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OZET

Hepatit B Virus Ila¢ Direnci Mutasyonlarinin Pyrosequencing Metodu ile Tespiti

Kronik hepatit B virus (HBV) enfeksiyonun uzun siireli tedavisi sirasinda
niikleoz(t)id analoglarina Kkars1 ila¢ direnci mutasyonlarimin gelismesi tedavi
basarisizhigima yol acan 6nemli bir sorundur. Bu ¢alismanin amaci kronik hepatit B
enfeksiyonu olan hastalarda HBV ila¢ direnci gen mutasyonlarimin pyrosequencing
metodu ile arastirilmasidir. Kasim 2013 ve Mayis 2014 tarihleri arasinda kronik hepatit
B enfeksiyonu olan 89’u tedavi almayan (naif) ve 48’i tedavi alan toplam 137 hastaya ait
serum ornekleri lamivudin (LAM), adefovir (ADV), telbivudin (TEL), entecavir (ETV)
ve tenofovir (TDF) ile iliskili ila¢ diren¢ mutasyonlarimin tespiti icin real-time PCR testi
sonras1 pyrosequencing metodu (PyroStar HBV Drug Resistance Test, Altona
Diagnostics, Germany) ile analiz edilmistir. Tedavi almayan 89 hastada, TDF’e
duyarhhgi azaltan rtA194T mutasyonu 1(%1.1) vakada bulunmustur. Tedavi edilen 48
hastada, LAM ve TEL’e ila¢ direnci ve ETV’e kars1 da capraz dirence sebep olan
rtM2041 mutasyonu 1 (%?2.1) vakada tespit edilmistir. Kompensatuvar mutasyon olan
rtL180M 2 (%4.2) hastada gozlenmistir. ETV direncini gosteren rtT184S mutasyonu ile
birlikte rtM204V’in varhgi 1 (%2.1) hastada tespit edilmistir. Sonuc olarak, ila¢ direnci
mutasyonlarinin insidansi tedavi alan hasta grubunda %38.3 ve tedavi almayan grupta
%1.1 olarak bulunmustur. Kronik hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda tedavi oncesi
ve sirasinda pyrosequencing metodu ile ila¢ direnci mutasyonlarinin erken tanis1 uygun
antiviral ila¢ secimine katkida bulunacaktir.

Anahtar Sozcukler: Hepatit B virus ila¢ direnci, pyrosequencing metodu,
lamivudin, adefovir, telbivudin, entecavir, tenofovir.
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ABSTRACT

Detection of Hepatitis B Virus Drug Resistance Mutations by Pyrosequencing
Method

The development of drug resistance mutations to nucleos(t)ide analogues during
long term therapy of chronic hepatitis B virus (HBV) infection is a major concern
leading to treatment failure. The aim of this study is to investigate of HBV drug
resistance gene mutations in patients with chronic hepatitis B infection by
pyrosequencing method. Between December 2013 and May 2014, serum samples
collected from 137 patients of which 89 untreated (naive) and 48 treated patients with
chronic hepatitis B infection were analyzed with real-time PCR test followed by
pyrosequencing method (PyroStar HBV Drug Resistance Test, Altona Diagnostics,
Germany) for drug resistance mutations associated with lamivudin (LAM), adefovir
(ADV), telbivudin (TEL), entecavir (ETV) and tenofovir (TDF). Among 89 untreated
patients, rtA194T mutation that may reduce susceptibility to TDF was found in 1 (1.1%0)
case. In 48 treated patients, rtM2041 mutation causing drug resistance to LAM, TEL
and also cross-resistance to ETV was detected in 1 (2.1%) case. Compensatory mutation
rtL180M was observed in 2 (4.2%) patients. The presence of rtM204V combined with
rtT184S mutation indicating ETV resistance was detected in 1 (2.1%) patient. In
conclusion, the incidence of drug resistance mutations were found as 8.3% in treated
and 1.1% in untreated patient group. Early detection of drug resistance mutations by
pyrosequencing method before and during treatment of patients with chronic hepatitis
B infection would contribute to the selection of appropriate antiviral drug.

Key Words: Hepatitis B virus drug resistance, pyrosequencing method, lamivudin,
adefovir, telbivudin, entecavir, tenofovir.
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1. GIRIS ve AMAC

Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonu tim diinyada onemli bir halk sagligi
sorunudur. Dunyada yaklasik iki milyar kisi HBV ile enfekte olup bunlarin 350 milyonu
HBV tasiyicisidir’. HBV enfeksiyonu sadece fulminan, subfulminan ve kronik hepatit
ile sonuglanmayip, ayni zamanda siroz ve hepatoselliler kanserin (Hepatocellular
Carcinoma; HCC) gelisimine de yol acar’. Her yil yaklasik bir milyon kisi HBV’una
bagli siroz ve HCC sebebiyle 6lmektedir®,

HBV enfeksiyonun laboratuvar tanisi igin serolojik ve molekiler yontemler
kullanilir. Serolojik tan1 ile HBV’a ait antijenler ve HBV’a kars1 olusan antikorlar
saptanmaktadir. HBV gostergelerinin tespitinde en yaygin olarak kullanilan serolojik
test ELISA (Enzyme-Linked immuno Sorbent Assay) testidir. Serolojik tanida ilk adim,
HBV enfeksiyonunun akut veya kronik oldugunun saptanmasidir. Molekuler yontemler
kantitatif viral yik testleri, genotiplendirme testleri, ila¢ direnci i¢in mutasyon varligini

saptayan testler ve kor promoter/prekor bélge mutasyon testleridir®.

Kronik hepatit B tedavisi ic¢in interferonlar ve 5 nikleoz(t)id analogu (NA)
kullanilir. NA’lar1 lamivudin, telbivudin, entecavir, adefovir ve tenofovir’dir. Bu
antiviraller viral replikasyonun baskilanmasinda etkili olup ¢ok az yan etkilere sahiptir.
Bu avantajlarina ragmen NA’lar1 HBV’u tamamen eradike etmez. Ancak klinik faydasi
HBYV replikasyonun baskilanmasini siirdiirebilmeye dayanir. Ne yazik ki uzun siireli
NA ile tedavinin temel kisitlamasi tedavi basarisizliginda en 6nemli faktor olarak ortaya
cikan ilag direncidir. Ayrica ilag direnci karaciger hastaliginin ilerlemesine sebep olur.
Bu ylzden NA’larina karsi ilag direncinin tespiti uygun tedavinin planlanmasi ve direng
gorulen hastalarda tedavi yonetimi icin dnemlidir. Ayrica direng gosteren HBV mutanti

diger kisilere de bulasabilmektedir’.



Lamivudin (LAM), 1998 yilinda kronik hepatit B tedavisinde giinde 100 mg doz
olarak FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanan ilk oral sistin
niikleozid analogudur. LAM’in temel dezavantaji tedaviden 8 yil sonra genotipik direng
ile iligkili mutasyonlarin %76 kadar yiiksek oraninda olmasidir. LAM direncinden
sorumlu temel mutasyonlar rtM204V ve rtM2041’dir. rtM204V mutasyonu genellikle
rtL180M ile birlikte meydana gelir iken rtM2041 tek basina veya rtL180M ile meydana
gelebilir. rtL180M, rtM204V/l mutantlarinin defektif replikasyonu onarir ve ilag

direncini de artirir®,

Diger bir kompensatuvar mutasyon olan rtV173L, rtM204V/l ve rtL180M
mutasyonlar1 ile meydana gelir ve viral replikasyonu artirabilir. LAM’¢ kars1 direng

veren diger mutasyon rtA181T/V ADV e capraz direng veren bir mutasyondur’.

Entecavir (ETV), yiiksek direng bariyerine sahiptir. Bu sebeple direng gelisimi
nadirdir. Tedavi almamis hastalarda 5 yillik tedaviden sonra sadece %1.2°dir. ETV’e
kars1 yiiksek genetik bariyer olmasi sebebi ile diren¢ gelismesi icin 3 mutasyonun
olusmas1 gerekir. LAM direncinden sorumlu rtM204V ve rtL180M mutasyonlarina
ilaveten rtI169T, rtT184G, rtS2021 veya rtM250Vmutasyonu ETV direncine sebep olur.
Boylece LAM direnci mutasyonlarimin varligt ETV diren¢ gelisme riskini artirir.

LAM’e cevap vermeyen hastalarda 5 yillik tedaviden sonra direng orani %51"dir®®.

Adefovir (ADV), adenozin monofosfatin niikleotid analogu olup HBV DNA
replikasyonunun baskilanmasinda nispeten yiiksek etkiye sahiptir. Antiviral direncin
ortaya ¢ikma orani tedavi sirasinda LAM ile karsilagtirildiginda daha diisiiktiir. Direng
orani tedavinin 5 yilindan sonra % 30°dur. HBV polimerazin B domaininde rtA181T/V
mutasyonu ve D domaininde rtN236T mutasyonu genellikle temel ADV ilag¢ direnci

mutasyonu olarak kabul edilir ve ADV’e duyarliligi 5-10 kat azalttig1 goriilmiistiir®.

Telbivudin (TEL, LdT), dogal olarak timidinin niikleotidi olan modifiye edilmis
L izomeridir. TEL’in yiksek antiviral etkisinden dolay:1 diren¢ oranmi tedaviden 2 yil
sonra HBeAg pozitif hastalarda %25.1 ve HBeAg negatif hastalarda %210.8 gibi
yuksektir. Ayrica 3. yilda gelisen direng oran1 HBeAg pozitif hastalarda %11.3 ve
HBeAg negatif hastalarda %6.5’dir. TEL ile tedavinin 3 yilindan sonra direng¢ orani
%30 kadardir. TEL’e baslica diren¢ veren ana mutasyon rtM2041’dir. Bu rtL80V/I ve



rtL180M mutasyonu ile birlikte olabilir veya olmayabilir. TEL ile iliskili diger
mutasyonlar rtA181T ve rtL229W/\V/"dir’**2.

Tenofovir (Tenofovir disoproxil fumarate; TDF), human immunodeficiency
virus (HIV) tedavisinde kullanilan asiklik niikleotid analogudur. Son yillarda HBV’a
karst giiclii aktivitesinden dolayr kronik hepatit B tedavisinde kullanilmaya
baslanmigtir. HIV ile koenfektif kronik hepatit B’li hastalarda rtA194T mutasyonun
TDF direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir. ADV direnci ile iliskili rtA181T ve
rtN236T mutasyonlarinin  in  vitro ¢alismalarda TDF’e duyarliligi azalttigi

bildirilmistir™.

Bu ¢alismamizin amaci, kronik hepatit B hastalarinda LAM, TEL, ETV, ADV
ve TDF ilaglarina karst HBV ilag direnci gen mutasyonlarinin pyrosequencing metodu

ile aragtirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Viral hepatitin bulasici oldugu ilk kez 1885 yilinda Liirmann tarafindan su ¢i¢egi
as1 kampanyas1 sonrasinda meydana gelen “sarilik epidemisi” sirasinda gozlenmistir. Su
cicegi asist muhtemelen diger asili kisilerdeki asiya bagli lezyonlardan elde edilen
lenfden hazirlanmistir. Hepatit salginlart 1942 yilinda 50.000 Klinik vaka ile Amerika
Birlesik Devletleri ordusunun personeli arasinda sar1 humma asis1 yapilanlarda
gozlemlenmistir. Retrospektif analiz salginda muhtemelen 280.000 kisinin hepatit B
virus ile enfekte oldugunu gostermistir. Gegen ylizyilin ilk yarisinda epidemiyolojik
g6zlemler sonucu HBV’un en az iki tipi oldugu vurgulanmistir. Hepatit tip A baslica
cocuklara diski ile kontamine su, icecek veya yiyecek ile bulasir ve asla kroniklesme
gostermemektedir. Hepatit tip B ise siklikla tedavi amaciyla verilen kan ya da serum

verilmesi araciliiyla veya kisiden kisiye inokiilasyon sonucu bulagmaktadir™.

Amerikali doktor ve genetik¢i Baruch Blumberg bazi hastaliklara, ozellikle
kansere kars1 duyarlilik tespiti icin genetik belirleyicileri ¢alismak amaciyla 1950 ve
1960 yillarinda bdtin dinyada cesitli bolgelerden serum Ornekleri toplamistir.
Blumberg, hemofili gibi hastalig1 olanlarin ¢ok sayida donérden kan Griinlerini almasina
bagli olarak polimorfik serum proteinlerine karsi antikor gelistirdigini immunolojik
testleri kullanarak bulmustur. Bu antikorlar aminoasit dizisinde insandan insana genetik
farkliliklar gosteren proteinlerdir ve transfiizyondan sonra alicilarda yabanci protein gibi
davranir. Blumberg’in arkadasi Harvey Alter’in 1963 yilinda Avustralya’li birgok
yerlinin serumunda “HBSAQ” olarak bilinen “Avustralya antijeni-Au” (Avustralya
Antigen; AuAg) kesfetmesiyle viral hepatitler tarihinde yeni bir donem baglamistir.
Blumberg ve arkadaslar1 bu buluslariyla 1965 yilinda Nobel 6diili kazanmislardir'*,



Ilk basta, Blumberg AuAg’nin daha 6nce buldugu lipoprotein antijeni gibi
polimorfik serum protein olduguna inanmistir. Blumberg ilk kez 1967 yilinda bir
yayinda AUAQ’in hepatit ile ilgili olabilecegini gostermis, buna paralel olarak Alfred
Prince, hepatit B’li hastalarin kaninda serum hepatit antijenini arastirmis ve 1968
yilinda bunu bildirmistir. Ancak ¢ok gegmeden AuAg ile benzer oldugunun farkina

varmigtir.

David S. Dane 1970 yilinda AuAg’in immun komplekslerini elektron
mikroskobu altinda incelemesi sirasinda AuAg’in sadece kucik pleomorfik partikil
olmadigini, ayn1 zamanda iginde belirgin bir sekilde goriilebilen kor olan yaklasik 42
nm c¢apinda virus benzeri objeler oldugunu kesfetmistir ve “Dane” partikili olarak
adlandirmigtir. Kisa bir siire sonra 1971 yilinda June Almeida, “Dane” partikilinden
deterjanlarla muamele ile kor (core;c) partikullerini ortaya ¢ikarmis ve hepatit B’li
hastalarda bu kor antijenine kars1 (Hepatit B core Antigen; HBcAg) olusan antikorlari
gostermistir. Dane partikiillerinin hepatit B’ye neden olan bir virus oldugunu ileri
stirmiistiir. AUAg zarfin yiizey antijeni (surface;s) olup HBsAg (Hepatit B surface
Antigen) olarak adlandirilir. Ayrica HBsAg’den olusan yaklasik 20 nm ¢apinda
filament6z ya da sferik non-enfeksiy6z partikiller kanda 300 kat daha fazla bulunur. Bu
durum Dane partikdllerinin ultrasantrifij veya kromatografi ile saflastirilms AuAg

preparasyonlarinda taninamamasina neden olur.

HBV’un hucre kultirinde ya da laboratuvar hayvanlarinda iiretilememesi ve
hasta serumlarinda Dane partikillerinin mililitrede birkag nanogramdan fazla olmamasi
ve HBV’un niikleik asidinin direkt biyokimyasal tespitinin o dénemlerde mimkin
olmamasi sebebiyle bir¢ok arastirmact HBV genomunu indirekt metodlarla belirlemeyi
denemistir. Shalom Hirschman 1971 yilinda saflastirilmis AuAg preparasyonlarinin
DNA polimeraz ve retrovirus gibi revers transkriptaz igerdigini iddia etmis, ancak bu
iddia onaylanmamasina ragmen HBV genomunun saptanmasina yol agmistir. William
S. Robinson 1973 yilinda HBV’da endojen DNA polimeraz aktivitesi oldugunu ve 1974

yilinda ise bu aktivitenin tiriiniiniin viral DNA oldugunu belirlemistir™.



2.2. Simiflandirma

Hepatit B virus zarfli DNA virusu iceren Hepadnaviridae ailesinin prototip bir
uyesidir. Hepadnaviridae ailesinin temel 0Ozelligi; hepatotropizm gostermesi, tur
Ozgullligi, viremi ve antijenemi ile akut ve kronik enfeksiyonlara neden olmasidir. Bu
ailede bulunan viruslarin virion yapisi, gen sayisi, polipeptit uzunlugu, konak farklilig
ve antijenik capraz reaksiyonlar1 dikkate alindiginda memeli hayvan viruslari
orthohepadnavirus ve kanatli hayvan viruslari ise avihepadnavirus olmak Gzere iki cins

altinda siniflandiriimaktadir®.

Orthohepadnavirus’lar; human HBV, dag sigam1 HBV (woodchuck HBV;
WHBYV), tarla sincabit HBV (ground squirrel HBV; GSHBV) ve siyah derili blyik
maymunlar (woolly monkey), orangutanlar, goriller, gibbonlar ve sempanzeleri enfekte
eden Eski Diinya ve Yeni Diinya primat viruslarini icermektedir. Primat viruslarinin
hepsi birbiri ile yakin iligkilidir ve genellikle tek bir virus tiiriiniin suslar1 olarak kabul
edilmektedirler. Ancak bunlardan sadece woolly monkey virusu, digerlerinden %20
oraninda niikleotid dizi farkliligi gosterdigi i¢in ayri bir tiir olarak kabul edilmektedir.
Insan virusu disindakiler de, non-human primat viruslar: olarak ayrilmaktadir. Rodent
viruslart ise, primat viruslarindan farkli olup HBV’undan %40 oraninda farklilik

gostermektedir.

Avihepadnavirus’lar; duck (6rdek) HBV (DHBV), heron (balik¢il) HBV
(HHBV), ross goose HBV, snow goose HBV ve stork HBV’unu icermektedir. Bu
viruslar olduk¢a yaygin goriilmekte olup Kuzey Amerika’da yasayan balik¢illarin %50
kadarinin dogal olarak HHBV ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Kus viruslari
farkli kokenden gelmektedirler. Bu viruslar baska bir kus virusu ile yakin iligkili olup

memeli viruslari ile oldukga uzak iliskilidirler™.

2.3. Virusun Yapisi

HBV, Hepadnaviridae ailesinin orthohepadnavirus cinsinde yer alan

hepatotropik, zarfli yapida ve kismen cift sarmall, sirkuler en kiguk DNA virusu olup



genomu yaklasik olarak 3200 nikleotid uzunlugundadir. Hepadnaviridae ailesinin

uyeleri icinde insanlarda enfeksiyon olusturan tek tiir HBV’dur.

Akut ve kronik HBV enfeksiyonlu hastalarin serumu elektron mikroskobu
altinda incelendiginde 3 tip partikiil goriiliir. Lipid yapida ¢ift tabakali 42 nm capinda
sferik olan Dane partikill tim virionu temsil eder. Konagin hepatositlerinden derive dis
lipid tabakada (eksternal) hepatit B yizey antijeni bulunur ve zarf hepatit B kor
antijenden olusan ikozahedral yapidaki nikleokapsidi ¢evreler. HBV genomu ve viral
polimeraz nukleokapsid icerisinde bulunur. Diger iki partikil yaklasik 20 ile 22 nm
capinda ya filament6z ya da kicuk sferik partikil olarak elektron mikroskobunda
goriiltir (Sekil 1). Bu partikiller HBV genomundan yoksundur, sadece konak lipid ve
HBsAg’den olusur. Bu yiizden filamentéz ve sferik partiklller non-enfeksiyozdur.
Subvirion partikiller genellikle Dane partikiillerinden daha fazla bulunmaktadir. Ancak
subvirion partikiillerin neden ¢ok fazla sayida firetildigi bilinmemektedir. Bu non-
enfeksiyoz partikuller ve filamentdzler immun sistem icin tehdit olarak ve kronik

enfeksiyon olusumuna yardimei olarak gorev yapabilirler™.

Her 3 partikil yiksek viremili hastalarin serumunda yuksek miktarda
saptanabilen ve HBsAg adi verilen ylzey antijenine sahip olup immunojeniktir. Anti-
HBs antikorlar1 ile reaksiyon verirler. Enfeksiydz olmayan partikiller daha fazla
miktarda iiretilir. Dane partikiillerin sayisi 10%*-10° /mL arasinda iken enfeksiytz
olmayan ve kanda en fazla bulunan kiiresel partikiillerin miktar1 10™*/mL veya daha

fazladir'’.



Sekil 1. HBV partikilleri

HBV zarfl1 bir virus olmasina ragmen diisilk pH, 1s1, dondurma ve ¢dzmeye
dayaniklidir. Bu 6zelligi virusun kisiden kisiye bulasimini kolaylastirmaktadir. HBV;
30-32°C’de en az alt1 ay, -20°C’de ise 15 yil enfektivitesini korumaktadir. Serum
icerisindeki virusun enfektivitesi dogrudan kaynatmakla iki dakikada, 121°C’de ve 0,5
atmosfer basing altinda 20 dakikada, 160°C’de kuru sicak hava ile bir saatte
kaybolmaktadir. HBsAg, %2,5 sodyum hipoklorit varliginda ii¢ dakikada antijenitesini

ve enfektivitesini yitirmektedir.

2.4. Genom Yapisi

HBV genomu, kismen gift iplikli sirkiiler yaklagik 3200 niikleotid uzunlugunda
DNA molekulidir. DNA zincirlerinden biri negatif polariteli olup tam uzunluktadir ve
protein kodlayan negatif ipligin 5° ucu HBV polimerazin terminal protein bélgesine
kovalent bir sekilde baglanir. Diger zincir olan pozitif zincir, degisken uzunlukta olup
tam uzunluktaki zincirden kisadir. Pozitif polariteli DNA ipliginin 5’ ucu, Sentez
sirasinda primer olarak gorev yapan ve 5’ucu kepli olan pregenomik mRNA
transkript’in 19 niikleotid uzunlugundaki bir RNA pargasini tasir. Negatif ipligin 3 ucu

ise 8-9 niikleotidlik artik ug ile sonlanir. Bu bdlge replikasyon sirasinda siiper kivrimli,



sirkiler seklinde cift iplikli cccDNA (covalently closed circular DNA) molekilunin

olusumunda rol oynar™®*,

HBV genomu spesifik yap1 ve fonksiyonu ile kismen {ist liste binen, 7 viral
protein kodlayan 4 adet agik okuma cergevesinden (Open Reading Frame; ORF)
olugmaktadir. Bunlar ORF-P, ORF-S, ORF-C ve ORF-X’dir®.

HBV’un ylzey zarf proteinlerini (HBsAg) kodlayan ORF-S (nt 2848-833) S
geni, pre-S1 ve pre-S2 bolgelerinden olusur (Sekil 2). Herbir bélge kigik (small), orta
(medium) ve biyik (large) gibi 3 farkli yiizey proteini igin kendi ATG basglama
kodununu kodlama yetenegine sahiptir. Bu proteinler farkli alanlar ve glikozilasyon
durumuna gore ayirt edilebilir. Small protein, pre-S2 bolgesinden kodlanip hastalarda
yaygin bir sekilde gorulir ve HBsAg yizey antijenini temsil eder. Bu antijen tanida en
cok kullanilan ELISA kitlerinin hedefidir. Large protein pre-S1 bolgesinden kodlanip
kuvvetli immunojeniktir. Large proteindeki genetik ¢esitlilik HBV’un subtiplerinin

belirlenmesini saglar 1821

En uzun ORF-P, (nt 2357-1621) viral genomun 3/4’tinii olusturur. ORF-P revers
transkriptaz fonksiyonu iceren DNA polimeraz, terminal protein bolgesi, 3 farkli

katalitik alt bolgeyi birlestiren viral polimeraz ve RNase H’1 kodlar.

ORF-C, (nt 1814-2450) yapisal kor proteininin (nlkleokapsid protein) bir
par¢asi olan kor antijenini (HBcAgQ), kana sekrete edilen early (erken) antijenini
(Hepatit B early Antigen; HBeAg) ve endoplazmik retikulum da (ER) translokasyon
icin sinyal peptidi iceren prekor dizisini kodlar. Prekor/kor proteinin ekspresyonu ile
kor proteinin sentezi ve proteolitik isleme ugramasi sonucu yapisal olmayan HBeAg
yapilir. HBeAg viral yasam dongiisiinde gerekli olmamasina ragmen enfeksiyonun

kroniklesmesinde oldukga dnemlidir®*?,

ORF-X, (nt 1374- nt 1836) HBYV ile iliskili karaciger kanserine neden oldugu
diistiniilen ve ¢esitli gen duzenleyici fonksiyonlara sahip X proteini (HBxAg) kodlar.
Yeni bilgiler HBXx’in aslinda yapisal olmayan bir protein olup baslica HBV

transkripsiyonunun epigenetik kontroliinii yaptigini diisiindiirmektedir?®%,



Acik okuma cergevelerine ek olarak HBV genomu; iki artirici (enhancer EI ve
Ell) dizisi, her iki zincirin 5’ ucuna yerlesmis iki adet 11 bazlik direkt tekrar dizileri
(DR1 ve DR2), bir poliadenilasyon sinyali ve glikokortikoid yaniti i¢in bir alan

glikokortikoid cevap eleman1 (Glucocorticoid Responsive Element) icermektedir.

Sekil 2. HBV’un genom yapisi

2.5. Virus Proteinleri
2.5.1. YUzey Proteinleri

HBV yilzey proteinleri translasyon baglama kodonundan agik okuma
cercevesinde (S-ORF) kodlanir, ancak 2 farkli mRNA’dan ¢evrilir. Bunlar MHBs
(Middle HBs) ve SHBs (Small HBs) sentezine sebep olan 2,1 kb’lik transkript ve LHBs
(Large HBs) sentezine neden olan 2,4 kb uzunlugundaki mRNA’dir. Transkripsiyon

. . .. o . .. . v 1. 18
protein ekspresyonunun diizenlenmesini saglayan ayri promoter bolgesi ile siirdiiriiliir .
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SHBs, 24 kDa agirhiginda 226 aminoasit uzunlugundan olusan proteindir ve
sadece S bolgesini igerir. SHBs en az 2 transmembran bolgesi (TM1-TM2) araciligiyla
ER membranina kotranslasyonel bir sekilde yerlesmistir. Yapilan tahminlerde i¢ ve dis
hidrofilik dongii ile baglantili 4 transmembran bolge (TM1-4) igerdigi ongorillmiistiir.
TM2 ve TM3 arasindaki dig bolge (aa 99-161) silrekli kullanilmayan N-146’daki N

glikozilasyon alanini ve HBV un ana antijenik determinantini (a,d/y ve w/r) tagir'.

MHBs, 33 kDa agirliginda 281 aminoasitten olusur ve N terminal Pre-S2 ve S
bolgesini igerir. Pre-S2 bolgesi ER liimenine transloke olmustur ve daima N-4’de N
glikozillenme ve golgi aygitinda kismen T-37’de O glikozillenme gergeklesir.
MHBs’nin fonksiyonu halen tam olarak anlasilmamistir. Orthohepadnavirus’larda
yuksek oranda korunmasina ragmen MHBs virionun salinmasi, subviral partikiliin
olusumu ve HBV’unun enfektivitesi i¢in gerekli degildir. MHBs proteinin HBV’un
karaciger hiicrelerine tutunmasinda rolii oldugu diisiiniilmektedir. MHBs ve SHBs
filament6z partikiilleri olustururken sferik partikiiller ise baslica SHBs proteininden

olusur®,

LHBs, Pre-S1, Pre-S2 ve S bolgesi ile 4 transmembran (TM1-4) bolgesini icerir.
LHBs protein 389-400 aminoasitlik ve 39 kDa molekiiler agirliginda olan bir
molekildir ve ER membran igerisine kotranlasyonel katilimindan sonra, Pre-S (Pre-S1
ve Pre-S2) bolgesine sitozolik yerlesir. LHBs proteinin yaklasik %50’si, pre-S bolgesi
partikiilin olgunlagmasi sirasinda posttranslasyonel bir sekilde ve hucresel reseptor
iligkisi i¢in virionun dis kismina yerlesir. Pre-S1 bolgesinin A-C terminali “cytolitic
anchorage determinant” olarak bilinir. LHBs’nin Pre-S bdlgesinin eksternal yonelimi
hepatosit reseptérlerine HBV’un Pre-S1 ile baglanmasi, viral giris ve sonra enfeksiyon

18,24

icin gereklidir

LHBs ve MHBs Dane partikiiliinde esit miktarda bulunurlar ve tim yilzey
proteinlerinin %30’unu olustururlar. SHBs ise Dane partikiliinden 100 kat daha fazla
sentezlenir ve enfekte hiicreden salinir. Dane partikiillerinde LHBs: MHBs: SHBs orani
yaklasik 1:1:4 seklindedir. Kanda dolasan S geni triinlerinin yaklasik %5-15"i MHBs,

%1-2’si LHBs ve geri kalan kismi1 SHBs proteininden olusmaktadir®.
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2.5.2. Kor Proteinleri

HBcAg viral replikasyon icin gerekli niikleokapsidin temel bilesenidir. HBcAg
ORF-C agik okuma gergevesinden olusan pregenom tarafindan kodlanir ve viral revers
polimerazi paketleyen ikozahedral subviral partikdlleri yapar. Virusun genotipine bagh
olarak 183-185 aminoasitten olusur. HBcAg, HBeAg’den 1000 kat daha fazla
Immunojenik, hem bagimsiz T hiicre hemde bagimli T hiicre antijeni olarak fonksiyonu
olan ¢ok degerlikli bir proteindir. HBcAg’e T hiicrelerin cevabinin kronik hepatit B’nin
(KHB) serokonversiyonuna katkida bulundugu bildirilmistir.

HBeAg in vitro kosullarda replikasyon ic¢in gerekli olmayan, ancak dogal
enfeksiyon i¢in 6nemli olan yardimci bir proteindir. Bu protein viral replikasyon,
enfektivite, hastaligin siddeti ve tedaviye cevabin gostergesi olarak klinik de
kullanilmaktadir. HBeAg intrauterin enfeksiyonda HBeAg/HBcAg spesifik T helper
hiicre toleransini olusturarak perinatal gecis sirasinda siklikla kronik enfeksiyonu ile

sonugclanan viral enfeksiyonu surdiirmede rol oynayabilir®®.

HBeAg 1972 yilinda Magnius ve Espmark tarafindan kesfedilen proteindir.
HBeAg HBYV prekor gen (pre-C dizisi ve C geni) tarafindan kodlanan prekor proteinin
212 aminoasit prekirsorden ayrildiktan sonra elde edilir. HBeAg bitiin Hepadnaviridae
uyeleri arasinda evrimsel olarak son derece korunur. Kor proteinin bir pargasi olan
HBeAg, pregenomun revers transkripsiyonu igin polimeraz aktivitesinin diizenlemesi ve
pregenomik RNA (pgRNA)'nin kapsidasyonu igin gerekli niikleik asit baglama

aktivitesine sahiptir.

HBeAg immunodifiizyon agar jelde belirlenebilir ve plazmada 10 ug/mL’den
daha fazla konsantrasyonda bulunur. Salgilanan HBeAg, HBCAg ve HBeAg’e T hiicre
toleransini olusturarak intrauterin dénemde immun dizenleyici fonksiyona sahiptir.
CD4" hiicreleri ile antijen tanimada HBeAg’inin immun diizenleyici rolii oldugu

gosterilmistir®’.
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2.5.3. X Protein

HBx antijeni 17 kDa agirliginda 154 aminoasitten olusan yapisal olmayan bir
proteindir. X geni HBV genomunun kismen {ist iiste gelen 4 ORF bolgesinin en kiguk
kismidir. HBx proteinin biyolojik fonksiyonu heniiz agiklanmamistir. Fakat HBV ile

iliskili karaciger kanserine neden oldugu bilinmektedir.

