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ÖZET

Amaç: Son yıllarda viral replikasyon kaybı olmaksızın anti-HBe serokonversiyonu 
gösteren bazı kronik hepatit B hastalarından izole edilen Hepatit B Virus (HBV) 
Deoksiribo Nükleik Asit (DNA)’lerinin incelenmesi ile prekor/kor geni üzerindeki 
mutasyonların varlığı ortaya konmuştur. Bu çalışmada kronik hepatit B hastalarından 
elde edilen serum örneklerinde prekor/kor mutasyonlarının sıklığı araştırılmıştır.
Yöntemler: Bu amaçla seroloji laboratuvarına gelen anti-HBe ve HBV DNA pozitif 
69, HBeAg ve HBV DNA pozitif 31 toplam 100 serum örneğinde, INNO-LIPA yönte-
miyle prekor/kor mutasyonunun varlığı araştırılmıştır. İstatistiksel analizlerde SPSS 
11,5 kullanılarak ki-kare ve varyans analizi testleri yapılmıştır.
Bulgular: Altmışsekiz örnekte prekor bölgesinde, 57 örnekte ise kor promoter bölge-
sinde mutasyon saptanmıştır. HBeAg pozitif 31 örneğin 11’inde (%35), anti-HBe 
pozitif 69 örneğin ise 57’sinde (%83) prekor bölgesinde; yine HBeAg pozitif 31 örneğin 
10’unda (%32), anti-HBe pozitif 69 örneğin ise 47’sinde (%68) kor promoter bölgesin-
de mutasyon tesbit edilmiştir. Hem prekor hem de kor promoter mutasyonları anti-
HBe pozitif olan grupta belirgin olarak yüksek bulunmuştur (p<0.05).
Sonuç: Sonuç olarak, çalışma grubumuzda prekor/kor mutasyonlarına sık olarak 
rastlandığından, kronik hepatit B hastalarında tanı ve tedavinin planlanması-
izlenmesi aşamalarında bu mutasyonların varlığının araştırılmasının yararlı olacağını 
düşünmekteyiz.

Anahtar kelimeler: HBeAg, Anti-HBe, HBV-DNA, prekor, kor, mutasyon

ABSTRACT

Objective: In recent years, the presence of precore/core region mutations were unco-
vered by the examination of Hepatitis B Virus (HBV) deoxyribonucleic acid (DNA) 
that is isolated from patient samples with anti-HBe seroconversion without viral rep-
lication loss. In this study, the frequency of precore/core mutations were investigated 
on serum samples obtained from chronic hepatitis B patients.
Methods: From a total of 100 samples 69 anti-HBe and HBV DNA positive, and 31 
HBeAg and HBV DNA positive samples were analyzed in the study to determine the 
mutations with the INNO-LIPA method at the Serology laboratory. Statistical analyses 
were bone with, SPSS v11.5 and chi-square and variance analysis (ANOVA) tests were 
conducted.
Results: The precore mutations were detected in 68, while the core promoter mutati-
ons were present in 57 samples. Mutations were detected at the precore region in 11 
out of 31 HBeAg positive (35%), and 57 out of 69 anti-HBe positive samples (83%). 
Likewise, the core promoter region was affected in 10 of 31 HBeAg (32%), and 47 out 
of 69 anti-HBe positive samples (68%). Both precore and core promoter mutations 
were substantially higher in the anti-HBe positive group (p<0.05). 
Conclusion: As a result, since precore/core mutations were prevalent in samples obtai-
ned from the study group, it is our opinion that careful attention must be paid to such 
mutations during the diagnosis and treatment phases of chronic hepatitis B patients.
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 GİrİŞ 

