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KISALTMALAR

AVD: adefovir dipivoksil

KHB: kronik hepatit B

ETV: entekavir

HBYV: hepatit B virlisii

LdT: telbivudin

LMV:lamivudin

NA: niikleoz(t)id analoglar1

TDF: tenofovir

HBsAg: Hepatit B yiizey antijeni

Anti-HBs: Hepatit B yiizey antijenine karsi antikor
ALT : Alanin aminotransferaz

AST : Aspartat aminotransferaz

cccDNA: “covalently closed circular DNA” kovalent kapalr sirkiiler DNA
DA: Dizi analizi ytntemi

LiPA: “Line probe assay”, strip hibridizasyon yontemi

YMDD: Tirozin-metionin-aspartat-aspartat

RT-PCR: Real Time Polimeraz Chain Reaction
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OZET

AMAC

Kronik hepatit B, bu giin diinyada 400 milyon kisiyi ilgilendiren gnemli bir saglik problemi
ve en yaygmn enfeksiyon hastaliklarindan biridir. Lamivudin, uzun yillardir kronik hepatit B
hastalarinin tedavisinde kullanilan bir ilagtir, Lamivudin direnci sadece tedavi sirasinda gelismemekte
ayrica tedavi almamug hastalarda da dogal genom gesitliligi olarak bulunabilmektedir. Naive hepatit B
hastalarinda lamivudin direng orami toplumlar arasinda farklilik gostermektedir. $u anda Tirk
toplumunda bu orani net belirleyecek yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. Bu calismanin amaci,
poliklinigimizde takip edilen tedavi almamig kronik hepatit B hastalarinda diger merkezlerde yapilan

calismalar ile birlikte Tiirk populasyonunda YMDD motif mutantlarinin oranint belirlemektir.

MATERYAL VE METOD

Caligmaya daha once kronik hepatit B ye yonelik herhangi bir tedavi almamug 71 kronik
hepatit B li hasta dahil edildi. Su anda tedavi almayan ancak daha once interferon veya oral antiviral
tedavi almig ve ara vermis olan hastalar tedavi siiresine bakilmaksizin caligma digt birakildi.
Hastalardan alinan serum orneklerinde HBV DNA, RT-PCR yontemi ile kantitatif olarak saptandi.
Lamivudin motif mutantlarimi (rtM2041, M204V, M204S, L180M, L80I, L8OV, V173L) saptamak
icin dizi analizi ve strip ile revers hibridizasyon yontemi kullanildi. Hastalarin tiimiine karaciger
biyopsisi yapildi. Alinan kan serum orneklerinde karaciger enzimleri, HBeAg ve anti-HBe diizeyleri

kontrol edildi.

BULGULAR

Caligmaya katilan 71 hastanin %65 i erkek (46/71); %35 1 kadind1 (25/71). Yag ortalamalar
3728 yild1. Hastalar’da saptanan mutasyon oram %11.3 olup toplam 8 kiside saptandi (8/71).
Saptanan bu mutasyonlar 4 i YIDD (rtM204I) ve diger 4 i YVDD (1tM204V) mutasyonuydu.
Mutasyon saptanan hastalarin 5 i erkek 3 i kadindi. Mutasyon saptanan ve saptanmayan hastalarin

HBV DNA lar1 mutasyon saptanmayan hasta grubunda hafif fazla olmakla birlikte birbiriyle




kargilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farklihk saptanimadt (p=0.27). Tiim hastalarin %68
inde HBeAg negatif (48/71), %32 sinde (23/71) pozitif di. HBeAg negatif olan hastalarda mutasyon
goriilme sikligr %8.3 (4/48) olup, HBeAg pozitif olan hastalarda goriilen %17 (4/23) mutasyon
oranindan azdi(p=0.01). Mutasyon saptanan ve saptanmayan hastalarmn demografik ozellikleri, ALT
diizeyleri, HAI ve fibroz skorlari karsilastiriidiginda aralarinda istatistiksel acidan anlamh bir farklilik

saptanmadi(p=0.29).

SONUC

Lamivudin, uzun yillardir kronik hepatit B hastalarinin tedavisinde kullanilan giivenilir ve
yan etki az olan bir ilagtir. Lamivudinin kullanim stiresine paralel olarak artan ilag direnci ve bu
diren¢ sonrasinda olusan dekompansasyon ilag direncinin onemini ortaya koymaktadir. Lamivudin
direnci sadece tedaviden sonra gelismemekte, ayrica tedavi almamis hastalarda da goriilmektedir.
Bizim caligmamizda tedavi almamis hepatit B hastalarinda mutasyon %11.3 olup bu mutasyonlarin 4
tanesi rtM2041 diger 4 i rtM204V olarak saptandi. HBeAg pozitif olan hastalarda mutasyon goriilme
siklipt %17 olup HBeAg negatif hastalardan fazlaydi.

YMDD motif mutanlarin dogal genom gesitliliginin toplumlar arasindaki prevelansin yiksek
oldugu toplumlarda lamuvidin tedavisi Gncesinde direng bakiimas: sonradan olusacak
komplikasyonlar1 6nleyebilir. Bu nedenle tiim popiilasyonlarin kendi direng prevelansiu belirlemesi
kronik hepatit B viriisii hastalarinda tedaviyi buna gore planlamasi ilerde olusacak komplikasyonlart

dnleyebilir ve tedavinin etkinligini arttirabilir.




GENEL BILGILER

&

TARIHCE

HBYV ilk defa 1965 ylllnda Blumberg ve arkadaslart tarafindan “Au-Ag Avusturalya
Antijeni” ad1 verilen bir serum proteini olarak rapor edilmis, 1970 yilinda tiim virionun
elektron mikroskobi goriintiileri saptanarak, HBV nun esas enfeksiy6z partikiili olan “Dane
Partikiilleri” admi almustir, Kirk iki nm biiyiikligiindeki Dane partikiilleri disinda 22 nm’lik
sferik ve 22 x 100-200 nm biiyiikliginde flamentéz partikiiller de elektron mikroskobunda
tarif edilmis, izleyen yillarda gesitli ¢alismalar ile virasun genomik yapisi ve proteinleri
karakterize edilmistir. HBV, Hepadnaviridae virus ailesinde simniflandirilan, ancak diger aile
iiyelerinden farkli olarak sadece insan ve sempanzelerin Kkaracigerlerinde enfeksiyon
olusturan, genom organizasyonu, doku tropizmi ve replikasyon stratejisi agisindan ailenin

prototip dzelliklerine sahip bir viriistir (4).

EPIDEMIVOLOJ

Diinyada yaklagik 2 milyar insan HBV ile karsilagmus olup seropozitiftir. Dort yiiz
milyon milyon kisinin kronik HBV enfeksiyonlu, bunlarin yaklagik %7-30’unun da HBV
varyantlar1 ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de 3.5 milyon insan HBV ile
enfektedir. Bunlardan sadece 400 bini tedavi almakta, geri kalan biiyiik miktardaki
popiilasyon ise kendisinin HBV ile enfekte oldugundan habersiz yasamaktadir. Diinya
niifusunun yaklasik % 5 (%0,1-20)’1 inaktif tagiyicidir. [naktif tasiyicilar, cogu kez HBV’ye
bagli herhangi bir rahatsizlik gelistirmeden normal yasamlarini siirerken, ¢ok az hastada
KHB gelismekte; az bir oranda hastada da HBsAg kaybolmaktadir (5). HBV’nin
bulagmasinda tagtyicilarin yani sira, akut ve kronik enfeksiyonlu bireylerin kan ve viicut
stvilar1 6nemli rol oynar (6). Insan viicut sivilarindan kan, semen ve vajinal sekresyonlarda
snemli oranda HBV bulunurken (HBsAg ve HBV DNA pozitifligi) ter, gbzyast, tiikriik, stit
ve diger viicut sivilarinda da viriis tespit edilmig olup, bu sivilar da potansiyel olarak
enfeksiy6z kabul edilmektedir (7). -20 °C’de uzun siire saklanabilir ve 60 °C’de 4 saat

yasayabilir. 100 °C’de ve sodyum hipokloritle muamele ile 10 dakikada inaktive olur. HBV




enfeksiyonunun baglica bulagma yollar1 parenteral, cinsel, horizontal ve perinatal-vertikal

dir.