Biriken kanitlar HBV X geninin konak genomuna integrasyon ve HBV
replikasyonu icin gerekli oldugunu gostermistir. HBx proteinin ekspresyonu in vitro
kosullarda virus i¢in 6nemsiz iken in vivo kosullarda enfektivite strecinin énemli bir
bilesenidir. HBXx proteini enhancer/promoter komplekslerini ve virus promoterlerini
aktive ederek replikasyon ve virus gen ekspresyonunu ilerletir. Ayrica HBx birikimi
konak hicre sinyal transdiksiyonu, transkripsiyon ve proliferasyondan sorumlu
molekdllerin asirt ekspresyonu dahil ¢esitli hiicresel aktiviteleri degistirip viral

replikasyonu artirarak viral persistens ve HCC’e neden olur®®?®,

2.5.4. Polimeraz Protein

Viral polimeraz HBV genomu tarafindan kodlanan tek bir enzimdir ve 90 kDa
molekil agirligindaki P proteinin dort farkli isleve sahip bolgesi vardir. Aminoterminal
pargasi, negatif DNA sarmalinin sentezlenmesinde pgRNA’nin revers transkripsiyonu
icin oncul gorevi gorir. Orta parca, negatif sarmal sentezi igin revers transkriptaz ve
pozitif sarmal sentezi icin DNA polimeraz olarak islev yapar. Karboksi uctaki parca ise
negatif sarmal sentezi sirasinda pgRNA’nin degredasyonu icin gerekli olan RNase H’1
kodlar. DNA polimeraz bolgesi, revers transkriptaz aktivitesi igin gerekli olan YMDD

(tyrosine-methionine-aspartate-aspartate) aminoasit motifini tagir’.
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2.6.Virusun Replikasyonu

Viral yasam dongiisiiniin erken evresinde adsorbsiyon, penetrasyon ve kapsidin
ayrilmasi evreleri gerceklesmektedir (Sekil 3). Enfeksiyonun ilk evresi hepatosite
virusun adsorbsiyonudur. Bir¢ok ¢alisma HBV enfeksiyonunun baglamasi ig¢in Pre-S1
domainin reseptdre baglanmasi gerektigini bildirmistir. Penetrasyonun ardindan, viral
korun yikilimi gergeklesir ve genomik DNA hiicre nukleusuna goc¢ eder. Bu gogte
nikleer lokalizasyon sinyali gorev almaktadir ve kapsidi olmayan HBV genomu
importin yolunu kullanarak nikleusa gegis gosterir ve bu yolda nukleer transport
reseptorleri olan importin beta ve alfa gérev alir. Nukleus icerisinde, kapsid ¢ozilir ve
serbest kalan genomik relax sirkiler DNA (relax circular DNA; RC DNA) konagin
tamir enzimleri vasitasiyla cccDNA formunu alir. cccDNA ayni zamanda viral
minikromozom olarak tanimlanabilmektedir ve virusun major transkipsiyonel kalib1

olarak davranmaktadir®®3",

HBV’un yasam dongiisiinde iki proses anahtar rol oynamaktadir; RC DNA’dan
cccDNA f{iretilmesi ve ardindan konak enzimleri vasitasiyla viral RNA’nin iiretilmesi
stireci ve sonrasinda pgRNA’nin revers transkripte edilmesi ve viral nikleokapsidle
birliktee RC DNA formunun olusmast sonrasinda dongiiniin tamamlanmasi
ger¢eklesmektedir. HBV replikasyonununda ilk anahtar adim genomik RC DNA’nin
cccDNA formuna doniisiimiidiir ve viral minikromozomun transkripsiyonudur. HBV
cccDNA  formunun var olmast hiicrenin basarili sekilde enfekte edildiginin
gostergesidir. Genomik RC DNA’nin cccDNA formuna doniismesinde en azindan dort
adim gerekmektedir; tek zincirli gap bélgesinin tamiri, 5’- terminal yapinin kaldirilmasi,
pozitif zincire kepli oligoribonukleotidin dahil edilmesi ve negatif zincirde HBV
polimeraz proteinin elde edilmesi, negatif zincirde kisa terminalin ¢ikarilmasi ve her iki

zincirin kovalent bagla ligasyonu ve son olarak cccDNA formunun olugmasidir.

HBV kor proteini viral minikromozumun yapisal bir bilesenidir ve HBV
DNA’ya spesifik baglanmasi HBV niikleoprotein kompleksinin niikleozomal bdlgesinin
kisalmasi ile sonuglanir. Pollicino ve arkadaslari, HBV replikasyonunun viral
cccDNA’ya bagli H3/H4 histonlarinin asetilasyonu ile dizenlendigini géstermislerdir
ve nukleer hepatit B X proteini HBV minikromozomuna baglanir ve cccDNA

fonksiyonunun epigenetik regiilasyonu bu yolla modifiye edilir®®*?,
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Viral RNA transkriptleri olan 3.5, 2.4, 2.1 ve 0.7 kb biiyiikligiinde olan 4 parca
biylk viral minikromozomdan Uretilirler. Bu dort transkriptin ekspresyonu enhancer 11/
bazal kor tarafindan gergeklestirilir, klicik yuzey proteinleri, buyuk yuzey proteinleri ve
enhancer 1/X gen promoterleri sirasiyla bu transkripsiyonda gorev almaktadir. Bu
RNA’lar viral proteinlerin translasyonu igin stoplazmaya gecerler. HBeAg veya
nikleokapsid proteini 3.5 kb pgRNA’dan Uretilir, ¢ozinebilir ve sekresyonu mimkin
olan HBeAg (2.5 kb prekor mRNA’dan), polimeraz protein (3.5 kb pgRNA’dan), viral
zarf proteinleri, HBsAg (2.4 ve 2.1 kb RNA’lardan) ve hepatit B X proteini (0.7 kb
RNA’dan) uretilir. Ek olarak, niikleokapsid ve polimeraz proteinlerinin transle olmasini
saglayan mRNA 3.5 kb uzunlugundaki pgRNA ayni zamanda viral genomun revers
transkripsiyonu i¢in kalip gorevi de goriir. Dolayistyla, HBV minikromozomundan
genomdan daha uzun ve subgenom uzunlugunda olan iki smif transkript sentez
edilmektedir. Her ikisi de pozitif polariteye sahip heterojen transkriptlerdir ve bunlar 5’

ucunda kep ve 3’ ucunda poliadenil u¢ tasimaktadirlar®.

HBYV genomik DNA replikasyonunda ikinci anahtar adim revers transkripsiyon
aracilifi ile gerceklestirilir. HBV genomik replikasyon pgRNA’nin paketlenmesi ile
baslar ve viral revers transkriptaz subviral kor partikiiller icindedir, bdylece stoplazmik
replikasyon kompleksi olusmus olur. Revers transkripsiyon HBV nikleokapsidinde
gerceklesir. HBV polimerazin pgRNA molekilinden translasyonu basladiginda N-
terminal ucu (terminal protein) RNA’nin essiz kismina baglanir ki burasi epsilon olarak
adlandirilmaktadir ve 5 wucunda bulunmaktadir., HBV polimeraz ardindan
konformasyonel degisime ugrar ve enzimatik aktivasyon kazanir. Paketlenmis olan
polimeraz enzimi terminal protein domainin 63. sirasindaki tirozin aminoasidinin
hidroksil grubunu kullanarak DNA sentezini gerceklestirir. Bu polimeraz—
oligonuikleotid kompleksi pgRNA’nin 3’ ucundaki DR-1 bdlgesine komplementer
sekans olarak transloke olur. Buradan, pgRNA molekulinin 5’ ucuna ulasana kadar
negatif zincir DNA sentezi devam eder ve bdylece 8-9 nukleotid indirgenmis kisa
terminal tretilmis olur. Revers transkripsiyon devam ettigi sirada, HBV polimerazin
RNase-H aktivitesiyle pgRNA degrade edilir, ancak DR-1 sekansi igeren 18
nikleotidlik 5” kep terminal bolgesi degrade olmaz. Bu fragment 6 nukleotidlik kismi
ile DR sekans homolojisi gosterir. Onsekiz nikleotidlik kepli RNA yapist yeni sentez
edilmis negatif zincir DNA nin DR-2 boélgesine transloke olur ve pozitif zincirin sentezi
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ici primer olarak gorev alir ve negatif zinciri kalip olarak kullanir. Pozitif zincirli DNA

sentezi yaklasik %70-80’ine denk gelene kadar devam eder®.

Viral replikasyonda son olaylar viral montaj ve virusun hiicreden serbest
birakilmasidir. NUkleokapsidlerin kurulumu RC DNA igerigi ile sitozolde gergeklesir.
Dolayisiyla niikleokapsidler hiicreden ayrilmadan once zarflanirlar. Olgunlagsmamis
nikleokapsidler pgRNA icermekte olup zarflanamazlar ve bu sadece revers
transkripsiyonun baslamasinin hemen ardindan gerceklesir. Negatif zincirli DNA’nin
sentezi nukleokapsidin fosforilasyonu ayni zamanda gergeklesmelidir ve bu
zarflanmanin olmasi igin sarttir. Replikasyon kor’unun dogru bigimde kurulumu igin
Pre-S1’in S’e oranmin uygun olmasi gerekmektedir, dolayisiyla yetersiz S veya asiri

Pre-S1 Gretimi anormal kurulum ve serbest birakilmay1 bozmaktadir.

Viral zarf komponentleri, kiguk partikiil ve filamentler barindirmaktadir,
kurulum ve sentez ER membraninda olur ve ardindan liimene tomurcuklanma soz
konusudur. Pre-S1, pre-S2 ve S proteinlerinin morfogenez boyunca farkli, fakat gerekli
fonksiyonlart mevcuttur. Bu farkli fonksiyonlar transmembran topolojileri ile iliskili
gorunmektedir, pre-S2 ve S proteinlerinin topolojisi iki sinyal sekansi tarafindan
belirlenmektedir. N-terminal sekanst kisa Iuminal bolgede bulunmaktadir, ki
transmembran bolgesi 55 aminoasitlik sitozolik kisim ile glikozilasyon ve proteinin
major epitop kismini igeren 70 aminoasitlik luminal domain kismi barindirmaktadir.
Aksine, Pre-S1’in Pre-S domainin tamamu translasyonu takiben sitozolde kalmaktadir.
Virion olgunlagmasi siiresince Pre-S domainleri Pre-S1 molekiliniin %50’sinden tekrar
konfiigre olur ve partikiiliin yiizeyine translokasyon gergeklesir. Pre-S domaininin
yapist sitozolik bolgede kalir, sonrasinda ER’dan tomurcuklanir ve partikiiliin internal
kismint meydana getirirler. Bu dual topoloji Pre-S1 domaininin virionda eksternal
lokalizasyonunu saglar ve hiicresel reseptorlere baglanma proteini olarak gorev yapar.
Replike olan kor partikiiliiniin zarflanmasi sirasinda Pre-S1 domaini sitozolik bélgede
bulunmak zorundadir ki bu siirecte roliinii ancak bdyle yerine getirebilir. Zarflanmig
nikleokapsidler ER’un lumen kisminda birikirler, ardindan golgi aygitina dogru

yolculuk baglar. Viral partikiiller sekretuvar yolu kullanarak hiicreden salimirlar™.
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i Viral giris
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Transkripsiyon 0.7 kb mRNA pgRINA HBcAg

Viral proteinlerin ~ Poliprotein

Stoplazma translasyonu

Sekil 3. HBV’un replikasyonu

2.7. HBV Subgenotip ve Genotipleri

Dilinyada HBV genom gesitliligi hem genotipik hemde fenotipik degiskenlik ile
etkilenmektedir. Genotipler sik sik selektif baskinin yoklugunda, fenotipik gesitlilik ise
konak immun sistem ve tedavi sirasinda ortaya ¢ikan selektif baskinin varliginda
gelismektedirler. HBV’un bu genetik ¢esitliligi virus konak iliskisinde rol oynayabilen

farkli klinik ve virolojik karakteristigi ile iligskilendirilmistir.

Genotipler virus genomunun evrimsel degisiminden, rekombinasyondan veya
spesifik konak populasyonlarin genetik determinantlarma HBV’un uzun sureli
adaptasyonundan kaynaklanabilir. Genotipler arasinda fonksiyonel ve yapisal
farkliliklar komplikasyonun olasiligini, seyrini, siddetini, HBeAg serokonversiyonunu,

HBV enfeksiyonun tedaviye cevabini ve muhtemelen virusa karst asiy1 etkileyebilir®®.
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HBV, HBsAg’nin antijenik determinatina bagl adr, adw, ayr ve ayw olarak 4
subtipe veya serotipe ayrilmaktadir. adwl, adw2, adw3 ve adw4 gibi
subdeterminantlarin etnik ve cografik dagilimi arastirilmistir (Tablo 1). HBSAg subtip
adw?2 genellikle Amerika ve Gliney Avrupa’da, ayw2 Ortadogu’da, adw4 Brezilya’daki

yerli Amerikalilar’da ve adr Dogu Asya’da bulunmustur***,

HBsAg’nin immunolojik subtipleri HBV genomunun ve HBs geninin dizi
analizi yapilarak incelenmistir. Diinyadaki viral suslardan HBV DNA dizi analizleri
karsilastirilmast 1988 yilinda Hiroaki ve Okamoto tarafindan gergeklestirilmistir.
Aragtirmacilar DNA dizisinde %8’den daha fazla farklilik gosteren A’dan D’ye kadar
(sonra genotip olarak adlandirilmistir) 4 genotipik grubun varligini gostermistir. Bu
kavram 2004 yilinda genotip A-F ve %4’den daha fazla farklilik gosteren subgenotip
bilgileri Helene Norder ve Lars Magnius tarafindan verilmistir. D genotiplerin bazilari
bitiin dinyada bulunmaktadir. Ancak digerleri B ve C Asya’da, E Afrika’da ve F ile H
Amerika’da smirlidir. Genotip E’nin son zamanlarda insan popiilasyonlarinda yayildig
gorilmektedir. Cunku Afrika’dan Amerika’ya 200-400 yil once yerlesen siyah
Amerika’lilarin nesillerinin genellikle bu genotipe sahip oldugu goriilmemistir. Fakat
Kuzey Avrupa gécmenlerinin nesillerindekine benzer subgenotip A2’ye sahip oldugu
goriilmiistiir. Brezilya’da yaygin subgenotip Al, Dogu Afrika’dan go¢ eden koleler ile
gelmistir ve Hint Okyanusunun Asya sahiline Somali araciligiyla yayilmistir. Bu
gozlemlerdeki goriis birliginde, biyoinformatik algoritma kullanilan bazi tahminler
insan HBV’un yiiksek mutasyon oranina sahip oldugunu ve birkag yiizyildan daha eski
olmadigini diisiindiirmektedir. Ancak insan HBV i¢in belirtilen bu bilgilerin goclerden
daha eski oldugu muhtemeldir. Ozellikle subgenotip C’nin Avustralya yerlilerinde
olmasi ancak Giiney Dogu Asya veya Okyanusya’da olmamasi genotip C’nin
Avustralya’ya modern insanlarin yerlesiminden yaklagik 50.000 yil 6nce varoldugunu
ve orada orijinal genotip C atasindan bagimsiz olarak evremlestigini diisiindiiriir. Son
15.000 yilda tarih Oncesi goc¢ sirasinda HBV subgenotiplerin degerlendirilmesi son

zamanlarda daha fazla diizenli biyoinformatik analiz ile dogrulanmugtir™**>%,

Genotip A-H ile I ve J genotipleri ve subgenotipler Al-7, B1-9, C1-6, D1-9 ve
F1-4 olarak 2013 yilinin baginda belirlenmistir. Ancak C subgenotip tartigmali bir
sekilde kalmistir. Yeni genotip I, genotip A, C ve G’nin kompleks rekombinant
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formudur. Genotip J ise Japonya, Okinawa’da yasayan 88 yasindaki hepatitli bir

hastadan izole edilmistir®’.

Genotip C, D ve F diger genotiplerden daha fazla patojeniktir ve genotip A ve B

interferon tedavisine genotip C ve D’den daha iyi cevap vermektedir*.

Tablo 1. HBV genotiplerinin dagilin

Genotip Subgenotip Cografik dagihm
A (Al - AB) adw2 Afrika, Avrupa, Amerika,
Avustralya
B (B1-B9) adwz, aywl Gilineydogu Asya, Cin, Japonya
C (C1-C16) adw2, ayrl, adrg-, Giineydogu Asya, Cin, Kore,
adrq+ Japonya, Avustralya
D (D1 -D7) ayw2,3,4 Akdeniz Havzasi, Ortadogu,
Dogu Avrupa, Hindistan
E (Subgenotip yok) ayw4 Bati ve Orta Afrika
F (F1-F4) adw4qg- Guney ve Orta Amerika,
Polinezya
G (Subgenotip yok) adw2 Avrupa, Kuzey Amerika
H (Subgenotip yok) adw4 Orta Amerika, Meksika, Glney
Amerika Birlesik Devletleri
I (Subgenotip yok) adw Vietnam, Hindistan
(Subgenotip yok) - Japonya

2.8. HBV Genomundaki Mutasyonlar

HBV’un yiiksek replikasyon hizindan dolayr (10™ partikiil/giin) 2x10* baz
degisikligi/lokus/yil kadar mutasyon hizi gosterir. Bu oran polimeraz ile iliskili geri

okuma fonksiyonu olmayan diger viruslarinkine gore daha diistiktiir. Ayrica HBV
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genomunun yapisinda birden fazla st iiste agik okuma c¢ergevesi olmasu uygun
mutasyonlarin sayisini ve c¢ogaltilma oranini azaltmaktadir. Fakat Hepatit B
semptomlarinin siddetli olmasi, hiicresel immun sistemin etkinligi ve antiviral tedavi
uygulama gerekliligi ve bunun sonucunda olusan seleksiyon ve mutant suslarin

populasyonda baskinlik kazanmas1 HBV’un mutasyon profilini 6nemli kilmaktadir®,

Mutasyonlar HBV genomunda tesadiifi olarak meydana gelmektedir. Olusan bu
mutasyonlar virusa sagladigr uyum giiciine bagl olarak replikasyon dongiisii sirasinda
cogalmakta ve mutant viruslar prevalans kazanmaktadir. Kendi dogasinda ilerleyen
genomik mutasyonlarin temel siniflandirmasimi 3 ana kategoride ayirmak miimkiindiir.
Bunlar; tek baz degisikligine neden olan nokta mutasyonlari, genis genom alanlarini
etkileyebilen insersiyon ve delesyon ile yeniden diizenlenme, insersiyon-delesyon veya

nokta mutasyonlar1 olusumu ile meydana gelen okuma cercevesinin degismesidir.

Genom {izerindeki bazi gen bolgeleri birbiri ile st liste oldugu igin bu
bolgelerde olusan mutasyonlar diger genlerde de degisiklik olusturabilmektedir.
HBV’unda olusan mutasyonlar hastaligin klinik seyrinde Onemli etkilere sahiptir.

HBV’unda olusabilecek mutasyonlar;
1- Antiviral ilaglara kars1 direng gelisimine neden olabilir.
2- Virusun hiicreye girisini ve entegrasyonunu kolaylastirabilir.

3- Virusun antijenik yapisinin degismesine ve immun yanittan kagis mekanizmalarinin

olusmasina neden olabilir.

4- Virusun replikasyonunun artmasi sonucu siddetli klinik sonuclara sebep olabilir®®.

2.8.1. Bazal Kor Promoter, Prekor ve Kor Mutasyonlar:

HBeAg ekspresyonunun bloke edilmesi veya azaltilmasi ile sonuclanan 2 temel
mutasyonlar grubu taninmustir. ilk grub; prekor geninde translasyonel stop kodon

mutasyonu igerir. Prekor geninin epsilon yapisinda lokalize 1896. niikleotidde
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(kodon:28 TGG; triptofan) G’den A’ya tek baz degisimi prekor bdlgesinin son kodonu
olan kodon 28’i translasyonel stop kodonuna cevirir (TGG’den TAG’e doniisiimii ile
TAG stop kodonun olusumu). Viral replikasyonda steem-loop RNA yapisindaki € son
derece korunur. NtG1896 steem-loop’un nt1858 bazi ile baz ¢ifti olusturur. HBV
genotiplerden B, D, E, G ve genotip C’nin baz suslar1 1858. nukleotid timidindir. Bu
yizden G1896A (T-A) tarafindan olusan stop kodon mutasyonu epsilon yapiy: stabilize
eder. Buna karsilik prekor stop-kodon mutasyonu HBV A veya F veya genotip C’nin
bazi suslarinda nadiren tespit edilir. Cunki nt1858 pozisyonu sitidindir ve tercih edilen

Watson-Crick (G-C) baz eslesmesini siirdiiriir®.

Mutasyonun ikinci grubu kor mRNA ve prekorun transkripsiyonel rediiksiyonu
ile sonuglanan bazal kor promoterini etkilemektedir. Bu mutasyonlar nt1762 ve
nt1764’de meydana gelir. Bazal kor promoter bolgesindeki A1762T ve G1764A gibi
mutasyonlar genotipe bagli olarak tek basma veya prekor mutasyonlari ile birlikte
bulunabilir. A1762T ve G1764A ile cift mutasyon olusumu artan viral yik ve
HBeAg’in azalmasi ile sonuglanir. Genellikle mutasyonun bu 6rnegi genotip A ile
enfekte bireylerde bulunur. Bazal kor promoter bdlgesindeki mutasyonlar karacigere
spesifik transkripsiyon faktorlerine baglanmay1 azaltarak daha az prekor ve kor mRNA
transkriptlerin sentezine ve sonug olarak prekor proteininin daha az sentezlenmesine
sebep olurlar. Buna karsilik bazal kor promoter mutasyonlart pgRNA’nin
transkripsiyonunu veya kor ve polimeraz proteinlerinin translasyonunu etkilemez.
Bdylece, HBV replikasyonunda prekor proteininin inhibitdr etkisinin ortadan kaldirmasi
ile bazal kor promoter mutasyonlari, prekoru ve pgRNA ile iliskili kor mRNA’y1

baskilayarak viral replikasyonu artirr goziikmektedir™®.

Kor proteini 2 major bolgeye ayrilir. Bunlar; N terminal bdlge ve fonksiyonel bir
sekilde arjinince zengin C terminal bolgesidir. C terminal bolge genomik RNA’nin
baglanmas1 ve ardindan replikasyon icin gereklidir ve B hiicresi ve sitotoksik T
lenfositleri i¢in 6nemli epitoplari igerdigi gosterilmistir. Kronik HBV enfeksiyonunda
enfekte hepatositlerin sitotoksik T hicreler tarafindan temizlenmesi sirasinda bu
epitoplardaki escape (kagan) mutasyonlar kolaylikla segilir. Bu epitoplar major
sitotoksik T lenfosit bolgeleri icin 18-30 aminoasit, T helper hicre bdlgesi 50-70
aminoasit ve 2 B hiicresinin HBc/el (75-90) ve HBc/e2 (120-140) rezidulerindedir. Kor
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genindeki mutasyonlarin sikligi, prekor stop kodon mutasyonun varligi tipik olarak

HBeAg negatif durum ve aktif karaciger hastalig: ile iliskilidir*®**%,

2.8.2. X Mutasyonlari

X bolgesindeki mutasyonlar bazal kor promoter ve enhancer Il gibi replikasyonu
kontrol eden duzenleyici elementleri icerebilir. Cunku bazal kor promoter nikleotid
1742 ve 1802 arasindaki bolgeyi kapsar ve okuma cercevesindeki X geni ile Ust Uste
gelmektedir. A1762T ile G1764A kor promoter mutasyonlar1t X genindeki xK130M ve
xV131I’da degisikliklere neden olur. Ayrica X geni cercevesindeki degisim bazal kor
promoterdeki hemen hemen bitiin delesyonlar veya insersiyonlar kesilmis X protein
tirlinline neden olur. Bu kisaltilmis X proteinleri HBx antijen transaktivasyonu igin

gerekli olan C terminaldeki bolgelerde bulunmamaktadir®.

Yaygin 1762/1764 ¢ift mutasyonlarina ek olarak, kor promoterdeki 1753, 1766,
1768 ve enhancer II’deki 1653 bolgesindeki mutasyonlar HCC ile iliskili olmaktadir.
Genotip C’deki C1766T ve T1768A mutasyonlar1 da karaciger sirozuna katkida
bulunur. Clnki 1753, 1766 ve 1768 bdlgesindeki mutasyonlar fulminan hepatit ile
iliskili olup genom replikasyonunu artirmaktadir. Bu mutasyonlara bagli kor proteinin
artan ekspresyonu sayesinde siroz veya HCC gelisebilir. Ayrica kor promoter, X geni
ile Gst Uste gelir. T1753C, A1762T, G1764A ve T1768A mutasyonlar HBx proteinin C
terminaline yakin 1127T, K130M, V1311 ve F132Y degisikliklerine neden olur. Onceki
calismalar wild tip HBX’in hiicre poliferasyonunda ve transformasyonunda engelleyici
etkilere sahip oldugunu gostermistir. Bu etkiler HCC dokularinda HBV DNA’nin
yerlesmesine neden olan HBx proteinin C terminal’inin kesilmesi ile ortadan
kalkmigtir*>.
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2.8.3. S Mutasyonlari

Pre-S dizileri HBV genomunda yuksek heterojenlik gosterir. Pre-S gendeki
nokta mutasyonlar, delesyonlar ve genetik rekombinasyonlar inaktif tasiyicilarin
serumunda bulunan HBV DNA dizilerinde belirlenmektedir. Pre-S2 proteinleri
sentezlemeyen HBV genomlar sik sik meydana gelir ve bu inaktif tasiyicilarda baskin
virus populasyonudur. Pre-S2 bdlgesi ile enzim aktivitesi igin gerekli olmayan
polimeraz proteinin bosluk (Spacer) bolgesi Ust Uste gelmektedir. Birgok hepatit asisi
temel HBsAg proteinini icerir ve 99-170 rezidiide yerlesen major hidrofilik bolgeye
kars1 immun cevabi indiikkler. Bu anti-HBs cevabi1 koruyucu immunite saglar.
Epitopdaki mutasyonlar asilama sirasinda ve hepatit B immunglobilin (HBIG) ile
karaciger tedavisinden sonra secilmistir. Bir¢ok izolatlar HBsAg (sG145R)’nin 145
rezidide glisinden arjine veya 144 rezidide (sD144A) aspartatdan alanine mutasyon

icerir. SG145R mutasyonu ise asi basarisizlig ile iligkilidir*®*,

2.8.4. P Mutasyonlar

Polimeraz mutasyonlarinin en Onemli klinik sonucu ise antiviral direnci
olusturmasidir. Lamivudin gibi viral revers transkriptaz inhibitori olan ilaclarla tedavi
sonrasinda polimeraz mutasyonlar1 olan viruslar popiilasyona hakim olmaya
baslamaktadir. Lamivudin tedavisi sirasinda polimeraz geninde pek c¢ok mutasyon
tanimlanmistir. Bunlardan ti¢ tanesinin lamivudin direncine sebep oldugu saptanmuistir.
Bu mutasyonlardan en sik goriilen YMDD mutasyonlaridir. Polimeraz enziminin C
katlantisindaki tirozin (Y), metionin (M), aspartat (D), aspartat (D) aminoasitlerinden
(YMDD) metioninin izolosin veya valine degismesi (M5521 veya M552V), B
katlantisindaki 16sinin metionine degismesi (L528M) ve tekrar B katlantisindaki valinin
16sine degismesi (V521L) LAM direncinden sorumlu tutulmaktadir. RNA’ya bagh
DNA polimerazin tim revers transkriptaz enzimlerinde benzer ve korunmus olan
YMDD motifinde degisiklige neden olan mutasyonlar, enzimin niikleotid baglayan
katalitik bolgesini etkilemekte ve LAM’in yaninda ADV gibi diger revers transkriptaz

enzim inhibitorlerine de direng gelismesine sebep olmaktadir.
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2.9. Patogenez

Hepatit B virusu sitopatolojik degildir. Akut enfeksiyonda 45-180 glin suren
inklibasyon sonrasinda klinik hepatit B gdzlemlenmektedir. Sitopatik olmayan
mekanizma ile hepatit B eliminasyonu hastaligin baslamasindan haftalar 6nce
baglamaktadir. Hepatit B DNA’sinin neredeyse %90’1 antiviral sitokinler vasitasiyla
temizlenir ki bu sitokinler dogal ve adaptif immun cevap sonrasi iiretilirler ve bunlara
tumor nekroz faktor alfa, interferon alfa veya interferon beta dahildir. Viral DNA
azalisindan sonra hepatosit apoptozisi ve nekrozis ile birlikte sitolotik immun cevap
devam eder, bununla birlikte klinik hepatit B’nin gelismesi ve serumda ALT artisi
gerceklesmektedir. Enfekte hepatositleri virusa spesifik CD8 sitotoksik T lenfositleri
tarafindan tanis1 smif I insan lenfosit antijen (Human Leukocyte Antigen; HLA-1)
araciligi ile hepatit B virus peptitlerinin sunumu sonucu gergeklesmektedir ve bu
mekanizmanin virus kontrolii ve karaciger hasarina neden oldugu bilinmektedir.
Sitotoksik T hiicreleri sitokin salgilayarak spesifik olmayan bircok inflamatuvar hicreyi
karacigere toplar ve bunun sonrasinda nekroinflamasyon ile sonuglanan birgok
immunolojik reaksiyon kaskati baglar. Multispesifik CD4 ve CD8 cevabi viral klirens
ile iliskilidir. Kronik hepatit B enfeksiyonu olan vakalarda, hepatit B virus spesifik CD4
ve CD8 cevab yetersizdir ve persisten inflamatuvar cevaba sebep olabilir ve boylesi bir

durumda hepatit B virus klirensi icin verimsizdir*’,

Konvansiyonel karaciger biyokimyasal testleri tani igin elzemdir, Ozellikle
karaciger hasarinin tespiti icin ALT (Alanin aminotransferaz) seviyesinin olgilmesi
gereklidir. Bunun yani sira konjuge ve serbest bilirubin testi, karaciger sentez
fonksiyonlarinin tespiti i¢in albumin degeri ve protrombin zamanimin OSlgiilmesi de
gerekmektedir. Karaciger biyopsisi nekroinflamasyonun derecelendirilmesi ve fibrozis
evresinin anlasilmasi i¢in 6nemlidir. Ultrasonografi ve diger goriintileme metodlar
HCC ve sirozun belirlenmesi icin invazif olmayan metodlardir, bu metodlarin ve
testlerin mantikli bicimde kullanilmasi hastaligin dogasinin ve ne asamada oldugunun
anlasilmasi i¢in 6nem arz etmektedir. Hepatit B’nin tanisi ve tespiti i¢in hepatit B virus
markirlarinin test edilmesi zaruridir. Hepatit B’nin serolojik markirlart HBSAg ve anti-
HBs, HBeAg ve anti-HBe, anti-HBc IgM ve anti-HBc IgG’dir. HBsSAg pozitifligi

enfeksiyonu isaret eder. HBeAg pozitifligi ise viral replikasyon markirt olup yiiksek
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hepatit B DNA’simin varligina isarettir. HBsAg belirlenimi hepatit B enfeksiyonu igin
risk altindaki kisilere yapilir, ayn1 zamanda ALT’si yiliksek bireylerde veya karaciger
hastaligina dair kanit tasiyan hastalarda da test yapilmalidir, immun baskilamasi olan

veya kemoterapi alan hastalarda da bu testin yapilmas: dnerilmektedir®.

Akut hepatit B olan hastalarda goriilen ilk serolojik markir HBsAg’dir ki klinik
belirtilerin gérilmesinden 1-6 hafta 6nce gorulmektedir. Anti-HBc IgM ise HBsSAg’den
1-2 hafta sonra gorulir ve HBSsAg’nin temizlenmesinden 6 ay sonra bile
gorilebilmektedir. Siddetli akut hepatit alevlenmesi veya diger hepatit B viruslar ile
siiperenfeksiyonu olan, daha once tani konmamis kronik HBsAg tasiyicilart klinikte
akut hepatit B olarak tanimlanirlar ve bu vakalar anti-HBc IgM icin seronegatiftir. Bu
sebeple akut hepatit B’nin tanis1 i¢in anti-HBc IgM testi yapilmalidir. HBeAg ve hepatit
B virus DNA’s1 akut enfeksiyonun erken fazinda mevcuttur. Her iki markir genellikle
serum ALT’nin pik yaptigi donemde veya hemen sonra ve 1-2 ay iginde gerc¢eklesen
HBsAg seroklirensinden once kaybolur ve bunu haftalar sonra anti-HBs’nin ortaya

cikist izler. Gegirilmis enfeksiyon anti-HBc ve anti-HBs belirlenmesi ile taninir®.

On haftadan fazla HBeAg’nin varligi persisten enfeksiyona gegisin
gostergesidir. Serum HBsAQ’in 6 aydan fazla persisten fazda olmasi kronik enfeksiyona
ilerlemesinin gostergesidir. HBeAg pozitif vakalarda HBV DNA miktar1 oldukga
yiiksektir, buna karsin HBeAg negatif enfeksiyonda serum konsantrasyonlari oldukga
diistiktiir. Seri testlerle gosterilmistir ki, inaktif tasiyicilik durumu HBV DNA
miktarmin 2x10° 1U/mL’den az ve normal ALT degeri olmasi durumunda soz

konusudur.

Serum Hepatit B virus DNA testi ile viral yukin direkt 6l¢imu yapilir, 6zellikle
hastaligin progresyon riskinin tespit edilmesinde kullanighdir ve vakanin antiviral terapi
aday1 olup olmadigi bu yolla belirlenir, ayn1 zamanda tedavi cevabinin izlenmesinde de
verimlidir ve aktif hepatit B’nin inaktif tasiyicilik durumundan ayrilmasi iginde gerekli
bir testtir. Polimeraz zincir reaksiyon (Polymerase chain reaction; PCR) bazli testler
yuksek sensitiviteye sahip olmasi nedeniyle hepatit B viral yikin belirlenmesinde
yaygin kullanima sahiptir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO) HBV Kantifikasyonunda

uluslararast standart yaymlanmistir ve 1 IU yaklasitk bes genoma esit olarak
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degerlendirilmektedir. HBV’nun genotiplemesi ve mutasyonlarin tespiti klinikte gok

6nemli hale gelmistir*’.