 Hepatit B virusu (HBV), dünyada 350 milyonu 
aşkın kişiyi enfekte etmesi, karaciğer sirozu ve kara-
ciğer kanserine yol açabilmesi nedeniyle çok ciddi 
bir sağlık sorunudur. HBV’nin hangi mekanizmayla 
karaciğerde hasar yaptığı bilinmemektedir. Virusun 
sitopatik olmadığı, enfekte hepatositlere karşı gelişen 
immün yanıtın karaciğer hasarından sorumlu olduğu 
sanılmaktadır. Bu durumda konağın immün yanıtının 
etkinliği yanı sıra virusun antijenik yapısındaki, anti-
jen ekspresyonu ve replikasyon kapasitesindeki deği-
şiklikler de karaciğerde oluşan patolojide farklılıklara 
neden olabilir (1). Virusa ait bu faktörler virusun gene-
tik yapısındaki değişikliklerle yakından ilişkilidir. Bu 
nedenle HBV enfeksiyonlarının akut kendi kendini 
sınırlayan hepatitten, asemptomatik taşıyıcılık, ful-
minan hepatit, kronik hepatit ve karaciğer kanserine 
kadar değişen farklı klinik görünümlerinden virusun 
genomik değişikliklerinin sorumlu olup olmadığı hep 
merak edilmiştir. Moleküler biyolojik yöntemlerin 
gelişmesi virusun genomundaki değişikliklerin daha 
kolay ve daha geniş incelenmesine olanak sağlamış-
tır. Son on yılda HBV genetik değişiklikleri ve bun-
ların hastalığın kliniği ile ilişkileri çok sayıda araştır-
manın konusu olmuştur.
 Kısmen çift sarmallı bir DNA virusu olan HBV, 
yaşam siklusu sırasında pregenomik Ribo Nükleik 
Asit (RNA)’dan revers transkripsiyonla DNA’ya 
dönüşür. Her ne kadar hızlı replikasyon yeteneğine 
sahip bir virus olarak bilinse de; revers transkriptaz 
enziminin ilk okuma yeteneğindeki zayıflık nedeni 
ile, bu aşamada nükleotid yerleşiminde yanlışlıklar 
meydana gelmekte ve sonuçta genom yapısında 
moleküler düzeyde küçük mutasyonel değişimler 
ortaya çıkmaktadır. Klinik seyir, tedavi ve korunma 
açısından önemli sorunlar yaratan bu duruma tahmin 
edilenden daha sık rastlanmaktadır. Enfekte bireyler-
de her yıl HBV’nin tek bir lokusunda 1.4-3.2x10-5 
mutasyon olabileceği hesaplanmıştır. Aktif bağışık 
yanıt varlığına rağmen, virusta meydana gelen gene-
tik değişiklikler mutant suşun hayatiyetini devam 

ettirmesine olanak sağlamakta, bu durum tanıda karı-
şıklıklara, aşı çalışmalarında ise başarısızlıklara yol 
açmaktadır. Bu nedenlerle HBV mutantlarının önemi 
her geçen gün biraz daha artmaktadır (2).
 Son yıllarda viral replikasyon kaybı olmaksızın anti-
HBe serokonversiyonu gösteren bazı hastalardan izole 
edilen HBV DNA’ ların incelenmesi ile prekor/kor geni 
üzerindeki mutasyonların varlığı ortaya konmuştur. 
Prekor/kor bölgesi mutasyonları HBV’nin ilk tespit 
edilen ve üzerinde en çok durulan mutasyonlarıdır. 
 Kronik HBV infeksiyonunun doğal seyrinde 
HBeAg viral replikasyonun bir göstergesi olarak 
kabul edilir. HBeAg’den anti HBe’ye serokonversi-
yon genellikle HBV replikasyonunun durması ve 
klinik remisyon ile eşzamanlıdır. Hâlbuki, bazı 
HBeAg negatif hastalarda viremi ve aktif karaciğer 
hastalığı devam etmektedir. Bu hastaların birçoğu 
HBeAg üretiminin azalması ya da durmasına neden 
olan çeşitli HBV formları ile infekte olmuşlardır. 
İnfeksiyöz virion üretiminin devam etmesine rağ-
men, HBeAg sentezinin olmadığı prekor bölge mutas-
yonları tanımlanmıştır (3). Bunlardan en sık karşılaşı-
lanı prekor bölgesinde prematür stop kodon oluşu-
muna neden olan 1896. nükleotitte görülen Guanin 
(G)-Adenin (A) değişikliğidir (A1896G) (4,5). Yapılan 
çalışmalarda prekor mutantlarının HBeAg pozitif 
kronik HBV enfeksiyonlarında da görülebileceği 
gösterilmiştir (6). Ancak bu grupta prekor mutasyonla-
rının önemi net değildir.
 HBeAg negatif ve pozitif kronik HBV infeksiyo-
nu olan hastalarda kor promoter bölgesinde başka 
mutasyonlar da tanımlanmış olup, bu mutasyonlar 
promoter messengerRNA (mRNA) transkripsiyonu-
nu azaltıcı yönde regüle ederek HBeAg ekspresyonu-
nun azalmasına neden olmaktadırlar (7-9). Kor promo-
ter mutasyonları çoğunlukla 1762. nükleotitte 
A-Timin (T) (A1762T) ve 1764. nükleotitte G-A 
(G1764A) değişikliği şeklindedir.
 Bu çalışmada bölgemizdeki kronik hepatit B has-
talarından elde edilen serum örneklerinde prekor/kor 
mutasyonlarının yaygınlığının araştırılması amaçlan-
mıştır.
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 Gereç Ve YÖnTem 