s &

HEPATHT B VIRUSUNUN MOLERULER ViROLOJISL
ViRION YAPISIVE GENOMIR ORGANIZAZVONU

HBV kiiciik, zarfli bir DNA virusudur. Viral genom yaklagik 3200 niikleotidden
olusan, oldukga kiiciik ve agagi yukart % 70 cift, % 30 tek iplikli cembersel DNA’dan
olugur. Bu genom ikozahedral bir kapsid igerisinde bulunur ve bu kapsid diginda 3 farkl
yiizey antijenini tastyan lipid yapili zarf yer alir. Zarfl bir virus olmasina ragmen eter, diisiik
pH, 151, dondurma ve ¢ézmeye oldukca direnclidir, bu dzellikleri ile kisiden kisiye gecisteki
etkinlik ve dezenfektan direnci saglanir (8). HBV, bir DNA virusu olmasina kargmn “revers
transkriptaz” enzimi kodlar ve bu enzim sayesinde RNA aracist iizerinden replike olur.
Infekte hiicre cekirdeginde bir minikromozom seklinde bulunur. Kovalent baglt cembersel
DNA ad1 verilen (cccDNA), replikasyon ve transkripsiyon esnasinda araci molekiil 6zelligi
tagtyan bir DNA zinciri tizerinden meydana gelen, karmasik bir replikasyon stratejisine
sahiptir. HBV genomu dort agik okuma gergevesi olusturacak gekilde organize olmustur (P,
C, X ve S). Bunlardan en biiyiigii olan P viral polimeraz1 kodlar. Zarf yapilarina ait kisim da
P icerisinde bulunur. Ozyap: (C;core) ve X agik okuma gergeveleri de zarfi olusturan kisum
ile bazi bolgelerde iist tiste binmis sekilde bulunur. cccDNA yapist tiim viral transkriptler
icin kaynak olusturur ve virusa ait 3.5, 2.4, 2.1 ve 0.7 kb’lik mRNA’lar cccDNA kalip
almarak sentezlenir. Viral RNA’larin ekspresyonu sirastyla enhancer II / bazal kor, biyiik
yiizey antijeni (L) ve major yiizey antijeni (S) ve enhancer I/ X geni promotorlari tarafindan
kontrol edilir(9). Sekil 1’de HBV genomunun organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar

gortilmektedir.
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Sekil 1 HRY NiN GENOMIK ORGANIZASYONU VE SENTEZLENEN RNA LARI

HBYV GENOTIPLERI VE SEROTIPLERI

HBV’nun genotiplerini S geninde % 4, diger tim genom dizisinde de % 8 oraninda
goriilen varyantlar olarak tanumlanir. Bu genotipler sirast ile A’dan H harfine kadar 8 farkll
tip olarak isimlendirilmislerdir. Genotiplerin diinyadaki tahmin edilen prevelansi genotip A
icin % 35; genotip B igin % 22; genotip C i¢in % 31; genotip D icin % 10 ve geriye kalanlar
icin % 2 civanindadir. Tiirkiye’de ise D genotipi baskindir. HBV, HBs antijeninin yapisal
farklrliklarina gore ise serotiplere ayrilmistir. Bu serotipler 9 adet olup her biri ortak “a”
determinantt tagimaktadirlar, Virusun cografi dagilim ile genotip arasinda uyumluluk
goriilmektedir. Farkli genotipler ile ko-infeksiyonun miimkiim oldugu bazi caligmalarda

gosterilmistir. Genotipler arasinda rekombinasyon olasiigr da miimkiindiir (10). Tiirkiye’de




yapilan bir galigmada akut hepatit B etkenlerinin tlimiintin genotip D oldugu tesbit

edilmigtir(3).

VIRAL REPLIKASYON VE HBV YASAM DONGUSU

HBV’nun insan karacifer hiicrelerine tutunma ve giris igin kullandigi ylizey
proteinleri heniiz bilinmemektedir. Ancak LHBs Ag’nin amino terminalinde bulunan pre-S1
bolgesinin hedef hiicreye tutunmada en onemli goreve sahip epitoplar: igerdigi saptanmugtir.
Ayrica HBV zarf proteinlerini baglayan cesitli hiicresel ligandlar da tesbit edilmistir. Viral
alt tiplere gore 109 ya da 120 aminoasit biiyiikliigiinde olan pre-S1 bdlgesinde tutunma
aktivitesinden sorumlu kistm 21-47. aminoasitler olarak tamimlanmis, tutunma icin bu
bélgenin var olmasmin yeterli ve gerekli oldugu anlasilmugtir. Daha sonra yapilan mutagenez
caligmalarinda LHBs antijeninin bu epitopu icerisinde yer alarak hiicreye tutunmada kritik
rol oynayan QLDPAF dizisi tanimlanmustir. Bu dizi bagka birgok virus, bakteri ve
mikroorganizmanin yapisinda olup ayni amacla kullamlmaktadir. HBV’nun doku organ
dzgiilliigiiniin belirlenmesinde ise geri kalan pre-S1 kisimlarimn etkili oldugu bilinmektedir.
X proteininde de pre-S1’e benzer bir epitopun bulunmas1 ve bu bdlgenin de benzer sekilde
QLDPAR dizisi igermesi, X proteininin de tutunmada rol aldigin1 akla getirmektedir. Ancak
in-vitro caligmalarda virusun karaciger hiicresine tutunmasinda tiim yiizey proteinlerinin ayni
derecede aktivite gosterdigi de goriilmiigtiir. Tutunma gerceklestikten sonra virus zarfi ve
hiicre membran1 arasmda fiizyon meydana gelir ve niikleokapsid sitoplazmaya salmnir.
Sitoplazmada enzimatik yollarla kapsid pargalamr ve viral genomik DNA ve polimeraz
cekirdege tagmir (11). HBV virionlar: genellikle 2 tip DNA tasir. Bunlardan biri daha baskin
olan negatif iplik , digeri ise kismen tamamlanmis olan pozitif iplikli cembersel DNA (
cccDNA) genomudur. Kendi kendine hazirlik mekanizmasi ile olusmus az miktarda lineer
DNA da virion icerisinde bulunabilir. Replikasyon dongiisiinin baglamasi ile bu 2 form
DNA da cccDNA’ya doniistiiriiliir. Genom replikasyonunun ilk ve en Onemli asamasi
burasidir. Karaciger hiicresinde bu olay, hepatosite viriis inokiilasyonundan sonraki ilk 24
saatte olmaktadir. Negatif DNA ipligine kovalent olarak baglanan revers transkriptaz
yerinden ayrilarak pozitif iplikcik tamamlanmakta, daha sonra bu 2 zincirin ligasyon
reaksiyonu ile birbirine baglanmasi ile cccDNA olugmaktadir. Bu asamalarda hiicresel DNA
tamir enzimleri ile viral revers transkriptaz enziminin birlikte rol aldifma, ayrica virils
dzyapisinin gekirdege tagmmasmnda, Ozyapt ve revers transkriptaz proteinlerinin etkili

olduguna isaret eden veriler bulunmaktadir. cccDNA, HBV’nun hepatositlerde kaliginda




etkili olan molekiildiir ve antiviral tedavi sonrasmda izlenen viral reaktivasyonlardan
sorumludur. Niikleer membrandan viral DNA’nin ¢ekirdege ulasgmasi sonrasinda virusa ait
transkriptazlar ve hiicresel RNA polimerazlar tarafindan cccDNA olusumu baslatiimaktadur.
Viral RNAlar olan 3,5 kb RNA’dan niikleokapsid proteini ya da HBcAg, HBe antijeni ve
viral polimeraz; 2,4 ve 2,1 RNA’dan zarf proteinleri; 0,7 kb RNA’dan da X proteini
sentezlenir. Bu esnada hiicresel transkripsiyon faktérleri de rol oynar. 3,5 kb RNA ek olarak
viral genomik DNA igin kalip olan pre-genomik RNA olarak da isleme aliir . Viral
genomik DNA’nin sentezi igin revers transkriptaz pre-genomik RNA'nm 5° ucuna baglanir
ve bu kompleks niikleokapsid igine paketlenir; boylece niikleokapsid iginde revers
transkripsiyon ve ve viral DNA’nmn sentezi baglar. Burada DNA sentezini viral revers
transkriptaz baslatir. Negatif iplikli DNA olustuktan sonra revers transkriptaz enzimi
Riboniikleaz (RNaz) H aktivitesi ile pre-genomik RNA’y1 parcalar ve pozitif ipligin
sentezine baslar. Niikleokapsid partikiilleri, kismi ¢ift iplikli DNA molekiili olustugunda
endoplazmik retikulum igerisinde tomurcuklanarak zarf yapilarini kazanmalarina imkan
saglayacak olgunlagma stirecine girerler. Olusan niikleokapsidlerin bir kismt hiicre
cekirdegine geri donerek cccDNA kopya havuzunu artirmak igin goérev alirlar. Ozyap1
proteinlerinin LHBs Ag amino terminali kismina baglanmalari partikiillerin endoplazmik
retikulumdan tomurcuklanmasina neden olur, ti¢ zarf proteinini de igeren virionlar
endoplazmik retikulumdan golgi kompleksine tagmmir. Bu esnada zarf proteinlerinin
glikozilasyonu tamamlanir ve olgun virion kan dolagimma salimr. Sekil 2’de HBV’nun

yagam siklusu ve replikasyonu sematik olarak gosterilmektedir (11).