2.9.1. Virusun immun Cevaptan Kacis Mekanizmasi

HBYV enfeksiyonunda son gelismeler virusun sadece gizli bir patojen olmadig:

fakat dogal immun sistemden kagmak icin aktif mekanizma kullandigin1 gostermistir.

RIG-1 (Retinoic Acid-Inducible Gene 1) ve MDA5 (Melanoma Differentiation-
Associated Protein 5) gibi RNA helikazlar viral enfeksiyon sirasinda viral RNA’larin
taninmasindan sorumlu 6nemli “pattern recognization receptorler” (PRRs)’dir. RNA
helikazlar HBV enfeksiyonu sirasinda immun slpresyon icin hedefdir. Viral kagis
stratejileri interferon (IFN) Gretiminde roli olan IFN dizenleyici faktérlerin
inhibisyonuna sebep olur. HBV polimerazin insan hepatoma hicrelerinde RIG-1 ve
TLR3’iin uyardigi PRRs sinyaline cevapda IRF aktivasyonunu engelleyerek antiviral
dogal immun cevabir bozdugu bildirilmistir. HBV proteinlerinin, RIG-1 yolundaki
adaptor proteinlerin hedefi oldugu gosterilmistir. Dlzenleyici HBx proteini 3 interferon
promoter stimulator 1 (IPS-1)’e baglanir ve inaktif eder. HBx’in IPS-1’e baglanmasinin
sonucu hepatoma hiicre dizilerinde IFN-B aktivasyon araciligi ile ¢ift iplikli DNA’nin
inhibisyonu saglanir. Insan hiicre calismalarinda da adaptdér protein mitokondrial
antiviral sinyallerin (Mitochondrial Antiviral Signalling; MAVS) HBx i¢in diger bir
hedef oldugu gosterilmistir. MAVS’in pargalanmasini tesvik ederek, RIG-1 yolu

araciligi ile IFN-B’nin indiiksiyonu 6nlenir®®.

Diger bir hedef HBV’a karsi antiviral cevabi azaltmak i¢in kullanilan dogal
immunitenin Toll-like reseptorler (Toll-like receptor; TLR) sistemidir. TLR’ler
endozomal veya lizozomal bolgede viral partikillerdeki niikleik asit dizisini tanir.
TLR’lerini tetikleme dentritik hiicre olgunlagmasini, tipl IFN gibi temel sitokinlerin
urtinlerini ve adaptif immunitenin baslamasini tetikleyen sinyal transdiiksiyon yolunu

baslat1r50'51.
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TLR3 ve TLR4 murin nonparenkimal karaciger hucrelerinde enfeksiyonu
takiben dogal immun cevabin bir parcasidir ve IFN-B indiksiyonu araciligi ile HBV
replikasyonunu baskilama yetenegine sahiptir. Ayni1 grup bu etkilere karsi koymak i¢in
mekanizma igerir. HBV virionlar1 HBSAg ve HBeAg gibi viral antijenler IRF-3 ve NF-
kB gibi transkripsiyon faktorleri, uyarilmis IFN genlerinin indiksiyonunu ve IFN’u

baskilayarak uyarilmis TLRs antiviral aktiviteyi ortadan kaldirmaktadir®*®*,

Ayrica akut enfeksiyonda virusun temizlenmesinde etkili olan antikorlar, yizey
antijenlerindeki “a” determinant degisikligine neden olan mutasyonlarda nétralize etki
gostermeyebilir. Virusun prekor/kor bolgesinde olusan mutasyonlarda HBeAg sentezi
durmakta, bu antijen yoklugunda virusa ait immun cevap zayiflamaktadir. Viral
antijenlerde degisiklige neden olan mutasyonlar bu antijenlerin doku uygunluk
kompleksi (Major Histocompatibility Complex; MHC) antijenlerine baglanmasini ve T
hiicre reseptori ile baglanma oOzgilligini etkiler. Viral yuk fazla oldugunda
immunodominant epitoplarin T hiicrelerini uzun sureli veya yiiksek diizeyde uyarmasi T

hiicre yanitsizligma yol agabilmektedir>”.

2.10. Hastahik
2.10.1. Akut HBV Enfeksiyonu

Akut HBV enfeksiyonunda hepatit yizey antijenleri (HBsAg) 4-10 hafta
inkibasyon periyodundan sonra serumda o6lcilebilir seviyeye gelir ve HBV DNA
seviyeleri oldukga yuksektir. HBeAg dolasimi akut HBV enfeksiyonlu bir¢cok hastada
belirlenir ve bu hastalar enfeksiyonu kolayca bulastirirlar. Viral enfeksiyon olusana
kadar aminotransferaz seviyeleri artmaz. Cunkl viruslu enfekte hepatositlere karsi

spesifik sitotoksik T lenfosit cevabini gelistirmek igin zaman gereklidir,

Akut hepatitin baslangic semptomlar1 nonspesifiktir. Halsizlik, yorgunluk,
istahsizlik, bulanti, kusma ve karin agris1 en belirgin semptomlaridir. Preikterik donem
olarak bilinen bu evre 3-10 gin slrer. Bu evrede aminotransferaz seviyeleri anormaldir.
HBsAg, HBeAg ve HBV DNA bu evrede saptanabilmektedir. Ik immun yanit IgM ile
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baslar. Akut hepatit B’li hastalarda anti-HBc IgM ve IgG titresi saptanabilir diizeydedir.
Ikterik doneme gecisle birlikte bu bulgular diizelirken sarihik, hafif kasinti, idrar
renginde koyulasma ve digski renginde agilma gozlenir. Bu fazda ALT ve aspartat
aminotransferaz (AST) siirekli artis gosterir. Ayrica hasta serumlarinda anti-HBC ve
anti-HBe IgM gorulmektedir. Serumdaki anti-HBc IgM varligi akut hepatit B tanisi igin
guvenilir ve spesifik bir belirtecdir (Sekil 4).

Fulminan hepatit akut HBV enfeksiyonu olanlarin %0.1 ile %0.5 arasinda
meydana gelir. Fulminan hepatit tipik olarak ani ates, karin agrisi, kusma ve sarilik ile

baglar, bunu disoryantasyon, konfiizyon ve koma izlemektedir™.

Pencere doneminde erken temizlemeden dolay1 HBV yiizey antijeni (HBsAg)
ortaya ¢ikmaz. Ama HBV kor antijenine kars1 IgM gosterilir. Bu donemde HBV DNA
diisiik diizeydedir veya belirlenemez®.

Pencere dénemi
HBsAg /  Anti-HBs "
HBeAg Anti-HBe -
HEV DNA
Anti-HBc IgM
Anti-HBc [EG >
ALT
Sgtomlar
. : . . ' : . . s A Hafta
O fq 8 12 16 20 24 28 32 36 52

Sekil 4. Akut hepatit B’nin dogal seyri

2.10.2. Kronik HBV Enfeksiyonu

KHB genellikle anormal karaciger fonksiyon testlerinin veya HBV enfeksiyon

riski olan hastalarin taranmasi sonucu tesadifu teshis edilir. KHB’li bircok hastada
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herhangi bir semptom gorilmez. KHB’li hastalarda HBeAg serokonversiyonundan
dolayr akut siddetlenme meydana gelir. Bu siddetlenmenin ¢ogu asemptomatikdir.

Ancak bazen akut hepatit benzeri tablo ile anti-HBc IgM antikoru olusur.

Kronik hepatit B enfeksiyonunun en o&nemli komplikasyonlar1 sirasiyla
hepatorenal sendrom, siroz ve HCC’dir. Olgularin %15-20’sinde 5 yil igerisinde siroz,
sirozlu hastalarin da %20’sinde HCC saptanir. HBsAg kaybinin goriilme olasiligi ise
yilda %]1-2 civarindadir.

Kronik HBV enfeksiyonu; immun tolerans, HBeAg pozitif kronik hepatit, inaktif
HBsAg tastyiciligi ve HBeAg negatif kronik hepatit olmak tizere 4 faza ayrilir®’.

Persisten (kalici) HBV enfeksiyonu viral replikasyonun yiiksek oranindan dolay1
serumdaki HBV DNA’nin yiiksek seviyesi, hormal serum aminotransferaz seviyesi ve
HBeAg varligi ile karakterize olup baslangigta immun tolerans fazina sahiptir. Bu faz
cogunlukla ¢ocukluk caginda veya dogumda enfeksiyonu gegiren hastalarda nadiren de
erken g¢ocukluk c¢aginda ve yetiskinlerde gortlir. Bu hastalardaki immun tolerans
donemi 10-30 yil kadar siirebilir. Buna karsilik HBV ile enfekte eriskinlerde immun
tolerans donemi genelde cok daha kisa ve diger donemlerden ayirt edilemeyecek kadar

belirsiz olabilir”,

Perinatal HBV enfeksiyonu geciren hastalarda immun tolerans fazindan immun
temizleme fazina gegis yasamin 2 veya 3. on yilinda meydana gelir. HBV replikasyonu
ve viremi karacigerde devam etmesine ragmen serum virus seviyeleri immun temizleme
fazinda daha diisiik olur. Kronik HBV’un aktif faz1 sik stk ALT’in artan seviyeleri,
nekrotik inflamatuvar aktivite, HBV DNA ve HBeAg dongusu ile belirlenir. HBeAg
spesifik T hiicreleri diisiik avidite veya diisiik T hiicre reseptéri dansitesinden dolay1
tolerans indiksiyonundan kagar. Bu aktif faz HBeAg’in varligi, yiiksek serum HBV
DNA ve ALT seviyelerin yani sira karacigerde aktif inflamasyon ve fibroz ile
karakterizedir. HBeAg pozitif kronik HBV enfeksiyonlu hastalarin dogal seyrindeki
temel olay HBeAg serokonversiyondur. Bir¢cok c¢alismada spontan HBeAg
serokonversiyonun yillik oraninin ¢ocuklarda %5 ile %8 oldugu gosterilmistir. Asya’da

bircok cocukta ALT seviyeleri normal olmasina ragmen spontan HBeAg
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serokonversiyon orani  %2’den daha azdir. Fibrozun gerilemesi HBeAg

serokonversiyondan sonra birkag ay veya yilda meydana gelir®’.

HBV enfeksiyonun inaktif HBsAg tasiyicilik fazi HBeAg serokonversiyonuna
neden olur. Kronik HBV enfeksiyonlu hastalarin bir¢gogu inaktif tasiyicilardan olusur.
Serokonversiyondan sonra, birgcok hastada anti-HBe pozitif, HBeAg negatif, diisiik
HBV DNA seviyeleri ve normal ALT seviyeleri ile karakterize olan hepatit olusur, bu
durum inaktif tasiyicilik “inactive carrier state” olarak bilinir. Hastalik immun
temizleme fazinda ciddi ise biyopsi bulgular: hafif inflamasyon, minimal fibrozis ve
inaktif siroz arasinda olabilir. Birgok hasta birka¢ yil bu fazi siirdiiriir ve prognoz
genellikle iyidir. HBV tasiyicilar1 uzun sureli takipte siroz veya HCC’in gelisimi igin
cok diistik risk gosterebilir. Siroz olmayan hastalarda inaktif HBeAg tasiyicilarinda
karaciger kanseri gelisebilir. Inaktif HBeAg tasiyicilarn yaklasik %20 ile %30’unda
takip sirasinda hepatit B’nin spontan reaktivasyonu olabilir. HBV enfeksiyonu
cogunlukla perinatal veya erken c¢ocukluk doneminde kazanilir. Hastalik seyrinde
HBeAg’in kaybi gelisebilir, ancak HBsAg Klirensi sirozlu hastalarda HCC veya

karaciger dekompansasyonunun olusumunu tamamen engelleyemez™>*°,

Kronik HBeAg negatif hastalar, kronik inaktif HBsAg tasiyicilar1 ve kronik
hepatit B’li hastalar biyokimyasal ve virolojik aktivitelerine gore ayrilir. HBeAg negatif
kronik hepatit, HBeAg serokonversiyonu olmadan inaktif HBV tasiyicilarin 1/3’linde
tekrarlayabilir. HBeAg’ne karsi anti-HBe serokonversiyonunun karaciger hastaligin
azalmasina ve HBV replikasyonun durmasina eslik ettigine inanilmaktadir. Fakat
HBeAg negatif kronik hepatit B, kronik hepatitin énemli bir formu olarak bilinmektedir
ve HBeAg negativitesi prekor/kor promoter bolgesi mutasyonlarindan dolayi
olmaktadir. En sik prekor mutasyonu stop-kodonu olusturan 1896 niikleotiddeki guanin-
adenozin (G-A) degisikligidir ve en yaygin kor-prekor mutasyonu HBeAg sentezinin
kaybina neden olan 1762-1764 niikleotidlerin degisimidir ki bu durum HBeAg
sentezinin kaybi ile sonuglanir. Dolasimda olan HBeAgQ’in kaybi HBeAg spesifik T
yardimer tip 2 hicrelerin aktivitesinin indiksiyonunu azaltabilir ve T yardimci tip 1
hicreleri gibi inflamatuvar hicrelerin baskin olmasina yol agabilir. HBeAg negatif
kronik hepatit B (prekor mutant), immun sistemin temizleme fazinda (HBeAg

serokonversiyon) secilen predominant turler olan wild tip viruslarla meydana gelir.
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Kronik aktif HBV enfeksiyon sirasinda 6zellikle yiiksek viral yiik varliginda HBeAg
negatif mutantlarin olusumu karaciger hasarinin artmasiyla ve kotii prognoz ile iligkidir.
Bu fazin ilerlemesi spontan bir sekilde immun baskilanma sirasinda inaktif HBV
tasiyicilarinda meydana gelmektedir. Baz1 hastalar HBeAg pozitifden HBeAg negatif

kronik hepatit B* ye ilerleyebilir®®®:.

Prekor/kor promoter mutasyonlarin tespiti ile HBeAg serokonversiyonundan
sonra kronik hastaligin gelistigi gosterilmistir. Yas HBeAg negatif hastalarda HBeAg
pozitiflerden daha yiksektir. ALT ve HBV DNA seviyeleri HBeAg negatif hastalar
HBeAg pozitif hastalardan daha disiiktiir. Spontan iyilesme nadirdir, uzun vadeli
prognoz kotuddr, histolojik lezyonlar HBeAg negatif hastalarda HBeAg pozitif
hastalara gore daha siddetlidir. Nekrotik inflamatuvar aktivite hem HBeAg negatif
hemde HBeAg pozitif hastalarda hemen hemen aynidir. Fakat fibrotik aktivite HBeAg
negatif hastalarda pozitif hastalardan daha yiiksektir. Sirozun yillik insidanst HBeAg
pozitif kronik hepatit B’li hastalarda %2-6, HBeAg negatif kronik hepatit B’li
hastalarda %8-10’dur. HBeAg negatif hastalarda sirozun yiiksek insidansi yas ve

fibrozun durumuna gére degisir ve HBV enfeksiyonu HCC ve siroza ilerleyebilir®.

Gizli (Occult) HBV enfeksiyonu HBsAg negatif hastalarda karaciger dokusunda
HBV DNA’nin varligi ile tamimlanir. Gizli HBV enfeksiyonuna sahip hastalarin biiyiik
bir gogunlugu asemptomatik olup genellikle tarama sirasinda tespit edilirler. Seropozitif
gizli HBV enfeksiyonu anti-HBc ve/veya anti-HBs’nin varligi ile karakterize iken
seronegatif gizli HBV enfeksiyonunda ne anti-HBc ne de anti-HBs belirlenir. Anti-HBc,

anti-HBs ve anti-HBe siklikla gizli HBV enfeksiyonunda tespit edilir®.
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Sekil 5. Akut HBV enfeksiyonun kronik enfeksiyona ilerlemesi

2.11. Epidemiyoloji

Hepatit B virus enfeksiyonu ciddi bir halk sagligi problemidir, kronik hepatit,
siroz ve HCC’in temel nedenidir. Yaklasik 2 milyar kisi HBV ile enfekte olup bunlarin
360 milyondan fazlasi kronik tasiyicidir. Kronik tasiyicilarin yaklasik %75’ Asya ve
Bat1 Pasifik’de yasar. HBV enfeksiyonlu hastalarin %15-40’1inda siroz, karaciger
bozuklugu veya HCC gelisir. HBV ile iliskili morbidite ve mortaliteden dolay1 yillik
500.000 ile 1.2 milyon insan HBV enfeksiyonu sebebi ile 6lmektedir.

Kronik hepatit B enfeksiyonunun prevalansi diinyanin farkli bélgelerinde blyiik
oranda degisiklik gosterir. Dlinyada kronik HBV enfeksiyonunun prevalansi yiiksek,

orta ve diisiik endemisiteli olarak siniflandirilmaktadir.

Hepatit B ile enfekte olan popilasyonun en az %8’i Gliney Dogu Asya, Cin,
Sahra alt1 Afrika, Avustralya ve Amazon Havzasi gibi yiiksek endemisiteli gelismekte
olan bolgelerde bulunur. Bu bolgelerde popilasyonun %70-95’i HBV enfeksiyonunun
serolojik kanitin1 gosterir. Enfeksiyonlarin ¢ogu bebeklik ve c¢ocukluk déneminde

ortaya cikar. Cocuklarda birgok enfeksiyonun asemptomatik olmasindan dolay1 HBV ile
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iligkili akut enfeksiyon daha az taninir, ancak yetigkinlerde ise kronik karaciger hastalig

ve karaciger kanseri icin bu oran yiiksektir®®.

Dogu ve Giiney Avrupa’nin bir kismi, Orta Dogu Japonya, Glney Amerika’nin
bir kism1 ve Tirkiye’nin de iginde yer aldigi Akdeniz Havzast HBV enfeksiyonu igin
orta endemisiteli gorilmektedir. Bu Ulkelerde popilasyonun %10 ile %60°1 HBV
enfeksiyonu ile karsilasmistir ve %2-7’si kronik tasiyicidir. HBV ile iliskili akut
enfeksiyon bu bolgelerde yaygindir. Ciinkii birgok enfeksiyon ergenlik déneminde ve
yetiskinlerde meydana gelir. Bebeklerde ve ¢ocuklarda meydana gelen enfeksiyonlarin

cogunlugu kroniklesir ve kalic1 hale gelir65.

HBV’un disiik endemisitesi Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa ve
Avustralya gibi bir¢ok gelismis tilkede gorilur. Bu bdlgelerde HBV popilasyonun %5-
7°sini enfekte eder ve %0.5-2’si kronik tasiyicidir. Ayrica bircok HBV enfeksiyonu
ergenlik doneminde ve damar i¢i uyusturucu kullanimi, homoseksiiel kadinlar, saglik
calisanlari, duzenli kan transfuzyonu veya hemodiyaliz gereken hastalar gibi ylksek

risk grublarinda meydana gelir65.

2.11.1. Bulas Yollarn

HBV enfekte viicut sivilarin temasi ile yayilir ve dogal konag: sadece insandir.
Kan bulas i¢in en 6nemli aractir, ancak tukuiruk, semen ve vaginal sekresyonlar iceren
diger viicut sivilariyla da bulas olmaktadir. HBV perinatal, cinsel yol,
parenteral/perkutan ve horizantal yol olmak tizere 4 farkli yolla bulasir (Tablo 2). Ancak

HBV kontamine yiyecek veya su, bocek ve diger vektorlerle bulasmaz®.

Perinatal periyod sirasinda tasiyict annenin bebegine HBV’un bulagmasi
perinatal bulas ile meydana gelir. Ozellikle Cin ve Asya gibi ylksek endemik
boélgelerde enfeksiyonun prevalansini belirlemede en 6nemli faktordiir. HBV asisi rutin
asilama programina gegcmeden 6nce HBV tastyici olan bebeklerin orant HBsAg pozitif
ve HBeAg negatif olan anneler i¢in yaklasik %10-30°dur. Fakat anne hem HBSAg
pozitif hemde HBeAg pozitif oldugunda perinatal enfeksiyonun insidanst %70-90
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arasindadir. Enfekte annelerden bebeklerine HBV bulagmanin 3 yolu vardir. Bunlar
uterusda HBV’un transplasental gegisi, dogum sirasinda gecis ve dogum sonrasinda

anne siitii ile gegistir65.

Transplasental bulas dogumdan 6nce oldugu i¢in hepatit B asis1 ve HBIG bunu
engelleyemez. Cin’de intrauterin HBV enfeksiyonu iizerine yapilan epidemiyolojik
calismalarda intrauterin enfeksiyon HBsAg pozitif hamile kadinlarda %3,7-%9,9
oraninda, HBsAg pozitif ve HBeAg pozitif kadinlarda ise %9,8-%17,39 oraninda
goriilmiistiir. HBV’un transplasental gegisi lizerine yapilan ¢alismalarda iki muhtemel
mekanizma belirtilmistir. Birinci yol abortus gibi faktorlerin bazilar1 plasental
mikrovaskuler bozukluklara neden olabilir. Bu ylzden kanda anneye ait yuksek
titredeki HBV fetusun dongiisiine katilir. ikinci yol hiicre transferi, plasental doku,
anneye ait kanda HBV’un yiksek titresi ile fetus adim adim enfekte olur ve sonunda

HBV villus kapiller endotelyal hiicreler araciligiyla fetusun sirkiilasyonuna katilir.

Perinatal olarak HBV enfeksiyonu gegiren 1 yasindan daha kiigiik ¢cocuklar ve
yeni doganlar igin kronik enfeksiyonun olma riski %90°dir. Ciinkii yeni doganlar
olgunlasmamis immun sisteme sahiptir. HBeAg’nin transplasental gecisi fetusda HBV’a

kars1 immunolojik toleransa neden olur ve kroniklesmeye yol acar.

Hepatit B’nin cinsel yolla bulasmasi diinyanin biitiin bolgelerinde enfeksiyonun
ana kaynagidir. Ozellikle Giiney Amerika gibi diisiik endemik bolgelerde hepatit B
cinsel yolla bulagan bir hastalik olarak kabul edilmistir. Uzun bir siire es cinsel erkekler,
cinsel yolla bulas i¢in yuksek risk grubu olarak kabul edilmistir (Es cinsel erkeklerin
%70’1 cinsel aktivitelerin 5 yil sonrasinda enfekte olmustur). Heterosekstellerde HBV
enfeksiyonunun artan riski ile iligkili faktorler cinsel aktivite siiresi, cinsel partnerin
sayisi, cinsel yolla bulasan hastaligin tarihi ve sifiliz icin serolojik test sonucunun
pozitif olmasini igerir. Uyusturucu kullanicilari, hayat kadinlar1 ve hayat kadinlarla

cinsel temas enfeksiyon icin yiiksek risk faktorudir®,

Parenteral/perkutan bulas, uyusturucu kullanimi, kan nakli ve diyaliz,
akupunktur, saglik kurumlarinda g¢alisanlar, ddsvme ve ev halki arasindaki bulagmay1
icerir. Amerika’da ve Bat1 Avrupa’da intraven6z (damar i¢i) uyusturucu kullanimi HBV

bulagmasi i¢in en dnemli yoldur (bitiin hastalarin %23’U). Enfeksiyonun bulagma riski
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intraven0z uyusturucu kullanim siiresi ile artar. Kan veren kisilerde HBV varligini
gostermek igin kanmn taranmasindan dolayr HBV enfeksiyonu ile iligkili risk biiyiik
o6l¢iide azaltilmistir. Kan veren kimse HBeAg negatif olup asemptomatik tasiyici oldugu
zaman bile bulas halen miimkiin olmaktadir. Enfeksiyonun baslica kaynaklar1 kan ve
kan drlnleri ile kontamine cerrahi aletler ve diger muhtemel kontamine esyalardir.
Ayrica parenteral bulas ameliyat sirasinda da meydana gelmektedir. Igne batmasi,
damar i¢i uyusturucu kullanimi, kulak delme, dovme, akupunktur, siinnet islemi
sirasinda, hastalara 6zellikle diyaliz iinitelerinin yanisira dis {initelerinden de HBV
enfeksiyonun bulastigi gortlmektedir. Enfeksiyon igin yuksek riski olan gruplar; sik sik
transfuzyon veya hemodiyaliz yapilanlar, doktor, dis hekimi, hemsire ve diger saglik
caligsanlari, laboratuvar teknisyenleri, damar i¢i uyusturucu kullanicilar, polis, itfaiye,

camasirhane iscileri ve enfekte kan ve kan iirtinleri ile temas edenlerdir®®.

Kroniklesme riski cinsel yolla temas, damar i¢i uyusturucu kullanima,
akupunktur ve transfiizyonda disiiktiir (%5’den daha az). Bu tip bulagsma ile HBV
enfeksiyonu genellikle immun tolerans fazi olmadan ergenlik veya yetiskinlik

doneminde gegirirlir.

Cocuklarda deri veya mukoza biitiinliigiiniin bozulmasi ile diger c¢ocuklarla
yakin temas durumunda horizontal yol araciligiyla HBV enfeksiyonu bulasabilir. HBV
uzun bir siire i¢in dig ortamda ve en az 7 gun bulasilicigini korur. Bu yiizden dis firgas,
jilet ve oyuncak gibi kontamine esyalarindan bulag miimkiin olabilir. HBV DNA,
hepatit B tastyicilarinin gesitli viicut salgilarinda tespit edilmesine ragmen kan disindaki
viicut sivilarindan tikirik yoluyla HBV bulasmasinin herhangi bir somut kaniti

yoktur®,
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Tablo 2. HBV enfeksiyonunun bulasma yollarina gore risk gruplari

Parenteral/perkiitan bulasma Cinsel yolla bulasma

e Coklu transfiizyon yapilan hastalar *  Erkekes cinseller

e HBV tasiyicilarin cinsel partnerleri

e Hemodiyaliz hastalar e Hayat kadinlan

o Tibbi aletlerin kullanimi e Cok partnerli heteroseksteller

e  Damar i¢i uyusturucu kullanicilari
e Dovme yaptiranlar

e  Saglik personeli

Perinatal/vertikal bulasma Horizontal bulasma

e HBV tasiyicisi annelerin bebekleri e Sosyoekonomik diizeyin diisiik
oldugu ve hijyen sartlarinin kotii
oldugu topluluklar

e  Anaokulu, kres, yurt ve kigla gibi
yerlerdeki topluluklar

e  Mental 6zurliler

2.12. Tedavi

Kronik hepatit B tedavisinin primer hedefi HBV replikasyonunun baskilanarak
en disiik diizeylerde kalmasini strdirmektir. Uzun siiren viral baskilanmanin amaci
karaciger hastaliginin siroza ilerlemesini, karaciger bozuklugu riskinin azalmasini ve

karaciger hasar1 olusan bu hastalarda HCC’in gelismesini 6nlemektir.

Yiksek viral replikasyon, tedavi almayan HBsSAg pozitif hastalarda koti
sonuclarla iliskilidir. Taiwan’da kronik hepatit B’li hastalarda karaciger ile iliskili
komplikasyonlar genellikle HBV DNA seviyeleri 10° kopya/mL (>20.000 1U/mL)’den
daha fazla olan hastalarda bildirilmistir. Bu bulgular, yiksek HBV DNA dizeylerinin
nekroinflamatuvar aktivite ve progresif karaciger hasarmna eslik etmedigi immun
tolerans fazinda olan genc¢ hastalarda gecerli olmayabilir. Klinik veriler viral
replikasyonun strekli kontroliiniin karaciger dekompansasyonu ve oliim olasiligini

azalttigin1 gostermistir®.
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HBsAg kaybi HBeAg pozitif ve HBeAg negatif kronik enfeksiyonu olan
hastalarda tedavinin son noktasidir. Fakat HBsSAg serokonversiyonu nadirdir ve birgok
kisa siireli ¢aligmalarda primer son nokta olarak kullanmilmamustir. HBeAg pozitif
hastalarda antiviral tedavinin amaci HBeAg’in kaybi ve anti-HBe antikorlarinin
gelismesidir.  Uzun sureli antiviral tedavi ile artan oranina ragmen HBeAg
serokonversiyonu nadirdir. HBeAg serokonversiyonunun tedavinin kesilmesinden sonra
viral baskilanma ile surdlrebildigi 6-9 aylik periyoddan sonra antiviral tedavinin
sonlandirilig1 gosterilmistir. HBeAg kaybi siirekli degildir, bu ylzden bitlin hastalarin

tedbir amagl siirekli gozetimi gerekmektedir.

HBeAg pozitif hastalarin gogunda HBeAg serokonversiyonu meydana gelmez
ve bu ylzden birka¢ yil tedavi gerekir. HBeAg negatif hastalarda tedaviyi
degerlendirmek daha zordur. Ciinkii HBeAg serokonversiyonu son nokta olarak
kullanilmaz. HBV DNA’nin baskilanmasi ve ALT seviyelerin normallesmesi virolojik
ve biyokimyasal cevabin isaretidir. Diren¢ orani antiviral ajan ile degismesine ragmen

viral direng ile ilgili problemler meydana gelebilir®’.

Antiviral tedaviyi baslatma karari hastalarin yasi, HBeAg durumlari, serum
HBV DNA konsantrasyonu, ALT seviyeleri ve HCC’in riskini igeren bircok faktore
dayanir. Karaciger hastaliginin altta yatan histolojik siddeti tedavinin baslamasi i¢in
onemli bir faktordur. Tedavinin segiminde ilacin etkinligi, giivenligi, tedavinin beklenen

stiresi ve direng gelisiminin olasilig1 dikkate alinmalidir.

Normalin Gst limitinden 2 kat daha fazla olan ylksek serum ALT degeri ve
20.000 IU/mL’den daha fazla HBV DNA seviyeleri olan HBeAg pozitif hastalar
antiviral tedavi sirasinda dikkate alinmalidir. Bu hastalarda kronik hepatit B’nin

histolojik kanitim1 gosteren karaciger biyopsisi gerektirmektedir.

Genellikle 20.000 IU/mL’den daha az serum HBV DNA’s1 olan HBeAg pozitif
hastalara tedavi 6nerilmez. Clnkl bu hastalarin biiyiik ¢cogunlugu inaktif hastaliga ve
normal serum ALT seviyelerine sahiptir. HBV DNA seviyeleri ve karaciger hastaliginin
nekroinflamatuvar aktivitesi onemli diizeyde degisebilir ve bu hastalar HBV DNA’nin
sabit dizeyde olmasi ve normal ALT seviyelerinin korunmasindan emin olmak igin

izlenmelidir. Eger serum ALT seviyeleri artarsa, serum ALT seviyeleri her 3-6 ayda
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izlenmelidir. Bazen diisik seviyeli viral replikasyonlu hastalar 6nemli

nekroinflamatuvar aktiviteye veya hepatit fibroza sahiptir.

Serum HBV DNA seviyeleri 20.000 IU/mL’den daha fazla ve normal ALT
seviyeleri olan HBeAg pozitif hastalar genellikle genglerdir. Boyle hastalarin ALT
seviyelerindeki degisiklerin izlenmesi Onerilir. Fakat yuksek HBV DNA seviyeli ve

normal ALT seviyeli bazi hastalarda 6nemli karaciger rahatsizlig: olabilir.

Serum HBV DNA seviyeleri HBeAg negatif kronik hepatit B’li hastalarda
HBeAg pozitif kronik hepatit B’li hastalardan daha digiiktiir. Ama birgok hastada
karaciger biyopsisinde o6nemli hepatik fibroz veya nekroinflamatuvar aktivite
gorulebilir. Bu yizden HBV DNA seviyesi 20.000 IU/mL olan hastalarda antiviral
tedavinin baslanmas1 tavsiye edilir. Genellikle HBeAg negatif hastalardaki tedavi

HBeAg pozitif olan hastalarla aymdir®®®,

2.12.1. Pegile Interferon

Gelencksel interferon kullanimin yerini haftalik dozun ve gelistirilmis
etkinliginin avantajina sahip olan pegile interferon (PEG-IFN) almistir. Bu ila¢ daha az
doza izin veren pegile kismina sahiptir. PEG-IFN 12 aylik i¢in haftalik verilir. Yan
etkileri grip benzeri semptomlar, yorgunluk, 16kopeni, sinirlilik, uyku bozuklugu ve

depresyon olup geleneksel IFN’unki ile benzerdir.

HBeAg pozitif hastalarda HBeAg serokonversiyonu hastalarin %32’sinde tedavi
bittikten 6 ay sonra meydana gelir. Uzun sureli cevaplar genotip A (%47) olan kronik
hepatit B’li hastalarda genotip D (%25) kronik hepatit B’li hastalardan daha iyidir.
IFN’a dayali tedaviye daha iyi cevap geng, kadin ve yiiksek ALT, nispeten diisiik HBV
DNA seviyesi ve genotip A olan kronik hepatit B olan hastalarda gorilmektedir. Uzun
stireli ¢alismalar tedavi tamamlandiktan sonra yillar iginde dogal olarak beklenenden

daha yiiksek bir oranda HBeAg serokonversiyonunun gelistigini gdstermistir®.