 Serum örnekleri: Üniversitemiz Tıp Fakültesi Tıbbi 
Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Seroloji laboratuvarına 
gelen HBsAg ve HBV DNA pozitif 100 örnek geriye 
dönük olarak taranarak çalışmaya alındı.
 Serolojik inceleme: Örnekler HBeAg ve anti-HBe 
açısından makroeliza yöntemiyle (AXYM, Abbott) 
test edildi.
 Total serum DNA izolasyonu: Total DNA 200 µl 
serum örneğinden NucleoSpin DNA isolation kit 
(Biogene, Kimbolton, UK) kullanılarak üretici firma-
nın önerileri doğrultusunda ekstrakte edildi.
 Real-time PCR: Hastaların viral yük düzeyleri 7700 
DNA sequencer [Perkin-Elmer (Applied Biosystems, 
Inc.)] kullanılarak florojenik real-time Polimerase Chain 
Reaction (PCR) yöntemiyle araştırıldı.
 Prekor/kor mutasyonlarının araştırılması: Serum 
örnekleri prekor/kor mutasyonları varlığı açısından 
INNO-LIPA HBV prekor (Research prototype kit; 
Innogenetics NV, Ghent, Belgium) kiti ile araştırıldı. 
INNO-LiPA HBV prekor revers hibridizasyon temel-
li bir testtir. INNO-LiPA HBV prekor stipleri bir adet 
kahverengi marker çizgisi, 2 adet kontrol çizgisi ve 7 
adet paralel prob çizgisi içerir. 200 µl serum örneğin-
den izole edilen DNA örnekleri 10 µl steril distile su 
ile dilüe edildi ve nested PCR ile amplifiye edildi. 
Basal kor promoter ve prekor bölgesinden çoğaltılan 
biotinlenmiş DNA materyali, membran-temelli strip-
lere paralel çizgiler şeklinde immobilize edilmiş 
spesifik oligonükleotid problarla hibridize edildi (3). 
Hibridizasyonun ardından, hibridize olmamış DNA 
yıkamayla uzaklaştırıldı, alkalin fosfatazla işaretlen-
miş streptavidin eklendi ve bu strip üzerindeki hibri-
dize olmuş olan biotinli örneklere bağlandı. Ardından 
kromojen eklenip inkübe edildi ve pozitif sonuçlar 
mor/kahverengi çizgiler şeklinde gözlendi. 

 İstatistiksel analizler
 SPSS 11,5 kullanılarak ki-kare ve varyans analizi 
testleri yapıldı.

 BulGular

 Yüz örneğin 68’inde (%68) prekor bölgesinde, 
57’sinde (%57) kor promoter bölgesinde mutasyon 
saptandı.

 Prekor mutantları
 Prekor bölgesinde 31 (%31) örnekte 1896. nükle-
otitte mutasyon saptanmadı (wild-type). Otuz altı 
(%36) örnek G1896A mutasyonuna, 32 (%32) örnek 
de wild-type ve variant sekansların her ikisinin de 
saptandığı mix tip mutasyona sahipti (Tablo 1). 
Prekor variantlar antiHBe pozitif örneklerde (%83), 
HBeAg pozitif örneklere göre (%35) daha sık olarak 
tespit edildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamlı 
bulundu (p<0,05). Anti-HBe ve HBeAg pozitif örnek-
lerde tek başına 1896 mutasyonu sırasıyla %51 ve 
%3, mix tip mutasyon %32 ve %32, wild-type sekans 
ise %16 ve %65 olarak saptandı. Anti-HBe pozitif bir 
örnek ise “tiplendirilemeyen” olarak belirlendi. 

