh-
g1 dikkate alinarak A’dan |'ye kadar 10 farkli genotipe ayrilmistir*. Bu genotiplerin diin-
yadaki dagihimi belirgin bir cografik ve etnik 6zellik gostermekte; genotipik farklihginin,
prognoz ve tedaviye yanit gibi hastaligin klinik 6zelliklerine katkida bulunabilecegi ileri
siiriilmektedir®®. Ornegin; HBV genotip C veya D enfeksiyonunun, genotip A veya B’den
daha ytiksek replikasyon oraniyla siroz ve hepataseliiler kanser gibi daha ciddi karaciger
hastaligi ile iliskili oldugu belirtilmistir®®. Bu nedenle HBV genotiplerinin belirlenmesi,
hastaligin ilerlemesi yontinden risk altinda olan kronik hepatit B hastalarinda daha iyi bir
hasta yonetimi icin oldukca 6nemlidir. HBV izolatlarinin genotiplendirmesinde; restriksi-
yon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP), DNA dizi analizi, filogenetik analiz, “line probe
assay”, ELISA ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli yontemler kullanilabilmekte-
dir’12,

HBV enfeksiyonu acisindan orta endemik bolgeler arasinda yer alan Tirkiye’de popu-
lasyonun yaklasik %5'i kronik hepatit B hastasidir'>'#. Ulkemizin degisik bélgelerinde ya-
pilan calismalarda en yaygin olarak HBV genotip D saptanmaktadir'>-2!. Ancak su ana
kadar Mersin bolgesinde HBV genotipleri degerlendiriimemistir. Bu calismada, Mersin
ilinde HBV ile kronik olarak enfekte hastalarda, pre-S gen dizisi temel alinarak PCR-RFLP
ve DNA dizi analizi ile HBV genotip dagiiminin belirlenmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar

Calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji kliniginde takip edilen
33'U erkek, 21'i kadin ve yags ortalamalari 40.05 yil olan toplam 54 kronik hepatit B'li
hastaya ait serum 6rnekleri dahil edildi. Duzenli olarak kontroli yapilan hastalar, en az
bir yildir antiviral tedavi almaktaydi. Calisma, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
onayi ile gerceklestirildi ve tim hastalarin bilgilendirilmis onami alindi. Hasta serumlarin-
da HBV serolojik gostergeleri Architect i2000SR (Abbott Diagnostics, ABD), HBV DNA
diizeyi ise Cobas TagMan 48 (Roche Diagnostics, Almanya) sistemiyle tespit edilmisti.
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HBV Genotiplerinin Belirlenmesi

Viral DNA izolasyonu: Serum orneklerinden viral DNA izolasyonu, modifiye klasik fe-
nol-kloroform ve kloroform yéntemi kullanilarak gerceklestirildi?> Oncelikle 150 pl se-
rum Ornegi 450 pl parcalayici tampon [13.3 mmol/L Tris-HCI (pH 8.0), 6.7 ymol/pl eti-
len-diamin-tetra-asetik asit, %0.67 sodyum dodesil stlfat ve 133 mg/ml proteinaz-K] ile
karistinldi ve 56°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda énce iki
kez fenol-kloroform (1:1) ekstraksiyonu, daha sonra bir kez kloroform ekstraksiyonu ya-
pildi. DNA, daha 6nceden sogutulmus %96’lik etil alkol ile ¢oktirildi. DNA pelleti ha-
vada kurutulduktan sonra 25 pl niikleaz icermeyen steril suda ¢ozdurdldu ve kalip DNA
olarak kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

PCR-RFLP analizi: HBV genotiplerinin belirlenmesinde, Lindh ve arkadaslarinin?® tarif
ettigi PCR-RFLP ydntemi kullanildi®®>. HBV genomunun pre-S gen bélgesinin 2823. niik-
leotid ve 80. niikleotid arasinda kalan 479 baz cift (b¢)’lik segmenti, 6zgul primerler kul-
lanilarak PCR ile amplifiye edildi (Tablo I). HBV genotiplerinin belirlenmesi, amplifiye seg-
mentin Avall (5'...GTGWCC...3', W= A veya T) ve Mbol (5'...7 GATC...3") kesim enzimle-
riyle inkiibe edilerek RFLP analizinin uygulanmasiyla gerceklestirildi.