38



IFN ile tedavi edilmis hastalarin yaklasik %5 kadar 6nemli bir oraninda HBsAg
serokonversiyonu meydana gelmektedir. Bu 6zellikle genotip A’l1 hastalarda goriiliir.

PEG-IFN HBeAg negatif hastalarin tedavisinde O6nemli rol oynar. Viral
replikasyonun uzun sureli kontrolii (< 20.000 1U/mL) tedavi tamamlandiktan 6 ay sonra
hastalarin yaklasik %30’unda gorilur. Bu seviyelerdeki viral replikasyonun kontroli
karaciger hastaliginin ilerlemesini azaltabilir. PEG-IFN’un asil avantaji HBsAg
serokonversiyonun olanagi ve tedavinin degismeyen devam siiresidir. Dezavantaji ise
genellikle yorgunluk, sinirlilik ve l6kopeni gibi yan etkileridir. Viral hepatit
alevlenmeleri gelismis immun temizlemeden kaynaklanabilir. Alevlenme hastalarin
%12-18’inde gorulebilir. PEG-IFN dekompansasyonlu sirozda tedavi icgin degildir.
PEG-IFN kullanildiginda temel kaygi birgok hastada tedavinin tamamlanmasinda viral
replikasyonun devam etmesidir. Bu kaygi oral antiviral PEG-IFN tedavisinin
tamamlanmasindan sonra viral replikasyonu surdiren hastalar icin muhtemeldir. Fakat

bu yaklasim klinik deneylerde dogrulanmamustir’ ",

2.12.2. Nuikleoz(t)id Analoglar:

LAM, ETV ve TEL gibi nikleozid analoglari ile birlikte ADV ve TDF gibi
nlkleotid analoglar1 hepatit B tedavisinde onaylanmistir. NUkleoz(t)id analogu HBV
polimerazin kompetitif inhibitoriidiir. Ciinkii bu yapilar dogal niikleotidlerle benzerdir.
Bu ajanlar viral replikasyon sirasinda DNA’ya entegre olur. Hidroksil grubun
eksikliginden dolay1 kovalent bag ile sonraki niikleotidin olusumu imkansizdir ve DNA
zincirinin - sonlanmasina sebep olur. Bltun nidkleotidler HBV replikasyonun

inhibisyonuna yol agmaktadir?.

LAM, TEL, ADV, ETV ve TDF niikleoz(t)id analoglar1 gii¢lii antiviral etkiye
sahip oral olarak uygulanan ilaglardir. Nikleoz(t)id analoglariyla tedavi genellikle iyi
tolere edilmistir. Bu ilaglarin temel sorunu IFN ile karsilastirildiginda anti-HBe ve anti-

HBe serokonversiyonun diisiik oran1 ve tedavinin devam siiresinin belirsizligidir.
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Direng riski TDF ve ETV igin diisiik, ADV icin orta ve LAM, TEL icin yiksek
orandadir. Direng gorilen mutasyonlar genellikle HBV polimeraz icin kodlanan gende
meydana gelir. Cilinkii bu gen viral zarfi kodlayan gen ile {ist {iste gelmektedir. Direng
mutasyonlart her iki proteini etkileyebilir. TDF ve ETV diger nukleoz(t)id
analoglarindan daha diisiik direng riskine sahip oldugundan bu ilaglar baslangic

tedavisinde tercihen kullanilabilir”.

2.12.2.1. Lamivudin

Lamivudin, 1998 yilinda kronik hepatit B tedavisinde giinde 100 mg doz olarak
FDA tarafindan onaylanan ilk oral sistin nukleozid analogudur. Hicresel kinaz
tarafindan lamivudin trifosfata fosforile edilir. Difosfat grubun g¢ikarilmasidan sonra
LAM 5’monofosfat HBV polimeraz tarafindan 3’ ucunda uzayan viral DNA zincirine
katilir. Viral DNA zincirine lamivudin’in katilmas1 zincir polimerizasyonu igin gerekli
3’ hidroksil’in yoklugundan dolay1 zincirin sonlanmasina neden olur. HBV’una kars1
lamivudin’in antiviral etkisi arastirildiginda, in vitro kosullarda HBV DNA ile
transfekte hucrelerde 0.01 M ve 3.3 uM arasinda bulunan ICsy degeri belirlenmistir.
Lamivudin ALT’nin normallesmesinde, HBeAg serokonversiyonu, HBV DNA’nin
baskilanmasinda ve fibrozda etkilidir. Ayrica LAM tedavisi almayan hastalarla
karsilastirildiginda, hem sirotik hemde pre-sirotik hastalarda karaciger dekompansasyon
ve HCC igeren komplikasyonlarin oranini azalttigi gosterilmistir. HBeAg pozitif
hastalar i¢in tedavinin bitim noktas1 viral replikasyonun kontroll ile iliskili HBeAg
serokonversiyonudur. Serokonversiyon orani tedavisi uzun suren hastalarda artarak
devam eder (tedavinin 1 yilindan sonra %17.2 yildan sonra %27 ve 5 yildan sonra
%50). Lamivudin direnci tedavi oncesi HBV DNA’s1 yiiksek olan, uzun siire tedavi
goren ve HBV DNA’s1 yiiksek olan hastalarda daha fazla gelisebilmektedir. Lamivudin
ile tedavinin 8 yilindan sonra ila¢ direnci mutasyonlar1 %76 kadar yiksek oranda
gorilur. Direng gelistigi zaman ilacin etkinligi kaybolur ve bazi hastalarda karaciger

hastaligimin siddetlenmesine neden olur. Bu ylizden tedavi baslangicinda lamivudin

40



kullanimi artik en iyi se¢im degildir, gelisen direng profilinden dolay: tedavi i¢in diger

antiviral ajanlar1 kullanmak daha uygun olur®*®,

2.12.2.2. Telbivudin

Telbivudin 2006 yilinda kronik hepatit B tedavisinde giinlik 600 mg olarak
FDA tarafindan onaylanmistir. Telbivudin dogal olarak timidinin niikleotidi olan
modifiye edilmis L izomeridir. Bu yuzden hiicresel kinazlar tarafindan aktif telbivudin
trifosfat formuna kolayca fosforile olur. Telbivudin 5 trifosfat, dogal substrat timidin
S’trifosfat ile rekabete girerek HBV DNA polimerazini inhibe etmektedir. HBV DNA
replikasyonuna telbivudin 5 trifosfatin katilimi DNA zincirinin 6nceden sonlanmasina

sebep olur.

Telbivudin’in  HBV’a karsti LAM’den daha giiclii etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Onceki faz IIb ¢alismalarinda TEL LAM ile karsilastirildiginda virolojik
ve biyokimyasal cevaplarin daha fazla oldugu, faz III deneylerinde ise HBV
baskilanmasinin daha iistiin oldugu goriilmistiir. Cin’deki kronik hepatit B’li hastalarin
diger faz III ¢alismalarinda LAM ile karsilastirildiginda telbivudin’in direng oraniminin

diisiik ve antiviral etkisinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir®.

HBYV replikasyonuna kars1 telbivudin’in antiviral etkisi i¢in in vitro kosullarda
hepG2, 2.2.15 insan hepatoma hiicrelerinde ve yaklasik 0.19 pM ICso degeri
belirtilmistir. Telbivudin HIV-1’e kars1 aktivite gostermez. Klinik deneylerde
telbivudin’in kronik hepatit B’li hastalarda adefovir ve lamivudin’den daha etkili

oldugu gosterilmistir %7,
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2.12.2.3. Entecavir

LAM direncli kronik hepatit B tedavisinde 2005 yilinda entecavir giinlik 0.5 mg
ve 1 mg doz olarak FDA tarafindan onaylanmistir. Entecavir intraselltler fosforilasyon
ile aktif 5” trifosfat metabolitine doniisen guanozin karboksilik analogudur. ETV aktif
trifosfat formuna etkili bir sekilde fosforillenir. Dogal substrat olan deoksiguanozin
trifosfat ile rekabete girerek ETV trifosfat fonksiyonel bir sekilde HBV polimerazin
aktivitesini inhibe eder. ETV guanozin, pregenomik mRNA’nin revers transkripsiyonu
ve pozitif iplikli HBV DNA’nin sentezini iceren HBV DNA polimerazi inhibe eder.
Zorunlu sonlandirici zincir olan diger NA’larin aksine ETV’in aktif kismi zincirin
sonlanmasindan 6nce birkag ilave niikleotidin baglanmasina izin veren 3’ hidroksil

grubu igerir. Bu yiizden ETV zorunlu olmayan sonlandirici zincirdir®.

LAM ile karsilastirildiginda ETV’in in  vitro kosullarda viral DNA
replikasyonunu azaltmada 30 ila 2220 kat daha etkili oldugu gosterilmistir. ETV ve
LAM’in karsilastirildigi erken faz 11l ¢alismalarinda ETV ile tedavinin ylksek oranda

virolojik baskilanmay1 saglamstir.

ETV onceki antivirallerden daha etkilidir. Bas agrist (%2-4) ve yorgunluk (%1-
3) gibi bazi yan etkilere sahiptir. Ayrica ETV yemekten 6nce veya 2 saat sonra bos
mideye alinmalidir. ETV, in vitro kosullarda 3.75 pM konsanstransyonda % 50 kadar
HBV DNA sentezini inhibe etmektedir. LAM direngli HBV vyiksek etkili ETV
tedavisine duyarlidir. Klinik deneylerde ETV, LAM ile karsilastirildiginda hem HBeAg

pozitif hemde HBeAg negatif hastalarda daha tistiindiir® """,

2.12.2.4. Adefovir

Adenozin monofosfat niikleotid analogu olan adefovir’in kronik hepatit B
tedavisinde ginliik 10 mg doz olarak kullanilmas1 2002 Eylil’de FDA ve 2003 Mart’da
Avrupa Birligi tarafindan onaylanmistir. ki blyik faz 11l calismasinda ADV ile ilgili
histolojik, virolojik ve biyokimyasal parametler gelistigi, fakat 10 mg dozun yetersiz

oldugu ve viral baskilanma oraninin nispeten diisiilk oldugu goriilmiistiir. Adenozin
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monofosfat hiicresel kinaz tarafindan aktif metabolit adefovir difosfata kolay bir sekilde
fosforillenir. ADV difosfat dogal substrat deoksiadenozin trifosfat ile rekabet ederek
HBV DNA polimerazi inhibe eder. Uzayan viral DNA’ya ADV difosfatin katilimi ile
LAM’e benzer sekilde DNA zincirinin sentezlenmeden sonlanmasia neden olur.
ADV’in avantajlarindan biri LAM direngli mutantlara kars1 etkili olmasidir. ADV’in
yiiksek dozu daha etkili olmasina ragmen nefrotoksisiteden dolay1 kullanilmamaktadir.
Nefrotoksisite genellikle tedavinin baglamasindan sonra 4-12 ayda meydana

gelmektedir®,

ADV difosfatin HBV polimeraz i¢in inhibisyon degeri (K;) 0.1 uM’dir. HBV’a
karst ADV’in antiviral etkisi icin in vitro kosullarda HBV DNA ile transfekte insan
hepatoma htcrelerinde 0.2 pM ve 6.3 puM arasinda bulunan ICsy degerleri

belirtilmistir®"".

2.12.2.5. Tenofovir

TDF (Tenofovir disoproksil fumarate; TDF) HBV ile HIV-1 ve HIV-2 gibi
retroviruslara kars1 aktivite gosteren asiklik niikleotid analogudur. Tenofovir adefovir’in
metil turevidir ve adefovir ile iligkili antiviral diren¢ ve etkisi benzer mekanizma
gostermektedir. Bu ylzden tenofovir, adefovir gibi in vivo ve in vitro kosullarda LAM

direncli HBV’a kars1 antiviral aktivite gdstermektedir.

Tenofovir Ekim 2001°de HIV tedavisinde ve Agustos 2008’de kronik hepatit B
tedavisinde giinde 300 mg olarak FDA tarafindan onaylanmigtir. Tenofovir hucresel
kinaz tarafindan tenofovir difosfat aktif metabolitine intraselluler olarak metabolize
edilir. Tenofovir difosfat uzayan DNA zincirinin sonlanmasina neden olan dogal
substrat deoksiadenozin trifosfat ile rekabete girerek HBV DNA polimerazi inhibe eder.
Viral DNA polimeraz icin K; degeri 0.02 uM’dir’’.

HBYV replikasyonuna kars1 tenofovir’in antiviral etkinligi i¢in in vitro kosullarda

HBV ile transfekte hepatoma hicrelerinde 2.5 pM ICsy degeri belirtilmistir. Faz 111
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klinik deney sonuglar1 giinliik 300 mg doz 48 haftalik tenofovir tedavisi ADV ile

karsilastirildiginda antiviral etkisinin daha iistiin oldugu gosterilmistir ®°°787,

2.13. Antiviral fla¢ Direnci
2.13.1. Ila¢ Direnci Gelismesindeki Mekanizmalar

NA’larina HBV direncinin ortaya ¢ikmasi viral, konak ve antiviral ilag
faktorlerinin kombinasyonu ile meydana gelir. Bu faktorler; hizli viral replikasyon
dinamigi, kazanilmis mutasyonlar, segilen varyantlarin uygun karakteristigi, benzer
tirlerin dagilimi, kronik enfeksiyon kosulari altinda immun cevap, dirence kars1 genetik

engel, antiviral ajanin yapis1 ve 6zelligidir68.

HBV giinlilk 10*2-10" virion gibi yiiksek replikasyon orania ve her replikasyon
siklusunda her baz basma yaklagik 10° yiiksek mutasyon oranina sahiptir ki boylece
giinde yaklagik 10'-10"? nokta mutasyonlar1 olusur. Periferal kanda, viral partikiillerin
%50’si gunluk yenilenmektedir. Cinkii HBV genomu yaklasik 3200 baz eslesmesinden
olusur. Muhtemelen gunlik tek baz degisikligi meydana gelebilir. HBV genomik DNA,
pgRNA’nin revers transkripsiyonu ile genom replikasyonu yapan DNA viruslari
arasinda benzersizdir. Ancak HBV revers transkriptaz hataya meyilli bir enzimdir.
Ciinkii hatali bir sekilde birlesmis niikleotidleri ¢ikartan herhangi bir kanit-okuma
aktivitesi bulunmamaktadir. HBV revers transkriptaz’in diisiik duyarliligi diger DNA

viruslarindan yaklagik 10 kat daha fazla mutasyon oranina sebep olmaktadir®.

NA’larma diren¢ mutasyonlari, viral genom replikasyonun reaktivasyonu igin bir
rezervuar olan cccDNA’da gosterilmistir. cccDNA’nin yenilenmesi ve stabilitesi, NA
ile HBV’un tamamen baskilanmas i¢in engeldir ve antiviral tedavinin kesilmesinden
sonra viral niiksetmeden sorumludur. Ayrica enfekte hepatositler karacigerde HBV’ un
devamliligina sebep olan uzun bir yar1 6mre sahiptir. Bu sekilde ila¢ direnci belirlenir

ve yeni karaciger hiicrelerine yayilir®.
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Kronik HBV enfeksiyonu sirasinda HBV genomunun degiskenligi, ilaca direngli
HBYV suslarinin olugmasina sebep olur. Bir varyanta selektif avantaj saglayan daha
onceden mevcut veya yeni kazanilan bir mutasyon ortama daha uyumlu olan ve
karacigerde daha hizli yayilabilecek yeni viruslarin olusmasina sebep olur. Bu durumda
uygun mutantlar birikir ve antiviral ilaglarin varliginda baskin suslar haline gelirler.
NA’larma direng, HBV’un yiiksek replikasyon orani ve viral polimerazin yanlis

egiliminden dolay1 kacinilmazdir®.

Immun cevap, antiviral tedavi sirasinda ve sonrasinda ilag direncinin
indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynar. Antiviral tedavi sirasinda, polimeraz bolgesinde
diren¢ mutasyonlarina ek olarak zarfin iist liste gelen okuma gergevesi segilir ve ayni
zamanda hepatit B ylizey antijenin (HBsAQ) antijenitesini de degistirir. Bdylece Vvirus
immun cevapdan kagabilir. HBV’un immun kagis varyantlarinin ortaya ¢ikmasi, HBSAg
pozitif hastalarda HBV reaktivasyonuna sebep olur. Immun ve antiviral se¢im baskilari,

as1 kacis mutantlarina ve antiviral direng varyantlarina neden olur®.

2.13.2. Tla¢ Direncinin Temel Prensibi

Enfekte hiicrelerden HBV’un temizlenmesinde yavas kinetigin major belirleyeni
cccDNA olarak adlandirilan replikatift DNA formudur. Kronik HBV enfeksiyonu
boyunca, cccDNA hepatositin nlkleusunda lokalizedir ve uzun yarilanma Omriine
sahiptir. Daha da fazlasi, NA’lar1 ile yapilan antiviral tedavi cccCDNA’nin baslangig
formasyonunu almasina engel degildir ve bu durum kalict viremi varhiginin tedavi
boyunca var oldugunu ve enfeksiyonun yeni hiicrelere tasindiginin gostergesidir. HBV
cccDNA viral genomun reaktivasyonu igin rezervuar gorevi gorir, ayn1 zamanda
antiviral tedavinin geri cekildigi durumlarda viral niksin veya KHB’li hastalarda
immun baskilanmanin nedenidir. Ayrica hepadnavirus’un enfekte ettigi Kuzey Amerika
dag sican1 modellerinde ilag direnglerinin arsivlenerek cccDNA’da  biriktigi
gosterilmistir ve bu ylizden ¢apraz dirence neden olan ilaglar kullanildiginda hizl

seleksiyon olmaktadir. Dolayisiyla, cccDNA’nin stabilitesi ve tekrarlanma yetenegi
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sebebiyle KHB’li hastalarda enfeksiyonun antiviral ajanlarla temizlenmesi oldukca

gﬁglesmektedir83.

Konagm uygunlugu ve viral faktorler viral kaliciligt ve NA’larina direnci
belirler. Enfekte hepatositler olduk¢a uzun yarilanma Omriine sahiptir ve HBV
persistensinin  karacigerde devamini saglamaktadir. Matematiksel modelleme
hepatositlerin yarilanma omriiniin 30-100 giin arasinda degistigini gostermektedir ki bu
yarilanma Omru vakanin immun cevabina baghidir. Hastaligin kronik fazinda HBV
genom degiskenligi viral suslarin seleksiyonunu etkilemekte ve belirlemektedir. HBV
genomlarmin arastirildigi klonal ve pyrosequencing ¢alismalarinda tedavi baslamadan
once tek mutasyonun tiim viral populasyonda ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir, viral alt
tiirlerin enfeksiyon boyunca ayni1 vakada ortaya ¢ikmasi miimkiindiir. Farkli varyantlar
veya mutantlar enfeksiyonun farkli asamalarinda seleksiyona ugrarlar ve bu seleksiyon

konak immun cevaba veya antiviral tedaviye gore yapilir®*.

Antiviral tedavi boyunca ilag direngli mutantlarin seleksiyonunda farkli
mekanizmalar s6z konusudur. Yukarda tamimlandigi gibi, genetik olarak birbirinden
uzak varyantlarin kompleks miksinin NA’lar1 ile tedavisi ve buna dayali selektif baski
nedeniyle replikatif avantajlar1 mevcuttur. Yeni kazanilmig veya onceden var olan
mutasyonlar varyanta selektif avantaj saglamaktadir. Bu yolla yeni viruslarin olusumu
gerceklesmektedir ki bu tiir oldukga fit ve karacigerde yayilimi hizlidir, bu yolla mutant
birikmesi ve karacigerde varyantin dominant hale gelmesi antiviral ilag varliginda
mdmkandir. Wild tip ile dominant mutantin karacigerde yer degistirmesi yavas bir
siirectir, hayvan modellerinde ¢alismalarda direngli mutantlarin 6ncelikle daha 6nce
enfekte olmamis hiicreleri enfekte ettigi tespit edilmistir. Dolayisiyla dominant mutantin
yayilim1 HBV’un replike olabilecegi enfekte olmayan hiicre sayisi ile baglantihidir.
Wild tip ile enfekte hucrelerin immun sistem tarafindan ortadan kaldirilmasi aylar
alabilmekte, yeni hepatositlerin gelismesi ve bunlarin ila¢ direngli HBV mutant
tarafindan enfekte edilmesi siiphe arz etmektedir. Ila¢ direncli mutant HBV’larin
enfektif kabiliyetleri seleksiyon hizin1 ve ayn1 zamanda viral yiizey antijenini kodlayan
gende meydana gelecek mutasyon viral yap1 ve enfektiviteyi etkileyebilmektedir. Sonug
olarak, ilaca direnc seviyesi viral polimerazda meydana gelen spesifik mutasyonlarla

iliskilidir®,
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Antiviral ilag direnci viral genomda adaptif mutasyonun meydana gelmesi ile
kazanilmaktadir. HBV enfeksiyonu yiiksek miktarda virus iiretimi ve devinim ile
karakterizedir ki gunlilk 10** virion retilmektedir. Daha da fazlasi, viral popiilasyon
tarafindan enfekte edilen bireyler oldukc¢a heterojendir. HBV replikasyonunun yiiksek
orani ve yiiksek mutasyon orani ile kombine olmas1 KHB’li hastalarda viral alt turlerin
farklilagsmasini beraberinde getirmektedir, her biri 1 veya daha fazla mutasyon
tasimaktadir. Ilag direnci ile mutasyon iliskisinin olasihig1 tedavi boyunca kullanilan
ilacin potensi ile alakalidir. Replikasyon yapist ve replikasyon kapasitesi izolatlarda
primer veya sekonder mutasyonun ortaya g¢ikisini etkilemektedir. HBV replikasyon
bolgesinin uygunlugu direncin belirlenmesinde etkendir. Tedavi rejiminde dirence karsi
genetik bariyer spesifik mutasyonlarin sayisini artirmakta ve bu da ilag direncini
artirmaktadir. Sonug olarak, antiviral ilag¢ direnci konakta virus ile enfekte hepatositlerin
karakteristigi ile iliskilidir, ayn1 zamanda immun cevap ve genetik gegmis de
belirleyicidir (Sekil 6)%>%.

HBY HBY | Hepatositler |
Viral polimerar spontan \iutml argivienme cceDNA Enfekte hiicreler
hataoram = eeeTeRRYRRT uzun vanlanma omal urun yanlanma Smri

Mutant @
% Viral tirler Viral persistens
* | J

-

Selektf bash @ 1
Antiviraller ve difedlen @ @
@@ L.ag.q mutantlann seleksry ranu
@ @ @ @ R{phkan on alam

Immun cevap
Hlag farmakodinamigi
Tedavi baganszhi hmagefde viusun '.a.uimasl

Sekil 6. HBV ila¢ direnc¢li mutantlarin secilim mekanizmasi
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2.13.3. Ila¢ Direncinin Klinik Simiflandiriimasi

Antiviral ilag direnci klinik olarak primer antiviral tedavi basarisizligi
(cevapsizlik), sekonder antiviral tedavi cevapsizligi (virolojik kirilma) ve biyokimyasal

kirilma olmak tizere 3 kategoride siniflandirilir.

Primer cevapsizlik, NA tedavisinin baslamasindan 6 ay sonra serumda HBV
DNA miktarinin 1 logyp IU/mL veya daha ylksek olmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu
bulguda HBV DNA tespitinde degiskenlik de rol oynamakta olup dogru virolojik cevabi
yansitmaktadir, fakat klinik agidan HBV DNA miktarinin log;o lU/mL’nin altina inmesi
bir anlam ifade etmemektedir. Primer cevapsizlik konaga bagl faktorlerden kaynakli
olabilir, ayrica virus veya ilag¢ da belirleyicidir. Enzimlerdeki polimorfizmler nedeniyle
pro-ilaglarin aktif bilesenlere doniismesi veya NA’larin fosforillenerek trifosfat hallerini
almalar1 s6z konusudur ve bu yolla primer cevapsizlik devam edebilir. ADV’e karsi
primer cevapsizligin gectigi durumlarda viral suslar bir veya daha fazla antiviral
tedaviye kars1 ¢ok az hassasiyet tagimaktadir. Antiviral tedavinin dozu ve potensi de
belirleyicidir. Ornegin; ADV’in kabul edilen dozu 10 mg’dir ve yiiksek dozlarda yiiksek
potens gostermemektedir. ADV’e kars1 primer cevapsizlik ¢gok onemli bir faktordur.
Primer cevapsizligi gozlemlemek oldukga onemlidir, ¢linki 6-12 ay sonunda yiksek

rezidiiel viral seviye antiviral direncin artan riski ile iligkili gérﬁlmektedir87.

Sekonder antiviral tedavi basarisizligi olarak bilinen viral kirilma antiviral
tedavisi tamamlamis ve cevap gelistirmis vakalarda 1 ay arayla ardisik iki 6rnekte HBV
DNA miktarinin 1 logio IU/mL ve (zerinde olmasi olarak tanimlanmaktadir. Serum
HBV DNA’sinda artist dogrulamak i¢in Ornege ihtiya¢ yoktur ki bu durum ALT
alevlenmesi olan hastalar icin gecerlidir. Baslangicta serum HBV DNA seviyesi asagi
yonlii egilimlidir, ¢linkd antiviral direng tasiyan HBV mutantlar1 wild tiplere nazaran
daha az replikasyon donguslne sahiptirler. Bununla birlikte, birbiriyle yarisan
mutasyonlarin var olmasi replikasyon hizin1 yeniden diizenleyebilir ve tedavi siiresince
birikme 6zelligi gosterebilir dyleki bu tip durumlarda serumdaki HBV DNA seviyesi

tedavi dncesi seviyeyi gecebilir®.

Biyokimyasal kirilma, normal degerleri yakalamis hastada serum ALT

seviyesinin tedavi boyunca yiikselmesine verilen addir. Serum ALT seviyesi virolojik
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kirtlmadan sonra birkag hafta veya birkag yil normal kalabilir. Biyokimyasal kirilma
siklikla virusun da cogalmasiyla birliktedir, bazi vakalarda aminotransferazlardaki
belirgin artis hepatit alevlenmesi olarak adlanmaktadir ki bu durumda ALT diizeyi
normal diizeyin neredeyse bes katindan fazladir ve nadiren hepatik dekompansasyona

sebep olur®.

2.13. 4. Ilac Direncinin Molekiiler Mekanizmasi

HBYV polimerazin revers transkriptaz bolgesinin molekiiler modelleri NA’larina
karsi HBV direncine neden olan mekanizmalar1 belirlemek i¢in olusturulmaktadir.
Kullanilan bu modelde, antiviral direng goriilen mutasyonlarin aminoasit degisiklikleri,
dirence sebep olan mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasini saglamak icin fonksiyonel
bolgeler haritalanmistir. Ornegin, LAM diren¢ mutasyonlarina neden olan molekiiler
modelde metillenmis dNTP ile birlikte oxathiolane halkasinin aminoasitlerle ters
diismesi sonucu uzaysal konformasyon degigsmektedir ve buna neden olarak da yapisal
engel gosterilmektedir. Replike olan HBV DNA’ya trifosfat baglanmasini saglayan
enzimin katalitik aktivitesi inhibe olur ve wild tip suslara nazaran NA’larina karsi
affinite olduk¢a azalir. ADV’e direncin mekanizmas: ile ilgili olarak A ve D
bolgelerinde meydana gelen mutasyonlarin HBV  polimeraz bdlgesine trifosfat
baglanmasini indirekt yolla engelledigi tahmin edilmektedir. Dogal substrat olan
dATP’ye kars1 affinite oldukca artmakta, buna karsin analog olan ADV difosfata
affinite azalmaktadir. B bolgesinde var olan rtA181V/T mutasyonu rtM204’in
pozisyonunun degigmesine sebep olmakta ve katalitik bolgenin konformasyonunda
allosterik degisiklik meydana gelmektedir. Bu durum, katalitik bolgede nispeten nukleik
asit kalip zincirinin pozisyonunda degisim meydana getirmekte, mutasyonlu susun
pregenomunun zarfla kapanmasini azaltmakta, HBV DNA sentezinde hatalar
indiiklemekte ve gelecekte mutasyonlu susun replikasyonunu inhibe etmektedir. C ve D
bolgelerinde meydana gelen rtV214A ve rtQ215S mutasyonlar1 polimeraz fonksiyonunu

allosterik etki meydana getirerek inhibe etmektedir®®*.
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2.13. 5. Capraz Direng

Capraz diren¢ daha once virusun maruz kalmadigi ilaglara tepki olarak
tanimlanmaktadir. Capraz direng perspektifine gore; kabul géren 5 NA’u mevcuttur ve
yapisal karakterlerine gore 3 gruba ayrilmaktadir; L-niikleozidler, alkil fosfonatlar ve D-

siklopentan grubu.

NA tedavi hatasina bagh olarak iki mutasyon on plana g¢ikmaktadir; primer
direng mutasyonlart ki bunlar direkt ila¢ direncinden sorumludur ve sekonder
mutasyonlar ise replikasyon bilesenlerini gii¢clendirmektedirler. Sekonder mutasyonlar
viral polimerazda direncle iliskili seleksiyon ile ortaya g¢ikmaktadirlar ve virus
replikasyon duzeni bunda belirleyicidir. Sekonder mutasyonlar antiviral direng
acisindan  Onemlidirler ve cccDNA’da primer ila¢ diren¢ mutasyonlarinin
argivlenmesine neden olmaktadirlar. LAM ve TEL’e karsi direng gelistiren ortak
mutasyonlar diger L-nikleozidlerine de diren¢ gostermektedir ve ETV’e duyarlilik
azalmakta, fakat TDF veya ADV’e duyarlilik devam etmemektedir. Aksine, ADV ve
TDF’e direng gosterenlerde L-nlkleozidlere ve ETV’e duyarlilik devam etmektedir. L-
nikleozidler (LAM ve TEL) ve alkil fosfonatlar da (ADV ve TDF) rtA181T/V
mutasyonunu seger, boylece coklu ilag direnci igin rtA181T/V’nin bir markir olma
Ozelligi ortaya ¢ikmaktadir. Coklu mutasyonlar LAM ve TEL’e karsi ilag direncinin

devamini saglamaktadir ve ETVe kars1 yiiksek seviyeli direnc icin de gereklidirler®.

NA gruplar1 arasinda capraz direncin var olmasinin {istesinden ancak
NA'’larindan farkli olarak viral yasam siklusunu bloke eden ilaglarin devreye sokulmasi
ile gelinebilir. Yakin gelecekte bu tip ilaglarin uygunlugu miimkiin goriilmemektedir.
Dolayisiyla, NA direncinin molekiiler mekanizmasinin tam anlagilmasi gerekmektedir
ve kullanimlariin optimize edilmesi elzemdir, bunlarin ger¢eklesmesi i¢in ilag direnci
ve capraz direncin kantifikasyonunun belirlenmesi ve tanimlanmasina yonelik metodlar

gelistirilmelidir®™®,
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2.13. 6. Coklu Ila¢ Direnci

KHB’li hastalar LAM ile tedaviyi takiben ETV veya ADV gibi benzer ilaglarla
tedavi edildigi zaman ardigik monotedavi ile HBV ¢oklu ilag¢ direnci susu gelisebilir.
Klonal analizlerde c¢oklu ilag direncinin genellikle aymi viral genomda direng
mutasyonlariin birbirine eklenmesiyle meydana geldigi gosterilmistir. Bu seleksiyon
stirecinde olusan mutantlar her iki ilaca kars1 direng gosterir. Eklenen tedavi stratejisi ile
hizli viral baskilanma olusmaz, Ozellikle de mutantlarin yayilmasi ig¢in biiyiik

replikasyon alani var ise ¢oklu ilag¢ direng suslar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Karaciger transplantasyonu sonrasi HBV ¢oklu ilag direnci susu tasiyan
hastalarda varyantlarin uzun sdreli klonal ve fenotipik analizi, st iiste c¢akisan
polimeraz ve yizey genlerinde meydana gelen mutasyonlarin LAM ve ADV direnci
verdigini ve virusun anti-HBs antikorlar1 tarafindan tanisinin azaldigini géstermistir. Bu
bulgular antiviral tedavi sirasinda tam viral baskilanmayi elde etmenin gerekli oldugunu

vurgular®®°,

Baz1 spesifik tek mutasyonlarda c¢oklu ilag direnci gérilmektedir. Coklu ilag
direnci, sadece LAM ve TEL’e¢ duyarliligi degil aym1 zamanda ADV ve TDEF’e
duyarlilig1 azaltmada sorumlu olan rtA181V/T yerdegisimi ile gdsterilmistir. Bu durum
direng mutasyon profilini belirlemek igin tedavi basarisizligi olan hastalarda genetik

direng testinin gerekli oldugunu belirtmektedir®®",

2.13. 7. Antiviral Ila¢ Direnci Mutasyonlari

HBV polimeraz bolgesi son zamanlarda A-G olarak belirlenmis 7 farkli
fonksiyonel kisma ayrilmistir (Sekil 7). Mutasyon bolgeleri revers transkriptazin A ve D
kisimlarinda yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Direng mutasyonlarinin 2 temel kismi
NA ile monotedavi sirasinda segilebilir. Bunlar katalitik bolgenin bir kisminda bulunan

rtM204 kodonu igeren ve icermeyenlerdir®.
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Sekil 7. HBV ila¢ direnci mutasyonlari

2.13.7.1. Lamivudin flac¢ Direnci Mutasyonlar

LAM HBV’un replikasyonunu baskilayan ve KHB tedavisinde kullanilan ilk
NA’dur. Ilag direncinin vyiiksek oranlari uzun siireli LAM tedavisi sirasinda
bulunmustur. LAM direnci ilk yilda hastalarin yaklasik %20’sinde, 5 yil sonra ise tedavi
alan hastalarin yaklasik %70’inde goriilmiistiir. Direncin yiiksek oranindan dolayr LAM
tercih edilen ilk basamak ilag olarak tavsiye edilmemektedir. LAM direncinin molekdler
mekanizmast dNTP baglanma bolgesinde LAM’in oxathiolane halkasinin valin veya

izol6sinin B-uzantili yan grubu ile ¢akismasina sebep oldugu sterik engeldir.

