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OZET

Kronik Hepatit B’li Hastalarin Adefovir Tedavisi Sirasinda HBV Polimeraz
Geninde Gelisen ve Adefovire Karsi Diren¢ Olusumuna Sebep Olan
Mutasyonlarin Dizi Analizi Ile Arastirilmasi

Son zamanlarda lamivudin (LAM), famsiklovir (FAM) ve adefovir (ADYV)
gibi niikleosid analoglarinin gelistirilmesi ile Kronik hepatit B (KHB) infeksiyonun
tedavisinde onemli antiviral etkinlik ve tolerans saglanmis olmasina ragmen bu
bilesikler ile uygulanan kisa siireli tedavi viral temizlenmenin saglanabilmesi icin
yetersiz kalmaktadir. Tedavinin etkinliginin arttirilmasi icin uzun siireli (4-5) yil
tedaviler onerilmektedir. Bu ise direncli mutantlarin ortaya c¢ikmasina sebep
olmaktadir. LAM direngli olan hastalarda ise ADV iyi bir alternatif olarak
onerilmekteyken son zamanlarda yapilan calismalar ADV’ye direngli virus
izolatlarimin da ortaya ¢iktigim1 rapor etmektedir. Planladigimiz bu cahsmadaki
amacimiz, KHB infeksiyonlu hastalarin antiviral tedavi sirasinda, virusun
polimeraz geninin D domaininde meydana gelen mutasyonlarin dizi analizi metodu
ile arastirilmasi ve muhtemel diren¢ gelisimlerinin tespit edilerek yeni tedavi
stratejilerinin olusturulmasina ve daha etkili antiviral tedavi etkinliginin
saglanmasina katkida bulunulmasidir. Calismaya HBYV ile infekte 61 hasta dahil
edilmistir. Hastalarin serum orneklerinden viral DNA ekstrakte edildi. Polimeraz
geninin C ve D domainlerini kodlayan bélgeleri semi-nested PCR ile amplifiye
edilerek saflastirildi, daha sonra ise giimiis boyama tabanhh DNA dizi analizi
metodu ile analiz edildi. Elde edilen diziler, gen bankasi veri tabanlarindan temin
edilen dizi kayitlann ile Kkarsilastirilarak, mutasyonlarin varh@ yoniinden
arastirildi. Cahisilan toplam 61 6rnegin S (%8.19)’inde ADV direncinden sorumlu
mutasyonlar tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin %4.9°’u K241E, %3.2’si ise N236T
seklindedir. Adevofir direnci ile iliskili oldugu net olarak bilinen bu mutasyonlara
ilaveten adefovir direnci ile muhtemel iliskisi olabilecegi ima edilen P237T (1
hasta, %1.6), P237H(1 hasta, %1.6), N238A (1 hasta, %1.6), N238R (2 hasta,
%3.2), Y245H (2 hasta, %3.2) ve 1233V (1 hasta, %1.6) mutasyon paternleri de
calisma grubumuzda tesbit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusu, Adefovir, direnc, dizi analizi, polimeraz gen

Xi



ABSTRACT

Characterization with Sequence Analyses of Mutation Developing within HBV
Polymerase Gene and Associated with Resistance to Adefovir During the Adefovir
Treatment of Patients with Chronic Hepatitis B virus

Recently, although antiviral activity has been considerably obtain from
treatment of chronic hepatitis B (CHB) infection with developing to nucleoside
analogs as lamivudine (LAM), famciclovir (FAM) and adefovir (ADV), short term
therapy with this compounds is being insufficient for viral clearance. Long term
therapy (4-5 years) is recommended for the increase of treatment activity. This is
also cause to appear of resistant mutant strains. ADV is recommended as suitable
alternative in LAM resistant patients, but recently investigations suggest that came
out of resistant strains to ADV. In this study, we aimed to analyzing of mutations
by sequencing method within D domain of polymerase gene during the treatment
of patients with CHB infection and detecting to most likely resistance development.
Sixty-one patients with HBV were included in this study. Viral DNA extraction
was performed form serum or blood samples of patients. Polymerase gene region is
coding the C and D domain was amplified with semi-nested PCR method and
following by purified and then these products were analyzed by Silver sequence
DNA sequence analysis method. After the analysis, obtained sequences were
investigated to aspect of presence of mutation as compared with GeneBank
sequence database. We detected to nucleotide substitution which can be
responsible to ADV resistance in 5 (8.19%) of 61 samples. This mutation patterns
were as K241E in 3 patients (4.9%) and N236T in 2 patients (3.2%). In addition to
these mutation patterns which are known as clearly associated to ADV resistance,
we were detected to certain mutation patterns which are implicated of likely
associated to ADV resistance in our study groups. These mutations are P237T (in 1
patient , 1.6 %), P237H (in 1 patient, 1.6%), N238A (in 1 patient, 1.6%), N238R (in
2 patients, 3.2%), Y245H (in 2 patients, 3.2%) and 1233V (in 1 patient, 1.6%).

Key Words: Hepatitis B virus, Adefovir, resistance, sequence analysis, polymerase

gene
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1. GIRIS

Hepatit B virus (HBV) infeksiyonu {ilkemizde karaciger hastaliklarinin en
onemli nedenlerinden biridir. HBV’ye bagl gelisen akut hepatit, kronik hepatit,
karaciger sirozu ve hepatoselliiler karsinoma (HSK) gibi tablolar, medikal-cerrahi
tedavileri ve ciddi komplikasyonlar1 ile tibbin bir¢ok alanii ilgilendiren ve saglik
sorunlar1 arasinda O6nemli yer tutan bir hastalik grubunu olusturmaktadir. HBV
infeksiyonu tlilkemizde ortalama %6 (%4.4-12.5) tastyicilik orani ile yaklasik 4 milyon
insanimiz1 ilgilendirmekte, muhtemelen yiiz binleri bulan kronik hepatit ve karaciger
sirozu vakalari ile maddi ve manevi yonleri olan ciddi bir sorun olusturmaktadir (1).

Kronik Hepatit B (KHB)’li hastalara uygulanan antiviral tedavi seceneklerinden
biri olan lamivudin’in (LAM); virolojik, biyokimyasal ve histolojik olarak etkili oldugu
gosterilmigtir. Uzun donem LAM tedavisiyle ilgili 6nemli bir sorun HBV polimeraz
geninde mutasyonlara bagl antiviral direng gelisimidir. LAM’a direngli HBV gelismesi,
LAM’a klinik ve virolojik cevabi azaltmaktadir. Bu nedenle LAM’a diren¢li KHB’li
hastalarda genellikle adefovir dipivoksil (ADV)’e ge¢ilmesi 6nerilmektedir.

ADV, LAM’a direngli ve mutant HBV infeksiyonlar1 da dahil olmak iizere,
hepatit B viral replikasyonu olan yetigkinlerde KHB tedavisinde kullanilan bir adenin
niikleotid analogudur (2). ADV’nin invitro olarak hepadnaviruslar, retroviruslar ve
herpes viruslara kars1 giiglii antiviral etkili oldugu gosterilmistir (3). KHB tedavisinin
gidisinde ADV’ye direng¢ gelisimi LAM’la karsilastirildiginda siklig1 daha azdir ve daha
gec olusmaktadir (4). ADV’ye direng oranlar1 genel olarak 48 inci haftada %0, 96 nci
haftada %2 ve 144 iincii haftada %7 bulunmustur. Homojen popiilasyonda HBeAg (-)
olan hastalar1 iceren bir bagka ¢alismada retrospektif olarak adefovire direng oranlar1 2,
3, ve 4 {incii yillarda sirastyla %5, %11 ve %18 olarak bulunmustur (3).

Aktif bagistk cevap varligma ragmen virusta meydana gelen genetik
degisiklikler mutant susun hayatiyetini devam ettirmesine imkan saglamakta; bu durum
tanida karigikliklara; as1 calismalarinda ise basarisizliklara yol ag¢maktadir. Bu
nedenlerle HBV mutantlarinin 6nemi her gecen giin biraz daha artmaktadir.

Calismamizdaki amag, KHB infeksiyonu tanisi ile Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde ADV ile tedavi edilen hastalarin, tedavi sirasinda virusun

polimeraz geninin D domaininde N236T ve K241E mutasyonunun dizi analizi metodu



ile arastirllmast ve muhtemel diren¢ gelisimlerinin tespit edilerek yeni tedavi
stratejilerinin olusturulmasina ve daha etkili antiviral tedavi etkinliginin saglanmasina
katkida bulunmaktir. Literatiire baktigimizda iilkemizde de bu amagla yapilmis veya
yapilmakta olan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calisma literatiire katkis1 yaninda
liniversitemiz arastirma hastanesinde tedavi gérmekte olan KHB’li hastalarin tedavisine

de katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit B Virusunun Tarihcesi, Genom Yapisi ve Replikasyonu, Genel

Durumu, Tedavi ve Diren¢ Mutasyonlari

2.1.1. Tarihge

Ilk kez Hipokrat’m viral hepatitleri tanimladigi bilinmesine ragmen, kayitlara
gecisi 1883 yilinda Bremen’deki tersane isgileri arasinda ¢icek asisini takiben olusmasi
sonucu olmustur. 1943°te Amerika Birlesik Devletleri (A.B.D.)’nde bulasic1 hepatit
‘infeksiydz hepatit’ olarak isimlendirilmis, Ingiltere Saglik Bakanligi aym yil kan,
plazma, serum naklinden sonra gelisen sariliklar1 ‘homolog serum sarilig1’ adi altinda
toplamistir. Antik caglardan beri bilinen sarilikta salgin hastaliga virusun neden
olabilecegini 1908’de Mc Donald diisiinmiis, 1912 de Cockayne epidemik formunu
tanimlamis ve “infeksiyoz hepatit” demistir. 1947°de McCullum infeksiy6z hepatit
icin, hepatit A; serum hepatiti i¢in, hepatit B deyimlerini kullanmigtir. Viral hepatitlerde
karaciger hasarim1 belirlemede aminotransferazlar (AST, ALT) 1950’lerden beri
kullanilmaktadir (5). Blumberg’in Avustralya’li yerli bir hastanin kaninda Avustralya
antijenini bulmasiyla hepatit serolojisinde yeni bir ¢igir acilmis ve 1965 teki bu
buluslartyla arastirmacilar Nobel 6diilii kazanmislardir (6). HBV’yi agiklama cabalart
sonug verdi ve 1970°te Dane pargacigi, 1971°de kor antijen, 1973°te deoksiriboniikleik
asit polimeraz (DNA polimeraz) ve 1974’te virusun 0zgiil deoksiriboniikleik asit
(DNA)’ s1 tanimlandi. 1979°da ise DNA’s1 kopyalanarak tam niikleotid dizisi ¢ikarildi.
DNA’sinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle ¢cogaltilmasi bu alanda Nobel
odiilii kazandiran bagka bir bulustur. Bu buluslarla son 35 yil icinde HBV nin molekiiler
biyolojisi, epidemiyolojisi, patogenezi, tan1 ve tedavisi ile korunma yoniinde ¢ok 6nemli

gelismeler yasanmustir (5).



2.1.2. Hepatit B Virusu

2.1.2.1. Virusun Yapisi

Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus genusunda yer alan HBV, ailenin
diger iiyeleri olan kus ve memeli viruslar1 gibi dar bir konak spektrumu ve doku
tropizmine sahiptir. Ayni ailede yer alan 6rdek HBV (DHBV) ve kunduz HBV
(WHBYV) ile %70’e varan dizi benzerlikleri vardir.