HBEV GENOM MUTASYONLARI

Insan immiin yetersizlik virusu ve hepatit C virusu gibi, HBV da yiiksek diizeyde
virion iiretimi ve yikimu ile karakterizedir. Ilaclar ya da immiin sistem tarafindan replikasyon
baskilanmadig takdirde, giinde yaklagik 10" virion meydana geldigi tahmin edilmektedir.
Revers transkriptaz enziminin diizeltici fonksiyonu olmamast, yiiksek virion tiretimi ile bir
araya geldiginde replikasyonda yiiksek diizeyde hata olusmasina neden olmaktadir. HBV
polimerazimin yilik hata oraninin niikleotd bagma 1,4-5/10.000 oldugu hesaplanmustir. Bu
oran retroviruslarla esit, ancak diger DNA viruslarmdan 104 kat yiiksek gibi goriilmektedir.
Mutasyon oldugu durumlarda infekte kisilerde genetik olarak birbirine yakm ancak
birbirinden farkli olan ve farkli ozellikler tagiyan varyantlarin bir kombinasyonu var
olmaktadir. Konaktaki vahsi virustan daha avantajli bir 6zellik olugur ise mutant virus baskin

hale gelmektedir.
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BAZAL KOR PROMOTER/PREKOR VE KOR BOLGELERINDE IZLENEN MUTASYONLAR
Diisiik miktarda ya da hi¢ olmayan HBeAg ekspresyonu ile iliskilendirilen 2 6nemli

mutasyon tanimlanmugtir. Bunlardan ilki, prekor bolgesinde 1896. niikleotidde triptofan
kodlayan 28. kodon olan TGG kodonunda sondaki guaninin adenine degisimi ile TGA stop
kodonunun olusmasidir. Bu stop kodonu HBeAg ekspresyonunu durdurmaktadir. Buna
ragmen HBV kor antijen iiretimi ve HBV replikasyonu devam etmektedir. 1896. niikleotidle
ayni bolgede 1858. pozisyonda bulunan niikleotidin baz cifti olusturduklari, bu yapmnin da
virusun replikasyonunda gorev aldigi bilinmektedir. HBV’nun B, D, E, G ve baz1 C
genotiplerinde 1858. niikleotid timidin seklindedir ve mutasyon sonucu olusan stop kodonu
A-T baz cifti olusturarak fonksiyonel sekonder yapiy1 stabilize etmektedir. A, F ve baz1 C
genotiplerinde ise bu pozisyonda timidin yerine sitozin bulunmakta bu nedenle prekor stop
kodonu mutasyonu bu genotiplerde nadiren izlenmektedir (12).

Prekor mutant HBV en cok Akdeniz Avrupasi ve Asya’da bulunur. Prevelans1 tam

belirgin degildir. Ancak Asya ve Akdeniz Avrupasi'nda % 40-80 arasinda tahmin




edilmektedir. Genotip A bolgelerinden daha az rapor edilmektedir. Tiirkiye’de de sik
goriilmektedir (13).

Diger bir mutasyon grubu da bazal kor promoter bolgesini etkilemekte ve prekor ve
kor RNA’larmin transkripsiyonunda azalma seklinde ortaya ctkmaktadir. A1762T ve
G1764A seklinde olusan bu mutasyonlar ikisi birlikte oldugunda HBe antijeni sentezinde
azalmaya ve viral yiikte artisa neden olmaktadur. Digerinin aksine bu mutasyon tipi genotip
A ile infekte kisilerde daha sik ortaya cikmaktadir. Bazal kor promoter bslgesinde olugan
mutasyonlar karacigere 0zgiil transkripsiyon faktorlerinin  baglanmasimm azalmasima
dolayisiyla daha az prekor ve kor transkriptinin ve kor proteininin olugmasina neden olurlar.
Ancak pregenomik RNA transkripsiyonunu ya da polimeraz / kor proteinlerinin
translasyonunu etkilemezler. Kor geninde izlenen mutasyonlar ve prekor stop kodonu
mutasyonlarinin varligi, HBe antijeni sentezi ve karaciger hastaliginin aktivitesi ile iligkilidir

(14).

X BOLGESI MUTASYONLARI

Bazal kor promotor bélgesinin X geni ile cakigsmasindan dolayr A1762T ve G1764A kor
promotor mutasyonlar1 X geninde de degisikliklere sebep olur. Bazal kor promoter
bolgesinde izlenen tiim delesyon ve insersiyonlar X geninde gergeve kaymasi olusturarak
dall1 ve kisa X proteinlerinin sentezlenmesine sebep olmaktadir. Olusan mutant X proteinleri

HBx antijeninin transaktivasyon aktivitesini gostermemektedirler.

ZARF BOLGESI MUTASYONLARI
HBV genomunun en yiiksek diizeyde heterojenlik izlenen bdlgesi pre-S bolgesidir. Pre-S2

proteinlerini sentezleyemeyen viruslar ozellikle asemptomatik tagiyicilarda baskin
popiilasyonlar olarak kargimiza cikmaktadir. Polimeraz proteininin baglayic1 bosluk birakict
bolgesiyle cakigan pre-S2 bolgesi nedeniyle, bolgede olusan mutasyonlar enzim aktivitesinde
onemli degisikliklere neden olmaktadir. Giiniimiizde uygulanan birgok Hepatit B agist HBs
antijenini tagimakta, proteinin 99-170. pozisyonlarinda yerlesen major hidrofobik bolgeye
karst olusan immiin yamt baZigiklift saglamaktadir, Yiizey antijeninin 144. ve 145.

pozisyonlarinda meydana gelen mutasyonlar ag1 bagarisizligi ile iliskilendirilmektedir.




POLIMERAZ BOLGESI MUTASYONLARI

Kronik hepatit B tedavisinde niikleotid/niikleozit analoglarmin kullamlmaya baglamasindan
sonra polimeraz bblgesinin 6nemi anlagilmugtir. Bu bolgede mutasyon olan viruslar, tedavi
sonucunda digerlerinin arasindan segilip, ilag direncinin olugmasina sebep olmustur. Sonug
olarak; ilag tedavisine direng gdsteren bu etkenlerde, polimeraz bolgesinde mutasyon oldugu

ortaya koyulmustur(15).

LAMIVUDIN DIRENCINE NEDEN OLAN MUTASYONLAR
HBV polimerazinin primer katalitik bolgesi “revers transkriptaz”’ enzimidir. Bu enzim A, B,

C ve D domainleri icerir. C domaininin t203-rt206. kodonlarm: olugturan tirozin(Y),
metiyonin(M), aspartat(D), aspartat(D) motifinde olusan mutasyonlar lamivudin direnci ile
baglantili mutasyonlar olarak bilinmektedir. 204. pozisyondaki metionin aminoasitinin baska
bir aminoasit ile defisimine sebep olan mutasyonlar ilacm da etkili olamamasina yol
acmaktadirlar(2,10,12,13). Baslangicta lamivudin direncine yol agan 2 mutasyon
bildirilmisti. Bu mutasyonlara revers transkriptazin B domaininin 180. kodonundaki L.180M

mutasyonlar1 da eslik ettigi goriilmiis ve 3 grup mutasyon tanimlanmugtir.

a) 1. grup mutasyonlar : M204V ve L180M mutasyonlarinin birlikteligi
b) 2. grup mutasyonlar : M204I mutasyonu
¢) 3. grup mutasyonlar : M2041 ve L180M mutasyonlarmin birlikteligi

Bu gruplardan 1. grup mutasyonlarin daha sik oldugu, 2. grup mutasyonlarin ise daha erken
goriilmekte oldugu gesitli galismalarla gosterilmistir(16). Bu mutasyonlara her gegen giin
yeni mutasyonlar eklenmektedir. In vitro ortamda yapilan bir ¢alismada YMDD’nin 7
depisik motifte mutasyonu oldugu ve bunlarm ozellikleri karakterize edilmistir (17). Bu
motifler YIDD, YVDD, YADD, YLDD, YKDD, YRDD ve YTDD olarak gosterilmistir. Bu
olusan mutant tiplerden YADD, YKDD ve YTDD motiflerinin HBsAg sekresyonu
yapamadiklar1 yani olugan mutasyonun enfektif olmayan bir virusa yol agtig
gosterilmigtir(18). Yine bu mutant tiplerden YKDD, YRDD ve YTDD motiflerine
lamivudinin uygulanabilir olmadigt gosterilmis, YADD ve YLDD’ye lamivudinin
replikasyonu inhibe edici etki ettigi goriilmiis, YIDD ve YVDD motiflerinin ise lamivudine

direncli oldugu tespit edilmistir(19). Diger ilag mutasyonlari sekil 3 de gosterilmistir.
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PATOGENEZ

Viriistin replikasyonu predominant olarak karacigerde olmakla beraber lenfositlerde,
dalakta ve pankreasta da olabilir. Kronik hepatit B de bagisiklik sistem, viriisle enfekte
karaciger hiicrelerini ortadan kaldirmalart temel mekanizmadir. HBV sitopatik olmadif i¢in
kronik zedelenmenin konaga ait faktorlerle iligkisi olmasi gerekir. Ancak, T ve B lenfositleri
ile konaga ait diger etkenlerin 6nemi heniiz tam olarak aydmlatilamamustir. Hepatit B, diger
hepatit virlislerinin aksine nonsitopatojenik bir viriistiir ve immin mekanizmalarla hasar
yaptigr diistiniilmektedir. Akut enfeksiyon siirecindeki ilk adim, hepatositlerin HBV ile
enfeksiyonudur ve bu enfeksiyon sonucu hiicre yiizeylerinde viral antijenler belirir. Bu viral
antijenlerin en Snemlileri viral niikleokapsid antijenleri; HBcAg ve HBeAg[dir(20). Bu
antijelerin class I major histokompatibilite (MHC) proteinleri ile kombinasyonu hiicreyi
hijcresel immiin yanit karaciger hasarma neden olmaktadir. CD8+ sitotoksik T lenfositleri
aracilify ile direk hiicre 6limii meydana gelir. Kisilerin immiin yanitlart farkli oldugundan
bazilar virlisten bagariyla temizlenitken bazilarinda ise bu olmaz(21). Hem hiicre hasarint
snlemek hem de viriisiin yok edilmesini saglamak igin islevsel bir immiin sistem gereklidir.
Karaciger hasarinin siddeti ve aguhig immiin yamtin siddeti ile dogru orantilidir. Enfekte

yenidoganlarin  immiin sistemleri olgunlasmamus oldugundan % 95 Oinde enfeksiyon




asemptomatik tasiyicilik seklinde gelisirken daha biiyiik cocuklarda bu oran % 30Clara
gerilemektedir. Enfeksiyonun seyrini viicudun viriise karst immiin yanitt belirlemektedir.
fmmiin sistem aracilig1 ile akut ve kronik nekroinflamatuar karaciger hastalifina neden olur.
HBV enfeksiyonunda bazi ekstrahepatik organlarda immiin mekanizmalar ile hasar
gelisebilir. Baz1 hastalarda HBsAg ihtiva eden dolasan immiinkompleksler olabilir; HBV
enfeksiyonlart sirasindaki poliartrit, glomeriilonefrit, miks tip kriyoglobtilinemi ve Guillian-