LAM ilag direnci mutasyonlar1 baslica rtM204V/I/S, rtA181T, rtL180M/C,
rtV173L, rtL80V/I, rtL169T, rtT184S/G ve rtQ215S’dir (Sekil 8)85.

YVDD (tyrosine-valine-aspartate-aspartate) ve YIDD (tyrosine-isoleucine-
aspartate-aspartate) ile sonuclanan sirasiyla rtM204V ve rtM2041 mutasyonlarinin
primer diren¢ mutasyonlar1 olarak yaygin oldugu kabul edilmektedir. Mutasyonlarin
LAM’e duyarlihigi 100 kat kadar azalttigi in vitro caligmalarda gosterilmistir.
rtM204V/S degisiklikleri rtL180M ile birlikte kombinasyonda belirlenirken rtM2041
degisimi tek basma bulunabilir. Daha az yaygin olan rtA181T mutasyonunun
rtM204V/1 yoklugunda gelistigi belirtilmistir.
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rtL180M mutasyonu genelde LAM direncini artirarak rtM204V/I/S ile iligkili
mutasyonlarda belirlenir. rtL80V/l mutasyonu ilk olarak bir¢ok hepatitli hastadan izole
edilen HBV genotip C’de saptanmstir. rtV173L mutasyonu ise karaciger nakli olan
hastalarda yuksek oranda bulunan LAM direngli hastalarin %9’unda meydana

gelmektedir®.

2.13.7.2. Telbivudin Ila¢ Direnci Mutasyonlari

Telbivudin HBV DNA polimerazin spesifik gicli inhibitoridir. HBeAg pozitif
hastalarda TEL genotip direncinin giderek artan sikligi 52 haftada %5 ve 104 haftada
%25.1 iken HBeAg negatif hastalarda direng insidans1 %2.2 ve %10.8dir. iki yildaki
bu direng oran1 LAM’den daha diisiik, ADV ve ETV’den daha yiiksektir®.

TEL ile tedavi basarisizligi olan izolatlarda yapilan genotipik analizde
rtM204V/1 mutasyonunun virolojik basarisizlik ve niiksetmeden sorumlu oldugu
gosterilmistir. rtM2041 yerdegisimi TEL tedavisinde primer ila¢ direnci olarak
goriilmiis ve sik stk rtL80V/I ve rtL180M’in mutasyonlari ile bulunmustur. ilag
duyarlilik  deneylerinde in  vitro kosullarda rtM2041, rtM204V+rtL180M,
rtl169T/rtM250V ve rtT184G/rtS2021 mutasyonlarinin TEL tedavisinde gucli dirence
sebep oldugu goriilmistir (Sekil 8). Clnkl TEL L nukleozid analogudur ve TEL
direnci ADV, TDF ve ETV ile capraz direng gostermez™®.

2.13.7.3. Entecavir Ila¢ Direnci Mutasyonlari

ETV hem viral replikasyonun uzama agamasini hem de olgunlagsma asamasini
inhibe eden siklopentan guanozin analogudur. ETV in vitro kosullarda HBV’a karsi
LAM ve ADV’den 100 kat daha etkilidir. ETV’e diren¢ naif hastalarin tedavisinde
nadir olarak belirtilmistir. ETV ile monotedaviden 5 yil sonra naif HBeAg negatif
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hastalarda %1.2 gibi diisiik direng orani gozlenmistir. ETV ile iligkili mutasyonlu HBV

mutantlari in vivo ve in vitro kosullarda ADV ve TDF’e duyarlidir’’.

ETV’e primer direng ile iliskili mutasyonlar karmasiktir ve tam anlagilmamistir.
ETV direncinin ortaya ¢ikmasi ile iliskili viral polimerazdaki mutasyonlar B bolgesinde
(rtI169T, rtL180M, rtS184G) C bdlgesinde (rtM204V/1, rtS2021) ve E bdlgesinde
(rtM204V/T) gosterilmistir (Sekil 8). rtM204V/1 iliskili LAM mutasyonlar1 ile diger
mutasyonlar siklikla ETV direnci goriilen hastalarda belirlenmektedir. Hucre kulttrinde
ila¢g duyarlilik deneylerinde de in vitro kosullarda LAM direnci varliginda ETV
direncinin birkag yiiz kat artisa neden oldugu gosterilmistir. ETV direnci ADV ve

TDF’e capraz direng gostermez®™ %,

2.13.7.4. Adefovir ila¢ Direnci Mutasyonlari

ADV dogal substrat olan dATP’nin yapisal benzerligine sahip olan bir asiklik
nikleotid fosfatdir. ADV, baglanmay1 kolaylastiran kiigiik ve elastik bagdan dolay1
HBV DNA replikasyonun baskilanmasinda yiiksek etki giicline sahiptir. Antiviral
direncin ortaya ¢ikma orant LAM tedavisi ile karsilastirildiginda ADV tedavisi
sirasinda daha distiktir. HBeAg negatif KHB’li hastalarda ADV ile tedavinin 2
yilindan sonra hastalarin yaklasik %2’sinde, tedavinin 5 yilindan sonra ise %30’unda
ila¢ direnci goriilmiistiir. Fakat son ¢alismalarda LAM direngli hastalarda siklikla ADV

direnci icin ilk y1l %18 insidans oran1 bildirilmistir.

HBYV polimerazin B bolgesindeki 181. kodondaki rtA181T/V mutasyonu valin
veya treonin’in alanin ile ve D bolgesindeki 236. kodondaki rtN236T mutasyonu
asparjin’in treonin ile yer degistirmesi genellikle primer ADV ilag direnci mutasyonu
olarak kabul edilir (Sekil 8). Bu mutasyonlarin ADV’e duyarlilig: 5 ile 10 kat azalttig:
belirtilmistir. Bu yiizden, bu tek niikleotid degisiklikleri ADV’in klinik basarisizliga
sebep oldugunun gostergesidir. Son zamanlarda primer mutasyon rtI233V
tanimlanmistir. Ancak ADV’e duyarli olan bu mutant tartismal1 bir sekilde kalmistir.

Ilag duyarlilik deneylerde rtN236T mutasyonunun LAM, TEL ve ETV’e duyarliligs
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etkilemedigi, ancak rtA181T mutasyonunun LAM (<10 kat), ADV (2-8 kat) ve TDF (2-
3 kat) duyarlilig1 azalttig1 gosterilmistir.

ADV basarisizligin kapsayan diger revers transkriptaz degisiklikleri rtP273H,
rtN238T/D, rtL80V/I, rtV84M ve rtV214A mutasyonlarini igerir. Bu mutasyonlar ya tek
basina ya da rtN236T ve rtA181V/T ile kombinasyonda bulunabilir ve Kklinik 6énemi

yoniinden sekonder mutasyonlar olarak diisiiniiliir> "%,

2.13.7.5. Tenofovir fla¢ Direnci Mutasyonlar

Tenofovir, ADV ile benzer 6zellik gosteren asiklik niikleotid analogudur. TDF
HBV’a kars1 giiclii aktivitesinden dolay1 son yillarda KHB tedavisinde kullanilmistir.
TDF ile tedavi sirasinda virolojik kirilma veya klinik kotilesme son zamanlarda

bildirilmemistir.

TDF tedavisine direnc olarak gosterilen rtL180M+rtM204V ile birlikte rtA194T
yerdegisimi HIV/HBV koenfektif hastalarda bulunmustur (Sekil 8). rtM204V+rtL180M
mutasyonlarina bakilmaksizin rtA194T mutasyonu in vitro c¢alismalarda, LAM
mutantlarin  varhiginda TDF ile iligkili oldugu gosterilmistir. Eger bu mutasyon
varliginda HBeAg negatif hastalarda olusan prekor veya bazal kor promoter degisimi
meydana gelir ise rtA194T mutantinin viral replikasyonunu wild tipdeki seviyelere
onarabilir. TDF’e fenotipik direngle iligkili revers transkriptazda herhangi bir genotipik
degisim 48 haftalik tedavi sirasinda tespit edilmemistir. TDF’in antiviral aktivitesi
lizerine yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda LAM ve ADV’e direngli mutantlarin

TDF’e duyarli oldugu gosterilmistir®”’.
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Sekil 8. HBV revers transkriptazda HBYV ila¢ direnci mutasyonlarinin yerlesimi

2.13.8. flag Direncli HBV ile Enfekte Hastalarin Tedavisi

Antiviral direng tastyan HBV’una kars1 tedavi onerileri HBV tedavisi ile elde
edilen tarihsel bilgilere gore sekillenmektedir, ayn1 zamanda bu siirecgte virolojik cevap,

virolojik kirilma sirasinda elde edilen mutasyon modeli ve HBV’una karst NA’larin in
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vitro antiviral aktivitesi de Onemlidir. Son veriler virolojik kirllma basladiginda
geciktirmeden kurtaric1 tedavinin uygulanmasinin, viral yikin tekrar yukselmesi ve
biyokimyasal kirilmaya kadar tedavinin geciktirilmesinden daha fazla yarar sagladigini

ortaya koymaktad1r87.

LAM, TEL ve diger L-niikleozid direnci ile ilgili in vitro ¢alismalar ADV, TDF
ve ETV’in, LAM veya diger L-nukleozid analoglarina direngli olan HBV mutantlarina
kars1 antiviral aktiviteye sahip olduklarini ortaya koymustur. LAM direngli HBV ile
enfekte hastalarda yapilan bir pilot ¢alismada, ADV monotedavisinin uygulanan
kombinasyon tedavisi kadar (LAM ve ADV) serumda viral yuku distirdiigii tespit
edilmistir. Buna karsin, ADV ve LAM kombinasyon tedavisi ADV direncinin
engellenmesinde, TDF’in ise LAM direngli HBV’un baskilanmasinda oldukg¢a yarar

sagladig gorilmiistiir®*,

Her ne kadar TDF ADV’e nazaran daha yiiksek etki guctne sahip olsa da, LAM
ile kombine kullanilmasi ilag¢ direncinden koruma saglamaktadir. Onceden var olan
LAM direnci ETV diren¢ riskini de artirmaktadir, dolayisiyla LAM direncli HBV
tasiyan hastalarda ETV kullanim1 optimal tedavi degildir. Sayet ETV kullaniliyor ise
LAM tedavisi kesilmelidir.

ADV ile ilgili in vitro ¢aligmalarda ADV diren¢li HBV mutantlarina karsi LAM
ve ETV’in antiviral aktivite tasidigi tespit edilmistir. ADV direngli HBV mutanti
tasiyan hastalarda LAM’in serum HBV DNA’sim1 baskilamada verimli oldugu vaka
raporlari ile dogrulanmistir. Buna karsin, cevabin siiresi 6zellikle dnceden LAM direnci
tastyan hastalarda bilinmemektedir. Daha da fazlasi, hastada LAM tekrar devreye
sokulursa LAM direnc¢li mutasyonlarin ortaya ¢ikisi gozlenlenmektedir. ADV’e karsi
primer cevapsizlik tagiyan hastalarda TDF’e gecildiginde viral baskilanmanin oldugu
vaka raporlarinda bildirilmistir, buna sebep olarak ise klinik tedavide TDF’in yiiksek
dozda kullanilmasi gosterilmektedir. Ayni sebepden dolayi, TDF ve ADV direncli HBV

tastyan hastalarda viral baskilanmada ayni1 sonucu vermektedir.

ETV ile ilgili in vitro ¢alismalar ETV diren¢li HBV mutantlarina kars1 TDF ve
ADV’in antiviral aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur, fakat ETV direncli

HBV’una kars1 bu tip bir tedavinin verimine yonelik klinik veri heniiz mevcut degildir.
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Coklu ilag direnci tasiyan HBV’una karsi en verimli tedavi modeli asirt NA
kullanimindan kaginmaktir ve ayn1 zamanda ardisik NA monotedavilerden kaginmak da
faydalidir. Dolayisiyla, minimal diizeyde hastaligi olanlar ve kalic1 cevabin
olusmayacag1 vakalarda NA tedavisi kullanilmamalidir, 6zellikle geng bireyler s6z
konusu ise siire¢ en diisiik genotipik dirence sahip olanda en yiiksek etkiye sahip NA’un
kullanilmast seklinde idame ettirilmelidir. Cevap c¢ok kisa zaman araliklartyla
gozlemlenmeli ve primer cevapsizlik s6z konusu ise tedavi modifikasyonu
gerceklestirilmelidir.  Yapilan de novo c¢alismalarda LAM ile birlikte PEG-IFN
kullanimimnin LAM monotedavisine nazaran virolojik kirtlmay: daha fazla baskiladigi

ortaya konulmustur, fakat direnc gelisimini tamamen engelleyemez’*7¢%"%,

2.13.9. Antiviral Ila¢ Direncinin Onlenmesi

Ilaca direngli HBV mutantlarin yayilmasi gereksiz ila¢ kullanimindan kaginarak,
uygun kombinasyonlu ila¢ secerek ve surekli olarak ilag direnci igin takip edilerek
azaltilabilir. HBV’da olusan gereksiz replikasyon stratejisinden dolayr viral
popiilasyonlar genetik bir sekilde heterojendir. Bu ylzden naif hastalar antiviral ilac
kullanimindan sonra selektif baskinin yoklugunda popiilasyonun sadece az bir kismini
oOlusturan ila¢ direnci mutantlarina sahiptir. Hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunda antiviral
tedavi gerekmeyebilir. Birgok profesyonel kurulus klinisyenlerin KHB’yi tanimasi,
Onlemesi ve yonetimini degerlendirmesi i¢in giincellenmis Oneriler yayinlamaktadir.
Tedavi basladig1 zaman, tedavi algoritmalar1 hastalarin tedavisini belirlemede yardimci
olmak ic¢in gelistirilmistir. CUnkU replikasyon araciligiyla ilag direncli HBV
popiilasyonlar1 olusur ve yayilir. Ilag direnci basladiginda, antiviral tedavi ile miimkiin
oldugunca hizli bir sekilde viral replikasyonun baskilanmasi hedeflenmelidir. TDF ve
ETV’e direncin diisiik riski 6zellikle hepatit veya sirozlu olanlarda ve karaciger nakli
olan hastalarda birinci basamak tedavi olarak kullanimini saglamaktadir. Ciinkii bu

gruplarda gelisen ilag direncinin klinik kotiilesmeyi baslatmasi daha muhtemeldir.

KHB tedavi etmede kemotedavinin kombinasyonu daha siklikla

kullanilmaktadir. Uygun kombinasyon kullanildiginda daha etkilidir ve ilag¢ direnci
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riskini azaltabilir. Tedavi bagslamadan 6nce hastalarda tekli ilag direnci HBV mutantlari
olugmasi ve gelismesine ragmen coklu ilag direnci HBV mutantlar1 tedavi oncesinde
cok az bir sekilde olusabilir. Ideal olarak, kombinasyonlu ilaglar kullanildiginda farkli

bir mekanizma olmasindan dolay1 bu ilaglar sinerjik etkiye sahiptir.

NA’lar1 ile kombinasyon tedavisi ¢apraz direncinin gelismesini engellemektedir.
Ancak tek ilagh tedavi ile karsilagtirildiginda antiviral etki artmamaktadir. NA ile
kombinasyonda kullanilan interferonlar —muhtemelen ileriki adimdir. Boyle
kombinasyonlarin ilk klinik denemeleri hayal kirikligi olmasina ragmen sonraki
denemeler daha tmit verici olmustur. Ancak tedavinin kesilmesinden sonra

kombinasyonun faydasi kaybolma egilimindedir.

L nikleozidlerin kombinasyonu, tek L nukleozid tedavisinden daha etkili olup,
antagonistik etkiye sahip olabilir. Cunki L nikleozidlerin kombinasyonu hucresel
aktivasyon mekanizmas1 ve viral hedef i¢in yarigmaktadir. LAM ve ADV’e HBV
mutantlarin ¢apraz direncinin olmamasi in vitro kosullarda gézlenmistir (rtA181T/V) ve
bazi klinik ¢alismalarda bu ilaglarin kombinasyonda daha etkili oldugu gosterilmistir.
Daha oOnceki bilgilerdke ADV ve TDF ile kombinasyonda ETV’in kullanimi

desteklenmistir. Ancak bazi tavsiyeler i¢in sonraki klinik denemelere ihtiyag vardir.

Antiviral tedaviye hastanin cevabi dikkatli bir sekilde izlenmedir. Boylece ilag
direnci, virolojik kirilma ve hastalifin ilerlemesinden Once erken donemde
belirlenebilir. HBV DNA ve ALT serum seviyelerinin d&l¢llmesi tedavinin
baslamasindan 3-6 ay sonra yapilmalidir. Tedavinin ilk 2 yilinda 6 ay araliklarla yapilan
Olglimler hafif karaciger hastaligi olan bireylerde tavsiye edilmektedir. Tedavinin ilk 2
yilindan sonra hastalar her 3 ayda bir viral yik ve ALT seviyelerine baktirmalidir. Bu,
gelisen direng icin olasi siiredir. Direncin klinik sonuglar1 hizli bir sekilde ortaya ¢ikar
ve hastalarda yasam tehdidi olusturabilir. Viral yiik 1logip IU/mL arttig1 zaman direng
mutasyonunu tespit ve sonraki tedavi yaklagimini belirlemek igin HBV polimeraz

bélgesinin dizi analizi yapilmalidir®®®® 7%,
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2.14. Tam

HBV enfeksiyonun tanist ve dogal seyrinin belirlenmesi primer olarak serolojik,
biyokimyasal parametreler ve viral niikleik asitin gosterildigi molekiiler yontemlerle
yapilmaktadir. Serolojik parametreler; HBsAg, HBeAg ve konagi immun yanit olarak
gelistirdigi spesifik antikorlar; anti-HBs, anti-HBe, anti-HBc IgG ve IgM’dir.

HBV’un kesin tanis1i serumda HBsAg’in saptanmasiyla konmaktadir.
Biyokimyasal tani kriterleri olarak o©zellikle serum transaminazlari olmak iizere
karaciger enzim degerleri incelenir. HBV DNA’nin tespiti ve kantifikasyonunun
yapildig1 molekiiler yontemler ise tedavi ve hastalik seyrinin degerlendirilmesinde kilit
rol oynamaktadir. Ayrica diger belirleyici bulgularin yetersiz kaldigi (gizli HBV

enfeksiyonu) 6zel durumlarda asil tan1 koyucu gorevi tistlenmektedir.

2.14.1. Serolojik Tam

HBV ile enfeksiyon olusumu sirasinda konakta virusa ait ¢esitli antijenlere
(HBsAg, HBcAg ve HBeAg) karsi antikorlar meydana gelmektedir. HBV
enfeksiyonlarmin 6zgiil tanisin1 yapmak amaciyla hasta serumunda bu antijenlerin ve
antikorlarin varligi aragtirilmaktadir. Bunlarin saptanmasi i¢in giiniimiizde duyarliligi,
Ozgulligu ve verimliligi yiiksek serolojik yontemlerden faydalanilmaktadir. Bu amagla
onceleri radioimmunoassay test kullanilirken bu yontem yerini ELISA testlerine
birakmislardir. Bu testlerden, akut ve kronik enfeksiyon ayriminda, enfektivitenin
degerlendirilmesinde, bagisiklik durumunun tayininde, kan ve organ vericilerinin

taranmasinda yararlanilmaktadir®®.

HBsAg, akut HBV enfeksiyonu sirasinda virusa ait saptanan ilk antijendir.
HBsAg HBV ile maruz kaldiktan sonra 1-10 haftada ve semptomlar veya
aminotransferaz seviyeleri yilkselmeden 6nce serumda ortaya cikar. Iyilesen hastalarda,
HBsAg genellikle 4-6 aydan sonra belirlenemez hale gelir. Akut hepatit B’de ¢ok nadir
bir sekilde HBsAg beklenen zamaninda belirlenmeyebilir, ¢unkii HBsAQ’in tespit

seviyesine ya ulasilmamistir ya da HBSAQ dizeyi testin belirlenebilir esiginin altina
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diismiistiir. HBsSAQ’in varlig1 6 aydan fazla siirede devam ederse kronik enfeksiyonu
ifade eder. HBsAQ’in yoklugu ise anti-HBs’nin varligi ile takip edilir. Anti-HBS hepatit
B’nin iyilestigini isaret eder. Bircok hastada anti-HBs yasam boyu siirmekte ve boylece
uzun sireli immunite gorilmektedir. Anti-HBs antikoru akut HBV enfeksiyonunun
erken fazi sirasinda iiretilmesine ragmen rutin test ile belirlenmez. Cunki HBsAg fazla
miktarda mevcuttur ve anti-HBs ile birlesir. Bu yuzden anti-HBs antikoru akut fazda
HBsA(Q seviyesi diistiigii zaman belirlenir. HBsAg’in ortadan kayboldugu ve hentiz anti-
HBs antikorlarinin ortaya ¢ikmadigi doneme “pencere donemi” ismi verilmektedir. Bu
donemde hem HBsAg hem de anti-HBs antikoru negatif olarak bulunmaktadir. HBsAg
ve anti-HBs’nin bir arada bulunmas1 HBsAg pozitif bireylerin yaklasik %10-25’inde
bildirilmistir. Bu durum kronik hepatit B’li hastalarda yaygin bir sekilde goriilmektedir.
HBsAg ve anti-HBs’nin birlikte bulunmasi S genlerindeki mutasyonlardan dolay1

immun sistemden kacan mutantlarin se¢imine bagl olabilir”".

HBCcAg enfekte hepatositlerde ifade edilen intraselliler antijen olup serolojik
tanida kor bolgesi ile ilgili kullanilabilecek gdsterge anti-HBc antikorlaridir. Anti-HBc,
HBsAgQ saptandiktan kisa siire sonra ve anti-HBs ortaya ¢ikmadan 6nce goriilmektedir.
Akut HBV enfeksiyonu sirasinda belirlenen ilk antikor anti-HBc IgM’dir. Anti-HBc
IgM antikoru genellikle HBsAQ’in ortaya ¢ikmasindan 1 ay sonra ve aminotransferaz
seviyesi yikselmeden yaklasik 1-2 hafta once ortaya ¢ikar. Anti-HBc IgM pencere
donemi sirasinda HBV enfeksiyonunun tek gostergesidir. Iyilesme déneminde, anti-
HBc IgG titresi artarken, anti-HBc IgM titresi azalir. Bu yiizden IgM belirlenmesi
genellikle akut HBV enfeksiyonun gostergesi olarak kabul edilir. Ancak hastalarin
%20’sinde anti-HBc IgM akut enfeksiyondan sonra 2 yila kadar belirlenmeyi siirdiiriir.
Ayrica anti-HBc IgM alevlenme sirasinda kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda tespit
edilebilir. Bu durum kronik hepatit B enfeksiyonu oldugu bilinmeyen hastalarda akut

HBV enfeksiyonu olarak yanlis tan1 konulmasina neden olabilir.

Aktif viral replikasyonun ve enfektivitenin gostergesi olan HBeAg, HBsAg’den
once ortadan kaybolmaktadir. HBeAg’in ortadan kalkmasindan (genellikle 12-14
haftada ortadan kaybolur) kisa bir siire sonra anti-HBe antikorlar1 ortaya ¢ikmaktadir.
Anti-HBe antikorlarinin ortaya ¢ikmasi viral replikasyonun azaldigini ve hastaligin

tyilesmeye dogru gittigini gostermektedir. Ancak prekor bolgesinde mutasyon sonucu
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olusan mutant suglarin meydana getirdigi enfeksiyonda anti-HBe pozitif olmasina

ragmen aktif viral replikasyon ve enfeksiyon tablosu devam etmektedir'*®,

2.14.2. Molekiiler Tanm

HBYV tanisinda 1980°li yillardan itibaren serolojik tani yontemlerinin yani sira
molekiiler tan1 yontemlerinin de kullanimi giindeme gelmis ve HBV tanisi i¢in gesitli
yontemler gelistirilmeye baglanmistir. Bu yontemleri iki grupta toplamak miimkiindiir.
Bunlar; hibridizasyon temelli testler ve PCR temelli hedef nukleik asit amplifikasyon

testleridir.

Hibridizasyon temelli testler, hedef niikleik aside spesifik problarin viral
DNA’ya baglanmasi ile bir dizi hibridizasyon sonucu olabildigince yiiksek sinyalin
cldesi esasmma dayanir. Ancak bu yontemler ile 10° virus partikilli/mL
belirlenebilmekte, 6rnekte daha az sayida DNA varliginda yontem yetersiz kalmaktadir.
Bu sikintilari asmak icin, PCR gibi ortamdaki niikleik asit miktarini saptanabilir diizeye
kadar ¢ogaltacak yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerle Onceleri Ornekte viral
genomun varlig1 kalitatif yonden arastirilmakta iken gelistirilen tekniklerle bunun yan
sira kantitatif olarak genomun Ornekteki miktar1 da saptanmaya baslanmistir.

Gunumuzde kronik hepatitlerin tanisinda real-time PCR kullanilmaktadir.

Real-time (gergek zamanli) PCR, floresan isaretli 6zgiin problarin kullanilarak
floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir cogaltma yontemidir. Niikleik
asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig gosteren floresan sinyalinin dl¢lilmesiyle

de hem kalitatif hem de kantitatif sonuglar elde edilir®*®*.
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2.14.3. HBV Ilag Diren¢ Testleri

HBYV ilag direncinin tespiti igin bir¢ok teknik vardir. Bu yontemler genotipik,
fenotipik ve indirekt yontemler seklinde gruplandirilabilir. Bu yontemler duyarlilik,
uygulanabilirligi, maliyetleri ve sonuclarin yorumlanabilirligi agisindan farklilik

gostermektedir.

2.14.3.1. Genotipik Metodlar

PCR drinlerinin direkt sekanslamasi da dahil olmak tzere diren¢ mutasyonlarini
belirlemek icin PCR amplifikasyonu sonrasi amplikonlardan derive olan multiple
klonlarin sekans analizi, spesifik prob igerikli allel spesifik PCR formatli real-time PCR,
LiPA (Line probe assay) benzeri hibridizasyon teknikleri, RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism), son olarak yeni gelistirilen MALDI-TOF MS/ RFMP (Matrix-

Assisted Laser Desorption/lonization) gibi bir cok test mevcuttur*®.

Direkt PCR sekanslama, en az sensitiviteye sahip testlerden birisidir, ¢lnku
direng mutasyonunun belirlenebilmesi icin HBV havuzunda mutantlarin oran1 %20’ye
ulagsmalidir, bu seviyeye ulasirsa direkt PCR sekanslama yontemi ile diren¢ mutasyonu
gbzlemlenebilir. Genis c¢apli taramalarda direkt PCR sekanslama kullanisa elverigli
degildir. Bununla birlikte, direkt PCR sekanslamasi, var olan tim mutasyonlar
tanimlayabilmektedir ki buna potansiyel yarismacit mutasyonlar ve yeni tanimlanmamis
mutasyonlar da dahildir. Ayrica tedavide ortaya ¢ikan diren¢ ve buna bagl yeni
mutasyonlarin tanimlanmasinda kullanilabilir ve in vitro sartlarda fenotipik dogrulama

gerekmektedir®’.

RFLP analizleri ile total viral populasyonda orami %35 kadar disiikk olan
mutasyonlar bile belirlenebilmektedir. Bununla birlikte, ilgilenilen her bir mutant icin
endonukleaz reaksiyonu spesifik olarak dizayn edilmelidir. Bazi mutasyonlar yeni
restriksiyon bolgesinin ortaya g¢ikmasia sebep olur ve RFLP bu yiizden kolay
metoddur. Baz1 diger mutasyonlar ise restriksiyon bélgesini yok eder, bu durumda

RFLP analizi dikkatli kullanilmalidir, zira restriksiyon bélgesinin kaybindan dolay1

63



enzim sindiriminde problem ortaya ¢ikabilmektedir. RFLP analizi tiim mutasyonlar i¢in

uygulama zeminine sahip degildir.

Revers hibridizasyon ile teste dayali LiPA igin ticari test olan reverse
hybridization Assay (Innogenetics, Belgium)’dir. Bu test hatali tek niikleotid
eslesmelerini belirleyebilmektedir ve membrana bagli kisa oligoniikleotid problari
mevcuttur. Total viral populasyonda diren¢ mutasyonu %5’in (zerinde ise LIiPA
belirleyebilmektedir. En biiyiik sikint1 her bir mutant i¢in spesifik problarin yeni setine
ihtiyag duyulmasi ve tek bir nikleotid degisiminin tespiti i¢in oldukga fazla sayida
probun gerekliligidir.

Yeni mutantlarin belirlenmesinde oligoniikleotid mikrogip prensibine dayali
mikrocgip bazli sekanslama teknolojileri kullanilabilmektedir. Bu teknoloji oldukga

pahali ve genis ¢apta kullanima miisait degildir.

MALDI TOF/MS, varyasyon boélgelerini igeren kiigik DNA fragmanlarinin
kitle spektrofotometrik analizi temeline dayanmaktadir. Cok sensitif oldugu
kanmitlanmistir  ve viral popiilasyonunun %21’inde baskin olan mutasyonlar bile
belirlenebilmektedir. Buna karsin, her biri yeni mutasyonu belirlemek i¢in yeni primer

setine ihtiya¢ s6z konusudur ve ayni zamanda kiitle spektrofotometresi gerekmektedir.

Tek genom sekanslama, antiviral direngli HIV mutasyonlarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu yontem olduk¢a yorucudur ve mutasyonlarin kesin frekansi
hakkinda bilgi vermektedir. HBV replikasyonu siiresince kendiliginden mutasyonlarin
kazanilma oram ¢ok yiiksektir, viral popiilasyonda %0.1’in altinda olan mutasyonlarin
klinik 6nemi kesin degildir. Hepatit B tedavisinde kabul edilen 5 NA mevcuttur ve
bircogu gelistirilme asamasindadir, dizayn edilen testler bu NA’larina kars1 gelisen tiim
mutasyonlar1 belirlemektedir, fakat bu gittikge zorlasmaktadir. Yukarda bahsedilen
testler arastirma amagli kullanilmaktadir, fakat klinik pratikte en ¢ok kullanilan testler

direkt sekanslama ve LiPA teknigidir®’.

HBV izolatlarmin genetik analizi zahmetli ve pahali olan Sanger dizi analizine
dayali testler ile yapilmaktadir. Bu durum ultradeep dizi analizi platformlarinin “next

generation”nun gelistirilmesi ile yeni bir donemi baslatmistir. Ultradeep dizi analizi
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karisik virus populasyonun bulundugu 6rnekte direkt dizi analizine izin vererek klonal

Sanger dizi analizinin temel eksikliklerini ortadan kaldirir®®#" %,

Ultradeep dizi analizininin birgok yonleri birbirine benzememesine ragmen
timiinde DNA hazirlanmasinin asamalari, ¢ogaltma ve sentez ile ardindan dizi analizi
kullanilmaktadir. Sentez ile dizi analizi komplementer ipligin sentezi ile tek DNA
ipliginin dizi analizini, her bir adimda bir baz, ve eklenen her nikleotidin tespitini igerir.
DNA zincirine her bir nukleotidin eklenmesiyle floresan (Illumina) veya isima
(pyrosequencing; Roche ve PyroMark, Qiagen) agiga c¢ikar. Bu testler es zamanli
guvenilebilir dizi analizinin belirlenmesini ve viral mutasyonlarinin arastirmalari igin

kullanilan kesin bilgileri saglar102'103.