 

Kor mutantları
 Kor bölgesinde, INNO-LiPA HBV prekor testiyle 

Tablo 1. ınno-liPa prekor ile prekor ve kor mutantlarının 
sıklığı.

Bölge ve variant

PC (nt 1896) 
WT (G)
Variant (A)
WT+ Variant (G+A)
Untypeable
TOTAL

CP (nt1762 ve nt 1764)
WT (AG)
Dual variant (TA)
Single variant (AT)
Single variant (AA)
Mixed (AG+TA)
Mixed (AG+AA)
Mixed (AG+AT)
Mixed (WT+AA+TA)
Mixed (WT+AA+AT)
Indeterminate
Untypeable 
TOTAL

HBeAg (+)

20
1
10
-

31

21
2
-
2
2
-
3
-
1
-
-

31

Anti-HBe (+)

11
35
22
1
69

16
28
2
10
4
2
-
1
-
2
4
69

Total

31
36
32
1
10

37
30
2
12
6
2
3
1
1
2
4

100

Test edilen örnek sayısı 
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37 örnekte (%37) wild-type sekans (A1762/G1764), 
30 örnekte (%30) klasik dual mutasyon (A1762T, 
G1764A), 2 örnekte (%2) 1764T tekli mutasyonu, 12 
örnekte (%10) 1764A tekli mutasyonu, 6 örnekte 
(%6) wild-type ve klasik dual mutasyonun birlikteli-
ği, 2 örnekte (%2) wild-type ve 1764A tekli mutasyo-
nu birlikteliği, 3 örnekte (%3) wild-type ve 1764T 
tekli mutasyonu birlikteliği, 1 örnekte (%1) wild-
type, 1764A ve klasik dual mutasyonun birlikteliği, 1 
örnekte (%1) wild-type, 1764A ve 1764T tekli mutas-
yonu birlikteliği, 2 örnekte (%2) belirsiz sonuç sap-
tandı. Anti-HBe pozitif 4 örnek “tiplendirilemeyen” 
olarak belirlendi.
 Klasik dual mutasyon HBeAg pozitiflerde %6, 
anti-HBe pozitiflerde %41 oranlarında saptanırken, 
kor mutantlarının anti-HBe pozitif örneklerde sıklığı 
istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05).

 HBV DNA düzeyleri
 HBV DNA düzeyleri prekor ve kor promoter böl-
gelerinin her ikisinde de mutasyon bulunan hastalar-
da, tek başına prekor ya da kor mutasyonu olan ve 
hiçbir mutasyon saptanmayan hastalara oranla istatis-
tiksel olarak belirgin olarak düşük tespit edildi 
(p<0,05).

 TarTıŞma

 HBV’nin ilk belirlenen ve üzerinde en çok duru-
lan mutasyonları prekor/kor bölgesinde yerleşen 
mutasyonlardır. Prekor bölgesinde görülen en önemli 
mutasyon HBeAg’nin üretilememesi ile karakterize 
olan stop kodon oluşumudur. Prekor stop kodon 
mutasyonu ilk başlarda ağır karaciğer hastalığı olan-
larda ve fulminan hepatitli hastalarda tespit edilmiştir 
(4). Ancak, bunun ardından yapılan geniş araştırmalar-
da stop kodon mutantının asemptomatik taşıyıcılarda 
da tespit edildiği gösterilmiştir (5). HBeAg hepatosit-
lerin yüzeyinde sitotoksik T hücrelerinin yanıt geliş-
tirdiği en önemli antijenik yapılardan biridir ve bu 
antijenin yokluğu virusun immün sistemden kaçma-
sına ve infeksiyonun devamlılığına neden olmaktadır 