Barre sendromu ile immiinkompleksler arasinda bir iligki bulunmustur(22)

&

KRONIE HEPATIT B'DE KLINIK

HBV ile infeksiyon sonrasi, 6 aydan uzun stiren HBsAg pozitifligi kronik hepatit
B’ye isaret eder. Bu durum, karacigerde viral replikasyonun devam ettigi, hem karaciger
hem de kanda ftitreleri farkli olmak kaydi ile viremi oldufu anlamina gelmektedir.
Karacigerde hepatosit oliimiine eslik eden inflamatuar infiltratlarm varligi, kronik viral
hepatit i¢in karakteristiktir. HBV infeksiyonunun kroniklesme olasili1, infeksiyonun
bulagsma yolu ve bulagma yagina gore degiskenlik gosterir. Yiiksek endemik alanlarda
enfekte anneden yenidogana perinatal bulas ve erken cocukluk déneminde HBsAg pozitif
aile tyelerine temas sonucu horizontal enfeksiyon HBV bulagindaki ana yollar: olugturur.
Enfeksiyon yenidogan ve siit cocuklugu déneminde kazanildiginda % 95 civarinda
kroniklesme gbriiliirken, ilk 6 yas igerisinde kazanildiginda ise kroniklesme orani % 30
civarina inmektedir. Brigkin dénemde infekte olunmasi durumunda kroniklesme riski % 5-10

civarinda goriilmektedir(23).

Kronik HBV infeksiyonu olustugunda 3 faz bulunmaktadir :
1) Immun tolerans fazt
2) Immun klirens fazi
3) Inaktif faz

fmmun tolerans fazinda virusla infekte hepatositlere karsi yeterli immun cevap
olusmadigindan, virus yiksek —miktarda cogalmakta ancak hepatositlerde hasar
olusmadigndan transaminaz yiiksekligi saptanmamaktadir. Bu ddnemde HBeAg pozitif

olarak saptanir (24).




fmmun klirens doneminde ise aktif hepatit bulunur. Serum transaminaz diizeyleri
artmistir hatta bir komplikasyon olarak hepatik dekompansasyon meydana gelebilir.
Buradaki hepatit gelisimi konagm HBV’ne karst immun cevabinin sonucudur. Transaminaz
diizeyi ne kadar yiiksek ise immun cevabmn siddeti ve hepatosit hasar1 da o kadar yiiksektir.
Bu olaym devaminda anti-HBe olusumu ile HBeAg negatiflesmesi ve HBV-DNA
negatiflesmesi  goriilebilir. ~ Buna “HBeAg serokonversiyonu”  denir. HBeAg
serokonversiyonu olmast % 85 klinik remisyon anlamina gelir. Burada inaktif faz olusur(24).
fmmun klirens doneminde prekor mutasyonu olur ise HBeAg firetilemez. Ancak virus
replikasyonu devam eder ve HBV-DNA artar. Aminotransferaz diizeyleri de ytikselir ise
HBeAg negatif kronik hepatit B s6z konusu olur.

Kronik viral hepatitli hastalarm biiyikk ¢ogunlugu asemptomatiktir, bu nedenle de
hastalar genellikle infekte olduklarinin farkinda degildirler. Baz hastalarda halsizlik,
yorgunluk, bulanti, st abdominal agr1, kas ve eklem agrilar1 gibi nonspesifik sikayetler
olusabilir. Bununla birlikte anksiyete bagta olmak tizere bir takim psikiyatrik semptomlar,
endise hali, diisiincelerini yogunlastirmada giicliik, kas gerginligi, uyku bozukluklarr ve
depresyon goriilebilir. Bu bulgularin hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkiledigi, mental
ve genel saglik skorlarmnda normal insanlara gore daha diisiik skorlara sahip olduklari
gosterilmistir (24).

Baz faktorler kronik hepatit B kliniginin agirhigim tahmin etmek i¢in On belirleyici
olarak kabul edilmistir. Infekte kisinin ileri yasta olmasi, HBV genotip C ile infekte olmast,
HBV-DNA diizeylerinin yiiksek olmasi, alkol aligkanligmin olmast ve HCV, HDV ya da
HIV ile koinfeksiyon olmasi, siroza ilerleme riskinin yiiksek oldugunun gostergeleridir.
Hepatoseliiler karsinoma ilerleyis igin risk faktorleri ise; erkek cinsiyet, ailede hepatoseliiler
karsinom Oykiisti, ileri yas, anti-HBe'nin HBeAg’ye geri donme oykiist, siroz varhgl, HBV
genotip C ile infeksiyon, kor promoter mutasyonu ve birlikte HCV infeksiyonunun varligt
seklinde siralanabilir. Bazi gevresel faktorler de kisiden bagimsiz olarak siroza ya da
hepatoseliiler karsinoma ilerleme olastligimi artirabilir. Bu cevresel faktorler agiri alkol alimu,
sigara kullanimui ve aflatoksin gibi karsinojen maddeler ile maruziyet olarak siralanabilir.

Kronik hepatit B’li olgularda transaminaz diizeyleri yiiksek ve viral replikasyon
gostergeleri pozitif saptantyor ise hastalik ilerliyor anlamna gelir. Bu ilerlemenin en dnemli
komplikasyonlari siroz, portal hipertansiyon, asit, dzefagus varis kanamasi, hepatorenal
sendrom ve hepatoseliiler karsinom olarak siralanabilir. flerlemekte olan hastalarin % 15-
20’sinde 5 yil icerisinde siroz gelisimi, sirozlu hastalarm da % 20’sinde hepatoseliiler

karsinoma saptanir.




Kronik hepatit B’de diger ileri evre karaciger hastaliklarinda goriilen sarilik,
Sritmcek neviis, splenomegali ve asit gibi bulgular da saptanabilir. Immun kompleksler
nedeniyle, karacifer dis1 organlarin etkilenmesine bagli olarak poliarteritis nodoza,
vaskiilitik ras, glomerulonefrit ve poliartralji bulunabilir.

Kronik hepatit B hastalarinin %1-10 kadarinda yillik spontan HBeAg / AntiHBe
serokonversiyonu gbriiliir ve genellikle karaciger hastahgmnda alevlenme ile birliktedir.

HBsAg kaybi goriilme olasihig: ise yillik % 1-2 civarmdadir.(24)
HBV ENFEKSIYONUNUN TANISI

SEROLOJIK TANI YONTEMLERE

HBV’nun serolojik tamsi, virus tarafindan kodlanan antijen ve bu antijenlere kargi
konak savunma mekanizmast tarafindan olusturulmus antikorlarin saptanmasina dayanur.
HBsAg’ye karsi anti-HBs, HBeAg'ye karsi anti-HBe ve serumda serbestge dolagmayan
HBcAg’ye karst anti-HBc saptayabildigimiz belirteclerdir (22). Biitiin serolojik gostergeler
negatif olmasina karsilik, tek bagina anti-HBc IgG pozitifligi su durumlarda saptanabilir
a) Hepatit B infeksiyonu iyilesmis ancak serum anti-HBs diizeyi saptanamayacak kadar
azalmus olan kisiler.

b) HBsAg diizeyi saptanamayacak kadar diisiik olan kronik infeksiyonlu kisiler.
¢) Uzamus pencere donemi.

d) Yalanci pozitiflik.

e) Pasif olarak anti-HBc [gG kazanllma31(25).

Tablo 1’de hastaligin dénemlerine gore saptanabilen antijen ve antikorlar belirtilmektedir.
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Tablo 1 HBY ENFEKSIYONU SEROLIIK ANTIKOR VE ANTHEN DURUMLARI




MOLEKULER TANI VONTEMLER]

HBV infeksiyonunun tanisinda molekiiler tan1 yontemleri HBV-DNA diizeyi, HBV
genotipi, tedavi etkinliginin izlenmesi, HBV mutasyonlarinin saptanmast ve serolojik
yontemlerle tant koymakta zorlandigimiz bazs durumlarin aydinlatilmasinda bize yardimet
olan yontemlerdir. Gegmisten giintimiize bu konuda cesitli aragtirma yontemleri
kullanilmugtir. Bu yontemler baslangigta kalitatif veriler elde etmemizi saglamakta iken,
teknolojinin gelismesi ile birlikte kantitatif veriler de elde etmemize olanak vermektedirler.
Molekiiler tan1 konusundaki en ¢nemli gelisme HBV-DNA testlerinin sensitivitesini arttiran
“real time PCR” tekniginin ortaya gikmasi ve gelismesidir. Bu yontem sayesinde sonuglar
kantitatif olarak daha kisa zamanda verilmekte ve farkli HBV genotiplerini saptamak
miimkiin olmaktadir. Ancak cesitli kantitatif test sonuglar1 arasinda standardizasyon sorunu
bulunmaktadir. Molekiiler yontemlerin en gok kullanim alanlari sunlardir :

a) Serolojik tanmin yetersiz kaldig1 ve molekiiler yontemlerle HBV-DNA’smun arastirildigs
durumlar:

b) Tedavi etkinliginin izlenmesi.