Pyrosequencing’in temel amaci DNA sentezi sirasinda salinan pirofosfatin
luminesans deneyi ile tespitine dayanir. PCR reaksiyonundaki forward primerler
biyotinli olup sentezlenen biyotinli amplifikasyon drdnleri streptavidin ile kapli sefaroz
boncuklara baglanarak tek sarmalli DNA ayristirilir. Tek iplikli DNA zincirine
nlkleotidlerin DNA polimeraz ile baglanmasi sonucu pirofosfat agiga ¢ikar. Daha sonra
salman pirofosfat, ATP-sulfurilaz ile adenozin 5° fosfastlfat varliginda ATP’ye
(Adenozin Trifosfat) cevrilir. Isik, pyrogramda pik olarak belirlenir. Lusiferaz ATP
varliginda lusiferini okside edip 151k olusturmasi igin enerji verir. Reaksiyona girmeyen
nlkleozid trifosfatlar ise apiraz enzimi ile 6énce niikleozid difosfata sonra da nukleozid
monofosfata doniistiiriiliir. Ayrica reaksiyona girmeyen ATP yine apiraz ile adenozin

difosfat ve adenozin monofosfata gevrilir.

Ultradeep dizi analiz metdodu olan 454 pyrosequencing (Roche Dignostics),
diger ultradeep dizi analizi metodlari ile karsilastirildiginda nispeten yiiksek maliyet ve
calisma siresine ragmen 700 bp kadar uzunluktaki amplikonlarin dizi analizi igin
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve emdilsiyon PCR ile tek sarmalli DNA’nin
cogalmasina dayanir. Emulsiyon PCR, tek sarmallit DNA zincirilerini yag igindeki su
damlaciklarin1 mikroreaktor gibi kullanarak cogaltir. Her bir su damlacigi tek DNA
kalip zincirinin amplifikasyonu igin tim gerekli reagenleri icerir. Dizi analizinden 6nce
herbir mikroreaktor (klonal ¢ogaltilmis DNA) cam bir lam (zerindeki ayr1 kuyucuklara
konulur ve sonra dizi analizi igin enzimler eklenir. Uzayan DNA zincirine her bir

niikleotid eklendiginde 1s1ma olusturmak igin pyrosequencing reaksiyonu kullanilir. Bu
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yaklasimin %2’den diisiik tek nokta mutasyonlariin tespiti i¢in birgok raporda son

derece duyarli oldugu bildirilmistir®*%*1%,

Illumina pyrosequencing (Illumina/Solexa) testte, klonal amplifikasyon ve dizi
analizi icin solid faz “flow cell” kullanilarak ultradeep dizi analizi platformu
gelistirmistir. PCR amplikonlar1 milyonlarca primer ile kaplanmis cam lamda
komplementer diziye hibridize olan universal adaptore baglanir. Klonal amplifikasyon,
hibridize DNA’nin denatiirasyonu ve baglanmig adaptor/primer dizisinin 3’ucundan
uzamayla komplementer DNA ipliginin sentezi ile ger¢eklesir. Sonra yeni sentez edilen
dizinin 3’ucuna yakin komplementer, yiizeye bagl primer, bir kopru ve sonraki PCR
siklusunda DNA sentezi icin yeni yeri olusturur. Son olarak dizi analizi floresan ile
isaretli reversible terminatorler kullanilarak yapilir ki sensitivitesi 454 pyrosequencing
testinkine yakindir. Bu sistemin maliyeti diger ultradeep platformlara gore azdir ve 500

baz kadar uzunluktaki iiriinler degerlendirilebilir®®*%,

PyroMark sequencing (Qiagen), 454 pyrosequencing ve illumina dizi analizi
platformlar1 yeni dizi analizi metodlar1 olarak uygun olmasina ragmen PyroMark
onceden bilinen mutasyonlarin varliginin tespiti i¢in hizli strede sonug vermesiyle
idealdir. Bu platformda, ilk once biyotinli revers transkriptaz kullanilarak PCR testi
yapilir. Ardindan c¢ift sarmalli DNA PCR iiriinleri streptavidin ile kapli sefaroz
boncuklara baglanir. Denatiirasyonu takiben revers sarmala komplementer olan dizi
analizi primerinin hibridizasyonu gergeklesir ve bunu primerin 3’ucuna nikleotidlerin
hemen baglanmasi ile pyrosequencing izler. Bu metodda pyroMark sequencing dogru
dizi analizi verileri saglar ve her 6rnekte 20 baz kadar uzunluktaki spesifik mutantlar

yaklasik 40 dakikada tespit eder®®*®.

2.14.3.2. Fenotipik Metodlar

Antiviral duyarlilik testleri polimeraz aktivitesini veya HBV replikasyonunu
belirlemeyi kapsamaktadir. Bu metodlar oldukca zaman tiketici olup teknik diizeyde

uzmanlik gerektirmektedir.
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Enzimatik tespite dayali fenotipleme testlerinden ginumizde, HBV polimeraz
aktivitesinin belirlenmesinde baculovirus vektor aracili bocek hiicreleri kullanilmaktadir
ve HBV nikleokapsidinden purifiye edilmis HBV polimeraz ekspresyonu
saglanmaktadir. Hicre kullanmadan tespit 6rdek hepatit B virusu igin gelistirilmistir,
fakat HBV polimeraz geni uzun insersiyon bolgesi icermektedir ki bu 6rdek hepatit B
virus’unda ve diger hepadnavirus polimeraz genlerinde mevcut degildir ve bu

insersiyon fenotipik test sonuglarinin yorumunu etkileyebilir.

Hepatositlerden derive hiicre hatlarmin gegici transfeksiyonuna dayali
fenotipleme icin 2 yaklasim kullanilmaktadir. Ik yaklasim iyi karakterize edilmis
laboratuvarda rekombinant teknik ile gelistirilmis HBV replikasyonu tam olan klonlarin
belirli gen bdlgelerinde ilag¢ direnci ile iliskili nokta mutasyonlari olusturmaktir. Bu
yaklasim spesifik mutasyonlarin antiviral duyarlilig1 azaltip azaltmadigini tespit etmek
yoniinden arastirmalar i¢in avantajli olabilir. Ikinci metod ise klinik izolatlarda elde
edilen HBV genomunun tamaminin amplifiye edilmesine dayanmaktadir. Buna karsin,
bircok mutasyon ve/veya klonal varyantlar var olabilir, bu durum revers transkriptaz

bolgesindeki tiim degisimlerin birikmesi sonucu olabilir.

Rekombinant baculovirus/HBV’unun hepatositlerden derive hicre dizilerine
transdiiksiyona dayali1 fenotipleme de kullanilmaktadir. Bu sistemde, HBV replikasyonu
endojen promoterler tarafindan siirdiiriiliir ve bu yiizden c¢alismalar fenotipik

replikasyon Grlin( ile yapilir, ancak bu yontem oldukca yorucudur.

HBYV genomu ile transfekte edilmis stabil olarak HBV-ekspresyonu yapan hiicre
dizileri ilag¢ direncini aragtirmak icin spesifik olarak dizayn edilmektedir. Fenotip testi
icin stabil hiicre hatlart kullanilmasmin avantaji ¢apraz direng testinin ayni ortamda
yapilabilmesidir, fakat herbir yeni mutant icin yeni hiicre hatlarinin olusturulmasi
gerekmektedir. Hulcre kromozomunda integre olan HBV DNA bdlgesi HBV
replikasyonunu ve hicresel fonksiyonu etkileyebilir, bu ylzden bu hiicre hatlar
antiviral direnci kodlayan HBV’un replikasyon etkinliginin belirlemek igin

kullaniimayabilir®’.
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2.14.3.3. indirekt Metodlar

Indirekt metodlar kapsaminda, HBV DNA’nin 8l¢iimii (viral yiik deneyi) ve bu
kantitatif analizin degerlendirilmesi temelinde tedaviye yanit ve direncin olup olmadigi
dolayli olarak degerlendirilebilir. Bu temelde, ila¢ direng olusumu ve sonucunda viral
yiikiin artmasi tedaviye yanitin durmasi ile sonuglanmaktadir. HBV DNA miktarindaki
anormal degisiklikler fenotipik diren¢ olusumunun basladigina isaret edebilmektedir,

ancak bunun spesifik genotipik yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir®’.

2.15. Korunma ve Kontrol

HBV enfeksiyonun 6nlenmesi i¢in 3 temel strateji vardir. Bunlar; hastaligin
bulagmasini Onlemek i¢in davranis degisiklikleri, pasif immunoprofilaksi ve aktif

asilamadir.

Davranis degisikligi, cinsel davranmiglardaki degisiklikler ve kan iirlinlerinin
gelismis ayirma yontemleri hepatit ile iliskili bulasin riskini azaltmaktadir. Davranig
degisikliklerinin, yeni doganlar ve gocuklarin enfeksiyonu kazanmada en biylk riske
sahip oldugu gelismekte olan iilkelerden daha faydali oldugu disiiniilmektedir. Bu
gruplarda hem pasif hemde aktif immunoprofilaksi daha etkili olacaktir®.

Pasif immunoprofilaksi, HBIG hepatit B’ye kars1 hazir yapilan antikorun steril
solusyonudur. HBIG pasif immunoprofilakside kullanilan ve hepatit B’ye kars1 olusan
antikorlarin  ylksek seviyesine sahip secilmis dondrlerden hazirlanir. Pasif
immunoprofilaksi hepatit B ile enfekte annelerin yenidogan bebeklerinde, igne batmasi,
cinsel iliski ve karaciger transplantasyonundan sonra kullamlir. immunoprofilaksi biitin
HBsAg pozitif annelerden dogan bebeklere Onerilmektedir. Tavsiye edilen doz
dogumdan sonra veya rekombinant as1 ile birlikte dogumdan sonra 12 saat icinde 0.13
mL/kg HBIG’dir. Kombinasyon HBV’un perinatal gegisine karsi korumanin %90
seviyelerinden daha yiksek bir oramt ile sonuglanmaktadir. Cocuklarda
immunoprofilaksiye ragmen HBV enfeksiyonlu annelerden HBV enfeksiyonu %3.7 ile

%9.9 oraninda perinatal yolla bulasir. Bu grupdaki pasif ve aktif immunoprofilaksi
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basarisizligt HBV’un uterusdaki bulasi, yiiksek inokulum ile iliskili perinatal bulas ve

yiizey kagis mutantlarin varligi ile meydana gelmektedirlm.

HBIG karaciger transplansyonu yapilan HBV enfeksiyonlu hastalarda
profilaksinin temel bileseni olarak kalmaktadir. Yiiksek dozda belirlenen HBIG tedavisi
hastalarin %65 ile %80’inde hastaligin niiksetmesini Onleyebilir. Yiiksek doz HBIG ile
uzun sdreli profilaksinin maliyeti oldukca yuksektir ve HBIG ile NA’u kullanilan
kombinasyon tedavisi esit oranda etkilidir. Simdiki protokol, karaciger
transplantasyondan sonra HBIG ile NA’u kombinasyondur. Bu kombinasyon protokoli

virolojik kirilmay1 %10 veya daha diisiik oranda azaltmaktadir®*%.

Aktif bagisiklanma, ast ile primer enfeksiyonun oOnlenmesi, kronik HBV
enfeksiyon riskini ve sonraki komplikasyonlarin1 azaltmak i¢in énemli bir stratejidir.
Inaktif plazmadan tiretilen ilk hepatit B asis1 1982 yilinda yapilmistir. Hepatit B
asisinin ikinci gelistirilen tipi rekombinant DNA asis1 1986 yilinda genel kullanimda
mevcut olmustur. Her iki as1 HBV enfeksiyonunun 6nlenmesinde giivenli olup etkili
oldugu kanitlanmistir. Diinya Saglhk Orgiitii; DSO (World Healt Organization; WHO)
1991 yilinda hepatit B asilamasini, 1995 yilinda hepatit B virus tasiyicisi prevalansinin
(HBsAg) %8 veya daha fazla oldugu iilkelerde ve 1997 yilinda ise butin ulkelerde
yapilmas1 gerektigini tavsiye etmistir. Yenidoganlarda hepatit B asis1 ile asilama 154

iilkede 2002 Mayss itibariyle rutine girmistir.

HBV enfeksiyonu icin diinyanin ilk ulusal asilama programi 1984 yilinda
Taiwan’da baslatilmigtir. As1, programin ilk 2 yili sirasinda temel olarak HBsAg tasiyict
annelerden dogan bebeklere uygulanmistir. Asilama ilk olarak tiim yenidoganlarda ve
sonra asilanmamis okul 6ncesi ve ilkokul ¢agindaki ¢ocuklar i¢in yapilmistir. Yakalama
asilar1 1991 yilindan bu yana. 1. smiftaki ¢ocuklara uygulanmaktadir. Bu program ile
HBsAg prevalans orami 15 yasindan kii¢iik ¢ocuklar arasinda 1984’de %9.8’den
1994’de %1.3’e azaltilmistir. Asilama oranlar1 1999 yilinda kiglk ¢ocuklarda %0.7

oranmna diisiiriilmiistiir'®.
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3. GEREC ve YONTEM

Kasim 2013 ve Mayis 2014 tarihleri arasinda yapilan bu ¢alismada Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Gastroenteroloji
poliklinigine basvuran, kronik hepatit B enfeksiyonu olan, yaslar1 18 ile 77 arasinda
degisen 52’si kadin 85’1 erkek hastadan kan Ornekleri alinarak real-time PCR ve
pyrosequencing metodu kullanilarak (PyroStar HBV Drug Resistance Test, Altona
Diagnostics, Germany) HBV ilag direnci mutasyonlarinin varligi arastirildi.

Calisma icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligi’ndan
“Etik Kurul Onay1” alindi. Hastalarin demografik verileri, hepatit B virusun serolojik
markirlari, karaciger fibroz skoru, dnceden tespit edilen hepatit B ilag direnci ve
kullandiklar1 antiviral ilaglar gibi veriler bilgi formlarina dolduruldu.

Hastalardan yaklasik 10 mL kadar kan 6rnegi alindi. Serum kisminin ayrilmasi
icin kan ornekleri 5.000 rpm’de 5 dakika santriftj edilerek serumlart ayrilip hepatit B
viral DNA’sinin ekstraksiyon islemine kadar -80°C’de sakland.

3.1. Viral DNA Ekstraksiyonu

Serum orneklerinden viral DNA eldesi igin yapilan ekstraksiyon isleminde EZ1
virus mini kit v2 (Qiagen, Germany) kullanildi. DNA ekstraksiyonu iiretici firmanin
Onerilerine gore asagidaki gibi yapildi.

Hasta serum orneklerden viral DNA ekstraksiyonu igin otomotize nukleik asit
izolasyon cihazi olan EZ1 Advanced (Qiagen) kullanildi.

1. Cihazin c¢alisma blogunun Al sirasmma 1.5 mL’lik bos eliisyon tiipleri

numaralandirilarak yerlestirildi. Islem sonunda DNA ekstraktlar1 bu tiiplerde toplandi
(Sekil 9).
2. Pipet tutuculari i¢ine pipet uglari yerlestirilerek A2 sirasina konuldu (Sekil 9).
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3. Calisma blogunun A3 sirasinda bulunan her bir 1.5 mL’lik eliisyon tlplerine 4
ML tastyici (carrier) RNA ve 56 pL elution buffer eklendi.
4, A4 sirasina yerlestirilen 2 mL’lik tiiplere ise 400 pL serum ornekleri eklendi.

Kartus bloguna her bir 6rnek i¢in bir DNA izolasyon kartusu, blogun tizerindeki
ok yoniinde yerlestirildi (Sekil 9). Kartusun istiindeki bos kuyularina 2 mL’lik bos
tipler konuldu. Hazirlanan kartus ve c¢aligma blogu cihaza uygun bir sekilde
yerlestirilerek cihaz galistirildi.

Yaklasik 45 dakika sonra DNA ekstraktlar1 elde edildi ve ardindan ultraviyole
15181 20 dakika siireyle calistirilarak dekontaminasyon saglandi.

DNA ckstraktlar1 real-time PCR isleminde kullanilmak {izere -20°C’ye
kaldirildi.

4 (6 -G G @—{ 2Lk omek tipleri
3 (@G G& i 5 Ltk chisyon tipleri (buffer-+astyics RNA|
2 mm— Pipet tutuculan ve pipet uclan
| B @& & @ 15k clisyon tipleri

Kit kartusu

f'_"!f_'lf_'lf_i

2 mL'lik bos tip

I II" Izolasyon soliisyonlann bulndugu tiipler

Sekil 9. Orneklerin izolasyon cihazina yerlestirilmesi
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3.2. PyroStar HBV Ilag Diren¢ Testi

PyroStar HBV ila¢ Direnc Testi (PyroStar HBV Drug Resistance Test, Altona
Diagnostics, Germany), HBV real-time PCR test ve pyrosequencing olmak Uzere 2
asamadan olusmaktadir. HBV real-time PCR testi, HBV polimeraz geninin 169, 173,
180, 181, 184 ve 194 kodonlarindaki mutasyonlarin tespiti i¢in bir real-time PCR (PCR-
1) ve 202, 204, 236 ve 250 kodonlarindaki mutasyonlarin tespiti i¢in ikinci bir real-time
PCR (PCR-2) testi icerir. Daha sonra HBV ila¢ direnci mutasyonlarinin tespiti igin 2
ayrt PCR testine ait pozitif bulunan drlnlerin spesifik primerler kullanilarak

pyrosequencing metodu ile dizi analizi yapilir.

3.2.1. HBV Real-Time PCR Testi

Real-time PCR ana reaksiyon karisimlari, kontaminasyonun engellenmesi icin
ekstraksiyon isleminin yapildigi ayr1 bir kabinde hazirlandi. PCR reaksiyonunda 1s1
iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarli
DNase ve RNase enzimlerinden arindirilms steril 0.2 pL’lik PCR tiipleri (Qiagen, thin-
walled PCR tipleri) kullanildi. Real-time PCR cihaz1 olarak Rotor-Gene Q 5plex real-
time-PCR (Qiagen) kullanildi.

HBYV spesifik DNA’nin amplifikasyonu:
1. Real-time PCR kiti buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra reagenlerin ¢dzinmesi
beklendi. Ardindan vortekslenip kisa siireli spin attirildi. Her bir hasta 6rnegi i¢in PCR-
1 ve PCR-2’ye ait master A (5uL) ve master B (15 uL)’den olusan toplam 20 pL’lik
ana karigimlar ependorf tiiplerde hazirlandu.
2. Ayrica HBV wild tip ve HBV mutant tip kontroller i¢in de PCR-1 ve PCR-2 ana
karigimlar1 yukardaki gibi hazirlandi.
3. Her ¢alisma asamasinda 10 hasta 6rnegi, 1 HBV wild tip ve 1 HBV mutant tip
kontroller olmak (zere toplam 12 PCR-1 ve PCR-2 ana karigimlari (20 pL) {izerine
sirasiyla hastalara ait DNA ekstraktlarindan 10 pL, kontrol tiiplere 10 pL wild tip 6rnegi
ve 10 uL mutant tip 6rnegi eklendi.
4, Toplam 30 pL PCR reaksiyon karisimi i¢eren PCR tlpleri Rotor-Gene Q 5plex
cihazinin karusel (Carousel) aparatina yerlestirildi ve cihaz Tablo 3’de verilen 1s1

dongusu programinda calistirildi. Yaklasik 2 saat sonra sonuglar degerlendirildi.
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Tablo 3. HBV real-time PCR sicakhk déngiileri

Rotor-Gene Q 5plex
Adim Siklus Floresan tespit Sicaklik Zaman
1 1 - 95 C 10 dakika
- 95 C 15 saniye
2 50 FAM (Yesil) | 58 C 20 saniye
- 72°C 30 saniye

HBV PCR-1 ve PCR-2 sonuglar1 FAM kanalinda (yesil) gézlemlendi ve esik

degerinin tstiindeki degerler pozitif kabul edildi.

3.2.3. Pyrosequencing Metodu

Her iki PCR reaksiyonundaki forward primerler biyotinli olup sentezlenen
biyotinli amplifikasyon Urinleri streptavidin ile kapli sefaroz boncuklara baglanarak tek
sarmalli DNA ayristirildi ve pyrosequencing primerlerle analizi yapildi. Polimeraz
bolgesinde olusabilecek mutasyonlarin bulundugu 10 kodon bdlgesi real-time PCR
teknigi ile ¢ogaltildiktan sonra, pozitif ¢ikan orneklerin ilag direncine yonelik 6 farkli
primer kullanilarak PyroMark Q24 (Qiagen) cihazinda pyrosequencing metodu ile dizi
analizi gergeklestirildi. Bu islem sirasinda 4 6rnek calisabilecek 24 kuyucuklu ( 3 satir,
8 slitun) 6rnek plagi (sample plate) kullanildi.

Pyrosequencing test asamalari:
1. HBV PCR-1 ve PCR-2 pozitif olan 4 hasta 6rnegine ait 30 uL’lik PCR
amplifikasyon trunleri tizerine 90 pl saf su ilave edildi. Boylece elde edilen bir hastaya
ait 120 pL’lik karisimdan 40’ar pL 6rnek plaginin ilk stitundaki t¢ kuyusuna, PCR-2ye
ait karisimdan da 40’ar pL sonraki 2. siitundaki ti¢ kuyuya dagitildi. Ardindan bu islem
diger 3 pozitif hasta Ornegi i¢in tekrarlandi.
2. Ornek plaginin her bir kuyusuna 3 pL sefaroz soliisyonu ve 37 pL binding
buffer olmak Gzere 40 uL sefaroz karisimi dagitildi.
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3. Omek plagmm iizeri “sample preparation foil” ile kapatildiktan sonra
calkalayicida (shaker) 1400 rpm’de 10 dakika bekletildi.

4, Bekleme sirasinda ayri bir 24 kuyucuklu (3 satir 8 siitunlu) plagin her bir
kuyusuna 22 pL annealing buffer dagitildi. Ardindan PCR-1 Uriinlerine karsilik gelen
ilk sltundaki 1. kuyucuga 169, 173 kodon bolgesini hedef alan primerden 3 pL,
altindaki 2. kuyucuga 180, 181, 184 kodon bolgesini hedef alan primerden 3 pL, en
altdaki 3. kuyucuga 194 kodon bélgesini hedef alan primerden 3 uL eklendi. PCR-2
tirtinlerine karsilik gelen 2. siitundaki 1. kuyucuga 202, 204 kodon bélgesini hedef alan
primerden 3 pL, altindaki 2. kuyucuga 236 kodon bolgesine yonelik primerden 3 pL, en
altdaki 3. kuyucuga 250 kodon bolgesi icin primerden 3 pL eklendi ve diger kuyulara
benzer sekilde sekans primerleri dagitildi.

5. Cift iplikli PCR firiinlerinden biyotinli iiriinlere bagli DNA’dan tek iplikli
DNA’larin ayrigmasi i¢in kullanilan ¢alisma istasyonu (Work station) cihazinin (Sekil
10) her ayr1 bolimiine sirasiyla %70’lik etil alkol, denaturasyon soliisyonu
(Denaturation solution) ve yikama soliisyonu (Washing buffer) konuldu.

6. Calkalayicidan alinan ornek plagi ¢alisma istasyonu cihazinin uygun bdlgesine
konuldu. Cihaza bagli vakum caligtirilarak 6rnek plagindaki ornek gekildikten sonra
%70’lik etil alkolde 5 sn, denatiirasyon soliisyonunda 5 sn, yikama soliisyonunda 10 sn
bekletilerek boylece probun lstiinde sadece sefaroz boncuklara bagli biyotinle isaretli
tek iplikli PCR Urunleri elde edildi (Sekil 10).

7. Vakum makinas1 kapatildiktan sonra 6 farkli primer ve annealing buffer
karisimlarinin bulundugu 24 kuyucuklu plak iizerine sefaroz boncuklari tutan problarin
1 dakika siireyle temas etmesi saglanarak tek iplikli PCR drlnlerinin kuyulara
aktarilmasi gerceklestirildi.

8. Mikroplak 80°C’de 2 dakika bekletildi.

9. Bilgisayar zerinden PyroMark programi agilarak protokole gore program
kurulup flash diske kaydedildi.

10.  DNA polimeraz, ATP-silfirilaz, lusiferaz ve apiraz enzimlerinden olusan enzim
karisimi (Enzyme mixture), adenozin 5° fosfosiilfat ve lusiferinden olusan substrat
karisimi  (Substrat mixture) ve dNTP’ler kartustaki (Pyromark Q24, Cartridge),
protokole gore belirlenen kuyucuklara 120 pL enzim ve 120 pL substrat ve herbiri 96
pL olmak Gzere dATPaS, dTTP, dCTP ve dGTP eklendi (Sekil 11).
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11.  Enzim, substrat ve dNTP’lerin bulundugu kartus ve plak, PyroMark Q24
cihazina (Qiagen) konularak flash diskdeki programa gore ¢alismasi baslatildi.
12. Yaklasik 40 dakika sonra sonuglar elde edildi.

Sekil 10. Cahsma istasyonu (Work station) Sekil 11. Kartus

Sonuglar degerlendirilirken, her bir pozitif 6rnege ait 10 kodon bélgesindeki dizi
analizine bakildi. Ornege ait bulunan dizi, protokolde olan wild tip ve mutant tipe ait
diziler ile karsilastirildi. HBV ilag direnci mutasyonu belirlendiginde hangi mutanta
denk geldigi kit protokoliine gore tespit edildi.
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4, BULGULAR

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari
Anabilim Dal1 ve Gastroenteroloji Bilim Dali’na bagvuran kronik hepatit B enfeksiyonu
olan 137 hastadan alinan kan 6rnekleri, HBV ila¢ direnci mutasyonlarini tespit etmek

amaciyla pyrosequencing testi ile caligildi.

Kronik Hepatit B olan toplam 137 hastanin 85’1 (%62) erkek, 52’si (%38)
kadindi. Erkeklerin kadinlara orani 1.63 idi. Toplam 137 hastada tedavi alan ve
almayanlarin cinsiyet dagilimina bakildiginda hepatit B tedavisi icin ila¢ alan 48 (%35)
hastanin 30’u (%62.5) erkek ve 18’1 (%37.5) kadindi. Tedavi almayan 89 (%65)
hastanin 55’1 (%61.8) erkek ve 34’0 (%38.2) kadindi (Tablo 4).

Hastalarin yas1 17 ile 77 arasinda idi. Erkek hastalarin yas ortalamasi 44.1 iken
kadin hastalarin yas ortalamasi 39.1 idi. Toplam 137 hastanin yas ortalamasi ise 42.6
idi. Serum oOrneklerin 82’si (%59.9) gastroenteroloji poliklinigine, 55’1 (%40.1)

enfeksiyon hastaliklart poliklinigine basvuran hastalara aitti.

Tablo 4. Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilim

KHB olan Naif hastalar Tedavi alan hastalar Toplam
hastalar n % n % n %
Erkek 55 61.8 30 62.5 85 62
Kadin 34 38.2 18 375 52 38
Toplam 89 65 48 35 137 100
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Kronik hepatit B olan 89’u tedavi almayan naif, 48’i ise tedavi alan toplam 137
hastanin demografik bilgilerine ve klinik 6zelliklerine bakildiginda tedavi almayan naif
hastalarin ortalama HBsAg degeri 4830.9 IU/mL idi. Tedavi almayan naif toplam 89
hastanin 8’1 (%8.9) HBeAg pozitif, 9’u (%10.1) anti-HBe pozitif ve 2 hastada (%2.2)
ise HDV ile koenfeksiyon mevcut idi. Naif hastalarn HBV DNA kantitasyonunun
ortalama degeri 8.99 x 10° IU/mL iken ortalama ALT degeri 34.7 IU/L ve ortalama
AST degeri 30.2 IU/L olarak gozlenmistir. Karaciger biyopsisinde fibroz skora
bakildiginda naif hastalarda %4.4’Unde fibroz skoru 1, %3.3’Unde fibroz skoru 2,
%S5.6’s1nda ise fibroz skoru 3 olarak tespit edilmistir (Tablo 5).

Antiviral ilaclarla tedavi alan 48 hastada ortalama HBsAg degeri 4991.5 IU/mL
idi. Hastalarin 16’s1 (%33.3) HBeAg pozitif, 11’1 (%22.9) anti-HBe pozitif idi. iki
(%2.2) hastada ise HDV ile koenfeksiyon mevcut idi. Tedavi alan hastalarin ortalama
HBV DNA kantitasyonu 4.62 x 10° lU/mL olarak belirlenmistir. Ortalama ALT degeri
53.4 IU/L, ortalama AST degeri 44.7 IU/L olan tedavi almis hastalarda karaciger
biyopsi sonuglar1 incelendiginde %6.2’sinde fibroz skoru 1, %18.7’sinde fibroz skoru 2,
%16.6’s1nda fibroz skoru 3, %4.6’sinda fibroz skoru 4 ve %2.08’inde fibroz skoru 6
olarak bulunmustur (Tablo 5).

Tablo 5. Hastalarin HBV’una ait serolojik, biyokimyasal ve histolojik bulgulari

Tedavi almayan hastalar (89)

Tedavi alan hastalar (48)

HBsAg (1U/mL) ortalama 4830.9 49915
HBeAg pozitif 8 (%8.9) 16 (%33.3)
Anti-HBe pozitif 9 (%10.1) 11 (%22.9)
Anti-HDV pozitif 2 (%2.2) 2 (%4.1)
HBV DNA (1U/mL) ortalama 8.99 x 10° 4.62 x 10°
ALT (IU/L) ortalama 34.7 53.4
AST (IU/L) ortalama 30.2 44.7

Fibroz skoru

skor 1(%4.4), skor 2(%3.3),
skor 3(%5.6)

skor 1 (%6.2), skor 2 (%18.7),
skor 3 (%16.6), skor 4 (%4.6),
skor 6 (%2.08)
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Pyrosequencing yontemi ile HBV ila¢ direnci mutasyonlarinin insidansi tedavi
almayan grupta %1.1 (1/89) tedavi alan hasta grubunda %8.3 (4/48) olarak
bulunmustur. Tedavi almayan grupta bir vaka da HBV ila¢ direnci mutasyonu bulunmus
olup 52 yasinda erkek hasta idi. Bu hastada HBsAg 8004 1U/mL, HBeAg negatif ve
anti-HBe pozitif olarak gozlenmis olup HBV DNA kantitasyonu 590 IU/mL, ALT
degeri 20 IU/L ve AST degeri 19 IU/L olarak bulunmustur. Karaciger biyopsisi
yapilmayan ve tedavi almayan naif hastada TDF’e karst duyarliligi azaltan rtA194T
mutasyonu tespit edilmistir (Tablo 6).

Tedavi alan grupta HBV ila¢ direnci bulunan vakalardan 18 yasindaki erkek
hastada HBsAg degeri 996.8 IU/mL, HBeAg pozitif, anti-HBe negatif idi. Bu hastada
HBYV DNA kantitasyonu 1.930.000 IU/mL, ALT degeri 34 IU/L ve AST degeri ise 23
IU/L olarak saptanmistir. Karaciger biyopsisi yapilmayan bu hastada daha énce LAM’e
kars1 direng goriilmiistiir. Hastanin kullandig1 antiviral ilag tedavisi, LAM (6y1l), ETV
(2y1l) ve IFN (1y1l) idi. Calismamizda rtM2041 mutasyonu tespit edilmis olup LAM ve

TEL’e kars1 direng ve ETV e ise ¢apraz direng goriilmiistiir.

LAM (5y1l), ADV (1y1l), IFN (6ay) antiviral tedavisi alan ve daha 6nce LAM ve
ADV’e diren¢ gorilen 3. vakada kompensatuvar mutasyon olan rtL180M tespit
edilmistir. Karaciger biyopsisinde fibroz skoru 4 saptanan bu hastanin ALT degeri 104
IU/L, AST degeri 56 IU/L ve HBV DNA kantitasyonu 170.000.000 IU/mL idi. Onsekiz
yasindaki kadin hastanin HBsAg degeri 285.2 IU/mL, HBeAg pozitif, anti-HBe negatif

olarak bulunmustur.

HBsAg degeri 387.5 IU/mL, HBeAg pozitif anti-HBe negatif olan 19 yasindaki
kadin olan 4. vakada HBV DNA kantitasyonu 1.340.000 IU/mL idi. ALT degeri 48
IU/L, AST degeri 41 IU/L ve karaciger biyopsisi olmayan bu hastada daha énce LAM
ila¢ direnci goriilmiistiir. Bu hasta LAM (5y1l), ADV (1.5y1l), TDF (4ay) ve IFN (2y1l)

tedavisi almigtir. Caligmamizda rtL180M kompensatuvar mutasyonu saptanmustir.