HBV 42 nm capinda, sferik bir bi¢cimde ve zarfli bir virustur. Hepatositlerde
replike olur ve gelisen infeksiyon sonucu karaciger fonksiyon bozukluguna yol acar.
Kismen c¢ift sarmalli olan 3.2 kb uzunlugunda, sirkiiler DNA genomu igerir. Konak
hiicre yiizeyinden kazanilmig olan lipid zarf iizerinde ii¢ formda viral ylizey antijeni
(HBsAg) bulunur: biiyiik (L), orta (M) ve kiiciik (S) ylizey antijenleri. Virusun kapsidi
27 nm c¢apindadir; c¢ekirdek antijeni (HBcAg), infektivite antijeni (HBeAg) ve viral
genom ile polimeraz enzimini igerir.

HBYV ile infekte hastalarin kaninda elektron mikroskobu ile ii¢ ayr1 viral partikiil
gosterilmistir. 42-47 nm capinda olan partikiiller (Dane partikiilii) tam HBV virionu
olup infeksiydzdiir. 17-25 nm capindaki sferik yapilar ile 17-25 nm eninde ve birkag
yliz nm boyundaki filament6z partikiiller infeksiyoz degildirler (Sekil 2.1. ve 2.2.). Bu

partikiillere kars1 notralizan antikorlar sentezlenmektedir (1, 7).

Sekil 2.1.: Elektron mikroskobunda HBV’nin Dane pargacigy, tiibiiler ve kiiresel farkli HBsAg
iceren diger iki parg¢aciginin goriilmesi (5).
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Sekil 2.2.: infeksiyoz Dane pargaciginin yapist (5).

2.1.2.2. Genomun Yapisi

Hayvan viruslari i¢cinde en kii¢iik genoma sahip HBV’nin genomu 3200 baz ¢ifti
(bp) icermektedir (Sekil 2.3.). Sirkiiler yapidaki bu genom kismen ¢ift sarmallidir.
Negatif polariteli iplikgik tam bir halka olusturur, pozitif polariteli iplik¢ik ise daha
kisadir ve degisken uzunlukta bulunur. Negatif ve pozitif iplik¢iklerin 5° ucundaki
hidrojen baglari onlar1 bir arada tutar. Her iki iplik¢ik {izerinde “Direct repeats 1~ (DR1)
ve “Direct repeats 2” (DR2) olarak tanimlanan 10-12 niikleotidlik benzer diziler
bulunur. Negatif ip¢igin 5’ ucunda kovalent olarak baglanmis viral polimeraz ve pozitif
ip¢igin 5° ucunda kovalent olarak baglanmis oligoniikleotid formda riboniikleik asit
(RNA) bulunur. Viral genomun bu yapist gevsek sirkiiler DNA (relaxed circular-
rcDNA) olarak adlandirilir (1).



Sekil 2.3.: HBV’nin genetik haritasi (1).

HBYV, proteinleri sentezlerken ayni genomik dizileri, kayan cerceveler esasina
gore farkli agik okuma cerceveleri (Open Reading Frame-ORF) olarak kullanir.
Genomdaki niikleotid dizilerinin yarisi, birden fazla mRNA sentezi i¢in kullanilir.
Ayrica ayn1 ORF igerisinde birden fazla baglangi¢c kodonu bulunur. Bu sekilde birbiri ile
iligkili, birden fazla proteinin sentezi saglanir (1).

Genom igerisinde bu proteinleri kodlayan genler sunlardir:

S Geni: Biiyiik (39 kD), orta (31 kD) ve kiiciik (24 kD) yiizey proteinlerini
kodlar. S geni pre-S1, pre-S2 ve S bolgelerini igerir. HBsAg kodlar. Bu gende meydana
gelen mutasyonlar sonucunda asi ile elde edilmis immiin cevaba duyarsiz varyantlar
karsimiza ¢ikmaktadir.

C Geni: Pre-kor (preC) ve kor (C) bdlgeleri bulunur. Iki ayr1 protein sentezletir.
Bunlar 21 kD’luk ¢ekirdek proteini (HBcAg) ve 30 aminoasitlik preC {iriiniinii tastyan



16 kD’luk infektivite proteinini (HBeAg) kodlar. Bu gende meydana gelen mutasyonlar
sonucunda HBeAg sentez blokaji ve HBeAg (-) kronik HB enfeksiyonlar1 karsimiza
cikmaktadir.

P _Geni: DNA polimeraz, revers transkriptaz (rt) ve riboniikleaz (RNaz H)
aktivitesine sahip olan viral polimeraz enzimini kodlar. Bu gende meydana gelen
mutasyonlar sonucunda genel anlamda tedaviye ve antiviral ilaglara karsi direng
gelismektedir.

X Geni: X proteinini kodlar. HBxAg ile iliskilidir viral transkripsiyonu
transaktive eden faktor olup HSK’dan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu gende
meydana gelen mutasyonlar sonucunda HBV protein sekresyonlarinin baskilanmasi
etkilenir.

Bu gen bolgelerinden viral komponentlerin sentezi, dort ayrt mRNA araciligiyla
olur. Bunlar:

I- 3.5 kb’lik mRNA: Negatif polariteli iplik¢ikten sentezlenir, hem genom

replikasyonu i¢in kalip gorevi goriir hem de prekor/kor ve polimeraz proteinlerini
sentezletir.

2. 2.4 kb’Iik mRNA: Ug ayr1 baslangic kodonunu igerir. Amino terminalindeki

baslangi¢c kodonunda baslayan sentez ile preS1, preS2 ve S proteinlerini i¢eren L ylizey
proteinini olusturur. M ylizey proteini ise ikinci okuma kodonundan baslayarak
sentezlenir, preS2 ve S proteinlerini igerir. S proteini en kii¢iik protein olup {igiincii
baslangi¢ kodonundan baslayarak sentezlenir.

3- 2.1 kb’lik mRNA: preS2 ve S protenlerini sentezletir.

4- 0.7 kb’lik mRNA: X proteinini sentezletir (1, 7, 8).

2.1.2.3. Virusun Replikasyonu

HBV’nin plazma yar1 6mrii 24 saat olup giinliik virion iiretimi 10'" kadardur.
Prodiiktif infeksiyon ¢ok kisitli hiicrede gerceklesir, HBV’nin tek kanitlanmig
infeksiyon bolgesi hepatositlerdir. Safra kanali epitelyum hiicreleri, bobrek ve lenfoid
dokular da replikasyon bolgesi olabilir fakat hepatosit disindaki replikasyon
bolgelerinin viral patogenezdeki rolii heniiz tartigmalidir. Lenfositlerdeki replikasyon,

viral persistans i¢in ikincil bir rezervuar olabilir (8).



Viral replikasyon; pregenomik RNA (pgRNA) aracisini kullanarak revers
transkripsiyonla rcDNA sentezlenmesi basamaklarini igerir (1) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4.: HBV nin replikasyonu (9).

Virusun hiicre igine girmesi ve ¢ekirdekte cift iplik¢ikli DNA 'nmin tamamlanmasi:
Viral tutunma ve hiicre i¢ine giris i¢in hepatosit reseptorii ve virusun preS proteini
etkilesir. PreS1 proteininin 3—77 nci aminoasitleri viral infektivite ile iliskilidir. PreS2,
ayrica albumine baglanir ve hepatosite baglanmada albumini araci olarak kullanir.

Viral tutunmay1 takiben membran fiizyonu ile niikleokapsid sitoplazmaya girer,
pasif diflizyon veya tiibiiler taginim ile ¢ekirdege tasinir.

Viral replikasyonun basinda polimeraz enzimi rcDNA’sinin tamamlanmasinda
rol oynar. Negatif ip¢igin 5’ ucuna tutunmus olan viral polimeraz, pozitif ipgigin 5’
ucuna tutunmus olan kisa RNA dizisinden baslayarak pozitif ip¢igi tamamlar. Olusan

kovalent baglarla kapanmis sirkiiler DNA (covalently closed circuler DNA-cccDNA)



viral pgRNA i¢in kalip gorevi gordiigiinden infeksiyonun bagladigini gdésterir. Virus
infeksiyonundan 24 saat sonra karacigerde cccDNA gosterilmistir (1, 7, 8).

Pregenomik ve subgenomik RNA’larin sentezi: (Cekirdekte hiicresel RNA
polimeraz II enzimi kullanilarak cccDNA’dan, mRNA’lar sentezlenir. “Kor promoter”
bolgesi viral replikasyonun merkezidir ve negatif iplik¢ikten pgRNA olarak adlandirilan
3,5 kb’lik en biiyiik RNA’y1 sentezletir. Sentezlenen mRNA’lar sitoplazmaya taginarak
translasyona ugrar ve viral proteinler sentezlenir (1, 7, 8).

Viral kapsidin sentezi ve genomun replikasyonu: pgRNA 6nce 200-300 molekiil
cekirdek proteini sentezletir, sonra polimeraz sentezine izin verir, sentezlenen polimeraz
kendi mRNA’simin 5’ ucuna baglanarak revers transkripsiyonu baglatir ve ayni1 anda
cekirdek igine yerlesir. Polimerazin sentezlenmesi pgRNA sentezlenmesini durdurur.
pgRNA’nin 5° ucundaki enkapsidasyon dizisi (e-dizisi) adi verilen niikleotid dizileri,
viral polimeraz enzimini baglar ve viral kapsidin yapimi baslar. Cekirdek proteinleri
ikiser ikiser bir araya gelir, disiilfit baglar1 ile stabilize olur ve bu birimlerden 120 tanesi
bir araya gelerek ikozahedral kapsidi olusturur. Enkapsidasyon dizisi tasiyan pgRNA’lar
kapsid icine yerlesir ve pgRNA’dan revers trankripsiyon ile negatif DNA ip¢iginin
sentezi, viral ¢ekirdek iginde, sitoplazmada gerceklesir. Negatif DNA sentezlendikten
sonra viral polimerazin RNazH aktivitesi ile pgRNA yikilir ve DNA polimeraz
aktivitesi ile 5° ucundaki RNA primeri kullanilarak pozitif iplik¢ik sentezlenir. Pozitif
iplikcik sentezi i¢in negatif ip¢igin 5° ucundaki DR1 bélgesindeki primer, DR2
bolgesine taginir ve pozitif iplik¢ik sentezi buradan baslar. Her iki ip¢igin 5 uglart bu
ylizden farkhidir. Pozitif ip¢igin sentezi tamamlanmaz ve eksik kalir. Her iki iplik¢ik 5°
ucundan baglanarak rcDNA sentezi tamamlanmis olur (7, 8).

Diger proteinlerin sentezi: Zarf ya da yiizey proteinleri, 2.1 ve 2.4 kb’lik
subgenomik mRNA'’lardan sentezlenirler. Yiizey proteinleri, niikleokapsidin zarfini
kazanmas1 i¢in gereklidir. Her ii¢ ylizey proteini de glikozillenmistir ve Dane
partikiilinde yer alirlar. Biiylikk ve orta yiizey proteinleri Dane partikiiliinde esit
miktarda bulunur ve tiim ylizey proteinlerinin %30’unu olustururlar. Kiigiik yiizey
proteini ise Dane partikiiliinden 100 kat daha fazla sentezlenir ve infekte hiicreden
salinir. Infekte kisilerde kana salman ve fazla bulunan sferik ve filamentdz partikiiller
antikorlarla kompleksler olusturur ve hastalik sirasinda goriilen immiin kompleks
sendromlarina yol acarlar. Biliylik hiicre proteini ise hiicreden salinmaz ve asir
sentezlendiginde karacigerde “buzlu cam hiicreleri” goriintiisiinii olustururlar. HBV

replikasyonu sirasinda endoplazmik retikulum (ER) zarina transmembrandz olarak



yerlesen biiyiik ylizey proteininin i¢ kisimda kalan dizileri, virusun infekte edecegi
hiicre i¢in reseptdr gorevini iistlenir (8).