Her bir 6rnegin PCR amplifikasyonu 50 pl’lik reaksiyon hacimlerinde (5 pyl TOXPCR
tampon, 2.5 pmol/ul MgCl,, 0.2 pmol/pl dNTP kangimi, 0.25 pmol/pl her bir primer,
1.25 U Taq DNA polimeraz, 5 pl 6rnek DNA'si) gerceklestirildi. Is dongu cihazinda (Ep-
pendorf, Mastercycler, Almanya) amplifikasyon kosullari; 94°C’de 10 dakika baslangic
denatlrasyonu, 40 dongl 94°C’de 45 saniye denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika baglan-
ma, 72°C’'de 1.5 dakika uzama ve 70°C’de 7 dakika son uzama seklinde uygulandi. PCR
arlnleri, %1'lik agaroz jel elektroforezinden sonra 0.5 pg/ml etidyum bromdiir ile boyan-
diktan sonra ultraviyole transiliminatérde gorintilendi.

RFLP analizi icin, ayri reaksiyon tliplerinde, pozitif PCR urtinlerinden 8 pl’si 2 tinite (0.2
pl) Avall (Fermentas, #ER0311) ve Mbol (Fermentas, #ER0812), 1 pl 10X kesim tampo-
nu (Buffer R) ve 0.8 ul niikleaz icermeyen steril su ile karistirildiktan sonra 37°C’de 4-16
saat inklibe edildi. Kesim Urtinleri agaroz jel elektroforezi sonrasinda ultraviyole transili-
minatorde gorintilendi. Kesilen bantlarin buyuklugu molekiler agirhk standardi (Gene-
Ruler 100 b¢ DNA ladder, #SM0241, Fermentas) ile kiyaslanarak degerlendirildi.

PCR iiriinlerinin direkt DNA dizi analizi: Restriksiyon paternlerinin degerlendirilme-
si ve beklenmedik paternlerin restriksiyon alaninin dogrulanmasi icin amplifiye pre-S gen
bolgesi Uriinlerine direkt DNA dizi analizi uygulandi. Toplam 18 6rnege ait pre-S gen

Tablo I. Kullanilan Primerlerin Oligoniikleotid Dizileri

Oligoniikleotid Amplifiye edilen Uriin
Primerler dizileri (5'-3") bolge (niikleotid) uzunlugu (bg)
PreS-F (sense) TCACCATATTCTTGGGAACAAGA 2823-2845 479-446
PreS-R (antisense) TTCCTGAACTGGAGCCACCA 80-61
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bolgesi Grunlerinin “sense” ve “antisense” dizileri “Bigdye Terminator v3.1Cycle Sequ-
encing kit” (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak dizi analizi gerceklestirildi. Dizi anali-
zi verileri ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) kromatogram
seklinde toplandi.

Her 6rnege ait dizi analizi verileri CLUSTAL X versiyon 1.83 yaziim programi ile hiza-
landiktan sonra GENDOC versiyon 2.6.002 (Multiple Sequence Alignment Editor & Sha-
ding Utility) yazihm programi ile konsensus dizi olarak kaydedildi.

Filogenetik analiz: Hasta 6rneklerinden 18 tanesi ve 43 referans NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information) dizisi (29'u genotip D, 14’u diger genotipler) olmak
Uzere toplam 61 dizinin filogenetik karsilastirmasi MEGA versiyon 3.1 paket programi
kullanilarak gerceklestirildi. Dizi analizinden elde edilen pre-S gen bdlgesi dizisi CLUSTAL
X programinda, referans diziler ile toplu bir sekilde hizalandiktan sonra, GENEDOC
programinda gerekli diizeltmeler yapildi. Filogenetik aga¢c MEGA versiyon 3.1 yaziim
programi kullanilarak “Neighbor-Joining” metodu ile olusturuldu.