¢) Mutant virusun tanisi.

d) Antiviral ilag direncinin saptanmas1(26).

Serolojik taninin yetersiz kaldign ve molekiiler yontemlerle HBV-DNA’smim aragtirildigt
durumlar:

-HBsAg negatif HBV infeksiyonu

-HBeAg negatif / anti-HBe pozitif HBV infeksiyonu

-Anti-HBc porzitif HBV infeksiyonlarimn durumlarinda kullanilir (27).

KRONIK HEPATIT B NIN GUNCEL TEDAVISI

Kronik HBV infeksiyonlu hastanin ilk degerlendirilmesinde kapsamli bir fizik
muayene yapilmali ve hastalik Sykiisti irdelenmelidir. Ozellikle koinfeksiyon agisindan risk
faktorleri, alkol kullanum, ailesel HBV infeksiyonu ve karaciger kanseri hikayesi
sorgulanmalidir. Karaciger hastaliginin degerlendirilmesi igin karaciger fonksiyon testleri,

HBV replikasyon belirtegleri ve risk tarif edenlerde HIV, HDV ve HCV koinfeksiyonu




arastirilmast igin gerekli laboratuvar testleri istenmelidir. Eger gegirilmemis ise hepatit A
icin ag1 yapilmahdir,

ilk degerlendirmeden sonra bazi hasta gruplarinda tedaviye baslamadan izlemek
gerekebilir. Bu hastalar; HBeAg pozitif, HBV-DNA’si 20.000 IU/mL’den fazla ve ALT
diizeyi normal olan grup ve inaktif HBsAg tasiyicilari grubu olarak iki sekilde
smiflandimilabilic. Her iki gruptaki hastalarda da hepatoseliiler karsinom igin tarama
yapilmasi gereklidir (20,21). Birinci gruptaki hastalar her 3-6 ayda bir ALT diizeyleri
bakilarak izlenirler. Eger ardisik 2 ALT seviyesi normalin iist limitinden 1-2 kat yiiksek, yast
da 40°m tizerinde ise karaciger biyopsisi yapilir. Biyopside orta / siddetli inflamasyon ve
belirgin fibroz gdsteriyor ise tedavi baglanmast icin degerlendirilir. Ardigtk 2 ALT diizeyi
normalin ist limitinin 2 katindan daha yiiksek olan hastalar serokonversiyon agisindan
degerlendirildikten sonrad direkt biyopsi yapilarak tedavi baglanir.

inaktif HBsAg tastyicilari ise ilk yil her ii¢ ayda bir ALT diizeyleri bakilarak takip
edilir. Ik yil ALT normal seviyelerde seyretti ise takip arahiklar1 6-12 aya cikarilabilir, Eger
ALT diizeyi normalin st smrmdan 1-2 kat fazla goriiliir ise diger karaciger hastalif
nedenleri arastirtlir ve HBV-DNA diizeyi tekrar bakilir. HBV-DNA diizeyi 2000 IU/mL’nin
iizerinde ve ALT diizeyleri aym seviyelerde devam eder ise karaciger biyopsisi igin
degerlendirilir. Biyopside belirgin fibroz veya orta / siddetli inflamasyon goriiliir ise tedavi
baglanmast i¢in degerlendirilir.

Kronik hepatit B tedavisinin hedefleri; HBV replikasyonunu durdurmak veya
belirgin oranda azaltmak, siroz, karaciger yetersizligi ve hepatoseliiler karsinoma geligimini
dnlemektir. HBV-DNA’nm azalmast ya da negatiflesmesi  birincil hedef olarak
goriilmektedir. Bunun yani sira ALT seviyesinin normale donmesi ve histolojik iyilesme
saglanmasi diger hedefler arasindadir. Eger HBeAg pozitif ise HBeAg nin negatiflesmesi ve
anti-HBe serokonversiyonu diger bir hedef olarak sayilabilir. Ozellikle interferon dist
antiviral tedavilerin sonlandirilma kararinda HBeAg’nin negatiflesmesi 6nemli bir noktadir.
HBsAg negatiflegmesi son derece nadirdir ve bir hedef olarak gosterilemez. Kronik hepatit
B’nin tedavisi planlanirken tedavi oncesi bazi laboratuvar verilerine dikkat etmek gerekir.
Ciinkii tedavi oncesi hastaligmn Klinik dénemine gore kisinin ne sekilde tedavi edilecegi
planlanmaktadir. Tablo 2’de kronik hepatit B infeksiyonunun onerilen giincel tedavisi

ozetlenmektedir (28).
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Tablo 2 KRONIK HEPATIT B GUNCEL TEDAVIDE KULLANILAN ILACLAR

TEDAVIDE VIRAL DIRENC

DIRENC INSIDANSI VE PREVALANSI

LMYV direnci, tedavinin seyri boyunca ilerleyici bir sekilde artar. Oyle ki, hastalarin
%14-32’si tedaviden 1 yil sonra; %80’inden fazlasi ise 48 ay sonra ilaca direng kazanir. LdT
direncli HBV’nin goriilme orani, LMV’den diisiik olmakla birlikte, yine de &nemli bir orana
sahiptir. LdT HBeAg pozitif olan hastalarda kullanildiginda 1 yil sonra %4.4’ii ve 2 yil sonra
%21’inde genotipik direng geligmistir. Aynt hasta grubunda HBeAg negatif olan hastalarda
bu oran 1 yil sonra %2.7 ve 2 yil sonra %8.6 olarak bulunmustur(29,30).

ADV direncli viriislerin seleksiyon orani daha diisiik olmakla birlikte, 2 yillik tedavi
sonrasinda HBeAg negatif KHB hastalarinm yalnizca %?2’si direng kazanir. Ancak 4-5 yillik
ADV monoterapisi sonrasinda, hastalarin %30’unda direng goriiliir (31). LMV direngli




hastalara ADV verildiginde, 12 aylik tedavi sonrasinda hastalarm %20’sinde genotip
analizleri ile primer ADV direnci saptanmistir(32). Son yillarda yapilan bir ¢aligmada 72.
haftaya kadar TDF ve emtrisitabin kombinasyonu verilmis ve 96. haftaya kadar tenofovir

tek bagia verilen hastalarm direng kazanmadiklarini ortaya konmustur (34).

ETV ile yapilan calismalar da, daha 6nce tedavi verilmemis hastalarda 1 yillik tedavi
sonrasmda (%0.1) ¢ok diistik bir genotipik direng orani elde edildigini ortaya koymustur. Bu
oran tedavinin 2. yilinda %0.4; 3. yilinda %1.2; 4. yihinda %1.2; 5. yilinda %1.2 ve 6. yihnda
%1.2 olarak bulunmustur(35). Buna karsin, daha énce LMV ile tedavi edilen hastalarda
kiimiilatif genotipik direng orani 1. yilda %6; 2. yilda %14; 3. yilda %32 ve 6. yilda %60
olarak bulunmustur(36).

DIRENC MEKANIZMASI

Enfekte hiicrelerdeki HBV klirensinin baglica belirleyicisi, kovalent olarak kapalt
dairesel DNA (cccDNA) adr verilen bir replikatif viral DNA tiirtidiir (37,38). Kronik HBV
enfeksiyonu sirasinda, enfekte hiicrelerde uzun yarilanma dmrii ile hepatosit niikleuslarinda
cccDNA bulunur(39). NA antiviral tedavisinin ilk cccDNA  olusumunu tnleyemedigini
gosteren ve tedavi sirasinda karsilagilan inatgl vireminin yeni hiicreleri enfekte edebilecegini
bne siiren caligmalar mevcuttur(40,41). HBV cccDNA, viral genom replikasyonunun
reaktivasyonu i¢in bir depo gorevi goriir ve antiviral tedavisinin sona ermesinden sonra viral
enfeksiyonlarin tekrarlamasima veya immiinosupresyon sonrast KHB’ye yol agar. Ayrica,
hepadnaviriislii dag sigami modeli tizerinde yapilan bir calismada, ilag direnci mutasyonlarn
cccDNA’da kaydedildigi ve bu sayede gapraz direng gosteren ilaglar ile bu mutasyonlarim
hizl1 bir sekilde hedef almabilecegi one stirtilmistiir(42). Bu nedenle, cccDNA’nin stabilitesi
ve yeniden doldurulmasi, mevcut antiviral ajanlar ile KHB enfeksiyonunun eradike

edilmesinin 6niinde biiytik bir engel teskil etmektedir(43).