(6). Bugün için henüz hastalığın kliniği ile HBeAg (-) 
mutantların ilişkisi tam olarak anlaşılamamıştır. 
Olasılıkla HBeAg’inin immün hedef antijen olma 
özelliği ile immün tolerojen olma özelliği arasındaki 
denge hastalığın aktivitesini belirlemektedir.
 Prekor stop kodon mutasyonlarına Akdeniz çevre-
si ülkelerde ve Uzakdoğuda daha fazla rastlanmakta-
dır. Bunun nedeni HBV genotiplerinin farklı coğrafi 
dağılımıdır. Prekor stop kodon mutasyonu ancak 
virus genomunun 1858. nükleotidinde T bulunan 
genotiplerde (genotip C ve D) meydana gelebilmek-
tedir. Hâlbuki aynı numaralı nükleotidde sitozin (C) 
bulunduran genotip A’da C1858T mutasyonu olma-
dıkça hiçbir zaman stop kodon mutasyonu meydana 
gelmemektedir (10,11). Bu moleküler yapısal özellik 
nedeniyle stop kodon mutantları dünyanın bazı böl-
gelerinde daha sık görülmektedir.
 Bu araştırmada çalışma grubunun %68’inde pre-
kor mutasyonları, %57’sinde kor promoter mutas-
yonları belirlenmiştir. 
 HBeAg pozitif örneklerin %35’inde prekor bölge-
sinde, %32’sinde kor promoter bölgesinde mutasyon 
saptanırken, anti-HBe pozitif örneklerin %83’ünde 
prekor bölgesinde, %68’inde ise kor promoter bölge-
sinde mutasyon saptanmıştır. HBeAg pozitif grupta 
%35 olan prekor mutasyon sıklığının, anti HBe pozi-
tif grupta %83’e ulaşması, bu mutasyonun antiHBe 
serokonversiyonunundan sonra HBV replikasyonu-
nun ve karaciğer hastalığının aktivitesinin devam 
etmesi ile ilişkili olduğunu düşündürmektedir. 
 Ülkemizde bu konu ile yapılan çalışmalar sayıca 
oldukça az olup, Bozdayı ve ark. (12) HBe pozitif has-
talarda %15, anti-HBe pozitif hastalarda %85 oranın-
da prekor stop mutasyonu varlığını bildirmiştir. Yine 
Özgenç ve ark. (13) 44 kronik HBV hastasında prekor 
mutasyonlarını HBe pozitif grupta %55, anti-HBe 
pozitif grupta %46 olarak tespit etmiştir. Arslan ve 
ark. (14) ise anti-HBe pozitif 51 hastanın hiçbirinde 
prekor ve kor promoter bölgesinde mutasyon sapta-
mamıştır. 
 Ülkemiz dışında dünyada yapılan diğer çalışma 
sonuçlarına baktığımızda Tunus’tan Ayed ve ark.’nın 
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(15) çalışmasında, HBeAg pozitif örneklerde prekor 
mutasyonlarının oranı %88, anti HBe pozitif örnek-
lerde %94 iken, kor promoter mutasyonları aynı 
sırayla %18 ve %65 olarak bildirilmiştir. Pakistan’ 
daki bir diğer çalışma sonucuna göre prekor mutas-
yonları HBeAg pozitif örneklerde %18, anti HBe 
pozitif örneklerde %31 iken, kor promoter mutasyon-
larında bu oran aynı sırayla %21 ve %52 olarak tespit 
edilmiştir (16). Meksika’ da yapılan başka bir araştır-
mada, olguların HBeAg, anti HBe ve HBV DNA 
düzeylerine bakılmaksızın HBsAg ve HBV DNA 
pozitif örneklerin %12’sinde prekor, %2’sinde de kor 
promoter mutasyonları saptanmıştır (17). Oranlar ara-
sındaki bu farklılıklar yalnızca araştırmaların yapıldı-
ğı bölgelerden kaynaklanan farklılıklardan değil, 
aynı ülkede birden fazla genotipin görülebilmesi ve 
bu farklı izolatlarla çalışmaların yürütülmüş olması-
na da bağlanmaktadır (15). Örneğin, genotip A ve 
D’nin baskın olarak görüldüğü İspanya’da HBeAg 
negatif olgularda prekor mutantların sıklığı 
%65.3’iken, genotip B ve C’nin yaygın olduğu Çin’ 
de A1896 mutantlarının oranı daha yüksektir (18,19).
 Diğer taraftan İsrail’den Tur-Kaspa’nın (20), ülke-
mizden Bozdayı’nın (12) ve Japonya’dan Okamoto’nun 
(21) çalışmalarında HBeAg negatif olgularda yalnızca 
prekor mutantları saptanırken, Yunanistan’dan 
Carman’ın (5), Kore’den Ayed’in (15) araştırmalarında 
ise olguların çoğunda mutant ve mikst viral suşların 
birlikte bulunduğu bildirilmektedir. Bizim araştırma-
mızda da HBeAg negatif, anti HBe pozitif grupta 
prekor mutantları olguların %50’sinde saptanırken, 
%32’sinde mikst tip (mutant+wild type) belirlenmiştir. 
 Yine araştırmamızda mutant suşlarla enfekte has-
taların viral yük düzeyleri mutant olmayanlarla 
enfekte olanlara göre daha düşük olup, aradaki fark 
istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Bu sonuç 
özellikle prekor mutasyonlarının düşük düzey HBV 
DNA düzeyleri ile birlikte olduğunu destekleyen 
başka araştırmalarda da vurgulanmaktadır (22,23).
 Mutantların hastalığın tedavi yanıtıyla ilişkisi 
çeşitli araştırmalarda araştırılmış ve ilk alınan sonuç-
lar mutantların interferona yanıtının daha kötü oldu-