Infektivite proteini (HBeAg): Kor proteinini sentezleten baslangic kodonundan
daha oOnce yer alan diger bir baslangic kodonundan baslayarak preC+C proteini
sentezlenir. ER’de konak proteazlar1 proteinin karboksi terminalini ayirir ve HBeAg
olusur. HBeAg’nin tam fonksiyonu bilinmemektedir ve replikasyon icin gerekli
degildir. HBcAg ile ¢capraz immiin reaktivitesi nedeni ile konak immiin yanitini, virusla
infekte hiicrelerden uzak tuttugu diistiniilmektedir. HBeAg sentezleyemeyen mutant
viruslarla olusan infeksiyonlarda daha agir hepatik hasar goriilmesi de bu sekilde
aciklanabilir. HBeAg’ nin fazla miktarda olmasi, aktif viral replikasyonu gosterir (1, 8).

X proteini: Dogal infeksiyondaki rolii tam olarak bilinmemesine karsin, virus
replikasyonu i¢in gereklidir. Viral genom transkripsiyonu i¢in gerekli olan bu protein,
ayni zamanda kronik infeksiyonda HSK gelismesinden de sorumlu tutulmaktadir (1).

Zarfin kazanilmasi ve hiicreden salinma: Viral ¢ekirdek ER’den gegerken zarf
ve ylizey proteinlerini kazanir. Zarfin kazanilmasi i¢in biiyiik yiizey proteini gereklidir.
L proteini ER zarimna yerlesir, zarin i¢ kisminda kalan boliimleri ¢ekirdek proteinleri ile
baglanarak tomurcuklanir. Her {i¢ ylizey proteinini de iceren zarfli viruslar Golgi
kompleksine tasinir. Burada S proteininin asparagin rezidiisii glikozillenir ve olgun

virionlar vezikiiler transport ile hiicre yiizeyine taginarak salinirlar (10).

2.1.2.4. Subtip ve Genotipler

S proteininin tiim HBV kokenlerinde ortak olan “a” determinantindan baska iki
determinant1 daha saptanmistir. Bunlardan biri 122 nci aminoasitte olup “d” ya da “y”
Ozgiilliiglinde, digeri 160 1nc1 aminoasitte ve “w” ya da “r” 6zgilliigiindedir. Bu iig¢
determinantin kombinasyonu ile adw, ayw, adr, ayr olmak {izere 4 ana serotip olusur.

“w” determinantinin 4 antijenik c¢esitliligi ile de subtipler 8’e ulagmigtir. Daha
sonra “q” determinantinin bulunmasiyla subtipler 9’a ulasmistir: Bunlar aywl, ayw2,
ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+, adrq- subtipleridir.

Monoklonal antikorlarla serolojik olarak ayirt edilebilen bu subtiplerin
saptanmast infeksiyon kaynaginin belirlenmesi agisindan onem tasir. Tiim HBV

serotiplerinde ortak olan immiinodominant “a” determinant1 nedeni ile farkli serotiplerle

reinfeksiyon nadirdir.
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HBV S proteini determinantlarina gore ayrilan serotiplerinin yani sira, A’dan
F’ye kadar gruplandirilmis 6 genotipi vardir. HBV serotipleri ve genotipleri arasinda bir
iligki bulunmamaktadir. Genotip A, Kuzeybati Avrupa ve A.B.D.’nde, genotip D
Afrika, Akdeniz bolgesi ve Bati Asya’da, B ve C ise Dogu Asya’da saptanmistir. F
genotipi Giiney Amerika’da saptanmis nadir bir genotiptir. G genotipi 2000 yilinda
tanimlanmstir (1, 3).

Tiirkiye’de 54 KHB hastasinin genotip tayininin yapildigi bir g¢alismada
hastalarin hepsinde D genotipi bulunmustur. Ulkemizde gériilen alt tip ise ayw olarak

saptanmistir (3) (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1.: HBV genotip ve alt tiplerinin cografik dagilimlari (3).

Tip Alt tip Cografik Dagilim
A adw, adw2, aywl A.B.D., Kuzey Avrupa, Orta Afrika
B adw2, aywl Cin, Endonezya, Vietnam, Tayvan
C adr, ayr Akdeniz, Orta Dogu, Hindistan
D ayw2, ayw3 Cin, Kore, Japonya, Vietnam
E ayw4 Bat1 Afrika
F adw4 Polonezya adalar1, Gliney Amerika
G adw2 Avrupa, A.B.D. (nadir)

HBYV genotiplerinin cografi dagilim disinda virulans farkliliklarinin oldugu da
diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, A genotipinin daha agir infeksiyonlara neden
olabilecegi bildirilmistir. B genotipinin 50 yas altinda HSK gelisimi ile C genotipinin
daha agir karaciger hasar1 ile iligkisi bulunmustur (7, 8, 11). Spontan HBeAg
serokonversiyonunun B genotipinde, C genotipinden daha erken oldugu bulunmustur
(12, 13).

Interferon (IFN) ve LAM’la daha oénce yapilan bazi ¢aligmalarda genotip
farkliligmin tedaviye yaniti etkiledigi saptanmigtir. IFN alfa tedavisinin spesifik
genotiplerden A’da D’den ve B’de C’den daha etkili oldugu gosterilmistir (12, 13).
LAM’1n, genotip A ve genotip D’de HBV’ye kars1 daha az antiviral etkinligi oldugu
bildirilmistir (3, 14).
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2.1.3. Patogenez

HBV infeksiyonunda karaciger hasarmin olusmasinda viral faktorlerden c¢ok
konak immiin yanitinin rolii vardir. Yiiksek diizeyde viral replikasyon gosteren fakat
normal karaciger enzim diizeyi ve histopatolojisine sahip olan kronik tasiyicilar, virusun
direkt sitopatik etkisi olmadigini gostermektedir. Ayrica hiicre kiiltiirlerinde tiretilen
virusun, hiicre canliligi {izerine etkisi goriilmemistir. Yapilan arastirmalar virusun
temizlenmesi ve karaciger hasarmin spesifik immiin yanitlara bagli oldugunu
gostermistir. Akut infeksiyonda birgok viral antijene karst MHC (CD4+ T ve CD8+ T)
hiicre yanitlar1 goriilmektedir. CD4+ T hiicre yanitlar1 6zellikle kor ve polimeraz
proteinlerine, daha az olarak da ylizey proteinlerine kars1 gelisir. Virusun
temizlenemedigi kronik infeksiyonlarda CD4+ ve CD8+ T hiicre yanitlart belirgin
olarak azalmistir, buna karsilik hem akut hem de kronik infeksiyonlarda humoral
yanitlar goriilmektedir. Ozellikle Tiimoér Nekrozis Faktdr alfa (TNF-a) ve Interferon-
gamma (IFN-y), HBV’nin temizlenmesinde etkili olmaktadirlar. Bu sitokinler iki ayri
yolu aktive ederek niikleokapsidlerin ve wviral niikleik asidin yikilmasini
saglamaktadirlar. Akut infeksiyonda, virusu temizlemek i¢in immiin sistemin bir¢ok
kola aktive oldugu goriilmektedir. Transaminazlarin yiikseldigi donemde, HBV
proteinlerine kars1 antikor sentezlenmeye baslanmis olmaktadir. Bunlar i¢inde en kritik
olan1 anti-HBs’dir. Sinirli akut infeksiyon sirasinda HBcAg, HBeAg ve HBsAg’ye karsi
giiclii CD4+ T hiicre yanitlart geligmektedir (1, 7).

Iyilesen akut HBV infeksiyonunda CD4+ T hiicrelerinde Tip 1 sitokin yaniti
izlenmekte buna karsin kronik infeksiyonlarda Tip 2 sitokin yaniti olugsmaktadir. Kor,
zarf ve polimeraz proteinlerinin bir¢ok epitopuna karsi olan bu CTL yaniti, virusun
temizlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Fakat karaciger gibi solid organlarda bu
yanitlardan c¢ok, sitokinler virusun temizlenmesini saglamaktadir. TNF-a , HBV
mRNA’sinin yikimini hizlandirir, ayrica “kor promoter” TNF- a, IFN-y ve IFN- o’ya
duyarhidir ve bu sitokinlerin varliginda inhibe olmaktadir. HBV spesifik CTL’ler
karacigerdeki doku hasarindan da sorumludur, CTL infekte hepatositi tanityinca
apoptotik sinyal gonderir ve hepatositin Oliimiine neden olur. Biyopsi Orneklerinde
apoptotik hepatositler asidofilik “Councilman cisimcikleri” olarak goriiliir. CTL’ler
sitokinler araciligtyla bolgeye makrofaj ve Natural Killer (NK) hiicrelerini ¢agirir. Fazla
HBsAg eksprese eden olgularda bunun sonucunda fulminan hepatit gelismektedir (1,

15).
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2.1.3.1. HBV Infeksiyonunda Immun Yamittan Kacma Mekanizmalari

Gizli  bolgeler ve antijenik ozelligin kaybi: HBV karacigerin sikisik
parankiminde CTL saldirisindan kagabilir, ayrica virusun prekor/kor genlerinde olusan
mutasyonlarla HBeAg sentezi durmakta ve virusa karsi olugan immiin yanitlar oldukca
zayiflamaktadir.

Antikorlardan ka¢ma: Yiizey antijenlerinde “a” determinantlarinda meydana
gelen mutasyonlar, bu bolgeye karsi olusmus antikorlarin noétralizan etkisinden
kagabilmektedirler.

Antijen islenmesi ve T lenfosite sunumun etkilenmesi: Viral antijenlerde
degisiklige yol agan mutasyonlar, bu antijenlerin MHC antijenlerine baglanmasini ve T
hiicre resptorii (TCR) ile baglanma oOzgiilliigiinii etkiler. HBc proteininde meydana
gelen bazi mutasyonlarin, T hiicre tanimasini engelledigi ve hatta farkli baglanma
bolgeleri nedeniyle degisik T hiicre klonlari aktive ederek immiin yanit1 antagonize
ettigi gosterilmistir.

Aktive T hiicre yamitlarimi degistirilmesi: Virus yiikiiniin ¢ok fazla oldugu
durumlarda, uzun siireli maksimal T hiicre uyarisi, T hiicrelerinde yanitsizliga veya
apoptozis sinyaline neden olabilir. Bu durumda, subdominant epitoplarca uyarilan T
hiicreleri infeksiyonu kontrol etmeye calisir. Fakat bu yanit yeterli olmadigindan kronik
infeksiyon meydana gelir.

Immun yamti degistiren viral proteinler: HBcAg, IFN-B transkripsyonunu inhibe
etmektedir (1, 16).

2.1.4. Mutasyon Tiirleri

1- Nokta mutasyonlar:: Bir niikleotidin yerine diger bir niikleotid gegmektedir.

a) Transiyon: Bir piirin yerine diger piirinin veya pirimidin yerine pirimidinin
gectigi en sik rastlanan mutasyonlardir.

b) Transversiyon: Piirinin pirimidin ile degistigi veya tersinin goriildiigli nokta
mutasyonlaridir.

2- Yeniden diizenlenme mutasyonlari (rearrangements): Biiyik bolgeleri
ilgilendirir. Insersiyon veya delesyon seklinde olabilir. Translokasyonlar ve

inversiyon'lar da bu grupta incelenir.
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3- Frameshift mutasyonlar: Tek bir niikleotidin insersiyon veya delesyonu ile

okuma alaninda degisiklik meydana gelmesidir (17).

2.1.5. Hepatit B Virus Mutantlarn

Kismen ¢ift sarmalli bir DNA virusu olan HBV, yasam siklusu sirasinda
pregenomik RNA'dan revers transkripsiyonla rc-DNA'ya doniislir. Her ne kadar hizli
replikasyon yetenegine sahip bir virus olarak bilinse de; reverse transkriptaz enziminin
ilk okuma yetenegindeki zayiflik nedeni ile, bu asamada niikleotid yerlesiminde
yanligliklar meydana gelmekte ve sonucta genom yapisinda molekiiler diizeyde kiigiik
mutasyonel degisimler ortaya ¢ikmaktadir.