Antiviral tedavi sirasinda ilag direngli mutasyon seleksiyonunda rol oynayan farklt
mekanizmalar mevcuttur(44). Selektif NA tedavi baskilamasmin olmasi durumunda, genetik
acidan farkh karma bir yapinin replikasyon {istiinliigli olugur. Yeni olugmus veya mevcut
mutasyon, bir varyanta selektif istiinlik sagliyorsa, karacigere yayilmaya daha yatkin ve
daha hizli hareket eden yeni bir viriis nesli meydana gelir. Bu sayede mutasyonlarin sayist

artar ve kullanilan antiviral ilaca ragmen, karacigerdeki dominant sus olur(45,46). Sekil 4.
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DIRENCIN KLINIK OZELLIKLERI

TANIMLAR

KHB nedeniyle NA tedavisi verilen hastalar, tedavi sirasinda virolojik yanit ve atak
acisindan; tedaviden sonra ise yamit siiresi ve viral relaps agisindan yakindan izlenmelidir.
Serum HBV DNA, tedavi sirasinda her 3 ayda bir kontrol edilmelidir (51). Antiviral KHB
tedavisinin bagarisiz olmast, spesifik mekanizmalara dayanan farkh yonleri isaret edebilir.
Bu nedenle, tedavinin belirlenmesi agisindan birtakim klinik ozellikler tasir. Ayrica, Primer
yamtsizlik ve kismi virolojik yamt ve antiviral ilac direncine bagl virolojik atak arasindaki

fark1 ayirt etmek onemlidir.

PRIMER YANITSIZLIK

Tiim hepatit B tedavi segenekleri igin 12 haftalik tedavi sonrasinda viral yiikte 1.0
logo TU/mL’lik diisiisiin saglanamamast, primer yanitsizlik olarak tanimlamr (52,53). Primer
yamitsizligin nedeni, hastanm tedaviye uyum saglayamamasi veya ilacin antiviral etkinlik
sergileyememesi olabilir. Konak farmakolojik etkisi ve/veya hasta uyumunun saglanmasi ile
suboptimal yanit elde edildigi gosterilmigtir. Bu nedenle, 12. hafta, tedavinin etkinliginin

belirlenmesinde ve hastanin tedaviye gosterdigi uyumun degerlendirilmesinde tnemlidir.

KisMi YANIT

Kismi yanit, viral yiikiin belirli bir esik degerine diisiirilememesidir. Esik degeri,
karaciger histolojisinin iyilesmesi ve minimum direng riski olarak tanimlanir(54). Giincel
Avrupa Karaciger Calismalart Dernegi Klinik Uygulama Kilavuzu, tedavi sirasinda
saptanamayan bir HBV DNA diizeyi elde edilmesini dnermektedir. Bu nedenle kilavuzda
kismi yanit, tedavi sirasinda yapilan gergek zamanli PCR tahlilinde saptanabilir HBY DNA
diizeyi olarak tamimlanmustir (55).

Tedavinin 24. haftasinda saptanan viral yik, LdT veya LMV ile tedavi edilen
hastalarda ilag direncinin bir gostergesi olarak kabul edilmistir(56). Baslangic HBeAg
diizeylerinden bagimsiz olarak, tedavinin 24. haftasinda daha diisiik viral yiike sahip olan
hastalarla kiyaslandiginda, viral yiikiin >1000 kopya/mL (~200 IU/mL) oldugu hastalarda,
tedavinin 2. yilinda daba yiiksek bir direng orani gézlemlenmistir(57). lamivudin ve

telbuvidinin 24 haftasinda HBV DNA pozitifse tedavi degistirilmelidir.




Diger niikleozid analoglarina kiyasla (LMV, ETV, LdT veya TDF), ADV’nin de
daha yavas etki ile viremi diizeylerini baskiladigi bulunmustur. Ayrica, 192 hafta stireyle
ADV ile tedavi edilen HBeAg negatif hastalarda ve 48 haftalik tedavi sonrasmnda HBV DNA
diizeyleri >1000 kopya/mL (~200 TU/mL) olan hastalarda, 192. haftada ADV direnci gelisme
riskinin yiiksek oldugu da gosterilmistir. Bu nedenle, ADV tedavisinde direnci 6ngérmek

icin zaman dilimi olarak 48. hafta kullapilabilir(58,59).

1 yillik ETV ve TDF tedavisi sonrasinda saptanamayan HBV DNA oran, sirastyla
HBeAg pozitif hastalarda %67 ve %74; HBeAg negatif hastalarda ise %90 ve%91
oranindadir(60,61). Her iki antiviral ilag kullanimu ile viral supresyon orant zaman igerisinde
artacagindan, tedavinin belirlenme zamant 1-2 yil kadardir. 6zellikle tedavinin bagmnda viral
yiik orant ¢ok yiiksek olan ve PCR testi ile saptanamayan HBV DNA diizeyine erigmek igin
daha fazla zaman gerekebilir, Viral yiik saptanamayan diizeye eristikten sonra direng riskini

en aza indirgemek igin, diisiik viremi/plato diizeyleri korunmalidir.(62).
VIRAL REBAUND

Virolojik atak, HBV tedavisi alan tedaviye uyumlu hastada, saglanan en diisiik
virolojik yiikte iki kez dogrulanmis en az >1.0-logy IU/mL lik artig olarak tanimianir.
Virolojik atak, genellikle ilaca karst direngli viral suglarm meydana gelmesine bagli olarak
gelisir.. lacin mutasyon profiline gore, viral yiik artigt yavag olabilir; bu da rebound tanisini
giiclestirmektedir. Genotipik direng (viral yiikte artig) olustuktan sonra eger gerekli nlemler
almmaz ise bunu ALT diizeylerinin artmasi (biyokimyasal atak) ve karaciger hastaliginin

progresyonu (klinik atak) takip eder.

{LAC DIRENCINDE UYGULANACAK TEDAVI

e LMYV direnci: Tedaviye TDF ilave edilir (TDF kullanilamiyorsa, ADV tercih edilir).
o ADV direnci: rtN236T siibstitiisyonu mevcutsa, tedaviye LMV, ETV veya LdT ilave
edilir. rtA181V/T stibstitiisyonu mevcutsa, tedaviye ETV ilave edilmesi onerilir.

e LdT direnci: Tedaviye TDF ilave edilmesi 6nerilir (TDF kullaniamiyorsa, ADV

tercih edilir).
e ETV direnci: Tedaviye TDF ilave edilmesi onerilir.
e TDF direnci: Bugiine kadar TDF’ye karst bildirilen bir primer direng mevcut

degildir. Capraz direng profilini belirlemek icin referans niteliginde olan bir




laboratuarda genotipleme ve fenotipleme yapilmasi 6nerilir. Elde edilen profile gore,

tedaviye entekavir, LdT, LMV veya emtrisitabin de ilave edilebilir.

Bazi kombinasyonlarmn uzun siireli giivenliligine iligkin yeterli verinin mevcut olmadigt ve

ilave tedaviler ile her zaman yeterli viral inhibisyonunun saglanamadigi gercedi de

unutulmamalidir.




MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligmada karaciger biyopsisi, biyokimyasal ve molekiiler testlerle kronik hepatit
B tamsi konulmus ve antiviral tedavi almanug 18 yas tizeri 2010 ve 2011 tarihleri arasmda
gastroenteroloji ~ poliklinigine gelen 71 hastanin  sonuglari  prospektif olarak
degerlendirilmigtir. Tiim hastalarm serum kan trneklerinde AST, ALT, Hbe Ag, anti Hbe,
HBV DNA bakildi. HBV DNA &lciilebilir diizeyde olan naive hastalarda tedavi 6ncesinde
lamuvidin direng profili ¢alisildi. Karaciger biyopsi srneklerinde ISHAK skorlama sitemine

gore HAT ile fibroz skorlar belirlendi.

0

CALISMAYA DA HiL EDILME VE DISLANMA KRITER LERL.

Hepatit b yiizey antijeni pozitif ancak anti HCV, delta ve anti HIV testleri negatif

saptananlar,

o Hbe Ag negatif, transaminazlar hafif yiiksek ve HBV DNA 2000 U/ tizerinde
bulunanlar,

e Hbe Ag pozitif, transaminazlar iki kat kadar yiiksek ve HBV DNA 20000 U/
iizerinde kriterlerini saglayan hastalar ¢aligmaya dahil edildi.

e Su anda tedavi almiyor olsa bile daha dnce interferon veya oral antiviral tedavi almus

olan hastalar almis olduklar tedavi siiresine bakilmaksizin ¢aligma dist brrakalda.

HRYV DNA VIRAL YUK TESTL

Serum ya da plasma numunesi ile viral DNA izolasyonu sonrasi, Real Time
Polimeraz Chain Reaction(RT-PCR) yontemi ile kantitatif HBV DNA viral yiikii saptandi.
Bu islem sirasinda kullanilan cihazlar DNA izolasyonu icin Cobas Ampliprep Otomatize
DNA Izolasyon Cihazi ya da manuel izolasyon kiti olan High Pure Viral Nukleic Acid Kit
kullanildi. RT-PCR agamasinda Cobas Tagman 48 cihazinda kantitatif HBV DNA viral
yiikii saptandi. (Roche Diagnostics,USA sis.)