ALT degeri 172 TU/L, AST degeri 112 IU/L olan 40 yasindaki kadin olan 5.
vakada karaciger biyopsisi alinmamistir. HBsAg 5654 1U/mL, HBeAg negatif, anti-
HBe pozitif olan bu hastada HBV DNA kantitasyonu 715.000 IU/mL idi. LAM (5y1l)

tedavisi alan ve herhangi bir ilag¢ kars1 direng goriilmeyen hastada rtT184S mutasyonu
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ile birlikte rtM204V varligi saptanmis olup ETV’e karsi ilag direnci tespit edilmistir

(Tablo 6).

Tablo 6. fla¢ direnci goriilen hastalarin demografik verileri ve laboratuvar bulgulari

Naif (89 .

hasta) Tedavi alan (48 hasta)

Vaka 1 Vaka 2 Vaka 3 Vaka 4 Vaka 5
Cinsiyet E E K K K
Yas 52 18 18 19 40
HBsAg 8004 996.8 285.2 387.5 5654
(1U/mL)
HBeAg - + + + -
Anti-HBe + - - - +
HBV DNA 590 1.930.000 170.000.000 1.340.000 715.000
(1U/mL)
ALT (IU/L) 20 34 104 48 172
AST (IU/L) 19 23 56 41 112
Fibroz skoru - - 4 - -
Tedavi stiresi | Tedavi LAM (6 y1l) LAM (5 yil) LAM(S yil) LAM (5 yil)

yok ETV (2 yil) ADV (1 y1l) ADV (1.5 y1l)
IFN (1 y11) IFN (6 ay) TDF (4ay)
IFN (2 y1l)

Onceden - LAM LAM+ADV LAM -
tespit edilen
ilac direnci
Saptanan rtA194T rtM2041 rtL180M rtL180M rtM204V +
direng rtT184S
mutasyonu
Mutasyonlar TDF LAM, TEL, LAM, TEL, LAM, TEL, ETV ETV, LAM,
ile iligkili ETV ETV TEL,
ilaclar
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Tedavi verilen toplam 48 hastanin 11 (%22.9)’1 tek basina LAM, 11 (%22.9)’i
TDF ve 8 (%16.6)’i ETV kullanmistir. TDF ile birlikte 5 (%10.5) hasta LAM ve 2
(%4.1) hasta LAM ve ADV tedavisi almistir. (Tablo 7).

Tablo 7. Kronik HBV enfeksiyonu olan 48 hastanin tedavisinde verilen ilaglar

Tedavi verilen ilaglar Say1 %
LAM 11 22.9
TDF 11 22.9
ETV 8 16.6
LAM, ETV, IFN 1 2.1
LAM, ETV 1 2.1
LAM, ADV, IFN 1 2.1
LAM, TEL 1 2.1
LAM, TDF 5 10.5
LAM, TDF, ADV 2 4.1
LAM, TDF, ADV, IFN 1 2.1
LAM, TDF, IFN 1 2.1
TDF, IFN 2 4.1
TDF, ETV 1 2.1
ETV, IFN 1 2.1
IFN 1 2.1
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5. TARTISMA

Kronik HBV enfeksiyonunda antiviral tedavinin temel hedefi konakdan virusu
temizlemek, karaciger hastaliginin siroz ve HCC’e ilerlemesini 6nlemekdir. Ancak
kronik HBV enfeksiyonu enfekte hepatositlerin nukleusunda cccDNA’nin varligindan
dolay1 tamamen eradike edilmez. HBV polimerazin revers transkriptaz domaini hepatit
B tedavisinde kullanilan LAM, TEL, ETV, ADV ve TDF gibi NA’lar1 i¢in hedeftir.
Mevcut tim NA’lar ilk reaksiyon olan kisa negatif DNA ipliginin sentezi, pgRNA’dan
revers transkripsiyon ile negatif DNA sentezi veya DNA bagimli DNA replikasyonu
olmak Uzere 3 adimdan 1 veya daha fazlasini hedefleyerek antiviral etki gosterir.
NA’lar, seker halka veya baz grubunun modifikasyonu hari¢ dogal niikleotidlere benzer
yapiya sahiptir. Bu ylizden NA’lar1 polimeraza baglanmada dogal niikleotidler ile

39
yarisir™.

Viral persisten ve antiviral ilaglara direncin sebebi farkli viral ve konak
faktorlerinin kombinasyonun igerir ki major faktorler enfekte hepatositlerin uzun
yarilanma Omrii Olmasi (30-100 giin), mutasyonlarin olugmasina yol acan HBV’ un
dogal genetik cesitliligi ve bunlarin cccDNA’da arsivlenmesidir. Tekli mutantlarin
tedavi baslamadan 6nce bile viral popiilasyonda ortaya ¢iktigina inanilmaktadir. Farkli
varyantlar veya mutantlar enfeksiyonun seyri sirasinda antiviral tedavi veya immun
cevap sonucu konakta secilir. Iki tip mutasyon NA’larna kars1 direng ile iliskilidir. ilag
direncinden sorumlu primer diren¢ mutasyonlart ve direngli suslarda replikasyon
giiclinii uyaran veya artiran sekonder kompensatuvar mutasyonlardir. Baskin mutant ile
karaciger hiicrelerinde wild tip virusun yer degistirmesi yavas bir siirectir. Ciinkii
direncli mutantlar temel olarak enfekte olmayan hiicreleri enfekte eder. Baskin

mutantlarin etkili yayilmasi replikasyon igin virus ile enfekte olacak karaciger alaninin
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bulunmasina baglidir. Bu, NA’lar arasinda direng insidasinin farkli olmasi ile kismen

aciklanabilir®®.

LAM en yiksek direng profiline sahiptir. Cunki direng tedavinin ilk yilinda
gelismeye baglar ve zamanla artar. Direncin yillik orani %15-25 iken tedavinin 5
yilindan sonra bu oran %80’dir. Direncin yiiksek oranindan dolay1 LAM, “European
Association for the Study of Liver” ve “American Association for the Study of Liver
Diseases” Onerilerine gore kronik hepatitli naif hastalarda ilk tercih ila¢ olarak
onerilmemektedir. ADV ve TEL’e direng oranlar1 orta seviye olarak tanimlanir. TEL ile
2 yillik tedaviden sonra diren¢ orami %10-25, ADV ile 5 yildan sonra yaklasik
%30’dur®®. HBeAg pozitif hastalarda TEL’e genotipik direncinin kimilatif sikligi 52
haftada %5 ve 104 haftada %25.1 iken HBeAg negatif hastalarda diren¢ insidansi
sirastyla %2.2 ve %10.8°dir. iki yildaki direng orani LAM’den daha diisiik (%42), ADV
(%3) ve ETV (<%1)’den daha yiiksektir. ADV direncli viruslarda seleksiyon oram
olduk¢a dusiiktiir. HBeAg negatif KHB’li hastalarda 2 yil ADV tedavisinden sonra
direng yaklasik %2 oraninda ortaya ¢ikmaktadir. Buna karsin, 5 yil ADV monoterapisi
alan hastalarin %30’unda direng tespit edilmistir’’. LAM’e direng tasiyan vakalarda
ADV’in devreye girmesi ile birlikte ve 12 ay siire ile kullanilmasinin ardindan
hastalarin  %20’sinde genotipik analizle diren¢ tespit edilmistir. ETV direng
mutasyonlarina karsi yiiksek engele sahip antiviral olup tedavinin 5 yilindan sonra
direng orant %1.2°dir. TDF ile ise tedavinin 4 yilindan sonra halen herhangi bir direng
olusmadig bildirilmistir. Ancak ETV direngli HBV’un olusmasindaki risk, daha énce
varolan LAM direncli hastalarda ETV ile tedavinin 5 yilindan sonra %51 kadar
yuksektir. LAM direnci olan hastalarda, TDF ile viral kirilma durumu HBV/HIV
koenfektif hastalarda bildirilmistir. Hastalarda diisiik prevalansdaki direng
mutasyonlarini ultradeep pyrosequencing gibi modern teknikler direkt PCR sequencing

metodlara gore daha kisa siirede tespit eder.

Molekiiler mekanizmanin arastirilmasi direncin NA yapisina spesifik oldugunu
gostermistir. Son zamanlarda bes diren¢ yolu taninmistir. Bunlar; L niikleozid yolu,
alkil fosfonat yolu, L niikleozid ve alkil fosfonat arasinda paylasilan yol, D siklopentan

yol ve ¢oklu ilag direncidir.
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L nokleozidler (LAM ve TEL) benzer molekiiler yapiya sahiptir. Bu yilizden
antiviral ila¢ direnci mutasyonlarmin profili benzerdir. L niikleozid yolu i¢in en iyi
bilinen mutasyon revers transkriptazin katalitik bolgesinde YMDD motifinin 204.
pozisyonundaki rtM204V/l degisimdir. Bu mutasyon tek basina direng igin yeterlidir.
Ancak siklikla kompensatuvar mutasyonlarla (rtL180M/C, rt\V173L) birliktedir. LAM
ile ilgili baslica mutasyonlar rtM204V/I/S, rtA181T, rtL180M/C, rtV173L, rtISOV/I,
rtL169T, rtT184S/G ve rtQ215S5°dir*. LAM direncine sebep olan baglica mutasyonlar
rtM204V ve rtM2041 mutasyonlaridir. Bu mutasyonlarin LAM’e duyarliligini in vitro
caligmalar 100 kat azalttigin1 gostermistir. rtM2041 yer degisimi tek basina tespit
edilebilir. Oysa rtM204V/S diger mutasyonlar ile kombine tespit edilir. rtA181T direng
ile ilgili daha az yaygm bir mutasyon olup rtM204V/l yoklugunda gelistigi
belirtilmistir.

Kompensatuvar mutasyonlardan rtL180M mutasyonu, baslica rtM204V/1/S ile
birlikte tespit edilip HBV replikasyonunu HBV wild tip’in diizeylerine yakin olacak
sekilde onarilmasini saglayan baglica kompensatuvar bir mutasyon olarak gérev goriir.
rtL80V/I mutasyonu baslangigta belirgin LAM direnci gorilen ciddi hepatitli hastalarda
genotip C HBV izolatlarinda tespit edilmistir. Yine kompensatuvar mutasyon olan
rtV173L LAM direnci olan hastalarin %9’unda ortaya ¢ikmistir ki bu karaciger
transplantasyonu yapilan hastalarda bulunur’. Kompensatuvar mutasyonun rolii wild
tip’e yakin seviyelere viral polimerazin fonksiyonunu onarmaktadir. Bu mutasyonlar in

vitro sartlarda tek basina bulundugu zaman ¢ok diisiik direng seviyeleri ile iliskilidir39.

TEL, L nikleozid olarak LAM gibi benzer direng mutasyon profiline sahip olup
mutasyonlar YMDD motifinde olusur. rtM204V ve rtL180M mutasyonlar1 in vitro
TEL’e direnc gostermektedir. Sekonder mutasyonlar rtL80V/I ve rtL80V/1+rtL180M’in
bazen rtM204I ile oldugu goriilir. TEL ile iligkili mutasyonlar da 80. 180. 181 ve 229
bolgelerinde belirlenir, ancak ilag direnci ve klinik Onemin 6zelligi halen

gézﬁlememistirS.

Alkil fosfonat grubunda olan ADV ve TDF icin mutasyonlar revers
transkriptazin B ve D domaininde YMDD motifi disinda taninmistir. Alkil fosfonatlar
icin baslica iki primer diren¢ mutasyonu rtA181T ve rtN236T vardir™. Genotipik analiz
ile ADV direnci, HBV polimerazin D domaininde 236. kodondaki treoninin asparajine
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doniismesi (rtN236T) ve 181. kodondaki alaninin treonin veya valine doniismesi
(rtA181T) sonucu goriilmiistiir. ilag duyarlilik deneylerinde rtN236T mutasyonunun
LAM, TEL ve ETV’e kars1 duyarliligi etkilemedigi, rtA181T mutasyonun LAM (<10
kat), ADV (2-8 kat) ve TDF’e (2-3 kat) duyarlihi@ azalttigi in vitro sartlarda
gosterilmistir’’. Diger bir mutasyon olan rtI233V ADV direngli HBV varyantlarinda
belirlenmistir. Bu mutasyonun tam 6nemi tartismali bir sekilde kalmistir. Clinkii ADV
direncinde rolii bazi arastirmacilar tarafindan dogrulanmis, bazilar1 tarafindan kabul
edilmemistir. Son c¢alismalar HBV’un 3 boyutlu modelinin kullanilmasiyla 233.
kodondaki izol6sinin valine doniismesinin revers transkriptazin katalitik bolgesini
etkilemedigini  gOstermistir ve bagimsiz olarak ADV’in antiviral etkisini

degistirmeyebilir®®.

tA194T mutasyonun ortaya c¢ikmast TDF direnci ile iliskilidir. Fakat bu
mutasyonun klinik 6nemi hala bilinmemektedir. Amini-Bavil Olyaee ve arkadaslari
tarafindan yapilan sonraki in vitro ¢alismada rtA194T polimeraz mutasyonunun kismi
TDF direnci ile iliskili oldugu, ancak HBV’un replikasyon yetenegine negatif etki ettigi
bildirilmistir. Benzer bir sekilde, Qin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan yeni bir
calismada rtA194T mutasyonun varliginda hem in vivo hem de in vitro sartlarda TDF’e
duyarlilik degerlendirilmis ve HBV replikasyon kapasitesi yeterli bulunmamistir. Ancak
bu ¢alismada rtP177G ve rtF249A mutasyonlari olan suslarin replikasyon yeteneginin
azaldigi, fakat hem in vivo hemde in vitro analizlerde TDF direncinin arttig:
goOsterilmistir. Bu aminoasit degisimleri ile gelisen TDF direncinin molekiiler
mekanizmalar1 hala tam agiklanmamistir. Diger taraftan hastalarda TDF direncinin
olmadigin1 gosteren klinik bulgularla uyumlu olarak Kitrinos ve arkadagslari 6 yildan
uzun siireli tedavide TDF direnci ile iligkili dnemli bir mutasyon secilimi olmadan TDF

monoterapisinin viral siipresyonu sagladigini gostermistir™ %10,

Revers transkriptazin B domaininde olan rtA181T/V mutasyonunun hem L
niikleozid hemde alkil fosfonatlara direng verdigi gosterilmistir. rtA181T mutasyonu
ayni zamanda (st Oste cakisan zarf proteinlerinin S bolgesinde (sW172*) 172.
aminoasitde bir stop kodonu kodlar ve zarf proteinlerin kisalmasina sebep olur. Warner
ve Locarnini’nin belirttigi gibi, rtA181T/sW172* varyantinda virionun serbest

birakilmasinda bozukluk vardir ve wild tip HBV virionun salinmasina negatif etki
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gosterir. Bu durumda ilag basarisizligi i¢in sadece viral yiik tek kriter olarak
kullanildiginda ila¢ direng tanisi atlanabilir. Ayn1 zamanda enfekte hiicrelerde kisa
HBsAg birikiminin hlcresel promoterlerin transaktivasyonu yoluyla HCC’in

baslamasini destekledigi gésterilmistirag.

D siklopentan grubunda ETV’¢ kars1 tam direng, rtL180M ile birlikte rtM204V
veya rtT184G/S veya rtS2021/G veya rtM250V olmak (zere en az 3 mutasyon
oldugunda goriiliir. Bu sebeple LAM direnci ile iligkili mutasyonlar ETV’e virolojik
kirilmanin gelismesi icin gereklidir. LAM diren¢ mutasyonlarinin yoklugunda ETV
direnci ¢ok yavas gelisir. Buna karsilik LAM tedavisi basarisiz olan hastalarda ETV
kullamldiginda ETV direng gelisimi daha ¢ok beklenir®®. ETV direncinin ortaya ¢ikmasi
ile iligskili HBV polimerazindaki mutasyonlar B domainde (rtI169T, rtL180M ve/veya
rtS184G), C domainde (rtS2021I ve 1tM204V) ve E domainde (rtM250V) gdsterilmistir.
rtL180M ve 1tM204V/I gibi LAM direnci mutasyonlarinin yoklugunda rtM250V
ETV’nin ICs degerini 10 kat artirir iken rtI169T, rtT184G veya rtS2021 1Csy degerinde

sadece az bir etkiye sahiptir®.

Birden fazla NA’larina direngten sorumlu tek mutasyon 6rnegi olan rtA181T/V
disinda coklu ilag direncinden sorumlu birden fazla mutasyon bildirilmistir. Genellikle
farkli NA’lan ile ard arda monoterapiler yapildiginda zaten direngli olan susa yeni
diren¢ mutasyonlarin eklenmesi ile ortaya ¢ikar. ikili direng (LAM ve ADV veya ETV)
olan hastalardan elde edilen klonlarin analizinde ayni viral genomda lokalize her iki

ilaca direng veren mutasyonlarm varhgi gosterilmistir™.

Ayrica HBVgenomunda polimeraz ve zarf genleri iist iiste geldiginden NA’lar1
ile tedavi hem revers transkriptaz hemde zarf proteinlerde mutasyonlar tasiyan
kompleks HBV varyantlarinin ortaya ¢ikisina da sebep olabilir. Antiviral ilag ile iliskili
S geni mutasyonlar1 (Antiviral-Drug Associated S gene Mutations) 3 farkli sonuca
sebep olabilir; yilizey proteinlerinde aminoasit yerdegisimine bagli mutasyonlar, kisa
yuzey proteinlerinin olusumu ile sonuglanan anlamsiz (nonsense) ve sessiz mutasyonlar
HBsAg mutasyonlar1 tedavi almamis (naif) hastalarda bulundugundan antiviral ilag ile
iliskili S geni mutasyonlarinin muhtemel klinik etkisi antijenitenin degismesi, viral
replikasyondaki degisim ve onkojenik potansiyeldir. Ugli mutasyon olan HBV
mutantinda  (rtV173L+rtL180M+rtM204V) st {iste ¢akisan yiizey genlerinde
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(SE164D+1195M) 2 aminoasit degisikligi gosterilmistir ve asidan kacan mutant
sG154R’ye benzer etkiye sahiptir. LAM tedavisinin ardindan bir ¢ok hasta S geninde
“agidan kacan” P120T ve G145R mutasyonlari olan suslari tasir. Bunlar revers
transkriptazda rtT128N ve rtW153Q degisikliklerini yapar ki bu mutasyonlarin LAM
direncli susun replikatif kapasitesini in vitro kosullarda kismen onardigr bdylece

kompensatuvar mutasyon olarak gorev gordiigii bulunmustur®,

HBV ilag direnci ile ilgili tedavi almayan (naif) hastalarda yapilan
arastirmalardan Pastor ve ark™!. Fransa’da, Strazburg Universite Hastanesine 2005 ve
2006 doneminde basvuran tedavi almayan kronik HBV enfeksiyonu olan 14 hastada
HBV polimeraz geninin dizi analizini yapmistir. Calisma sonucunda 2 hastada ADV ve
TDF ile iligkili mutasyonlar tespit etmistir. Bir hastada ADV direnci ile iligkili rtV214A
ve rtN238T varligi, digerinde de TDF direnci ile iligkili rtA194T mutasyonu bulmustur.
Bu sebeple tedavi edilmeyen hastalarda mutasyonlarin dikkatli taranmasi gerektigi

vurgulanmistir.

Salpini ve ark™?. italya’da, Roma’da 2011 yilinda yaptiklari calismada HBV D
genotipi ile enfekte 140 tedavi almayan hastada ilag direnci mutasyonlarini dizi analizi
yontemiyle arastirmistir. Naif 140 hastanin 2 (%]1.4)’sinde rtA181V (%0.7) ve rtA194T
(%0.7) primer ilag direnci mutasyonu bulunmus olup oysa 3 (%2.1) hastada
kompensatuvar mutasyon olan rtV173L (%1.4) ve rtL180M (%0.7) tespit edilmistir.
flag direncinde rolii olan 5 poliformik mutasyon rtQ215S (%12.8), rtI233V (%4.3),
rtV214A (%3.6), rtvV191l (%0.7) ve rtV207L (%0.7) tespit edilmistir. YMDD
mutasyonlart (rtM204V/l) bulunmamustir. Sonu¢ olarak, HBV D genotipi ile enfekte
naif hastalarda ila¢ direnci mutasyonlarin orani ¢ok diisiik olup tedavide birinci asamada

kullanilan yeni nesil antiviral ilaglarin etkin olacag: bildirilmistir.

Mantovani ve ark™. Brezilya'da, Sao Paulo’da 2013 yilinda yaptigi bir
calismasinda 61’1 gonulli kan dondri ve 19’u tedavi almamis hepatit B hastasina ait
olmak uzere 80 serumdan 34’(i PCR pozitif bulunmustur. Kan dondorii olan 21 hasta ve
tedavi almayan 13 hastaya ait 6rneklerin dizi analizi ile LAM direnci arastirilmistir.
Toplam 34 6rnekten 1 (%2.94)’inde LAM direng mutasyonu olan rtM204V ve rtL180M
varligi hi¢ antiviral ilag kullanmayan kan donérinde bulunmustur. Diger 9 (%26.4)
Ornekte ise rtL80OF (%5.88), rtL80V (%2.94), rtL82V+rtV207L (%2.94), rtT128P
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(%5.88), rtT128N/S (%2.94) ve rtS219A (%5.88) gibi sadece kompensatuvar
mutasyonlar gozlenmistir. Bulunan kompensatuvar mutasyonlardan sadece rtS219A
(%2.94) tedavi almayan 13 hasta grubunda idi. Sonug olarak, LAM’e direngli suslarin

diger kisilere bulasabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Sayan ve ark.'* Kocaeli’nde Nisan 2008 ile Ocak 2009 tarihleri arasinda tedavi
verilmeyen toplam 88 kronik hepatit B hastasinda (65 erkek ve 23 kadin; 15-61 yaslari
arasinda, yas ortalamasi; 34 ) dogal olarak meydana gelen veya 6nceden var olan NA ile
iligkili diren¢ mutasyonlarin1 belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢caligmada dizi analizi ile
hastalarin %19’unda (17) manuel yorumlama ve %34’iinde (30) geno2pheno veri
tabanina dayali analiz ile HBV polimeraz geninde dogal olarak olusan mutasyonlari
bulmustur. Her bir mutasyon tek basina olup rtA194T, rtV214A, rtQ215S, rtI1233V ve
rtN236T tespit edilmistir. TDF direnci ile iliskili rtA194T mutasyonu iki hastada (%2.2)
ve ADV direnci ile iligkili rtN236T mutasyonu bir hastada (%]1.1) bulunmustur.
Hastalarin %751 (66) HBeAg negatif ve %25 (22)’i HBeAg pozitifdir. Viral yik, ALT
ve AST igin ortalama degerler sirasiyla 3.3 logio (2.0-6.0) 1U/mL, 36 (12-515) U/L ve
27 (13-284) U/L olup polimeraz bolgesinde gozlenen mutasyonlarla ile korele degildir.
Dizi analizi ile HBV genotip D hastalarda baskin olarak bulunmustur. Sonug olarak,
hastada tedavi seceneklerinin daha etkili yonetimi icin KHB tanis1 alan her hastanin

tedavi baglamadan Once izlenmesi Onerilmistir.

Sayan ve ark.'®> Kocaeli'nde Ocak 2010 ve Subat 2011 déneminde yaptiklar:
diger bir caligmada ise kronik hepatit B hastasi olan naif 248 hemodiyaliz hastasinda
NA’larma kars1 genotipik direng ve HBsAg aminoasit degisimleri (“Antiviral Drug-
Associated Potential VVaccine-Escape Mutation” ile tipik HBsAg aminoasit degisimleri)
polimeraz genini dizi analizi ile arastinlmistir. HBsAg pozitif hastalarin sadece
%38’inde (94) HBV DNA pozitifligi tespit edilmistir. Dogal olarak olusan primer
diren¢ mutasyonlar1 94 hastanin %30’unda (28) ve kompensatuvar diren¢ mutasyonlari
%52’sinde (49) bulunmustur. Primer diren¢ mutasyonlar1 28 hastadan 5’inde (%35.5)
rtA181G/L/S/T (LAM, TEL, Clevudine, ADV, TDF), 2’sinde (%2.2) rtT184I/K/S
(ETV), 3’unde (%3) rt194S/X/T (TDF), 3’lnde (%3) rtS202N/R/T (ETV), 10’unda
(%10.5) rtM2041/L/K/NV£rtV173L£rtL180M (LAM, TEL, Clevudine, Emtricitabine),
2’sinde (%2.2) rtM204V/I+rtT184K/S (LAM, TEL, ETV), 1’inde (%1) rtl233V
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(ADV) ve 2’sinde (%2.2) rtM2501/R (ETV) iken kompensatuvar diren¢ mutasyonlari: 49
hastadan 14’tinde (%15) rtQ149K (ADV), 2’sinde (%2.2) rtL180V/R (LAM, Clevudine,
Emtricitabine, TDF), 9’unda (%10) rtV214A (LAM, Clevudine, Emtricitabine, TDF),
19’unda (%20) rtQ215H/P/S (LAM, Clevudine, ADV, TDF) ve 5’inde (%5) rtN238D/T
(ADV) tespit edilmistir. Buna karsilik hastalarin %10.6’sinda (10) alt1 tip ADAPVEM
ve %46’sinda kirksekiz tip tipik HBsAg aminoasit degisimi gézlenmistir. Sonug olarak,
kronik  hepatitli hemodiyaliz hastalarinda tedavi baslamadan O6nce direng

mutasyonlariin arastirilmasinin uygun tedavi se¢imi i¢in gerektigi savunulmustur.

Ergiinay ve ark'*®. Ankara’da, 2013 yilinda yaptig1 calismada kronik HBV
enfeksiyonu olan ve tedavi almamis hastalarda NA’larina kars1 antiviral ilaglarla iliskili
diren¢ mutasyonlarini aragtirmistir. Toplam 42 vakada HBV’un polimeraz geninin 470-
720 niikleotidler arasinda yer alan yaklasik 250 baz uzunlugndaki kismi “nested” PCR
ile ¢ogaltip, tirinler Invisorb Rapid PCR (Invitek, Almanya) kiti ile purifiye edildikten
sonra sens primerleri ve “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystems, USA) kullanilarak dizi analizi yapilmistir. Incelenen 42 6rnegin 30
(%71.4)’unda kismi diziler elde edilmis ve tiim olgular genotip D olarak saptanmustir.
Olgularin 19 (%63.3)’unda c¢esitli niikleotid degisikleri izlenmis; 8 (%26.6) olguda
aminoasit degisikligine neden olmayan sessiz mutasyonlar, 7 (%23.3) olguda 6nemi
bilinmeyen mutasyonlar ve 3 (%10) olguda ise antiviral direng ile iligkili mutasyonlar
tespit edilmistir. Bu mutasyonlar bir olguda ETV ve LAM (rtS202G, rtM204V,
rtL180M, rtT184N), bir olguda muhtemel LAM ve ADV (rtL180P, rtA181Q), bir
olguda ise muhtemel TDF direnci (rtA194V) seklinde belirlenmistir. Sonug olarak,
onceden ila¢ tedavisi almamis kronik hepatit B hastalarinda, NA’larina kars1 direng ile
iligkili mutasyonlarin varliginin tespitinin optimal tedavi rejiminin se¢imi agisindan yol

gosterici oldugu belirtilmistir.

HBV’a kars1 antiviral tedavi alan hastalarda yapilan ¢alismalardan Margeridon-
Thermet ve ark''’. Kaliforniya’da 2013 yilinda yaptiklari calismada énceden LAM
tedavisi alip ara verilen HBV ile enfekte hastalarda LAM direncine ait mintr
varyantlarin aragtirtlmasin1  yapmislardir. Direkt PCR dizi analizi ve ultradeep
pyrosequencing ile HBV revers transkriptazin dizi analizini gerceklestirmiglerdir.

Kirkbesi LAM tedavisi almayan ve 46’st LAM tedavisi alip ortalama 24 ay Once
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tedavinin kesildigi hastalara ait ornekler ¢alisilmistir. LAM direng mutasyonu LAM
alan 10 hastada (%22), LAM almayanlarda ise bulunmamigtir. LAM diren¢ mutasyonu
olan 10 hastada LAM almama siresi 12.8 ay iken LAM diren¢c mutasyonu olmayan
LAM alan 36 hastada 39.5 ay idi. LAM diren¢g mutasyonu pyrosequencing ile Sanger
dizi analizine gore daha c¢ok tespit edilmistir. Sanger dizi analizi ile LAM alan 46
hastadan 5 (%11)’inde >1 LAM diren¢ mutasyonu (rtL80V/I, rtM204l1, ve rtA181T)
tespit edilirken, LAM almayan 45 hastanin hi¢ birinde bulunmamustir. Ultradeep
pyrosequencing testi ile LAM alan 46 hastanin 10 (%22)’unda >1 LAM direng
mutasyonu (rtL80V/I, rtvV173L, rtL180M, rtA181T ve rtM204V/l) bulunmus olup
hastalarin 5’inde Sanger dizi analizi ile mutasyon taninmamistir. On hastadan 8
(%17.69)’ inde LAM direnci ile iligkili rtM204V/I ile birlikte rtL80V/I, rtV173L ve
rtL180M gibi kompensatuvar mutasyonlar 1 (%2.2) hastada sadece kompensatuvar
mutasyonlar olan rtL180M ve rtL80V/I varligi ve 1 (%2.2) hastada ¢oklu mutasyonlar
ile iligkili rtA181T bulunmustur. Ultradeep pyrosequencing testinin, Sanger dizi analizi
ile kiyaslandiginda LAM diren¢ mutasyonunun tespitini onemli Olglide artirdigi

bildirilmistir.

Wong ve ark*®. Cin’de, Hong Kong’da Nisan 2007 ve Ocak 2010 tarihleri
arasinda 18 yas ve lizerindeki 51 KHB hastasinda dizi analizi yontemi ile HBV ilag
direncini arastirmigtir. Bu hastalarin 37’si (%73) HBeAg pozitif ve 14’0 (%28) siroz idi.
Ilag direnci testi sirasinda, hastalarm biiyiik ¢ogunlugu LAM, ADV ve ETV ile
monoterapi almistir. On (%20) hasta LAM ve ADV kombinasyonu ile tedavi almasina
ragmen HBV DNA tespit edilmistir. Antiviral ilag direnci 34 (%67) hastada belirlenmis
olup 4 (%8) hastada diisiik viral yiikden dolay1 dizi analizi basarisiz olmustur. Wild tip
HBV 13 (%25) hastada bulunmustur. Hastalarin tedavisi sirasinda LAM ile iliskili 4
(%7.9)’Unde rtM204V/1, 7 (%13.8)’sinde rtM204V/1+rtL80V/I, 11 (%21.6)’inde
rtM204V/1+rtL180M, 3 (%5.9)’lUnde rtM204V/1+rtL180M+rtL80V/I, 1 (%1.9)’inde
rtM204V+rtV173L+rtL801, 1 (%1.9)’inde rtM2041+rtL180M+rtL801 ve rtV173L
bulunmustur. ETV ile iliskili 4 (%7.9)lnde rtM204V+rtL180M+rtS202G, 1
(%1.9)’inde rtM204V+rtL180M+ rtT1841/S, ADV ile iligkili 1 (%1.9)’inde rtN236T ve
coklu direng ile iligkili tA181T 1 (%1.9) hastada tespit edilmistir. En yaygin rtL180M
ve rtM204V/I mutasyonu bulunmus olup rtL80V/I, rtV173L ve rtS202G gibi

kompensatuvar mutasyonlar da tespit edilmistir.
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Wen ve ark™®. Cin’de, Nanjing’de kronik HBV enfeksiyonu olan ve 1-2 yil
(2003-2006) LAM monoterapisi alan 271 hastanin serum orneklerini LAM direnci ile
iliskili HBV mutasyonlar1 i¢in pyrosequencing testi ile analiz etmistir ve 189 hastada
(%69.7) YMDD mutasyonlar1 taninmistir. Hastalarin 79 (%29.2)’u YIDD (rtM2041), 55
(%20.3)’i YVDD (rtM204V) ve 55 (%20.3)’i YIDD ve YVDD ile birlikte bulunmustur.

Tuma ve ark'®.’nin ispanya’da, Madrid’de Aralik 2008 yilinda yaptiklari bir
calismada antiretroviral tedavi verilmemis 4.419 HIV-1 ile enfekte hastalarin 223
(%5.1)’Unde HBsAg pozitif bulunmustur. Ancak sadece 73 hastaya ait serum
orneklerinde ilag¢ direnci mutasyonlari i¢in dizi analizi gerceklestirilmistir. Ila¢ direnci
mutasyonu goriilen 4 (%5.5) hastanin 2 (%2.7)’sinde rtL180M, 1 (%1.4)’inde rtL80V
ve 1 (%1.4)’inde ise rtV173L tespit edilmistir. Sonug olarak, ispanya’da HIV ve HBV
ile koenfeksiyonu olan yeni tan1 almig hastalarda direng orani (%5.5) diisiik olup LAM
direnci ile iligkili kompensatuvar mutasyonlar bulunmustur. Bu sebeple oral antiviral
tedavi verilmeden 6nce HBV ila¢ diren¢ testinin yapilmasimin direng orami diisiik
oldugundan dolay1 gerekli olmadig1 belirtilmis, ancak periyodik taramanin yapilmasi

tavsiye edilmistir.