Klinik seyir, tedavi ve korunma agisindan énemli sorunlar yaratan bu duruma
tahmin edilenden daha sik rastlanmaktadir. Deneysel olarak HBV’nin mutasyon hizi her
infeksiyon yilinda 10.000 bp icin 1 niikleotid olarak hesaplanmustir. infekte bireylerde
her yil HBV'nin tek bir lokusunda 1.4-3.2x10” mutasyon olabilecegi hesaplanmistir.
HBYV uzun yillar kronik olarak kaldigindan, mutant kokenler zaman i¢inde birikmekte
ve popiilasyona hakim olmaktadirlar. Bunun yaninda antiviral tedavi verilmesi “wild
type” virusa gore, replikasyon iistiinliigii olan mutant viruslarin seleksiyonu daha hizl
olmaktadir (1).

HBV ile infekte olgulardan elde edilen degisik suslar iizerinde yiiriitiilen
caligmalar; genom Tizerindeki herhangi bir yerde (S, pre C/C, X, P, promoter ve
enhancer) ortaya ¢ikabilen bu mutasyonlarin;

a- Tek bir taban bazininin degisimi (nokta mutasyonu)

b- Bir veya daha fazla sayida niikleotidin silinmesi

c- Ayni1 sekansin diiz veya ters bigimde tekrar edilmesi

d- Niikleotid sekanslarinin yeniden diizenlenmesi

gibi farkli genetik mekanizmalarla olustugunu gostermistir (18).

Aktif bagistk cevap varligima ragmen virusta meydana gelen genetik
degisiklikler mutant susun hayatiyetini devam ettirmesine imkan saglamakta; bu durum
tanida karigikliklara; as1 c¢alismalarinda ise basarisizliklara yol agmaktadir. Bu

nedenlerle HBV mutantlarinin 6nemi her gegen giin biraz daha artmaktadir.
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2.1.5.1. Prekor/Kor Geni Mutasyonlari

Prekor bolgesinde goriilen en 6nemli mutasyon HBeAg'nin iiretilememesi ile
karakterize olan stop kodon olusumudur. Normalde prekor bélgesinde stop kodon
bulunmaz ve prekor bolgesinin baslangic kodonundan baslayan sentez islemi kor
bolgesinin start kodonu ile devam eder. Eger prekor bdlgesinin 1896 nci niikleotidindeki
guaninin (G) yerine adenin (A) gelirse triptofan kodonu da denilen kodon 28 (TGG),
stop kodon (TAG) haline gelir ve HBeAgnin prokiirsér proteini (p25) olusamaz. S6z
konusu nokta mutasyonu kor bolgesinin start kodonundan dnce meydana geldiginden ve
HBeAg ile HBcAg farkli mRNA molekiillerinden sentezlendiginden HBeAg iiretilemez
ancak HBeAg'nin sentezi devam eder (18) (Sekil 2.5.).

ATG PRE-C ATG TAG ATG ATG TAG
DNAp—— — —— DNA .—A.— _—
‘ ‘ ‘ Stop kodon "I_'rgnsla_syon

artinleri

Translasyon iiriinleri

ER?
p25c (i —— = >  EEEP
A — A Endoplasmik Niikleus?
Retikulum(ER)
Sabit kesim bolgesi Degisen kesim bolgesi
p15-18e = ilsenm 2 ———T 3§

P21C (e e e P> Virus

R SR ) ATG: Start kodon TAG: Stop kodon
Sinyal peptidi

Sekil 2.5.: HBeAg (+) ve HBeAg (-) HBV’de Prekor/Kor iirlinlerinin translasyonu (18).

HBV replikasyonu icin HBeAg translasyonu gerekli degildir. Yapisal gen
bolgesi olmayan prekor alaninda ortaya ¢ikan mutasyonlar viral replikasyonu etkilemez
aksine replikasyon yetenegine sahip HBeAg (-) mutantlarin ortaya ¢ikmasina neden
olur. Aynmi1 gen bolgesi tarafindan sentezlendikleri i¢in HBeAg ile HBcAg arasinda
yiiksek oranda homoloji vardir ve ortak immiinolojik determinantlara sahiptirler. Her iki
molekiilde sitotoksik cevapta hedef molekiil 6zelligindedir. HBeAg sentezleyemeyen

mutant sus muhtemelen konagin sitotoksik cevabindan kacarak hayatiyetini siirdiiriir;
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iistiinde HBeAg bulunan hepatositler anti-HBe'nin de etkinligi ile bir siire sonra lizise
ugrar ve sonugta HBeAg(-) mutant sus dominant hale gelir. Ancak akut HBV
infeksiyonunun dogal seyri sirasinda bu mutantlarin dominant hale gelmesi olagan
degildir. HBeAg(+) virus, genellikle infeksiyonun erken dénemlerinde bulunur.

Prekor mutantlarinin varligi asemptomatik HBV tasiyicilarinda, kronik HBV'li
olgularda, ciddi karaciger hastaligi olanlarda ve fulminant hepatitli hastalarda
gosterilmistir. Yapilan bir¢ok arastirmada kronik HBV'nin seyri sirasinda ortaya ¢ikan
HBeAg(-) vireminin hepatoselliiler hasar1 arttirdigi ileri stiriilmiis ve prekor/kor
mutantlarinin fulminant hepatit ile hizli progresyon gosteren kronik hepatit olusumunda
rol oynayabilecegine isaret edilmistir.

Kor promoter/enhancer II alanindaki (nt. 1634—1782), nokta mutasyonlar1 kisa
delesyonlar veya insertsiyonlar sonucunda pre-mRNA transkripsiyonunda azalma, C-
mRNA'da artis meydana gelmekte; HBeAg sentezi iptal olurken kor ve pol
proteinlerinin {iretimi artmakta ve sonucta viral partikiiller daha fazla olusmaktadir. Bu
bolgede en sik tanimlanan nokta mutasyonlart AT'den zengin ilk bdlgeyi (nt.1758-1762)
etkileyen A1762T ve G1764A mutasyonlaridir (18).

Bhat ve arkadaslari (18), 1990 yilinda HIV ile infekte homoseksiiel bir hastanin,
HBsAg ve HBeAg (+), anti-HBc seronegatif oldugunu tespit etmisler, HBV DNA
tizerinde yaptiklar1 incelemeler sonucunda prekor bolgesinde 36 bp’lik yer degistirme
yaninda prekor ve kor genlerinde iki nokta mutasyonu bulunan yeni bir varyant
tanimlamiglardir. Sonraki yillarda yapilan ¢alismalar ile kor-kor promoter bolgelerinde
cesitli degisiklikler bulunan yeni mutantlarin varlig1r gosterilmis ve kodon 84-101
arasindaki mutasyonlarin ciddi karaciger hasari ile iliskili oldugu tespit edilmistir (19,
20).

Kor bolgesi ile ilgili mutasyonlar siklikla immiinolojik olarak secime ugradigi
diisiiniilen T helper ve B hiicre epitoplarinda ortaya ¢ikar. Ancak CD8+CTL epitopunda
da (aal8-27) mutasyonlar tanimlanmistir. Kor bdlgesinin T helper epitopu i¢inde yer
alan aminoasit 12 pozisyonundaki treonin (Thr)’in serin (Ser) ile yer degistirmesi,
HBV'mun CD4+T hiicre cevabindan kagmasini saglamaktadir. Thr/Ser mutasyonunun
sadece Akdeniz iilkelerinde goriilmesi, bu tip mutasyonun daha c¢ok konaga ait
faktorlere bagli olarak meydana geldigini diisiindtirmektedir (18).

Kor promoter mutasyonlari, prekor mutasyonlar1 ile birlikte veya bunlar
olmadan da ortaya ¢ikabilir. HBV DNA iizerindeki kor promoter, X geninin 3'
terminalinde yer alir ve 3.5 kb'lhlk mRNA'min (pregenom-kor/polimeraz mRNA)
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transkripsiyonunu kontrol eder. Bu mRNA pregenom gibi davranarak kor proteini ve
DNA polimeraz-rt'nin sentezinde rol oynar. Kor promoter ayni zamanda HBeAg
prokiirsoriinii kodlayan ve biraz daha uzun olan 3.5 kb'lik mRNA (prekor mRNA)'nin
transkripsiyonunu da kontrol eder (18).

Bu nedenle kor promoter'da ortaya ¢ikan mutasyonlar hem RNA (pregenom-
kor/polimeraz mRNA veya prekor mRNA) hem de bunlarin gen {iriinlerinin
ekspresyonunu etkiler. Oysa spesifik mutasyonlarda sadece bir tip mRNA'nin
transkripsiyonu etkileneceginden ya tek basina HBeAghmin iiretimi durur ya da kor
proteinleri ile DNA polimerazin iiretimi bloke olur. HBV kor promoter'undaki iki
komsu mutasyonun (niikleotid 1768’de C yerine T ve niikleotid 1770°de T yerine A
gecmesi) pregenomik RNA transkripsiyonunda mindr artig (yaklasik 2-3 kat) ve bu
transkripsiyondan bagimsiz olarak viral enkapsidasyonda major artigla (on katdan daha
fazla) sonuglandigi ve ortaya ¢ikan mutantin fulminant hepatit ile yakindan iligkisi

oldugu bildirilmistir (19).

2.1.5.2. S Geni Mutasyonlar:

HBV kilif varyantlar1 ile ilgili olarak tanimlanan ilk 6nemli mutasyon;
allellerdeki subtip determinant ciftlerinde (d/y veya w/r) saptanmistir. Yapilan
incelemeler bu immiinolojik farkliligin esas olarak niikleotid 519 ve niikleotid 633'deki
degisiklikten kaynaklandigini ortaya koymustur. Sentez sirasinda niikleotid 519'daki
degisime bagli olarak HBsAg'nin 122 nci aminoasidinde bulunan lizinin (Lys) arginin
(Arg) ile yer degistirmesi durumunda "d" determinant1 "y" determinantina doniismekte;
ayni sekilde niikleotid 633'iin sorumlu oldugu 160 inc1 aminoasitteki lizinin yerine
arginin gegmesi "w" determinantinin "r" ye donmesine sebep olmaktadir. Her ne kadar
klasik HBsAg subtiplerinde (adw, adr, ayw, ayr gibi) "a" determinant1 ortak olmak
sartiyla en az iki farkli determinant daha bulunursa da nadiren bu determinantlardan biri
kaybolabilmektedir. Ornegin "adw" subtipinde 160 mnc1 aminoasitte yer alan lizin "w"
Ozgiilliigli saglamaktadir. Ancak bunun yerine asparagin (Asn) gelmesi ile bu 6zgilliik
kaybolmakta, sonucta "ad" subtipi ortaya ¢ikmaktadir. Bu duruma bir diger 6rnek "adr"
subtipindeki "d" determinantinin kaybolmas ile olugan "ar" subtipidir. Aminoasit 122

pozisyonundaki lizinin yitirilmesi ile iki degisik "ar" subtipi meydana gelmektedir.
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Bunlardan ilkinde 144 {incii aminoasitteki aspartik asit, glutamik asitle digerinde 145
inci aminoasitteki glisin (Gly) alanin (Ala) ile yer degistirmistir (18).