HBY ILAC DIRENC TESTL

Virus poptilasyonunda yiiksek oranda bulunan mutasyonlarin ve yeni mutant suslarm

saptanmasi i¢in ilk asamada dizi Analizi yontemi kullanilarak serum ya da plasma numunesi




ile viral DNA izolasyonu sonrast ,thermal cycler'da gergeklestirilen iki asamali outer ve
nested per dongiisii islemi sonucunda dizi analizi icin yeterli miktarda PCR {iriinii elde
edildi. Uriin thermal cycler'da Hepatit B viriisiine 6zgii Forward ve Revers primerleriyle, dizi
(cycle sequencing ) igin PCR islemine tabi tutuldu. Olusan iirlinler dizi analizi cihazinda
analiz edildi. Sonrasinda Hepatit B viriisiine ait 169, 173, 180, 181, 184, 194, 202, 204, 233,
236 ve 250 numarali kodonlardaki mutasyonlar degerlendirildi. Bu agamada kullanilan
Cihazlar; PCR islemleri icin; GeneAmpPCR 9700 Thermal Cycler Cihaz, dizi analizi i¢in
:Applied Systems HITACHI 3130 Genetik Analizorii kullanild1.

Virus popiilasyonunda bilinen ancak dizi analizinin saptayamayacagl, mindr oranda
mutasyonlarm saptanmast igin ikinci asamada strip ile revers hibridizasyon yontemi (Inno
Lipa,BELCIKA) kullanilarak serum ya da plasma numunesi ile viral DNA izolasyonu
sonrasi, elde edilen DNA thermal cycler cihazinda multiplex PCR(y6ntem) islemine tabi
tutuldu. Elde edilen PCR iiriinlerinde revers hibridizasyon yéntemi ile HBV polimeraz
geninin 80, 173, 180/181, 204, 236 numarali kodonlari tarand1 ve Hepatit B viriisiine ait
mutasyonlar degerlendirildi. Bu islem sirasmda kullanilan cihazlar PCR agamast igin;
GeneAmpPCR 9700 Thermal Cycler Cihazi Hibridizasyon agamasi i¢in; Tecan ProfiBlot 48
Cihazi kullanild.

ISTATISTIKSEL YONTEM

Mutasyon saptanan ve saptanmayan hastalarmn viral yiik degerleri ortalama, orta,
minimum ve maksimum degerler kullanilarak saptandi. Viral yiik degerleri ve diger
parametreler agisindan mutasyon saptanan ve saptanmayan ile HBeAg pozitif ve negatif
hastalar student t testi ve nonparametrik Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. P< 0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. SPSS versiyon 17 yazilum ile istatistiksel

analiz yapild.




BULGULAR

Calismaya kronik hepatit B tanis1 olan ve daha dnce hepatite yonelik herhangi bir
ilag tedavisi almayan toplam 71 hasta dahil edildi. Bu hastalarin %35’1 kadin (25/71) %65’
erkek (46/71) di. Hastalarmn ortalama yag: 38+8.2 (24-61) olarak bulundu. Dagilim tablo 3
de goriildiigi gibi.

CINSIYET T Ortalama | Toplam | Std. Deviation | Minimum “Maksimu | Toplam sayi |
KADIN 43 25 10,3 26 61 35.9%
ERKEK 34 46 5,2 24 43 64,8% |
Total a7 B ¥ 241 et 100,0%

“fablo 3 CINGIYET VE YAS DAGILIM TABLOSU

MUTASYON ANALiZINiIN DEGERLENDIRILMESI

71 hastanin 8’inde YMDD mutasyonu goriildi (%11.3). Mutasyon saptanan
hastalarn 4 iinde YIDD (1tM204I), diger 4 iinde YVDD (rtM204V) mutasyonu vardi.
HBeAg pozitif hastalarin 3 i YVDD 11 YIDD, HBeAg negatif hastalarm 3 i YIDD ve 11
YVDD olarak saptandi. Asagida bu 8 hastanin mutasyonlari ile HBe Ag ve HBV DNA

durumlar 6zetlenmistir.

Cinsiyet HBeAg HBV DNA Saptanan mutasyon
TERKEK | Pozif | Toexieur [ "TYVDD (tM204V)
SRR N;gatif‘ COAT] S N Yhﬁb'@mom -
TUERKBK | Peanf | XU YVDD@M04V) e
SRKEC | Negaif | T 1/ G I YIOD (M304T)
 BRREK ¢ . Poziif © 10510 /L e et e YIDD (1¢M2041)' N
TV ﬁegékif S BT T S Yn)iD(rtM204‘Ib)“
TRADINT [ Peset | mmACUL 0 XVDD (vzoav)
g ‘AIa\Ie;ati‘fw: S BT 117 S E— VDD M)

Tablo 4 HASTALARDA SAPTANAN MUTASYON TIPLER]




Toplam ¢aligmaya katilan hastalarin %32 (23/71) sinde HBeAg pozitif, %68 (48/71)
inde HBeAg negatif olarak belirlendi. Buna kargilik mutasyon goriilen hastalarm %50 sinde
%50 HBeAg
degerlendirildiginde HBeAg pozitif hastalarda mutasyon goriilme orant %17 (4/23) iken,

HBeAg pozitif diger sinde negatifdi. Tim hasta popiilasyonu
HBeAg negatif (anti HBeAg pozitif) hastalarda mutasyon goriilme orani %8.3 (4/48) olarak

saptand:. Her iki grup karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamlt oldugu goriildii(p=0.01).

Mutasyon goriilmeyen hastalarm ortalama HBV DNA viral yiikii 117x10° U/,
mutasyon goriilen hastalarm HBV DNA viral yiikii 100x10° U/T olarak saptandi. Mutasyon
saptanan ve saptanmayan hastalar HBV DNA viral yiikii agismdan karsilastinldiginda
mutasyon saptanmayan hastalarm viral yiki bir miktar fazla olmakla birlikte istatistiksel

acidan anlamlt bir fark saptanmadi(p=0.27).

.. .HBVDNA

__Mutasyon Ortalama HBY DNA Hasta sayisi
_YOK 117.372 U/l 63
VAR 100.900 U/l ) 8
Total 116.516 U/l v 71 .

Tablo 5 MUTASYOR OLAN VE OLMAYAN HASTALARDA HBV DNA pizeyi

Mutasyon goriilmeyen hastalarn ortalama ALT degerleri 68+23 U/L, mutasyon
goriilen hastalarin ortalama ALT degerleri 65427 U/L olarak saptandi. Mutasyon goriilen ve
gorillmeyen hasta gruplart ALT degerleri agisindan karsilastirildifinda iki grup arasinda

istatistiksel agidan anlaml1 bir fark saptanmadi(p=0.4)

ALT
Mutasyon | Hasta sayisi Ortalama Std. Deviation
YOK 63 68,6 23,9
VAR 8 65,7 28,4
Total 71 68,3 24,3

Tablo 6 MUTASYORN OLAN VE OLMAYAN HASTALARDA ALT plzevi

Mutasyon goriilen hastalarda Ishak skoruna gore karaciger biyopsisinde HAI
ortalama 6.9, fibroz skoru ortalama 2, mutasyon goriilmeyen hastalarda ayni sekilde Ishak

skoruna gore karaciger biyopsisinde HAI ortalama 7.1, fibroz skoru 2 olarak saptandi.




Mutasyon gorillen ve goriilmeyen hastalarin karaciger biyopsisinde HAI ve fibroz skoru

yoniinden istatistiksel agidan bir farklilik yoktu.(p=0.29)

Mutasyon Ortalama HAI Ortalama fibroz skoru
JYoR b 88 L BA
VAR 71 2,3
Total 6,9 24

Tablo 7 MUTASYOR OLAN VE GLMAYAN HASTALARDA HAIVE FIBROZ SKORU

TUM HASTA GRUBUNUN VIROLOJIK ANALIZi

HBeAg pozitif hastalarda ALT ortalama 98 U/L, HBV DNA 321X10° U/1, HAI 7.9,
fibroz skoru 2 olarak saptandi. HBeAg negatif hastalarda ALT ortalama 55 U/L, HBV DNA
170X10% U/L, HAI 7.1 ve fibroz skoru 2.6 olarak saptandi. HBeAg negatif ve pozitif hastalar
bu parametreler agisindan karsilastirildiginda HAI ve fibroz skoru yoniinden istatistiksel bir
farklilik saptanmazken (p>0.05), HBV DNA ve ALT y6niinden bakildiginda HBeAg pozitif
hastalarda HBV DNA ve ALT degeri yiiksek olup bu gruplar arasinda istatistiksel acidan
anlaml1 bir fark saptand1 (p<0.05).