Restriksiyon alanlarinin dogrulanmasi icin Vector NTI 9.0 (InforMax, Frederick, MD)
yazihm programinda dizi analizleri yapilan 6rneklerin herbirinin ve GenBank dizilerinin
Avall ve Mbol restriksiyon alanlarinin haritasi ¢ikarildi ve goriinen paternleri olusturan
fragment buydukltkleri hesaplandi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 54 hastanin timi HBsAg ve anti-HBc IgG pozitif olup; 19
(%35.2)'unda HBeAg, 4 (%7.4)'linde anti-HBc IgM ve 2 (%3.7)'sinde anti-HBs pozitif
bulunmustur. HBV DNA duzeyi ise HBeAg pozitif hastalarda 15300-789000 (ortanca:
52500) IU/ml iken, HBeAg negatiflerde 84.7-23950 (ortanca: 2350) IU/ml arasinda sap-
tanmis, bir hastada HBV DNA kantite edilememistir.

PCR-RFLP Sonuglan

Calismamizda, pre-S PCR yapilan butiin 6rnekler yaklasik 446 b¢ uzunlugunda Uriin
vermis ve bu orneklerin genotip D oldugu dugtintlmisttr. RFLP ile HBV genotip belir-
lenmesi 54 ornegin 47’sinde yapilmig; ¢ 6rnegin pre-S PCR sonucu negatif oldugun-
dan, U¢ ornekte 6zgll olmayan bantlar gézlendiginden ve bir drnekte beklenenden da-
ha kisa, yaklasik 300 bg hizasinda delesyonlu Uriin saptandigindan toplam yedi 6rnekte
genotipleme yapilamamustir (Tablo II) (Resim 1). PCR’si negatif bulunan tg¢ hastanin iki-
sinde HBV DNA diizeyi < 6, birinde 9180 IU/ml olarak belirlenmis; PCR’de 6zgul olma-
yan urinlerin gozlendigi t¢ hastada HBV DNA diizeyi, 5.170.000, 229.000 ve 22.600
IU/ml olarak izlenmistir. PCR’de delesyonlu amplifikasyon Grlini veren hastanin viral y-
ki ise 27.300.000 1U/ml’dir.

Genotip ayrimi, pre-S PCR Urunlerinin Avall ve Mbol enzimleriyle kesimini takiben
%1.5'lik agaroz jel elektroforezinde olusan fragmentlerin say1 ve uzunlugunun degerlen-
dirilmesiyle gerceklestirilmis ve dort farkl restriksiyon paterni belirlenmistir (Resim 2). Bu
paternlerden biri Avall [-]/Mbol [306/89/51] olup, 6rneklerin %72.3 (34/47)'Unde ge-
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Tablo Il. Calisilan Orneklerin PCR-RFLP Sonuclar ve Genotip Degerlendirmesi (n= 54)

Genotip degerlendirmesi yapilanlar (n= 47)

PCR sonucu RFLP fragment uzunlugu (bg) Toplam
(tirtin buyikligi) Avall Mbol Genotip sayi (%)
Pozitif (446 bg) 446 (kesim yok) 306/89/51 D 34 (72)
Pozitif (446 bg) 446 (kesim yok) 357/306/89/51 D 7 (15)
Pozitif (446 bg) 300/146 306/89/51 D 5(1)
Pozitif (446 bg) 446 (kesim yok) 357/89/--- D 1)
Genotip degerlendirmesi yapilamayanlar (n= 7)

PCR negatif 3
Ozgiil olmayan PCR riinii 3
Delesyonlu PCR drind D* 1

* Kesin degerlendirme filogenetik analiz sonuglarina gore yapilabilmistir.