HBsAg fenotipleri arasinda farkli cografi dagilimlar goriilse de subtip
degisikliginin infeksiyonun dogasi lizerinde herhangi bir etkisi yoktur. Tiim subtiplerde
"a" determinanti ortak oldugundan ve bu bdlgeye karsi olusan antikorlar HBV'nun
hepatositlere baglanmasini engellediginden; ister asi, isterse dogal infeksiyonun
gecirilmesi ile herhangi bir subtipe karsi gelismis olan humoral bagisik yanit tiim
serotiplere karsi koruyuculuk saglar. Fakat "a" determinantindaki degisiklik hallerinde
klasik HBsAg subtiplerine kars1 meydana gelen antikorlarin koruyucu 6zelligi kalmaz.
Konagin humoral immiinitesinden kagis mutasyonlar1 genellikle sitotoksik lenfosit
aktivitesinin olmadig1 ancak yiiksek antikor seviyeleri ile baski altinda tutulan, ileri
derecedeki antijenik bolgelerde goriiliir. HBV kilifi iizerinde bu duruma en uygun bolge
124-147 nci aminoasitler arasinda yer alan "a" determinantidir. Yapisinda yedi adet
sistein (Cys) bulunan ve sisteinler arasi intramolekiiler disiilfid baglar1 sayesinde virion
disina dogru cikintt yapmis iki kivrim halindeki bu bolgenin dominant humoral bir
epitopta bulunmasi gereken tiim Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. "a"
determinantlarinin tam bir antijenik yap1 gosterebilmesi i¢in 142 nci pozisyonda prolin
bulunmasi gerekmektedir (Sekil 2.6.).

Ast ile iligkili ilk kacak mutant 1988 yilinda Italya'da gériilmiistiir. HBeAg (+)
anneden dogdugu i¢in pasif ve aktif immiinizasyon uygulanan bir bebegin yeterli
diizeyde anti-HBs'ye sahip oldugu halde bir siire sonra HBsAg ve HBeAg (+) hale
geldigi ve kronik hepatit gelistigi saptanmistir. Anne ve ¢ocuktan elde edilen HBsAg
epitoplari ile "monoklonal anti-a" antikorlari karsilagtirildiginda ¢cocuktan alinan HBsAg
epitoplarinin anti-a'ya annesininkinden daha az baglandig1 saptanmistir. Yapilan sekans
analizleri sonucunda anneye ait "a" determinantinin 145 inci pozisyonunda glisin
bulundugu halde ¢ocugunkinde arginin bulundugu ortaya konmustur. Normalde 587 nci
niikleotidde bulunan taban bazi guanin (G)'dir ancak mutant suslarda guanin, adenin (A)
ile yer degistirmekte, sonugta GGA (glisin) yerine AGA (arginin) sentezlenmektedir. Bu
durumda klasik HBsAg subtipleri ile hazirlanan asilarin koruyuculugu yeterli

olmamaktadir (18).
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Sekil 2.6.: Asidan sonra HBsAg’nin “a” determinantinda bildirilen baz1 mutasyonlar (Sistein molekiileri
arasindaki disiilfid kopriileri ile ¢ift loop konformasyonu gosteren "a" determinantt HBsAg'min 124-147
nci aminoasitleri arasinda bulunur) (18).

Korunma amaciyla "monoklonal anti-a" veya "poliklonal anti-HBs" verilen
karaciger transplantli bazi hastalar bir siire sonra aktif viral replikasyon gostergesi olan
HBV DNA acisindan tekrar pozitif hale gelmis; yapilan incelemeler sonunda bu
olgularda 145 inci aminoasitte glisin-arginin mutasyonu ve S proteininin diger
pozisyonlarinda (137, 142, 144, 146) da mutasyonel degisiklikler oldugu saptanmustir.

Kilif geni ile ilgili mutasyonlar, daha az siklikta, pre-Sl ve pre-S2 bolgelerinde
de (bir sekansin silinmesi, yer degistirmesi veya yeniden diizenlenmesi seklinde) ortaya
cikabilmektedir. Anti-HBs ve HBsAghnin birlikte pozitif oldugu kronik hepatitli bir
hastada pre-S2 bolgesinin 9-22 nci aminoasitleri arasinda 14 aminoasitlik kismin
silindigi ve “a” determinantinin ilk kivriminda iig, ikinci kivriminda ise bir aminoasidin
yer degistirdigi bir mutant tanimlanmistir (7, 18).

HBYV yiizey geni mutantlari ¢cok cesitli olup infeksiy6z ve patojendir. HBsAg'nin
“a” determinantindaki mutasyonlarin immiinproflaksi uygulanan tasiyicilarda ortaya
ciktigina isaret edilmis ve asilamanin giiclii bir humoral yanit olusturmasina karsin T
hiicre sitotoksik yanit1 olusturmadigi; oysa HBV ile dogal infeksiyon sonucunda gelisen
humoral bagisikligin CTL yanit1 ile birlikte olduguna dikkat ¢ekilmis, bu tip mutantlarin
as1 ile indiiklendigi ileri siirilmiis ve bunlara “as1 ile indiiklenen kagak mutantlar” adi

verilmigtir. Ancak “a” determinant mutantlarina asisiz tastyicilarda da rastlanmigtir (21).
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2.1.5.3. P Geni Mutasyonlari

Son yillarda diger viral hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilmis olan gansiklovir,
LAM ve famsiklovir (FAM) gibi pek ¢ok antiviral ilag, glinimizde HBV
replikasyonunu inhibe etmek amaciyla da kullanilmaktadir. Bu ajanlar her ne kadar
HBYV replikasyonunu baskilamakta oldukga etkili iseler de uzun siireli kullanimlarindan
sonra ilaca direngli HBV suslar1 ortaya ¢ikmaktadir. Su ana kadar ilaca bagli en iyi
tanimlanmis HBV mutantlart LAM'a direngli olanlardir ve bunlar HIV suslar ile ayn1
mutasyona sahiptirler (18).

LAM ile tedavi sirasinda P geninde pek ¢ok mutasyon gdsterilmis ve bunlardan
li¢ tanesinin ciddi LAM direncine neden olduklar1 saptanmistir. Polimeraz enziminin C
katlantisindaki  tirozin (Y), methionin (M), aspartat (D) ve aspartat (D)
aminoasitlerinden YMDD motifi, methioninin izoldsin veya valine degismesi (rtM2041
veya rtM204V), B katlantisindaki 16sinin methionine degismesi (rtL180M), valinin
16sine degismesi (rtV173L), lamuvidin direncinden sorumlu tutulmaktadir (22)
(Cizelge 2.2.).

YMDD mutantlart 6 aydan kisa siireli veya hi¢ tedavi almayanlarda
gosterilememistir. Tedavi siiresi uzadik¢ca mutant viruslar secilmekte ve popiilasyona
hakim duruma ge¢mektedirler. Diger iki P geni mutasyonu tek baslarina goriilmemekte,
YMDD mutasyonundan sonra gelismektedirler.

YMDD mutasyonlar1 S genini de etkilemekte ve 529 uncu pozisyondaki alaninin
threonine degismesi, S geninde stop kodon olusturmakta ve HBsAg sekresyonunun
durmasimna neden olmaktadir. Gene (rtV173L) mutasyonu da S geni 164 iinci
kodonunda degisiklige neden olarak HBsAg’ye karst immiin yaniti etkilemektedir (1)
(Cizelge 2.2.).

YMDD direnci LAM’1in yaninda, FAM ve lobukavir gibi diger rt enzim
inhibitorlerine de direng¢ gelismesine neden olur. FAM, YMDD mutasyonundan ziyade
rtnin B domaininde, rtV173L ve rtL180M pozisyonundaki mutasyonlara neden
olmaktadir. Bu tip B domain yer degistirmeleri, LAM tedavisini takiben YI/VDD ile
ilgili olarak da tanimlanmistir. S6z konusu mutant viral suglar immiinsuprese hastalarin

serumlarinda daha ytiksek titrelere ulasmaktadir (22).
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2.1.5.4. X Geni Mutasyonlari

X gen bolgesi virusun replikasyonu ve ekspresyonu i¢in ¢ok 6nemlidir. Ciinkii X
proteini HBV genlerini transaktive etmekte ve kor promoter, enhancer II, DR1 ile DR2
bu bolgede yer almaktadir. Dolayisiyla burada ortaya ¢ikan mutasyonlar s6z konusu
yapilari da etkilemektedir (18):

a- HBxAg regiilator bir protein olup HBV genleri yaninda farkli hiicresel gen
promoterlarinin da transaktivite edebilme kapasitesindedir. Bu nedenle X-ORF'de
meydana gelen nokta mutasyonlari ve delesyonlar beklenenden daha az viral gen
ekspresyonu ve replikasyonuna sahip bir fenotip olusturur. Sonucta HBV'na iliskin
serolojik gostergelerin ¢ogu veya tiimii (-) bulunur.

b- X bolgesindeki mutasyonlar; replikasyon sirasinda uzun ve kisa DNA
iplikciklerinin sentezinde 6nemli rol oynayan DR sekanslarinin biri veya her ikisinde
birden delesyonla sonuglanabilir.

c- X-ORF'nin 3' delesyonlar1 kor promoter'r elimine eder. Ancak bu durumda kor
polipeptidi; X promoter ve virus enhancer'in iist kisimlarinda yapilmaya devam edebilir.

d- Normalde pre-C sekansindaki delesyonlar viral replikasyonu etkilemez. Fakat
X bolgesindeki delesyon, pre-C bolgesi girisine kadar uzanir ise viral polimerazin
pregenomik baglanma alanlar1 ve pregenomik paketlenme sinyalini etkileyebilir.

e- X bolgesinin orta kismindan yukariya dogru uzanan delesyonlar polimeraz
ORF'nin 3' ucunu da i¢ine alir ve polimerazin kismi delesyonu ateniiasyona katkida
bulunur (18).

X geninde meydana gelen degisik mutasyonlarin fonksiyonel 6énemi tam olarak
acikliga kavusmamis olmakla beraber bu tip varyantlarin infektiviteleri zayif,
replikasyon seviyeleri diisiiktiir. Kronik HBV infeksiyonlu, HSK'l1, fulminant hepatitli
ve sirozun son doneminde bulunan hastalarda X geni {izerindeki 130 wuncu
(AAG—ATG, lizin—methionin) ve 131 inci (GTC—ATC, valin—izoldsin) kodonlarda
nokta mutasyonlart bildirilmistir. Her iki mutasyonda transaktivasyon i¢in gerekli olan
ve genomun 132-139 uncu kodonlar1 arasinda yer alan enhancer II-kor promoter
bolgesine lokalizedir. Niikleotid 1655'deki C'nin T ile yer degistirdigi bir nokta
mutasyonu da tanimlanmistir. Nikleotid 1770-1777 arasindaki 8 niikleotidlik
delesyonunun DNA ekspresyon ve replikasyonunu baskiladigi ve sonugta HBsAg'in (-)
hale geldigi bildirilmistir (Cizelge 2.2.).
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HBx mutantlar1 beklenen serolojik profilden sapmalar gosteren hastalar, anti-
HBc (-) yliksek diizeyde viremik hepatitliler, renal diyalize giren bireyler ve cok kan
transfliizyonu yapilan hastalarda da gosterilmistir. Serolojik olarak sessiz nonB-nonC

hepatitli olgulardan bu tip mutantlarin sorumlu olabilecegi tahmin edilmektedir (18).

Cizelge 2.2.: RNA kodon tablosu (Bu tablo 64 kodonu ve her kodonun kodladigi aminoasitleri

gostermektedir. Kodonlarin DNA’daki yonii: 5'—3' seklindedir.) (23).