Ulkemizde HBV ilag direnci ile ilgili ¢alismalardan Ciftci ve ark'?. istanbul’da,
2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kronik HBV enfeksiyonu olan 12’si HBsAg pozitif
toplam 16 tedavi almamis (naif) hastada antiviral direng mutasyonlar1 42 potansiyel NA
direng mutasyon yeri ultradeep pyrosequencing (Roche Diagnostics, Co.) ile
arastirilmistir. Ardindan tedavi uygulanip ilag direng mutasyonlari LiPA ile tespit
edilmistir. Tedavi Oncesi alinan Orneklerde klasik primer veya kompensatuvar ilag
direnci bulunmamistir. Ancak 6 izolatda (%37.5) rtL91I, rtT128I, rtQ215P, rtF221Y,
rtN238D, rtC256S ve rtI266G gibi primer olmayan diren¢ mutasyonlari tespit edilmistir.
Bu mutasyonlarin dagilimi 1 (%6.3) vakada rtI91L ve rtI266G, 2 (%12.5) vakada
rtT1281, rtQ215P ve rtN238D ve 3 (%18.8) vakada rtF221Y ve rtC256S’dir. NA
tedavisinden sonra ila¢ direnci gelisen tedaviye cevapsiz 3 hastada 3 diren¢ mutasyonu
(rtT128I, rtN238D ve rtC256S) bulunmustur. LAM tedavisi alan 1 hastada da ayni
zamanda rtI266G ila¢ direnci mutasyonu gelismistir. Buna karsilik rtI266G mutasyonu
ile antiviral ilag direnci arasindaki iligski daha 6nce bildirilmemistir. Bu sonuglar, primer

ve sekonder kompensatuvar mutasyonlarinin yani sira potansiyel mutasyonlarla iliskinin
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aragtirtlmasi gerektigini gostermektedir. Tedavi Oncesi antiviral direng mutasyonlarinin

arastirilmasinin tedavi basarisi i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir.

Sayan ve ark.'? Kocaeli’nde, Mart 2007 ve Eyliil 2008 tarihleri arasinda yaptig:
calismada LAM tedavisi almis ve ETV naif 87 hasta ve hi¢bir tedavi uygulanmamis
olan 75 hastada HBV polimeraz geninde 80 ve 250. pozisyonlari arasinda kalan
aminoasit bolgesini DNA dizi analizi metodu kullanilarak ETV ilag direnci ve HBV
polimeraz geni ile Ortiisen hepatit B yiizey geni (S geni) mutasyonlari yoniinden
arastirmistir. Tedavi almayan 75 hastada primer LAM ve ETV direnci saptanmamastir.
Tedavi alan 87 hastanin 37°sinde (%42.6) primer LAM direnci ve 4 (%4.5)’linde primer
ETV ila¢ direnci tanimlanmistir. Hastalarin 2 (%2.3)’sinde rtL180M kompensatuvar
mutasyonlari ile ETV e direng veren rtT184A mutasyonu, 1(%1.1)’inde kompensatuvar
mutasyon olan rtQ215S ile birlikte rtT1841 ve 1 (%1.1)’inde rtL180M+rtQ215S
kompensatuvar mutasyonu ile birlikte rtT184S mutasyonu tespit edilmistir. Sonug
olarak, ETV’in kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda tedavi se¢cenegi olmasi durumunda
LAM direngli varyantlarin varligt énem kazanmaktadir. Bu sebeple LAM, ADV ve
ETV tedavilerinde direncin izlenmesinin hem gelisen direncin mekanizmalarini ve
prevalansini aydinlatmak hem de hastalarin tedavi segeneklerinin daha etkin bir bicimde
ele alinmasi agisindan yararli oldugu bildirilmistir. Ayrica LAM tedavisi almis ve LAM
direncinden sorumlu rtM204V/1+1rtL180M mutasyonlarinin gelistigi ETV naif, kronik B
hepatitli hastalarda, ETV’e direng gelisebilecegi vurgulanmistir.

Sayan ve ark'?®. Kocaeli’nde, Mart 2007 ve Kasim 2010 tarihleri arasinda
yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise toplam 194 hastada HBV ila¢ direnci paternlerinin
sikligin1  DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia
Biotech Inc., Piscataway, USA) kullanarak ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
cihazinda direkt dizi analizi ile arastirmigtir. Primer ilag direnci mutasyonlari, LAM
alan 84 (%43), ETV alan 10 (%5) ve ADV alan 16 (%8) hastada tespit edilmistir. En
yaygin LAM ve ETV diren¢ mutasyonlari sirastyla rtM204V/I, rtL180M ve rtT184A/1/S
iken rtA181T/V ve rtN236T degisimleri en ¢ok ADV direncli mutasyonlar olarak
gbzlemlenmistir. Calismada LAM direnci ile iliskili kompensatuvar rtL180M 6 (%3)
hastada tek basmma bulunmus olup rtM204V/l mutasyonu 26 (%14),
rtM204V/1+rtL80V/I mutasyonu 16 (%8), rtM204V/1+rtL180M mutasyonu 24 (%12) ve
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rtM204V/1+rtV173L+rtL180M veya 1tA194G mutasyonlart 12 (%6) hastada
bulunmustur. ETV direnci ile iligkili ise 8 (%4) hastada rtM204V/1+rtL180M+
rtT184A/1/S ve 2 (%1) hastada rtM204V+rtL180M+rtS202C olmak (zere toplam 10
(%5) hastada ETV direnci bulunmustur. rtA181T/V mutasyonu 6 (%3) hastada,
rtN236T mutasyonu 8 (%4) ve rtA181T+rtN236T mutasyonu 2 (%1) hastada olmak
Uzere 16 (%8) hastada ADV ile iligkili mutasyonlar goriilmiistiir. Toplam 60 (%31)
hastada TEL direnci ile iliskili olmak Uzere 24 (%12.4) hastada rtM2041, 28 (%14.4)
hastada rtM2041+rtL180M+rtL80V/I, 8 (%4.2) hastada rtM2041+rtL180M+rtV173L
veya 1tL80V/I tespit edilmistir. Ayrica diger kompensatuvar mutasyon olan
rtQ215H/P/S+/- rtVV214A/P 12 (%6) vakada bulunmustur. Hastalarin 72 (%37)’sinde
mutasyon belirlenmemis olup bodylece %63 oraninda ila¢ direnci mutasyonlar1 tespit
edilmistir. Sonug olarak, LAM direncli hastalarda tedavi stratejilerinin belirlenmesi igin

diren¢ mutasyonlarinin arastirilmasi gerektigi rapor edilmistir.

Aydogan ve ark'®. Ankara’da Eylil 2009-2010 tarihleri arasinda yaptiklari
calismada KHB tanisi ile takip edilen, bir y1l veya daha uzun siire LAM tedavisi alan 71
hastada DNA dizi analizi (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) ve ters hibridizasyon
temeline dayali Line Prob (LiPA) yontemleri (Inno-Lipa HBV DRv2 ve Inno-Lipa HBV
DRv3, Innogenetics, Belgium) ile HBV ilag direnci mutasyonlarinin arastirilmasi ve iki
yontemin performanslarinin  Karsilastirilmasi  amaglanmistir. Diisik HBV DNA
dizeyinden (ortalama 204.6 IU/mL) dolay1 20 hastada amplifikasyon islemi ve dizi
analizi islemi gerceklesmemistir. LiPA yontemi ile ise tim hasta 6rneklerine uygulanan
konsensus PCR pozitif 6rnekler caligmaya alinmistir. Bu nedenle dizi analizi ile 51
hasta 0rnegi ve LiPA testleri ile 56 hasta 6rnegi degerlendirilmistir. Dizi analizi ile
hastalarin %25.5’inde (13/51), LiPA testleri ile de %16’sinda (9/56) direngle iliskili
primer mutasyonlar ve onarici mutasyonlar saptanmistir. Dizi analizi ile saptanan
mutasyonlar; 5 (%9.8) hastada LAM direnciyle iliskili primer mutasyonlar ve onarici
coklu mutasyonlar (4 hastada rtL180M+rtM2041 mutasyonu ve 1 hastada
rtL180M+rtM204V mutasyonu) ve 3 (%5.8) hastada LAM direnciyle iliskili primer
tekli rtM2041 mutasyonu olmak Uzere 8 hastada (%15.6) LAM direnci bulunmustur.
LAM direnciyle iligkili ¢oklu mutasyonu olan 1 (%1.9) hastada ETV direnciyle iliskili
rtS202G mutasyonu ve 2 (%3.9) hastada ADV direnciyle iligkili primer rtN236T
mutasyonu tespit edilmistir. Ayrica 3 hastada tek basina ve 1 hastada ¢oklu mutasyona
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eslik eden ilag direnci ile iligkisi tam bilinmeyen rtQ215S mutasyonu goriilmiistiir.
Inno-LiPA HBV DRV2 testi ile 9 hastanin 5’inde LAM direnciyle iligkili primer ve
onarict ¢oklu mutasyonlar (1 hastada rtM2041+rtL180M mutasyonlari, 2 hastada
rtL801+rtL180M+rtM2041 mutasyonlari, 1 hastada rtL80I + rtM2041 mutasyonlar1 ve 1
hastada rtL80V/I+rtM2041 mutasyonlari) bulunmus iken 4 hastada LAM direnciyle
iligkili primer tekli mutasyonlar (3 hastada rtM204I ve 1 hastada 1tM204V)
gOzlenmistir. Inno-LiPA HBV DRv3 testi ile ise LAM direnciyle iligkili ¢oklu
mutasyon olan 2 hastada ETV direnciyle iliskili iki farkli mutasyon (S202G ve
TILFM184) varlig1 goriilmiistiir. Ancak TILFM184 mutasyonuna ait olan bant zayif
pozitif olarak degerlendirilmistir. LiPA testi ile drneklerin higbirinde ADV direnciyle
iliskili bir mutasyon saptanmamistir. Calismada kullanilan testlerin benzer performans

gosterdigi belirlenmistir.

Alagdzli ve ark'”®. LAM ve ADV tedavisi sirasinda kronik HBV enfeksiyonu
olan hastalarin viral polimeraz geninde yaygin YMDD motif mutasyonlarinin tespiti
icin Mart 2006 ve Ocak 2010 tarihleri arasinda Sivas’da yaptiklart g¢alismada,
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran 24’ii erkek 17’si kadin
yaslar1 34 ile 68 arasinda degisen tek basina veya kombine LAM ve ADV tedavisi alan
41 kronik B hastasina ait serum 6rneklerinde HBV ilag direnci tespiti icin line probe
assay (LiPA HBV DR v2 Innogenetics N.V, Ghent, Belgium) ve dizi analizi yapmuistir.
LAM, ADV velveya kombine ilag direncine sebep olan gesitli mutasyonlar 17 (%41.5)
hastada tespit edilmistir. Mutasyon bulunan 8 (%19.5) hastada LAM’e diren¢ veren
rtM204V/I/A mutasyonu bulunmustur. U¢ (%7.5) mutantda da ADV’e direng veren ve
iki baz degisimi olan rtG215H go6zlenmistir. Alt1 (%14.6) mutantda direng ile iliskili
kompensatuvar rtL.180M mutasyonu bildirilmistir. Ug (%7.5) mutantda ADV ve LAM’e
coklu ilag direng veren rtL181V mutasyonu tespit edilmistir. Sonuclara gore kronik
hepatit B’li hasta grubunda konvansiyonel tedavi sirasinda LAM’e diren¢ gosteren

tM204V/I/A ve rtL180M mutasyonlarinin daha fazla goriildiigii belirtilmistir.

Aver ve ark™. Ankara’da, 2007 ve 2008 tarihleri arasinda yaptiklar
calismasinda LAM tedavisi alan kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarin karaciger
dokusunda LAM direnci veren mutasyonlarin tespiti i¢in Serumlarinda HBV DNA

bulunmayan 14 hastadan karaciger biyopsisi alinmistir. Karaciger dokusundan HBV
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DNA ekstraksiyonu yapilip, TagMan real-time PCR ile analiz edilmistir. Toplam 14
hastanin hepsinde LAM direnci veren mutasyonlar bulunmus olup 1 hastada rtM204V,
2 hastada rtM204V+rtL180M, 4 hastada rtM2041+rtL180M, 3 hastada
rtM2041+rtM204V+rtL180M ve 4 hastada kompensatuvar tek basina rtL180M

mutasyonu tespit edilmistir.

Bozday1 ve ark.® Ankara’da, 2002 yilinda yaptiklari cahismada HBV DNA
polimeraz geninin YMDD motifinde meydana gelen mutasyonlar1 aragtirmistir. Kronik
HBYV enfeksiyonu olan ve 104 hafta LAM tedavisi alan 31 hastanin 20’si HBeAg pozitif
11’1 ise HBeAg negatif idi. Hastalara ait serum o6rneklerinden HBV spesifik dizisi PCR
testi ile amplifikasyon yapildiktan sonra dizi analizi islemi gerc¢eklestirilmistir. Virolojik
kirilma, 9 ve 18 ay arasinda tedavi alan 31 hastanin 7’sinde (%22.6) belirlenmistir. Yedi
hastanin 6’s1t HBeAg pozitif olup 4 (%12.9) hastada rtM204V ve rtL180M mutasyonu
var iken 2 (%6.4) hastada rtM204I1 tespit edilmistir. Bir (%3.2) hastada ise rt204
pozisyonunda ATG’den AGT’ye degisim; T’den G’ye ve G’den T’ye 2 baz degisimi
olup metioninden serine (YMDD’den YSDD’ye degisim) doniligsmiistiir. Bu farkli DNA
polimeraz mutasyonu LAM tedavisinin 18. ayinda belirlenmistir. Ayrica bu yeni sus
rtL180M mutasyonuna da sahiptir ve pre-S1 bélgesinde 43-54 niikleotidleri arasinda 12
baz ¢iftlik bir eksiklik bulunmustur. YSDD mutasyonu LAM tedavisi kesildikten 6 ay
sonra da halen varligimni siirdiirmiistiir. Sonu¢ olarak, rtL180M mutasyonu ile birlikte
YMDD motifinde metioninden valine ve metioninden 16sine degisimin yanisira, in vivo
ve in vitro kosullarda LAM direnci veren rt204 pozisyonunda metioninden serine olan

degisikligin LAM tedavisi sirasinda ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir.

Arslan ve ark.’?® Konya’da, Kasim 2006 ve Mart 2007 yilinda yaptiklari
calismada LAM tedavisine cevap vermeyen 20 kronik hepatit B’li vakada YMDD motif
degisiklikleri Inno-LiPA yontemi (Inno-LiPA HBV DR; Innogenetics N.V., Ghent,
Belgium) ile incelenmistir. Orneklerin 12 (%60)’sinde YMDD motif degisikligi
belirlenmis olup bu Orneklerin 11 (%91.6)’inde YMDD degisikligi ve wild tip
kombinasyonu birlikte tespit edilmistir. YMDD motif degisikligi olan 12 &rnegin 8
(%66.6)’inde rtL180M bulunurken 4 (%33.4) ornekte ise YVDD tek basina olup
kompensatuvar mutasyon rtL180M eslik etmemistir. YMDD+YVDD kombinasyonu 6

ornekte belirlenirken YMDD+YIDD kombinasyonu sadece bir 06rnekte ve
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YMDD+YVDD+YIDD karma kombinasyonu ise dort Ornekte saptanmistir. LAM
tedavisi sirasinda olgularin fenotipik diren¢ gdstermelerini beklemeden genotipik
direncin tespit edilmesi ve tedaviye erken donemde ADV eklenmesinin mutant sus ile
hepatit gelismesini onleyebilecegi ve bu sebeple LAM tedavisi alan tum kronik hepatit

B’li hastalarda LAM direncinin yakindan takip edilmesi gerektigi belirtilmistir.

Kronik HBV enfeksiyonu sebebiyle Kasim 2013 ve Mayis 2014 tarihleri
arasinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklart Anabilim Dal1 ve
Gastroenteroloji Bilim Dali’na basgvuran 17 yas ve lstlindeki 89’u tedavi almayan
(naif), 48’1 tedavi alan toplam 137 hastadan alinan serum 6rneklerinde HBV ilag¢ direnci
mutasyonlarinin pyrosequencing metodu ile tespiti i¢in yaptigimiz bu caligmada
hastalarin 85’1 erkek, 52’si kadindi. Erkeklerin kadinlara orani1 1.63 idi. Antiviraller ile
tedavi alan ve almayan toplam 137 hastanin cinsiyet dagilimina bakildiginda hepatit B
tedavisi igin ilag alan 48 (%35) hastanin 30’u (%62.5) erkek ve 18’1 (%37.5) kadindi.
Tedavi almayan 89 (%65) hastanin 55’1 (%61.8) erkek ve 34’1 (%38.2) kadindi. Erkek
hastalarin yas ortalamasi 44.1 iken kadin hastalarin yas ortalamasi 39.1 idi. Toplam 137
hastanin yas ortalamasi ise 42.6 idi. Serum orneklerin 82’si (%59.9) gastroenteroloji

polikliniginden, 55’si (%40.1) enfeksiyon hastaliklar1 polikliniginden gonderildi.

Pyrosequencing metodu ile LAM, TEL, ETV, ADV ve TDF’e kars1t HBV ilag
direnci mutasyonlar1 arastirilan serum orneklerinde tedavi almayan (naif) 1 (%1.1)
hastada TDF’e kars1 duyarliligi azaltan rtA194T mutasyonu tespit edildi. rtA194T
mutasyonun ortaya ¢ikmasi TDF direnci ile iligkilidir. Ancak bu mutasyonun klinik
onemi hala bilinmemektedir. Bir ¢alismada rtA194T polimeraz mutasyonunun kismi

TDF direnci ile iliskili oldugu ve HBV’un replikasyonunu azalttig: bildirilmistir'®.

Tedavi edilen grupta ise %8.3 (4 hasta) oraninda HBV ila¢ direnci bulundu.
Direng goriilen 4 hastanin 1 (%2.1)’i LAM (6y1l), ETV (2y1l) ve IFN (1yil) tedavisi
almakta olup bu hastada LAM ve TEL e kars1 direng, ETV’e ise ¢apraz direng gosteren
rtM2041 mutasyonu tespit edildi. LAM direnci veren rtM204V/I ve rtL180M degisimi
tastyan HBV suglarinin aynm1 zamanda ETV’e kars1 da capraz direng gosterdigi

bildirilmistir®.
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LAM (5y1l), ADV (1yil) ve IFN (6ay) ile tedavi alan 1 (%2.1) hastada sekonder
kompensatuvar mutasyon olan rtL180M ve LAM (5yi1l), ADV (1.5y1l), TDF (4ay) ve
IFN (2y11) tedavisi verilen diger 1 (%2.1) hastada da yine aynmi sekilde kompensatuvar
mutasyon olan rtL180M tek basina bulundu. Sadece rtL.180M varlhigi ¢ok diisiik direng
ile iligkili olup genellikle rtM204V/I mutasyonu olan suglarda sonradan gelisen onarici
bir mutasyondur. Boylece ¢alismamizda tedavi alan 48 hastanin 1’inde (%2.1) primer
mutasyon rtM2041 ve 2’sinde (%4.2) tek basina rtL180M olmak iizere toplam 3 (%6.3)

hastada LAM direnci ile iligkili mutasyon bulunmustur.

LAM (5y1l) ile tedavi alan 1 (%2.1) hastada ise ETV kars1 ilag direnci gosteren
rtT184S ile birlikte rtM204V mutasyonun varligi bulundu. Kompensatuvar mutasyon
rtL180M olmadan tek basina rtM204V baz1 c¢alismalarda bildirilmis olup bu tip
vakalarda onarici rtL180M mutasyonu sonradan gelisebilir'?®. ETV e kars1 ilag direnci
hi¢bir niiklez(t)id analogu tedavisi almayan hastalarda 4 yillik tedaviden sonra %21’den
daha az oranda gozlenmistir. ETV, dirence yiiksek genetik bariyer gosterir ve HBV
DNA replikasyonunu baskilayan ETV direnci i¢cin HBV revers transkriptazda iic
degisim gerekir. Bu ii¢ degisim primer LAM mutasyonlar1 rtM204V ve rtL180M’e
ilaveten rtT184, rtS202 veya rtM250’dir. Bu durum sadece bir veya iki primer direng
mutasyonu gerektiren LAM ve ADV direncinden farklidir. Ancak bizim c¢alisma
grubumuzda oldugu gibi 6nceden LAM tedavisi alan ve muhtemelen LAM direngli
HBYV ile enfekte hastalarda direng orani artar. Clinku bu popilasyonda ETV biraz daha
az gigliidiir ve viral kirilma igin revers transkriptazda sadece bir ilave baz degisimi
gerekir ve ETV’e kars1 duyarliigin wild tip ile kiyaslandiginda yaklagik 8 katdan
baslayarak 400 katdan daha fazla azaldig tespit edilmistir. ETV diren¢ mutasyonlarinin
ETV terapisinden 6nce LAM direncli HBV populasyonunun kiigiik bir oraninda mevcut
oldugu bulunmustur. Bu durum LAM tedavisinin primer ETV diren¢ mutasyonlarini
secebildigini gosterir. LAM direngli HBV hastalarinda rtT184, rtS202 ve rtM250
pozisyonlarinda birgok ETV direnci tasiyan mutasyonlar ortaya ¢ikabilir. Her ne kadar
hepsi yliksek diizeyde diren¢ vermeyebilir veya daha sonra virolojik kirilmaya sebep
olabilir. ETV diren¢ degisikleri olan biitiin hastalar virolojik kirilma veya primer
cevapsizlik gostermeyebilir, ancak bazilari ETV direng pozisyonlarinda daha fazla

degisiklikten sonra virolojik kirilmay1 gosterir. Farkli ETV direng mutasyonlar1 olan
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izolatlarn ETV’e duyarliliklari degisen diizeydedir®. Bizim bir hastada buldugumuz
rtM204V+rtT184S mutasyon profili muhtemelen ETV e kars1 diisiik duyarlilig1 gosterir.

Calismamizda tedavi almayan 89 hastanin 1’inde (%1.1) TDF’e kars1 duyarliligi
azaltan rtA194T mutasyonu bulundu. rtA194T mutasyon orani olan %1.1°lik bulgumuz
yurt disinda yapilan ¢alismalardan Roma’da Salphini ve ark.’nin %0.7’lik rtA194T
mutasyon oranina benzerdir**. Strazburg’da Pastor ve ark. da kronik HBV enfeksiyonu
olan naif 14 hastadan 1’inde rtA194T tespit etmistir'™". Ayrica bir hastada da ADV
direnci ile iligkili rtV214A ve rtN238T varli§1 gozlenmistir. Diger arastiricilardan
Salpini ve ark. naif hastalarda rtA181V (%0.7), rtL180M (%0.7) ve rtV173L (%1.4) ve
Brezilya’da Mantovani ve ark. ise LAM direnci ile iliskili rtM204V+rtL180M (%2.9)
ve diger rtL80F, rtL80V, rtL82V+rtV207L, rtT128P, rtT128N/S ve rtS219A gibi

kompensatuvar mutasyonlari (%26.4) naif hepatit B hastalarinda bulmustur****3.

Ulkemizde yapilan ¢alismalardan Kocaeli’nde Sayan ve ark. tedavi verilmeyen
88 kronik hepatit B hastasimin %34’iinde (30) ilag direnci mutasyonu bulmugtur'*.
rtA194T 2 hastada 9%2.2 oraninda olup bizim %]1.1°lik rtA194T oranimizdan yiiksektir.
Bir hastada da rtN236T (%1.1) tespit edilmistir. Ayni arastiricilarin yaptiklart diger bir
caligmada ise kronik hepatit B hastasi olan naif 94 hemodiyaliz hastasinin %30’unda
(28) primer diren¢ mutasyonlar1 ve %52’sinde (49) kompensatuvar diren¢ mutasyonlari
bulunmustur115. TDF direnci ile muhtemel iligkili rt194S/X/T mutasyonu hastalarin
%3’lnde (%3) belirlenmis olup bizim %]1.1°lik rtA194T oranimizdan yiiksektir.
Ankara’da Ergulinay ve ark. ise kronik HBV enfeksiyonu olan naif 42 hastada muhtemel
TDF direnci veren rtA194V mutasyonunu %3.3 oraninda bulmus olup yine bizim
%1.1°1ik oranimizdan yiiksektir. Ayrica Erglinay ve ark. naif hastalarin %3.3’{inde
ETV ve LAM (rtS202G, rtM204V, rtL180M, rtT184N) ve %3.3’linde muhtemel LAM

ve ADV (rtL180P, rtA181Q) diren¢ mutasyonlarini tespit etmistir'*®,

Calismamizda tedavi alan 48 hastanin 1’inde (%2.1) primer mutasyon rtM2041
ve 2’sinde (%4.2) tek basina onarici kompensatuvar mutasyon rtL180M olmak iizere
toplam 3 (%6.3) hastada LAM direnci ile iligkili mutasyon bulunmustur. LAM direnci
ile iligskili %6.3’lilkk bulgumuz yurt disinda yapilan c¢alismalardan Cin’de Wen ve
ark.’nin bildirdigi %69.7, Hong kong’da Wong ve ark.’nin %52.9 ve Kaliforniya’da
Margeridon-Thermet ve ark.’nin %17.3’liik bulgulardan oldukca diisiiktiir'™™" ™. Wen
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ve ark. izole rtM2041 mutasyon oranin1 %29.2 olarak bildirirken bizim ¢alismamizda
%2.1 bulunmustur. Caligmamizda %4.2 oraninda sadece rtL.180M onarict mutasyon
tespit edilmistir. Benzer sekilde Tuma ve ark. HIV ve HBYV ile enfekte hastalarda %2.7
oraninda tek basina rtL.180M bulmustur ve diger kompensatuvar mutasyonlar rtL8OV ve

rtV173L ise herbiri %1.4 oraninda goriilmiistiir'?’.

Bu ¢aligmada rtM204V+ rtT184S’e bagli ETV direng oran1 %2.1 olup Wong ve
ark.’larinin bildirdigi rtT1841/S mutasyonuna bagli toplam %1.9’luk oranina yakin,
ancak 4 hastada rtM204V+rtL180M+rtS202G ve 1 hastadaki
rtM204V+rtL180M+rtT1841/S mutasyonlarina bagh toplam 5 hastada gorilen %9.8’lik

orandan diisiiktiirlls.

Tedavi alan kronik hepatit B’li hastalarda HBV ila¢ diren¢ oranin1 Wen ve ark.
%69.7, Wong ve ark. %67 ve Margeridon-Thermet ve ark. %22 bulmus olup bizim

%8.3’litk oranimizdan yiiksektir'" ™,

Ulkemizde yapilan ¢alismalardan HBV enfeksiyonu icin antiviral tedavi verilen
hastalarda LAM direng oranlarin1 Konya’dan Arslan ve ark. %60, Kocaeli’den Sayan ve
ark. %43, Ankara’dan Bozday1 ve ark. %22.6, Alagozli ve ark. %19.5 ve yine
Ankara’dan Aydogan ve ark. %15.6 olarak bulmus olup bizim %6.3 oranindan oldukga
yliksektirt# 12127128 Tek pagina rtM2041 direng orammi Aydogan ve ark. %5.8,
Bozday1 ve ark. %6.4 olarak bildirmis olup bizim %2.1°lik oranimzdan yiiksektir****’.
Sayan ve ark. bildirdigi tek basina onarici mutasyon rtL180M orant %3 olup bizim
%4.2°lik bulgumuza benzerdir'?®. Avei ve ark. HBV DNA negatif 14 kronik hepatit
hastasinin karaciger biyopsi 6rneklerinden 4 (%28.6)’iinde tek basma rtL180M ve 10

(%71.4)’unda LAM direc orani tespit etmislerdir'?.

ETV diren¢ insidanst Sayan ve ark.’nin g¢aligmasinda (2007-2008) onarict
mutasyonlarla birlikte rtT184A/S’e baghh %4.5, yine ayni arastirmacilarin bagka bir

calismasinda (2007-2010) %35 oraninda olup (%4’i rtT184A//S ve %1°1 rtS202G’e

bagl) bizim rtT184S ile iliskili %2.1°lik diren¢ orammizdan biraz yiiksektir?#*%.

Ankara’da Aydogan ve ark.’nin bildirdigi rtS202G ile iliskili ETV direng oran1 %2 olup

bizim %2.1’lik ETV direng oranimiza benzerdir**.
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Tedavi alan kronik hepatit B’li hastalarda HBV ila¢ direng oran1 Sayan ve ark.
%63, Aydogan ve ark. %25.5 ve Bozday1 ve ark. %22.6 tespit etmis olup bizim

%8.3°liik oranimizdan yiiksektir*?>*?#12".

Calisma grubumuzda HBV ilag¢ direnci mutasyonlarinin diger calismalardakine
gore %8.3’lik bir oranla diisiik olmasi tedavi verilen hastalarin dogru se¢imi ve uygun
tedavi kombinasyonunun uygulanmasina bagli olabilir. Toplam 48 hastadan 11
(%22.9)’1 tek basina TDF ve 12 (%25)’si TDF ile birlikte LAM £ ADV = ETV * IFN
almis olup toplam 23 (%47.9) hastaya TDF verilmistir. ETV ise 8 (%16.6) hastanin
tedavisinde ilk verilen ila¢ olmustur. Ila¢ direnci icin genetik bariyeri diisiik olan ve
tedavide ilk ilag¢ olarak genellikle 6nerilmeyen LAM ise sadece tek basina 11 (%22.9)

hastada verilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklart Anabilim
Dal1 ve Gastroenteroloji Bilim Dali’na Kasim 2013 ve Mayis 2014 tarihleri arasinda
basvuran kronik hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda LAM, ETV, TEL, ADV ve TDF
ilaglarina kars1 HBV ila¢ direnci gen mutasyonlarinin tespiti i¢in yapilan ¢alismanin

sonugclart;
1. Calisma grubunu 89°u tedavi almayan (naif), 48’1 ise tedavi alan hastalar idi.

2. Toplam 137 hastanin 85’1 (%62) erkek, 52’si (%38) kadindi. Erkeklerin
kadinlara orani 1.63 idi. Antiviraller ile tedavi alan ve almayanlarin toplam 137 hastanin
cinsiyet dagilimina bakildiginda hepatit B tedavisi icin ila¢ alan 48 (%35) hastanin 30’u
(%62.5) erkek ve 18’1 (%37.5) kadindi. Tedavi almayan 89 (%65) hastanin 55’1 (%61.8)
erkek ve 34’si (%38.2) kadindi.

3. Yaslar1 17 ile 77 arasinda degisen toplam 137 hastanin yas ortalamasi ise 42.6
idi. Erkek hastalarin yas ortalamasi 44.1 iken kadin hastalarin yas ortalamasi 39.1 idi.

4. Serum orneklerinin 82’si (%59.9) gastroenteroloji poliklinigine, 55’si (%40.1)

enfeksiyon hastaliklar1 poliklinigine bagvuran hastalara aitti.

5. Tedavi almayan (naif) 1 (%1.1) hastada TDF’e karsi duyarlilig1 azaltan rtA194T

mutasyonu tespit edilmistir.

6. Tedavi alan 4 hastada diren¢ bulunan gruplarin 1 (%2.1)’inde LAM ve TEL’e
kars1 diren¢ ve ETV’e ise capraz direng gosteren rtM2041 mutasyonu, 2 (%4.2)’sinde
sekonder kompensatuvar mutasyon olan rtL180M, ve 1 (%2.1)’inde ETV’e kars1 ilag
direnci gosteren rtT184S ile birlikte rtM204V mutasyonun varlig1 gériilmiistir.
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Sonug olarak, HBV ila¢ direnci mutasyonlarinin insidansi tedavi alan hasta
grubunda %8.3 ve tedavi almayan grupta %]1.1 olarak bulunmustur. Kronik hepatit B
virus enfeksiyonu olan hastalarda tedavi oncesi ve sirasinda pyrosequencing metodu ile
HBV diren¢ mutasyonlarinin erken tanisi yapilarak zamaninda uygun antiviral tedavinin
planlanmasi hastanin tedavi yonetimine onemli katki saglayacaktir. BOylece gereksiz
ila¢g kullaniminin azaltilmasi ve hastaligin etkin tedavisiyle hepatit B’ye bagli siroz ve

karaciger kanseri gibi ileri komplikasyonlar engellenmis olur.
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