1000 bg
900 b¢
800 b

700 b
600 bg

500 bg
0446 b¢

400 bg

300 bg

200 b

100 beg

Resim 1. Pre-S gen bolgesinin ~446 b¢ ve 300 bg hizasindaki PCR amplifikasyon dirtinlerinin jel elektroforezi
gortinttist [Kolon M: Molektiler adirlik standardi (100 bg); Kolon 1-5: ~446 b¢ uzunlugundaki pre-S dirtinleri;
Kolon 6: ~300 b¢ uzunlugunda pre-$ triinti; Kolon 7: HBV DNA negatif kontrol].

notip D olarak acikca ayrimi yapilmistir. Diger ¢ patern Avall [-]/Mbol [357/306/89/51]
(7/47, %14.9), Avall [300/146]/Mbol [306/89/51] (5/47, %10.7) ve Avall [-]/Mbol
[357/89/---] (1/47, %2.7) olup, beklenmeyen bu kesim paternleriyle genotip ayrimi ke-
sin olarak yapilamamistir. En yaygin goriilen kesim paternlerinden Avall [-]/Mbol
[306/89/51] ile Avall [300/146]/Mbol [306/89/51] Resim 3’te gosterilmistir.

Filogenetik Analiz Sonuclari

Beklenmeyen paternlerin genotip degerlendirmesinin kesin olarak yapilabilmesi icin,
bu beklenmeyen patern veren orneklere (13 adet), delesyona ugramis yaklasik 300 b¢’lik
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Resim 2. Pre-S gen bdlgesi PCR-RFLP analizi sonucu elde edilen dért farkl kesim paterni [Her bir érnegin ti¢
kolonda elektroforezi yapilmistir. llk kolon enzimle muamele edilmemis, ikinci kolon Avall ile inkdbe edilmis ve
tictincti kolon Mbol enzimi ile inkiibe edilmis PCR triinlerinden olusmaktadir. Kolon M: Molekdiler agirlik stan-
dardi (100 bg); Ornek 1: Avall enzimi ile kesim yok ve Mbol enzimi ile 306/89/51 b¢'lik kesim iirtinleri; Or-
nek 2: Avall enzimi ile kesim yok ve Mbol enzimi ile 357/306/89/51 b¢'lik kesim diriinleri; Ornek 3: Avall en-
zimi ile 300/146 bg’lik ve Mbol enzimi ile 306/89/51 b¢'lik kesim iiriinleri; Ornek 4: Avall enzimi ile kesim
yok ve Mbol enzimi ile 357/89/--- b¢'lik kesim (iriinleri; Ornek N: Negatif kontrol].

ornege ve RFLP ile genotip D olarak belirlenebilenlerin dogrulanmasi icin temsilen secilen
dort ornek olmak Uzere toplam 18 6rnege DNA dizi analizi uygulanmistir. Calisilan 18
hasta ve 43 referans NCBI HBV dizisinin (29'u genotip D ve 14’l diger genotipler) filoge-
netik karsilastirmasi, biitlin paternlere ait HBV dizilerinin, NCBI genotip D dizileri icinde
gruplandigini gostermistir (Sekil 1).

Avall enzimi ile kesilmeyen ve Mbol enzimi ile 306/89/51 b¢’lik kesim Griinleri veren
34 ornegi temsilen, bu drneklerden secilen dort HBV pre-S gen bolgesi, NCBI genotip D
dizilerindeki gibi Avall icin restriksiyon alanina sahip olmadigi ve Mbol icin pre-S geninin
2943. ve 28. pozisyonlarinda restriksiyon alanina sahip oldugu belirlenmistir. Avall enzi-
miyle kesilmeyen ve Mbol enzimiyle 357/306/89/51 b¢'lik kesim Urinleri veren yedi or-
nekte de, genotip D olarak belirlenenlerde oldugu gibi pre-S geninin 2943. ve 28. po-
zisyonlarinda restriksiyon alanina sahip oldugu gosterilmistir. Bu 6rneklerde gozlenen
357 b¢'lik fragmentin, 306 ve 51 b¢'lik fragmentleri olusturan kesilmemis bir fragment
oldugu anlasilmistir. Avall enzimiyle 300/146 bg¢ ve Mbol enzimiyle 306/89/51 b¢'lik ke-
sim urlnleri veren bes 6rnegin restriksiyon haritasinda bu kesim alanlari dogrulanmistir.
Restriksiyon haritasi ¢ikarilan NCBI dizilerinden HBV genotip D2 olarak belirlenen Tdirki-
ye'ye ait AY796031 referans dizisinde ve genotip D1 olarak belirlenen iran’a ait
AY741796 referans HBV dizisinde de bu patern gosterilmistir. Bu sebeple bu bes HBV di-
zisi genotip D olarak belirlenmistir. Avall enzimiyle kesilmeyen ve Mbol enzimiyle
357/89/-- b¢'lik kesim uriinleri veren bir 6rnegin dizi analizi sonrasinda diger gen dizile-
riyle hizalandiginda Mbol restriksiyon alanlarindan birinin kaybolmasina neden olan 31.
nikleotiddeki G'den A’ya niikleotid degisimi meydana geldigi gorilmustdr.
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Resim 3. Pre-S gen bélgesinin PCR-RFLP analizi sonucu elde edilen en yaygin kesim paternlerinin jel elektrofo-
rezi gortinttisti [Kolon M: Molektiler agirlik standardi (100 bg); A: Avall enzimi ile kesim negatif ve Mbol en-
zimi ile 306/89/51 b¢'lik kesim dirtinleri; B: Avall enzimi ile 300/146 b¢’lik ve Mbol enzimi ile 306/89/51 b¢'-
lik kesim trtinleri; N: Negatif kontrol].