2. baz
U C A G
Fenilalanin (Phe/F) . Sistein (Cys/C)
UUU, UUC Serin (Ser/S) Tirozin (Tyr/Y) UAU, | UGU, UGC
UAC Opal (Stop)
UCU, UCC,

N UAA Ochre (Stop) | UGA
Lésin(LewL) UUA, | UCA, UCG UAG Amber (Siop) | Triptofan
UuG (Trp/W) UGG

. Histidin (His/H)
Lésin (Leu/L) CUU, (P:ré’g“ ggg/ Py 1 cau, Arginin (Arg/R)
CUC, CCA’ ’ CAC CGU, CGC,
Lbaz CUA, CUG o Glutamin (GIn/Q) CGA, CGG
CAA, CAG
Serin (Ser/S)
Izolosin (Ile/I) AUU, | Treonin (Thr/T) | Asparagin (Asn/N) AGU,
AUC, AUA ACU, ACC, AAU, AAC AGC
Metiyonin, Start ACA, Lizin (Lys/K) AAA,
(Met/M)AUG ACG AAG Arginin ( Arg/R)
AGA, AGG
. Aspartik asit (Asp/D) | Glisin (Gly/G)
Valin (Val/V) GUU, é?{‘;né‘é?/ A) | GAU, GAC GGU. GGC,
GUC, GUA, GUG GC A, GC G’ Glutamik asit (GIw/E) | GGA
’ GAA, GAG GGG

2.1.6. Virusun Stabilitesi

HBV’nin inkiibasyon siiresi 6-25 hafta arasidir (fiziksel ve histolojik belirtiler
cikmadan 6nce). HBV,serum igerisinde 30-32 °C’de saklandiginda en az 6 ay, -20
°C’de ise 15 yil infektivitesini kaybetmemektedir.

Cok yogun olmayan virus eter ve asit (pH:2,4) etkisinde 6 saatte, 98 °C’de 1
dakikada veya 60°C’de 10 saatte infektivitesini yitirmektedir. Serum igerisindeki
virusun infektivitesi dogrudan kaynatmakla 2 dakikada, 121 °C ve 0,5 atmosfer basing

altinda 20 dakikada, 160°C’de kuru sicak hava ile 1 saatte kaybolmaktadir.
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500 ppm klor soluyonunda 10 dakikada, %0.1-2 siv1 gluteraldehid, %70’lik
izopropil alkol, %80’lik etil alkolde 2 dakikada inaktive oldugu gdsterilmistir.

HBsAg iceren kan, plazma ve diger kan iirlinlerinin ultraviyole isinlarina maruz

birakilmasinin infektivite ve antijenik yap1 lizerine etkisi yoktur. Kurutulmus virus 25

derecede saklaninca bir hafta canliligin1 korur (1).

2.1.7. Epidemiyoloji

2.1.7.1. Bulasma Yollar

HBYV temel olarak parenteral yolla, infekte kan ve sivilarla perkutan ve mukozal
temas, infekte kisiyle cinsel iligki ve perinatal yolla bulagmaktadir.

Perkutan (parenteral yol): HBV’nin bulagmasinda en 6nemli kaynak; enfekte
bireylerin kan1 ve viicut sivilaridir. Infekte kan ve kan diriinleri nakli, damar igi
uyusturucu kullananlarda ortak enjektor kullanimi ve diger ortak kullanilan kesici-delici
aletler araciligi ile bulagma virusun en 6nemli bulasma yoludur.

Cinsel yolla bulasma: Tasiyicilarin cinsel salgilarinda HBV bulunmakta ve
cinsel eslerinin mukozal giris kapilarindan girerek infeksiyona neden olmaktadir.
Ozellikle yiiksek ve orta endemisite bolgelerinde baslica bulasma yollarindan biridir.
Homoseksiieller en riskli gruplardan birini olusturur.

Taswyict anneden bebege bulagma: Transplasental (in utero), perinatal veya
postnatal anne siitii ile bulagma olabilir. En sik dogum sirasinda infekte kan ve salgilar
araciligiyla bulagsma olmaktadir. HBeAg (+) olan annelerden bulagsma daha yiiksek
orandadir.

Horizontal bulagma: HBV niin parenteral, perinatal ya da cinsel temasin
gdsterilemedigi durumlarda gériiliir. Ozellikle endemisitesi yiiksek ve orta bolgelerde
etkin bulagma yollarindan biridir. Kalabalik topluluklar halinde ké&tii hijyen ve diisiik
sosyoekonomik durumda yasayanlar, mental 6ziirliiler bu yolun risk grubunu
olustururlar. Bu bulagma yolunun nedeninin kan, tiikiiriik ve ser6z sivilarin defektli
ciltle temas1 sonucu oldugu kabul edilmektedir (1, 7).

Ulkemizde HBV’niin bulagsmasinda dort bulasma yolunun da etkin oldugu

diistiniilmektedir. Cocuklarla ilgili HBV bulasma yollarina iliskin ayrintili ¢calismalar
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yoktur. Erigkinlerde yapilan ¢aligmalarda ise HBV infeksiyonu olan olgularin yaklasik
yarisinda bulagsma yolu saptanamamistir. Bu sonug¢ horizontal bulasma yolunun, diisiik
sosyoekonomik diizey ve kalabalik yasam kosullarina bagl olarak iilkemizde etkin bir

yol oldugunu gdstermektedir.

2.1.7.2. Diinyada HBV Infeksiyonu

Diinya niifusunun yaklasik %5’inde kronik HBV infeksiyonu vardir (300 milyon
kisi). Her yil yaklasik 500 bin ile 1 milyon kisi HBV ile ilgili nedenlerden 6lmektedir.
HBV infeksiyonunun goriilme sikligit ve yaygin bulasma sekli diinyanin farkh
bolgelerinde degisiklikler gostermektedir. Buna gore diinya {iilkeleri 3 gruba ayrilir:

1- Yiiksek endemisite bolgeleri: Toplumda HBsAg pozitifligi %8’in iizerindedir.
Diinya niifusunun %45°1 bu bolgelerde yasar. Japonya ve Hindistan diginda kalan bir¢cok
Asya tlilkesi, Amazon bolgesi, Pasifik adalari, Avustralya ve Yeni Zelenda yerlileri bu
grupta yer alir. Bu iilkelerde hayat boyu HBV ile karsilasma riski %60’tan fazladir.

2- Orta endemisite bolgeleri: HBsAg pozitifligi %?2-7 arasida olup, Diinya
niifusunun %43’ bu bolgelerde yasar. Bu bolgelerde hayat boyu HBV ile karsilagsma
riski %20-60 olup, infeksiyon tiim yas gruplarinda goriiliir. Kuzey Afrika iilkeleri,
Ortadogu tilkeleri, Tiirkiye’ninde icinde bulundugu Akdeniz havzasi, Dogu Avrupa ve
Rusya orta endemisite iilkeleri arasinda yer alir.

3- Diisiik endemisite bolgeleri: Toplumdaki HBsAg pozitifligi %2 nin altindadir
ve Diinya niifusunun %12’si bu bdlgelerde yasar. A.B.D., Kuzey ve Bat1 Avrupa
tilkeleri ve Avustralya diisiik endemisite iilkeleridir. Bu tilkelerde hayat boyunca HBV
infeksiyonuyla karsilasma riski %20’den azdir. Infeksiyonlarm ¢ogu eriskinlerde ve risk
gruplarinda goriiliir. Seksiiel temas en 6nemli bulagsma yoludur. A.B.D.’nde kronik

HBYV prevalans1 % 0.35, HBV ile karsilasma oran1 % 5’tir (1, 7).

2.1.7.3. Tiirkiye’de HBV Infeksiyonu

Orta endemisite bolgesinde yer alan iilkemizde HBsAg pozitifligi %1-14.3

arasinda bildirilmistir. Istanbul ve izmir gibi bati illerimizde %3-4.5 gibi daha diisiik
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oranda HBsAg pozitifligi gosterilirken Diyarbakir, Elazig, Van gibi Giineydogu ve
Dogu Anadolu illerinden %8-14.3 gibi yiiksek oranlar bildirilmistir (1).

2.1.8. Klinik Belirti ve Bulgular

2.1.8.1 Akut Infeksiyon

Inkubasyon dénemi alinan virus miktar1 ve kisinin immiinite durumuna baglh
olarak 45-180 giin olarak belirlenmistir. Akut infeksiyon, asemptomatik infeksiyon,
sariliklt kolestatik hepatit nadiren de fulminan hepatit olarak farkli klinik tablolarda
goriilebilir. Virusun alinmasindan 6 hafta sonra HBsAg ve diger aktif viral replikasyon
gostergelerinin pozitiflesmesiyle birlikte biyokimyasal testlerde bozulma ve klinik

belirtiler ortaya cikar (7).

2.1.8.2. Kronik Infeksiyon

Akut infeksiyonu takiben, HBsAg pozitifliginin 6 ayr ge¢mesi durumunda
kronik HBV infeksiyonundan kuskulanilmalidir. Boyle olgularda anti-HBs saptanamaz.
HBYV infeksiyonunun kroniklesmesi ile yas ve immiin sistemin durumu arasinda siki bir
iligki vardir. Dogum sirasinda infeksiyonu alan bebeklerde kroniklesme 9%80-90
oranindadir, 6 yas altinda olanlarda %30, eriskenlerde ise %5-10 civarindadir. Kronik
infeksiyon riski, hemodiyaliz hastalari, organ transplantasyon alicilar1 ve kemoterapi
hastalarinda yiiksek olarak bulunmustur.

Olgularin  ¢ogunda infeksiyon asemptomatiktir. Transaminazlar normal,
karaciger biyopsisinde normal histolojik yap1 ya da portal alanda minimal mononiikleer
hiicre infiltrasyonu goriilebilir. Bu olgulara kronik persistan hepatit denir.

Olgularin %25’inde ise orta-belirgin derecede karaciger enzimlerinde yilikselme
ve biyopside “piecemal” nekrozu, lobuler inflamasyon ve asidofilik “Councilman
inkliizyon cisimcikler” goriiliir, boyle olgular da kronik aktif hepatit olarak adlandirilir.

Kronik aktif hepatitte klinigin agirhigma gore degisen siirelerle, karaciger sirozuna
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ilerleme goriilebilir. Siroz gelisiminden sonra 5 yillik sagkalim orant %50 olarak
bildirilmektedir. Prognoz karaciger hasarinin derecesi ile iligkilidir.

Olgulari %50’sinde aktif viral replikasyon vardir ve serum aminotransferazlari
yiiksektir, bunlarin %15-20’sinde 5 yil icinde siroz goriiliir. Olgularin her yil %?7-
20’sinde HBeAg spontan olarak kaybolur ve bu karaciger hastaliginin alevlenmesi ile
beraberdir. HBsAg yillik %1-2 oraninda spontan olarak kaybolur fakat bu hastalar,

Omiirlerinin sonuna kadar infekte kalirlar(1, 7, 8).

2.1.8.3. Hepatoselliiler Karsinoma (HSK)

Diinyada her y11 500.000 kisi HSK nedeniyle 6lmektedir. HBV infeksiyonu HSK
gelismesinde en 6nemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir. HBV ile infekte kisilerde
hayat boyu HSK gelisme riski %10-25 olup, infeksiyonun baslamasindan yaklasik 30-
50 yil sonra gelisir. Hastada siroz gelismigse HSK riski daha da artar (1, 8, 24, 25)
(Sekil 2.7.).

Kronik HBV infeksiyonu

A \ 4 <%1 v v

Kronik Hepatit B inaktif tagtyicilik

I
HBeAg(+) hepatit B i¢in %2-6
HBeAg(-) hepatit B i¢in %8-10

y

Kompanse %2-3
Karaciger Sirozu

%3-5 l ;
Dekompanse %7-8 Hepatoseliiler
Karaciger Sirozu Karsinom
%20-50
%20-50 | Olim
g

Sekil 2.7.: KHB’nin seyrinde farkli klinik durumlara progresyonun tahmin edilen yillik yiizde oranlar

A3).
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2.1.9. Tedavi

2.1.9.1. Akut Infeksiyonun Tedavisi

Destek tedavisi uygulanir, 6zgiil bir tedavisi yoktur. Hastanin karaciger
yetmezligi yoniinden yakindan takip edilmesi gerekir. Diyet kisitlamasina gerek yoktur.
Klinik ve biyokimyasal iyilesme saglanana kadar alkol alimi, basta analjezik, trankilizan

ve sedatifler olmak tizere hepatotoksik ila¢ kullanim1 yasaklanmalidir (1, 26).