Mutasyonun varligi, yoklugu ile hastalarm HBeAg pozitif negatiflik durumuna gore

elde edilen ALT, HAI, fibroz, HBV DNA diizeyleri asagidaki tablolarda toplu sekilde

dzetlenmistir.
"HBeAg HAI FIBROZ ALT HBVDNA
NEGATIF(n 6.5 2,6 55,6 UL 17033 U/1
.48 : , ,
POZITIF 7.9 19 94,8 U/L 321046 U/1
(n:23)
Total 6,9 2,4 68,3 U/L 115516 U/I
n:71)
Tablo & HieAg NEGATIF VE POZITIF HASTALARDA PRAMETRE DEGERLER]
Mutasyon HAI Fibroz ALT HBV DNA
YOK 6.9 24 68,6 U/L 117.372 U/
VAR 7,1 23 657 UL 100.900 U/I
Total 6,9 2,4 68,3 U/L 115.516 U1

Tahlo § MUTASYON OLAN VE OLMAYAN HASTALARDA PARAMETRE DEGERLER]




TARTISMA

Kronik hepatit B, bugiin diinyada énemli bir saglik problemi ve en yaygin infeksiyon
hastaliklarindan biridir. Diinya niifusunun tigte biri hepatit B virusu ile enfektedir ve bunlarin
% 5'i kronik hastadir. Bu kronik hastalarin yaklagtk dortte biri, oliimciil karaciger
hastaliklari olan karaciger sirozu ve karaciger kanserine ilerlemektedir. Yilda 1 milyon kisi
hepatit B viriisti nedeniyle olimektedir. Bu sebeplerden dolay1 hepatit B virusunun tedavisi
snemlidir. Lamivudin, uzun yillardir kronik hepatit B hastalarmim tedavisinde kullanilan
glivenilir ve yan etki profili iyi olan bir revers transkriptaz inhibitoriidiir. Lamivudinin
Kkullanim siiresi uzadik¢a lamivudine karst olan ilag direnci artmaktadir. Artan ilag direnci
hastanin dekompansasyonuna ve hatta fatal bir seyre kadar giden klinige sebeb oldugundan
oldukca Gnemli bir problemdir. Lamivudine diren, HBV’nin domain B’de 180. kodonda
16sinin metiyonin ile yer degistirmesi (tL180M) ve polimeraz geninin revers transkriptaz
(rt) bdlgesinde domain C’de 204. kodonda metiyonin, valinin veya izoldsinin ile yer
degistirmesi ile (rtM204V veya rtM204I) YMDD motifinde goriillen amino asit
degisiklikleri sonucunda ortaya g¢tkar(63-66). Son yillarda yapilan caligmalar(1,2,3)
lamivudin ile tedavi edilmeyen kronik hepatit B hastalarinda lamivudin tedavisi sirasinda
ilag direncinden sorumlu olan YMDD motif mutanlarin dogal genom gesitlilifi olarak
meydana geldigini gdstermistir. Ancak dogal olugan mutasyonlarn toplumlardaki prevelans,

nemi, klinige ve hasta tedavisine nasil yansiyacagi tam olarak belirlenememistir.

Farkli cografik bélge ve toplumlarda naive hepatit B hastalarinda bakilan YMDD
mutasyon orami popilasyonlar arasinda %7.5 - %29.5 arahiginda deZismektedir. Bu
mutasyonlarin gogunlukla genotip C ve karma genotiplerde meydana geldigi ve mutasyon
tiplerinin rtM2041 ve rtM204V oldugu bildirilmistir (1,2,3,67,68). Bu calismalarda mutasyon
prevelansi arasindaki bu farkliifin HBV ile enfekte popiilasyonun genotipi ile iliskili oldugu
ve genotip C de goriildiigii 6ne siiriilmistiir. Bizim toplumumuzda naive hastalarda YMDD
mutasyonunu saptamak i¢in Tungbilek ve ark. yaptig1 calismada (69) tiim hastalar genotip D
olup mutasyon orani %7.1 ve mutasyon tipi rtM2041 ve rtM204V seklinde saptanmis. Bu
sonuclar daha onceki caligmalardan farkli olarak naive hepatit B hastasinda YMDD
mutasyonunun sadece genotip C de degil bizim gibi genotip D nin baskin oldugu
toplumlardada belirlendigini ortaya koymustur. Biz ¢aligmanuzda Tiirk toplumunun biiyitk
bir orani (%90 larn iizerinde) genotip D olarak kabul edildiginden(70) genotip galigmast

yapilmadt. Caligmamiza alman naive kronik hepatit B 1i hastalarda YMDD mutasyonunu




%11.3 olarak saptadik. Bu sonug bizden &nce yapilan caligmalarda tiirk toplumunda saptanan
yiizde oranindan daha fazla olup bulas igin alinan tedbirlere ragmen bu oranda bir artig
saptadik (69). Ancak gerek bizim gerekse daha Once yapilan ¢aligmalardaki hasta sayis
yeterli olmadigindan Tiirk toplumundaki naive hepatit B li hastalarda YMDD mutasyon
prevelans oranmin daha saglikli bir sekilde degerlendirilmesi igin bu tiir ¢aligmalarin ¢ok

merkezli ve daha ok hasta tizerinde yapilmast gerekir.

HBV DNA seviyelerinin YMDD mutasyonlar1 insidansi ile pozitif bir iligkisi
olmadig1 daha onceki aligmalarda bildirilmigtir (69-71). Bizim ¢aligmamuzda da mutasyon
saptanan ve saptanmayan hastalar HBV DNA viral yiikii agisindan karsilastirildiginda
mutasyon saptanan hastalarm HBV DNA viral yiikleri saptanmayan hastalardan diigiik
olmakla birlikte bu iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik saptanmadi
(p=0.27). Bu bulgumuz literatiir ile uyumlu olup HBV DNA seviyelerinin YMDD

mutasyonlar1 insidanst ile pozitif bir iligkisi olmadig: sonucunu desteklemektedir.

Naive kronik hepatit B Ii hastalarda lamivudin direnci mutasyonlar ile ilgili diger
faktor HBe antijeninin pozitif veya negatif olmasidir. Tungbilek ve ark. yaptif1 caligmada
(69) hastalarm HBeAg ve anti HBeAg durumlart ile YMDD mutasyon oranlar arasinda bir
iligki saptanmamus olup naive hastalardaki mutasyonun bu faktérlerden bagumsiz oldugu
belirtilmistir. Kobayashi ve ark(73). naive kr(;nik hepatit b tanis1 olan hastalarda yaptiklart
calijmada HBeAg pozitif olan grupta %29.7 gibi yiiksek bir oranda YMDD mutasyonu
saptamug olup bu veriler 1s1ginda HBe pozitif hastalarda YMDD mutasyonunun daha sik
rastlandigy belirtilmistir. Ye ve ark(74). yaptit ¢aligmadada YMDD mutasyonun anti HBe
pozitif hastalarda daha sik goriildugi belirtilmistir. Bizim ¢aligmamizda tiim hasta grubunda
saptanan %11.3 mutasyon orani analiz edildiginde HBeAg pozitif hastalarda mutasyon orani
%17 iken anti HBe pozitif hastalarda bu oran %8.1 olarak saptanmistir. Bizim
sonuclarimizda HBe pozitif hastalarda YMDD mutasyon oraninin fazla olduguna savunan

literatiir bilgisini destekler niteliktedir.

Mutasyon saptanan ve saptanmayan hastalar bulag acisindan alinan anamnezlerinde
bir farklilik saptanmadi ve genelde bulag aile igi, operasyon sonrasi ve gebelik sirasmda

yapilan tetkiklerde tesadiifen saptanmus hastalardan olugmaktaydi.

Tiirkiyedeki mutasyon orani dikkate alindifinda bu caligmalardaki hasta sayisi
artirtlarak tedavi oncesinde yapilacak mutasyon analiz testinin cost effectivite agisindan

degerlendirilmesi 6nemli gibi géziikmektedir.




Hastalardan yapilan karaciger biyopsi oreklerinin  patolojik degerlendirilmesi
sonrasinda elde edilen HAI ve fibroz skor sonuglari mutasyon saptanan ve saptanmayan
hastalarda kargilagtimldigmda bu veriler agismdan iki grup arasinda istatistiksel agidan
anlamlt bir fark olmadig1 saptandi(p=0.29). Bizim elde ettigimiz bu sonuglar HAI ve fibroz

skoru ile mutasyon arasinda bir iligki olmadigm1 desteklemektedir.

Hastalarin ALT degerlerine bakildifinda mutasyon saptanan ve saptanmayan
hastalarin sonuglari karsilagtirldiginda iki grup arasinda istatistiksel acidan anlaml bir fark
saptanmadi(p=0.4). Ancak hasta ALT degerleri HBeAg pozitif ve negatif hastalar arasinda
karstlagtirildiginda HBeAg pozitif olan hastalarda ALT degeri daha fazla olup istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik vardi(p<0.05). Bizim ¢alismamizdan elde edilen sonug hastalarin

ALT diizeyleri ile mutasyon griilme siklif1 arasinda bir baglant1 saptanmamistir.

Sonug olarak lamivudin, uzun yillardir kronik hepatit B hastalarnin tedavisinde
kullanilan giivenilir ve yan etki profili iyi olan bir ilag olmasma ragmen lamuvudinin
kullanim siiresine paralel olarak artan ilag direnci ve sonrasinda olusan klinik sonuglar halen
dnemli bir problem olarak devam etmektedir. Bunun yaninda daha dnce hig tedavi girmemis
hastalarda da bu direncin goriilmesi ayr1 bir sorun olarak kargimiza cikmaktadir. Naive
hastalarda goriilen bu mutasyon toplumlar arasmda farkls prevelanslarda ortaya ¢ikmaktadur.
Bu prevelansin yiiksek oldugu toplumlarda lamuvidin tedavisi ncesinde direng bakilmast
sonradan olusacak komplikasyonlar1 onleyebilir. Bu nedenle tiim popiilasyonlarin kendi
direng prevelansini belirlemesi kronik hepatit B viriisii hastalarinda tedaviyi buna gore
planlamast ilerde olusacak komplikasyonlari onleyebilir ve tedavinin etkinligini arttirabilir.
Tedavi almamis hepatit B hastalarinda goriilen YMDD mutasyonlarmin klinik Snemi tam
olarak belirlenememis olup bunun igin ileri ve daha biiyiik hasta popiilasyonu igeren

calismalara ihtiyag vardir.
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