Delesyona ugramis ~300 b¢'lik triin veren 6rnegin DNA dizi analizinde, biitiin geno-
tip D olarak belirlenen HBV pre-S dizilerinde bulunan 33 b¢’lik delesyon gorilmis; bu
nedenle genotip D olarak degerlendirilmistir. Ayrica filogenetik analizinde genotip D
grubu icinde yer aldig1 gozlenmistir. Ayrica bu 6rnekte delesyona ugrayan bolgenin, pre-
S gen bodlgesinin 3015-3026, 3030-3041 ve 3122-80. niikleotidler arasinda oldugu be-
lirlenmigtir. Calisilan tiim hastalarin HBV genotiplerinin D oldugu gortlmustir (Tablo II).

TARTISMA

HBV genotipleri, tiim diinyada degisik cografik dagiim paterni gosterir>’-2. Bunlar-
dan genotip A, genelde Avrupa, Kuzey Amerika, Brezilya ve Giiney Afrika’da; genotip B
ve C benzer bir dagilm ile Gliney-Dogu Asya, Uzak Dogu ve Pasifik bolgelerinde; geno-
tip D, Gliney Avrupa, Orta Asya, Hindistan ve Akdeniz bolgesinde; genotip E, Bati ve Gii-
ney Afrika’da; genotip F, Gliney ve Orta Amerika’da; genotip G, Amerika ve Avrupa
(Fransa)'da; genotip H, Meksika ve Kaliforniya’da; genotip | ise Cin ve Vietnam’da yay-
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Sekil 1. Calismaya ait 18 6rnek ve 43 NCBI veritabani HBV dizisi pre-S gen bélgesinin “Neighbor-Joining” kar-
silastirma yontemiyle olusturulmus filogenetik agag.

Calisma érnekleri alti cizili olarak gésterilmistir. 110.SC, 99.NO, 38.HA ve 87.1A Avall [-]/Mbol [306/89/51]
paterni; 121.MG, 72.5D, 58.Ni, 29.RB, 115.5M, 20.AA ve 9.IU Avall [-]/Mbol [357/306/89/51] paterni;
103.AS, 41.Z0, 46.HY, 83.5K ve 64/31.MY Avall [300/146]/Mbol [306/89/51] paterni; 96.SK Avall [-
J/Mbol [357/89/---] paterni géstermistir ve 68.AY ise delesyonlu érnektir.