2.1.9.2. Akut Fulminan Hepatit B Tedavisi

Akut karaciger yetmezligi (AKY) olan hastalarin c¢ogunda, Kkaraciger
transplantasyonu yapilmazsa 6liim meydana gelir. Bu hastalar yogun bakim iinitesinde
takip edilmelidir.

Infeksiyon tedavisi: Infeksiyon sik goriilmekte olup AKY olgularmin %11’inde
6liim nedeni sepsistir. Ik hafta gram pozitifler agirlikli olarak bakteriyel infeksiyonlar,
iki hafta sonra fungal infeksiyonlar gelisir. Bu nedenle kiiltiirler ve mikrobiyolojik
incelemeler icin uygun materyaller alindiktan sonra ampirik olarak uygun
antibiyotikler/antifungaller baglanmali ve kiiltiir sonuglarina gore antimikrobiyal tedavi
tekrar gozden gecirilmelidir.

Antiviral tedavi: LAM ve ADV, HBV replikasyonunu inhibe ederek serum HBV
diizeylerinde hizli bir sekilde azalmaya neden olur. IFN alfa immiinostimulan etkisi

nedeni ile fulminan hepatit B infeksiyonunda tehlikeli olabilir (1, 26).

2.1.9.3. Kronik Hepatit B Tedavisi

Akut HBV infeksiyonundan sonra HBsAg’nin 6 aydan daha uzun siire pozitif
oldugu hastalar tan1 yoniinden ikiye ayrilir:

1- Serum HBV-DNA diizeyi 10° kopya/ml’den fazla, AST-ALT seviyeleri
devamli veya aralikli olarak yiiksek ve karaciger biyopsileri kronik hepatiti gosteren

(nekroinflamatuar skor>4) hastalar “KHB” olarak tanimlanir.
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2- Serum HBV-DNA diizeyi 10° kopya/ml’den az, AST-ALT seviyeleri devaml
olarak normal, HBeAg (-), anti-HBe pozitif, karaciger biyopsilerinde belirgin hepatit
olmayan (nekroinflamatuar skor<4) hastalar “inaktif HBsAg tasiicisi” olarak
tanimlanir.

KHB’nin siroz, HSK ve 6liime progresyonunu onlemek i¢in etkili bir sekilde
tedavi edilmesi gereklidir. KHB’si olan hastalarda tedavinin hedefleri kalict HBV-DNA
baskilanmasi, serum  ALT  seviyesinin  normallesmesi  ve  karaciger
nekroinflamasyonunda iyilesme saglanmasidir. Uzun dénemde amaglar ise sirozun, son
donem karaciger hastaliginin ve HSK gelisiminin 6nlenmesi, yasam kalitesinde iyilesme
ve daha sonra survinin uzatilmasidir.

Olusacak komplikasyonlarin tedavileri de g6z Oniine alindiginda KHB’nin
tedavisi maliyet-etkin olarak bulunmustur. KHB’nin tedavisinde kullanilacak ilacin
uygun risk-yarar profili olmali, kalict etkinlik saglamali, sinirli toksisitesi olmali ve hig
veya minimal viral direng gelisimi olmalidir. KHB tedavisi i¢in Tiirkiye’de onaylanmis

olan ilaglar IFN alfa, LAM ve ADV’dir (3, 25, 27).

2.1.9.3.1. interferon Alfa Tedavisi

IFN alfa KHB tedavisinde yillardir kullanilmaktadir. HBV infeksiyonunun
kroniklesmesinde sebebi ve 6zelligi tam olarak anlasilamamis bir immiin yetersizlik
halinin oldugu kabul edilmektedir (28). Cesitli ¢alismalarda gosterilen yetersiz immiin
yanit gostergelerinden birisi de yetersiz IFN iiretimidir. KHB'li hastalara verilecek olan
IFN ile bu eksiklik kismen yerine konur.

IFN, HBV infeksiyonunda 2 mekanizmayla antiviral etkide bulunur.

1. Direkt antiviral etkiyle viral DNA sentezini inhibe eder ve 2-5 oligoadenil
sentetaz, protein kinaz ve ribontikleaz gibi antiviral enzimleri aktive eder.

2. IFN immiinomodulatdr 6zelligi ile immiin sistem {izerinde MHC simif I antijen
ekspresyonunda artma, dogal oOldiiriicii hiicre aktivitesinde artis, antijen sunan
hiicrelerin aktivitesinde artis, dogal IFN salgisinda artma gibi etkileri sonucu

HBYV ile infekte hepatosite kars1 hiicresel immiin yaniti artirir.

Bunca olumlu etkilerine ragmen KHB tedavisinde IFN deneyimleri tedavi i¢in

uygun goriilen hastalarin ancak %30-35'inde tam bir cevap elde edilebildigini
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gostermektedir (29). Ancak tedaviden sonra hastalarin yaklasik olarak %50’sinde niiks
goriilmektedir.

IFN alfa tedavisi dekompanse sirozu olan hastalarda ciddi infeksiyon ve hepatit
alevlenmesi riski nedeniyle giivenli degildir. Ayrica immiinsupresif hastalarda da
kontrendikedir. IFN alfa ile tedavi parenteral uygulamay1 gerektirir ve tedavi esnasinda
istenmeyen yan etkiler oldukc¢a siktir. Grip benzeri sikayetler, istahsizlik, bulanti,
myalji, artralji, emosyonel degisiklik, depresyon gibi yan etkilere neden olabilir. Bu yan

etkiler olursa doz ayarlamasi veya tedavinin kesilmesi gerekebilir (1, 3).

2.1.9.3.2. Kronik Hepatit B’de Kullanilan interferon Disindaki Tedavi

Secenekleri

Niikleozid analoglari: LAM, FAM, adenin arabinosid, gansiklovir, pensiklovir,
ADV, lobukavir, entekavir, emtrisitabin, vs.

Immunnomodulatuvar ilaglar: Kortikosteroidler (prednizon, prednizolon), diger
IFN’ler, levamisole, koloni stimiile edici faktor, interlokinler( IL-2, IL-10, IL-12), HBV
asilar1 (regiiler agilar, molekiiler olarak modifiye edilmis CTL uyarici asilar).

Molekiiler biyolojik yontemler: DNA asilari, antisens oligoniikleotidler,
ribozimler, DNA riboniikleazlar, dominant (-) mutantlar, ilaglarin karacigere

hedeflenmesi ile yapilan tedaviler (27).

e Niikleozid Analoglar:

Niikleozid analoglari, niikleozidlerle yapisal benzerlik gésteren ve DNA
sentezini bozan molekiillerdir. Niikleozid analoglarmin olasi etki mekanizmalar
sunlardir (27):

1. DNA polimerazin niikleozid baglanma bdlgesine baglanip fonksiyonunu
inhibe edebilirler.

2. DNA yapisina girip fonksiyon dist DNA yapabilirler.

3. Niikleozidlerle kompetisyona girebilirler.

4. DNA sentezine girip sentezi bloke edebilirler.

5. DNA polimerazin diger enzimatik bdlgelerinin fonksiyonunu bozabilirler.
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e Lamivudin Tedavisi

Bir sitozin analogu olan LAM hepadnavirus DNA sentezini sonlandirarak virus
replikasyonunu inhibe eder. LAM, KHB tedavisinde kullanim i¢in A.B.D.’nde 1998
yilinda onay almistir. KHB’li hastalarin tedavisinde LAM’1n giivenli, etkili ve iyi tolere
edilebildigi kanitlanmigtir. Nadiren ilaca bagli pankreatit, laktik asidoz goriilebilir.
LAM oral olarak 100mg/giin dozunda kullanilir. LAM’la tedavi siiresi belli degildir.

Eriskin ve pediatrik hastalarda yapilan plasebo kontrollii klinik calismalarin
sonucuna gore 52 hafta LAM tedavisiyle HBV replikasyonunda azalma, ALT
seviyelerinde normallesme, HBeAg serokonversiyonu gelisimi ve karaciger

histolojisinde diizelme anlamli olarak elde edilmistir (3).

0 Lamivudin Direnci

Uzun siire LAM alan hastalarda viral izolatlarin incelenmesi sonucu dirence
neden olan baz1 mutasyonlar tespit edilmistir.

HBV polimeraz enzimi A’dan E’ye isimlendirilen 5 farkli domainden
olugmaktadir. Bu domainlerden A, C ve D niikleotid trifosfatlarin baglandigi ve
katalizlendigi bolgelerdir. B ve E ise sablon RNA ve primerin karsilikli getirilmesi ve
aktif enzimatik bolgenin bu alana yanasmasini saglayan bolgelerdir (Sekil 2.8.). YMDD
( triozin, metionin, aspartat, aspartat) aminoasitlerinden meydana gelen motif
niikleozidlerin baglanma bdlgesi olup polimeraz enziminin katalitik fonksiyon gdsteren
C domainine yerlesmistir. Bu motifteki mutasyonlar LAM direnci ile yakindan
iliskilidir. LAM direnci ilacin uzun siire kullanimindan sonra kendini gostermektedir.
Baslangicta transplantasyon hastalarinda tanimlanmis olmasina ragmen zamanla immiin
kompetan hastalarda da varlig1 gosterilmistir (27).

Baglica gelisen mutasyon, HBV polimeraz geninin YMDD motifinde
metioninin, valin veya izolosin ile yer degistirmesi (rtM204V/I mutasyonu) sonucu olur
(30). Bu mutasyonun prevalansinin 24 iincii haftada %10, 52 nci haftada %24 ve 5 inci
yilda %65 olmak lizere LAM tedavi siiresi ile arttif1 gosterilmistir (27). 2 yildan fazla
tedavi edilen HBeAg (-) hastalarda da direngli mutantlarin gelisimi %57-64 oraninda
bildirilmektedir (31).

LAM direnci ile ilgili mutasyonlar baslica 3 grupta incelenmektedir ve

polimeraz enziminin B ve C domainlerine yerlesmislerdir (Cizelge 2.3. ve Cizelge 2.4.).
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Cizelge 2.3.: LAM direncine sebep olan baslica mutasyonlar (27).

Kodon Dizisi Polimeraz Domain’i
rtL180M /
Grup 1 V204V B+C
Grup 2 rtM204I1 C
rtF179L +
Grup 3 rtM204V BxC

Cizelge 2.4.: HBV Polimeraz rt gen bolgesinde LAM’a direng mutasyonlari (32).

HBYV Polimeraz rt Gen Bolgesinde LAM’a Direng Mutasyonlari

Mutasyon Ad1 Niikleotid ve aminoasit degisimi
ATG-GTG (Metionin-Valin) YVDD
M204V/1 (YMDD motif) ATG-ATT (Metionin-Isolosin)
YIDD
1169T ATT-ACT (Isolosin-Threonin)
GTG-ATG (Valin-Metionin)
V207L/M GTG-CTG (Valin-Losin)
V214A GTA-GCA (Valin-Alanin)
Q2158 CAG-TCG (Glutamin-Serin)
V173L GTG-CTG (Valin-Losin)
L180M CTG-ATG (Losin-Metionin)

LAM direnci gelismesi ile ilgili risk faktorleri; (3).
1- Baglangigta yiiksek HBV-DNA diizeyi olmasi
2- Baslangicta ALT nin ¢ok yiiksek olmasi
3- Viicut kitle indeksinin fazla olmasi
4- Daha 6nce FAM tedavisi almis olmak

5- Baglangig virolojik yanitin yetersiz olmasi
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Terminal Protein Spacer RNase H

Lamivudin Mutasyonlari

A

4 L180M YMDD \

173L 204V
1 ; 344

FG A B BE

Sekil 2.8.: HBV polimerazindaki LAM mutasyon alanlari (33).