ğu yönünde olmuştur (6). Ancak daha sonraki çalışma-
larda, tedavi sonu yanıt açısından mutantlarla wild tip 
infeksiyonları arasında fark olmadığı savunulmakta-
dır. Fakat mutant virus infeksiyonlarında nüks oranı 
çok daha yüksek bulunmaktadır. Bunlara karşın özel-
likle Uzakdoğuda mutant virus enfeksiyonlarında 
kalıcı yanıt oranının yüksek olduğuna dair yayınlar 
vardır. Bu yayınlarda mutant virusla olan infeksiyon-
larda tedavi sonu yanıtın wild tiple olan infeksiyon-
lardan çok daha iyi olduğu vurgulanmaktadır (24). 
Aslında mutantların farklı genotiplerde farklı oranlar-
da bulunması, yapılan araştırmaların çoğunda bu hasta 
gruplarının genotip ilişkili olarak değerlendirilmesine 
yol açmıştır. Tedavi uygulanan hastalarda mutasyonla-
rın yanı sıra konağın immün durumu, karaciğer hasa-
rının derecesi gibi diğer pek çok faktörün de tedavi 
yanıtını etkilediğinin dikkate alınması ve birlikte 
değerlendirilmesi gerektiği belirtilmektedir (25).
 Prekor stop kodon mutantlarıyla enfekte sirozlu 
hastalarda karaciğer transplantasyonu sonrası hepatit 
B rekürrensinin ve buna bağlı graft kaybı wild tiple 
enfekte olanlara göre daha fazla görüldüğü bildiril-
miştir (26). Ayrıca yine kronik hepatit B infeksiyonla-
rında bazen karşımıza çıkan ekstrahepatik belirtiler 
ile prekor mutantları arasında ilişki olduğu da göste-
rilmiştir (27).
 Günümüzde kronik hepatit B tedavisinde nükleo-
zid analoglarının, özellikle lamivudinin yoğun olarak 
kullanılması nedeniyle mutant virusla enfekte hastala-
rın lamivudin tedavisine yanıtlarının farklı olup olma-
dığı da araştırılmıştır. Yapılan bir çalışmada lamivudin 
ile tedavi edilen 60 HBeAg(-) hastanın %63’ünde 24 
haftada tam cevap elde edildiği ve bir yılda hastaların 
%60’ında Knodell skoruna göre en az 2 puan histolo-
jik iyileşme sağlandığı bildirilmiştir (28). 
 Sonuç olarak, çalışma grubumuzda prekor/kor 
mutasyonlarına sık olarak rastlanmıştır. Ülkemizde 
bu konuda yapılan çalışmaların sayıca az olduğu 
düşünüldüğünde kronik hepatit B hastalarında tanı ve 
tedavinin planlanması-izlenmesi aşamalarında bu 
mutasyonların varlığının araştırılmasının yararlı ola-
cağını düşünmekteyiz.
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