NCBI dizilerinin GenBank erisim numaralari: genotip A: AF297621, X02763; genotip B: AB073858, D00330;
genotip C: AB033556, AB048704; genotip D: AY796030, AY721606, AY721609, AY721608, AY721607,
AJ344117, AY661792, AY661793, X85254, AB126581, X80924, AY721611, X59795, AY796032,
M32138, 127106, AF280817, AY161157, AY796031, AY721612, Aj344116, AY741796, AY721605,
AY090452, X72702, X80925, AB048701, AB033558, AY721610, genotip E: X75657, X75664, genotip F:
X69798, X75663, genotip G: AB056515, AF160501, genotip H: AY090454, AY090460.
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gin olarak bulunmaktadir?-3°. Uluslararasi seyahat ve insan géclerinin oldukca sik oldu-
gu giinimuzde, yeni HBV genotiplerinin toplumlara girisi, genotipler arasi rekombinas-
yona veya bir genotipin digerine degismesine neden olabilmektedir'-32. Gocler veya ce-
sitli genotiplerin kitalar arasi dolagimi g6z 6niine alindiginda, HBV genotiplerinin belir-
lenmesi, Avrupa ve Asya kitalari arasinda bir képrii olan tlkemiz icin biytik neme sa-
hiptir. Ayrica son yillarda, HBV genotipleri ile hastaligin siddeti, prognozu ve tedaviye ya-
niti arasinda iliski oldugu vurgulanmakta; genotip A'nin kronik enfeksiyona ilerlemede,
genotip C'nin ise siroz ve HSK gibi ciddi hastaliklarin olusmasinda diger genotiplerden
daha yiiksek risk tasidig ifade edilmektedir®3334. Ancak calismamizda, Mersin ilinde kro-
nik HBV enfeksiyonlu 54 hastanin hepsinin genotip D ile enfekte oldugu belirlendigin-
den, kronik enfeksiyon ile genotip arasindaki iliski degerlendirilememistir.

HBV genotiplerinin genom buylkligl ve niikleotid pozisyonlari da farkhlik goster-
mektedir. Genotip B, C, F ve H, 3215 niikleotid uzunlugunda iken; genotip D pre-S1 gen
bolgesinde 33 nikleotidlik, genotip E ve G de ayni bolgede 3 niikleotidlik delesyona sa-
hiptir. Buna karsin genotip A, polimeraz geninin terminal protein bolgesinde 6 niikle-
otidlik, genotip G ise kor geninin amino ucunda 36 niikleotidlik insersiyona sahiptir’.
Lindh ve arkadaslan??, biitiin NCBI genotip D suslarinin pre-S1 gen bélgesinde 2859-
2891. nukleotid pozisyonunda sahip oldugu 33 b¢’lik bu delesyon nedeniyle, PCR son-
rasi bu suslarin 479 bg yerine 446 b¢ uzunlugunda urin verdigini ve boylece genotip D
suslarinin tespit edilmesinin kolaylastigini ifade etmektedirler. Bizim calismamizda da
HBV genotiplerinin belirlenmesinde Lindh ve arkadaslarinin®® tanimladigi PCR-RFLP te-
melli yontem kullanilmistir. Yaptigimiz calismada genotiplendirmesi yapilabilen hastala-
rin hepsi yaklasik 446 b¢ uzunlugunda (33 bg delesyonlu) Uriin vermis; ancak bir 6rnek
yaklasik 300 b¢ uzunlugunda delesyonlu Griin vermistir. Bu 6rnekte 446 bg hizasinda da
PCR trtint goriinmekte olup, dolasgimda “wild” tip ve delesyona ugramis varyantlardan
olusan karisik virus havuzunun oldugunu distindirmektedir. Bu metotta, butin genotip
D dizileri, Avall enzimi icin restriksiyon alani bulunmadigi icin bu enzimle kesilmemekte;
Mbol enzimiyle kesimden sonra ise iki temel restriksiyon paterni (306/67/52/21 ve
306/88/52) elde edilmektedir?®. Ancak, yaptigimiz bu calismada ilging bir sekilde, dort
farkli restriksiyon paterni belirlenmistir. Bu paternlerden (¢t beklenmedik restriksiyon
paternleri olup, calisilan 6rneklerin 13 tanesinde (tum 6rneklerin %27.7’si) gorulmustir.
Bu beklenmedik restriksiyon paternleri ise orijinal makalede bildirilmemistir (Tablo II).
Genotip D olarak ayrimi yapilabilen patern Avall [-]/Mbol [306/89/51] olup 6rneklerin
%72.3 (34/47)'linde tespit edilmistir. Diger Ug restriksiyon paterni olan Avall [-]/Mbol
[357/306/89/51] (7/47, %14.9), Avall [300/146]/Mbol [306/89/51] (5/47, %10.7) ve
Avall [-]/Mbol [357/89/---] (1/47, %2.1)'nin RFLP ile genotip ayrimi kesin olarak gercek-
lestirilememistir. Beklenmeyen restriksiyon paterni veren 13 6rnegin, bir delesyonlu or-
negin ve PCR-RFLP ile ayrimi yapilabilen 6rneklerden kontrol olarak temsilen secilen dort
ornegin ve 43 referans HBV dizisinin filogenetik analizi, bitin paternlere ait orneklerin
genotip D dizileri arasinda gruplandigini gostermistir.

Avall [-]/Mbol [357/306/89/51] paterni veren pre-S gen dizilerinin restriksiyon alani
analizi sonunda, 357 b¢'lik fragmentin 306 ve 51 b¢’lik fragmentleri olusturan kesilme-
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mis PCR fragmenti oldugu anlasiimistir. Her ne kadar 306 ve 51 bc¢'yi olusturan restrik-
siyon alanlari dogrulanmis olsa da, bu ornekler Mbol ile kesilebilen ve kesilemeyen kari-
stk virus havuzunu (turimsu) icerebilir. Karigik izolatlarin bulundugu bu 6rneklerde ise,
ancak klonlama yaparak gercek virus poptlasyonlari gosterilebilir. Avall [300/146]/Mbol
[306/89/51] paterni veren bes 6rnegin, bu restriksiyon alanlari dogrulanmistir. Bu pater-
ni olusturan restriksiyon alanlari, Tirkiye AY796031 genotip D2 ve iran AY741796 geno-
tip D1 referans dizilerinde de gosterilmistir. Bu sebeple bu bes 6rnek genotip D olarak
kesin olarak belirlenmistir. Avall [-]/Mbol [357/89/---] paterninin analizinde, 28. niikle-
otid pozisyonunda Mbol’in kesim alaninin degismesine sebep olan tek niikleotid poli-
morfizmi gozlenmistir. Gorildigi gibi, RFLP yonteminin en 6nemli dezavantajlarindan
biri; 6zgul restriksiyon alaninin degismesine sebep olan tek niikleotid degisimleridir.
Ozellikle bu niikleotid degisiklikleri 6zgiin restriksiyon alanlarinda meydana geldiginde,
HBV suslarinin genotip tayini basarisiz olmakta ve bu da RFLP'nin genotiplerin belirlen-
mesindeki gulvenilirligini azaltmaktadir.

Calismamizda, tum hastalardaki HBV suslarinin genotip D oldugu gérulmus; pre-S
gen varyantlarinin varligi filogenetik analizle gosterilmistir. Bu suglarin prevalansi Mersin
ili icin %14.6 (7/48) olarak bulunmustur; ancak bunun diger cografi bolgeler icin de be-
lirlenmesi gerekmektedir. Calismamizin sonuglari, genotip D dizilerinde pre-S gen bol-
gesinde Avall enzimiyle kesilebilen, 300/146 bg¢ paternine karsilik gelen ve daha 6nce-
den bildirilmemis yeni restriksiyon alanini gostermistir. Avall [300/146]/Mbol
[306/89/51] ve Avall [-]/Mbol [357/89/---] paternleri ile (pre-S gen bdlgesinin 3015-
3026, 3030-3041 ve 3122-80. niikleotidler arasinda) delesyona ugramis 6érnek, HBV ge-
notip D suslarinin pre-S gen varyanti olarak kabul edilmistir. Utama ve arkadaglarinin3s
calismasinda, Endonezya’da delesyonlu izolatlara %12.1 oraninda rastlandigi ve belirle-
nen pre-S gen delesyonlu suslarin hastaligin ilerlemesiyle iliskili oldugu belirtilmistir. Bu
sebeple, calismada elde ettigimiz verilerin, bélgemizde hastaligin tedavisi basta olmak
Uzere, HBV’nin immudinolojik ve genetik tanisina 1sik tutacagi diistincesindeyiz.

Ulkemizin cesitli bélgelerinde, pre-S veya S gen bdlgesinin PCR-RFLP veya DNA dizi
analizi ile yapilan HBV genotiplendirme calismalarinda en sik rastlanilan genotip D’dir'*
21,36-40_Serin ve arkadaslarinin'’ calismasinda, Tiirkiye’nin giiney bolgesinde HBV geno-
tiplerinin genel dagilimi arastiriimis, ancak bu calismada Mersin ili yer almamugtir. Yapti-
gimiz bu calismada, ilimizde ilk defa HBV izolatlarinin genotipleri tespit edilerek pre-S
gen varyantlari gosterilmis; calisilan 47 kronik HBV enfeksiyonlu hastada en yaygin ge-
notipin, lkemiz ve bolgemiz verileriyle uyumlu olarak genotip D oldugu belirlenmistir.
Buna karsin ilkemizde diger HBV genotiplerinin bildirildigi cahismalar da vardir. Onga-
ner ve arkadaslari*', istanbul’da HBV ile enfekte 50 hastada, S gen bélgesinin RFLP ana-
lizi ile genotip D (%84), A (%12) ve F (%4) olmak Uzere Uc farkli genotip saptamislar-
dir. Kaya ve arkadaslari'® ise Isparta’da 124 hastada yaptiklari calismada, pre-S2 epitop
ELISA yontemiyle genotip D/E (%85.1), A (%4.4), C (%1.4) ve F (%0.7)yi tespit etmis-
lerdir. Bu sonuglar Tirkiye’de dolasimda olan HBV suslarinin heterojenitesini gostermek-
tedir. Ancak ilging olarak, pre-S gen bdlgesinin hedef alindigi DNA dizi analizi calisma-
larda sadece D genotipi bildirilirken, S geninin PCR-RFLP analizi veya pre-S2 epitop ELI-
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SA'nin kullanildigr calismalarda genotip A, C ve F gibi farkli genotiplerin bulundugu go-
rilmektedir. Dolayisiyla, DNA dizi analizi ile desteklenmeyen yontemlerde, varyant sus-
lar veya supheli sonuclarin farkli degerlendirmelere sebep olabileceginin g6z 6niinde bu-
lundurulmasi gerekmektedir.

Ulkemizde kronik hepatit B'nin tedavisinde HBV genotiplerinin belirlenmesinin, teda-
viye baglama veya hasta yonetiminde kullaniimasiyla ilgili bir kriter bulunmamaktadir.
HBV genotip dagiimiyla ilgili tiilkemizde yapilan ¢alismalarda homojen olarak sadece D
genotipinin gosterilmis olmasi, standart klinik yaklasim kolayhgi saglayabilmistir. Ayrica
hakim olarak sadece bir genotipin gortlmesi de farkli genotipler ile koenfeksiyon olasili-
gini ve genotipler arasi olasi rekombinasyon riskini de sinirlamaktadir. Calismada elde et-
tigimiz genotip bir ornekliligi ile ilgili molekiler epidemiyolojik verilerin kronik hepatit
B’li hastalara karsi klinik yaklagima katkida bulunacadi distinilmektedir.

Sonug olarak calismamizda, Turkiye’nin bircok bolgesinde ve diger Akdeniz tlkelerinde
oldugu gibi, kronik hepatit B hastalarinda en yaygin HBV genotipinin D oldugu gosteril-
mis ve RFLP yonteminin kolay uygulanabilir ve gorece olarak basarili olmasi (6rneklerin
%72.3'inde genotip ayrimi kesin olarak yapilmistir) nedeniyle klinik tanisal laboratuvarlar-
da kullanilabilecegi kanisina varilmistir. DNA dizi analizi ve filogenetik analiz ile niikleotid
dizilerinin cikarilarak HBV genotiplerinin belirlenmesi, oldukca glivenilir sonuclar verse de,
bizim gibi sinirli kaynaklara sahip molekiler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, rutin tanisal
test olarak kullaniimasi uygun degildir. Diger yandan, pre-S gen varyantlarinin tespit edile-
bilmesi icin DNA dizi analizi ve filogenetik analizin, tilkemizde dolagimda olan HBV suslari-
nin molekiler epidemiyolojisinin anlasiimasinda uygun yontemler oldugu distindlmustur.
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