LAM direncine sebep olan mutasyonlarin hemen hemen tamami YMDD
motifine yerlesmistir. Metionin yerine valin (YVDD) veya izolosin (YIDD)
gelmektedir. Bu degisiklerin diger niikleozid analoglarina da diren¢ anlamina gelmedigi
tekrar vurgulanmalidir. Ornegin ADV ve labukavire her iki mutasyonda hassastir.

LAM direnci HBV-DNA’nin tekrar pozitiflesmesi ve genellikle ALT
yiikselmesiyle karakterizedir. Kronik B hepatitli LAM kullanan hastalarda 6 nc1 aydan
itibaren genotipik direng¢ goriiliir. Direng oranmi farkli calismalarda farkli bildirilmistir.
Ornegin bir yillik tedavi sonunda Asya calismasinda %14, A.B.D. calismasinda %32
direng bildirilmistir. Asya calismasinda 2 yillik takibi tamamlayan hastalarda toplam
direng orant %40 olarak saptanmistir (2 yil tedaviye girmis olan hastalarin %31°1 2 nci
yilda diren¢ gelistirmis). Ayn1 hastalarin 4 yillik takiplerinde diren¢ oraninin %66’ya
ciktig1 bildirilmektedir (27).

Virus ne kadar ¢ok replike olursa diren¢ sorunu o kadar biiylik olmaktadir, bu
nedenle transplantasyon hastalarinda diren¢ daha biiylik bir problemdir. Prekor varyant
ile infekte hastalarda diren¢ Wild tiple infekte olanlarla ayni oranda goriilmektedir (27).

LAM direnci hepatit progresyonuyla karaciger sirozuna, siroz hastalarinda
dekompansasyona, HSK gelismesine ve karaciger transplantasyonu gereksinimine
neden olabilir (34). Dekompanse sirozu veya karaciger transplantasyonu sonrasi

rekiirren hepatit B’si olan hastalarda YMDD mutant HBV gelismesi yiiksek
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insidanshidir ve klinik olarak progresif karaciger hastalig1 seklinde sonuglanir (35). Bu
nedenle LAM’a direncli hastalar icin giivenli, etkili, alternatif veya ek antiviral

tedavilere ihtiyag¢ vardir (3).

e Adefovir Dipivoksil Tedavisi

ADV, LAM’a diren¢li ve mutant HBV infeksiyonlar1 da dahil olmak iizere,
hepatit B viral replikasyonu olan yetiskinlerde KHB tedavisinde kullanilan bir adenin
niikleotid  analogudur (2). ADV, (9-(2-bis[pivaloyloxymethyl] phosphonyl
methoxyethyl)adenine) (PMEA) dAMP nin asiklik analogudur. ADV, KHB nin tedavisi
icin A.B.D.’de Eyliil 2002°de, Avrupa’da Mart 2003’de ve Tiirkiye’de Ekim 2003°de
onay almistir.

ADV’nin invitro olarak hepadnaviruslar, retroviruslar ve herpes viruslara karsi
giiclii etkili oldugu gosterilmistir (3). ADV’nin invitro olarak bilinen tim LAM,
emtrisitabin, FAM ve HBIG’ye direngli HBV’lerine kars1 etkili oldugu gdsterilmistir
(36).

ADV, adefovirin oral alinabilen bir 6n ilacidir. Oral olarak iyi emilmedigi i¢in 2
adet pivalic asit grubuyla esterlestirilmis ve oral olarak iyi emilebilen bir prodrug haline
getirilmistir (bis-POM PMEA) (adefovir dipivoxil). Insan hepatoma hiicrelerinde HBV
icin EC50 degeri 0.05 mol/L iken ayni hiicreler icin CC50 degeri 15 mol/L’dir.
Selektivite indeksinin 300 olmasi ilacin emniyetini gostermektedir.

ADV’nin difosfat formu dAMP’nin DNA yapisina girmesini kompetitif
inhibisyonla 6nler ve DNA sentezinde zincir sonlanmasi yapar. Antiviral etkisine ilave
olarak ADV, NK hiicreleri aktive eder ve muhtemelen endojen IFN’ler araciligi ile
immiin cevabi1 kuvvetlendirir (27).

Oral olarak alman ADV, gastrointestinal kanalda absorbsiyon siiresince ve
sonrasinda hizli bir gekilde spesifik olmayan esterazlarla enzimatik hidrolize ugrar ve
ADV olusur. ADV hiicre icine tagimnarak burada 2 fosforilasyon reaksiyonu ile aktif
molekiil olan ADV difosfata cevrilir. KHB’li veya saglikli kisilerde ADV 10mg tek doz
oral alindiktan sonra maksimum plazma konsantrasyonuna ortalama 0.76-1.75 saat
sonra ulasir. ADV’nin oral biyoyararlaniminin iyi oldugu gosterilmistir (yaklasik %60)
ve plazma farmakokinetigi yemeklerle etkilenmez. Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda
ADV’nin barsaklar, bobrek ve karaciger gibi ¢cogu dokuda yiiksek konsantrasyonda
dagildig gosterilmistir.
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ADV bobreklerden glomeruler filtrasyon ve aktif tubuler sekresyonla
degismeden elimine edilir. ADV eliminasyon 0ncesi metabolize olmaz. Caligmalarda
ADV’ye bagh renal toksik etkiler insanlarda verilmesi onerilen giinlik 10mg tedavi
dozunun yaklasik 3-8 kat fazlasi verildiginde goriilmiistiir ve en dnemli doz kisitlayici
toksisitesidir. Bu renal tubuler nefropatinin insidans ve siddeti tedavi dozu ve siiresiyle
iligkilidir. ADV eliminasyonunun bdbrek dis1 yolu bildirilmemistir. Hemodiyaliz
hastalar1 veya kreatinin klirensi <50ml/dk olan hastalarda doz ayarlamasi gereklidir.
Bununla beraber orta veya siddetli karaciger yetmezligi olanlarda ADV’nin
farmakokinetigi ile ilgili belirgin degisiklik goriilmemistir. ADV yaklagik olarak 12-36
saat olan uzun bir hiicre i¢i yar1 6mre sahiptir ve giinde bir kez verilebilir.

Genis plasebo kontrollii klinik ¢alismalarda ADV’nin hem HBeAg (+) hem de
HBeAg (-) KHB’li hastalarda biyokimyasal, virolojik ve histolojik iyilesme sagladigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda 48 haftaya varan tedavilerde bu ilaca kars1 direng gelisimi
bildirilmemistir.

ADV ile 3 yila varan uzun donem tedavinin sonuglarinda yanitlarda virolojik,
biyokimyasal ve histolojik cevabin stabil oldugu gosterilmistir. 15 ilkenin 86
bolgesinden toplam 695 hastanin bulundugu ADV’nin faz III klinik ¢alismasindaki
sonuglara gore; KHB’li hastalarda 10 mg ADV tedavisi hastalarda HBV genotipi,
HBeAg durumu (pozitif veya negatif) veya irktan bagimsiz olarak benzer antiviral etki
gostermistir. Bu c¢alismada 96 nci haftaya kadar higbir hastada ADV’ye direng
goriilmezken, 96 nc1 haftadan sonra sadece bir hastada ADV’ye direng saptanmuistir (3).
Bu hasta LAM tedavisine klinik ve virolojik yanit vermistir.

Kompanse KHB’li HBeAg negatif 185 hastanin 2:1 oraninda randomize edildigi
cok merkezli, ¢ift kor, plasebo kontrollii bir ¢aligmada 48 haftalik tedavi sonras1t ADV
tedavisi alan grupta anlamli olarak histolojik, virolojik ve biyokimyasal iyilesme oldugu
goriilmiistiir. Yan etki profili plaseboya benzer olarak bulunmustur. ADV’ye direncli
HBYV polimeraz mutasyonu goriilmemistir.

Yapilan klinik caligmalar sonucu LAM’a direngli KHB’li hastalarda da
ADV’nin etkili oldugu kanitlanmistir (3). LAM’a direngli hastalarda devam eden LAM
tedavisine ADV eklenmesiyle veya ADV’nin tek basina verilmesiyle hastalarda
virolojik ve biyokimyasal iyilesme oldugu gozlenmistir (37).

LAM’a direngli KHB infeksiyonu olan 135 hastanin alindig1 plasebo kontrollii
bir baska calismada devam eden LAM tedavisine ADV eklenmesiyle 52 haftalik

tedaviyle anlamli olarak klinik, biyokimyasal ve virolojik fayda elde edilmistir (3).
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KHB’si, kompanse karaciger hastaligi ve LAM direnci olan HBeAg (+) 59 hastayla
yapilan bir caligmada hastalar; devam eden LAM tedavisine ADV eklenmesi, LAM
+plasebo ve ADV +plasebo seklinde randomize edilmislerdir. 48 haftalik tedavi sonrasi
LAM + ADV grubu ile ADV monoterapisi alan grupta baslangica gore ortalama serum
HBV-DNA seviyelerindeki azalma, ALT normallesme oranlar1 ve HBeAg kayb1 benzer
bulunmustur. LAM monoterapisi alan grupta serum HBV-DNA diizeyleri ayn1 kalmis
ve caligma boyunca anlamli biyokimyasal ve serolojik degisiklik goriilmemistir.
Yapilan bazi ¢aligmalar sonucu LAM’a direngli KHB’li hastalarda tek bagina ADV’yle
tedavinin yeterli oldugu, YMDD mutasyonu olan hastalarda uzun dénemde LAM
tedavisine devam etmenin bir avantaji olmadigi ileri stiriilmiistiir (3).

KHB tedavisinin gidisinde ADV’ye direng gelisimi LAM’la karsilastirildiginda
siklig1 daha azdir ve daha gec olusur (4). KHB’li 39 hastada 60 haftalik ADV tedavisi
sonrast direng gelisiminin degerlendirildigi bir ¢alismada bu siirenin sonunda higbir
hastada direng gelisimi goriilmemistir (2).

ADV’ye kars1t olusan direng mutasyonlart siklikla HBV polimeraz rt gen
bolgesinin B, D ve E domainlerinde karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.9.) (33). A181V/T,
N236T, K241E, K318Q kodonlarinda ki aminoasitlerin yer degistirmesiyle meydana

gelen direng mutasyonlari en sik karsilagilan mutasyonlardir (Cizelge 2.5.) (32).

Terminal Protein Spacer RNase H

1 344

FG |A B].E

NzﬁgT \K318Q

A181V veya T

Sekil 2.9.: HBV polimerazindaki ADV mutasyon alanlari (33).
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ADV ayni1 zamanda LAM’a direncli KHB’li karaciger transplantasyonu sonrasi
hastalarda, dekompanse karaciger hastaligi olanlarda ve HIV ile birlikte infekte olan

hastalarda da etkili bulunmustur (2, 3).

Cizelge 2.5. HBV Polimeraz rt gen bolgesinde ADV direng mutasyonlari (32).

HBY Polimeraz rt Gen Bolgesinde ADV Diren¢ Mutasyonlari

Mutasyon Ad1 Niikleotid ve aminoasit degigimi

GCT-ACT (Alanin-Threonin )
AIBIT/V GCT-GTT ( Alanin-Valin )
AAC-ACC (Asparagin-Threonin)

N236T/N238D AAC-GAC (Asparagin-Aspartik asit )

ADV’e direng oranlar1 genel olarak 48 inci haftada %0, 96 nc1 haftada %2 ve
144 {incii haftada %7 bulunmustur. Homojen popiilasyonda hastalari [HBeAg (-)] igeren
baska bir ¢alismada retrospektif olarak ADV’e direng oranlar1 2, 3, ve 4 {incii yillarda
sirastyla %S5, %11 ve %18 olarak bulunmustur. 5 inci yilda yapilan bir analize gore
diren¢c orant %28 saptanmistir. Verilere gore ADV’e direng gelisimi ge¢ olur ve

LAM’dan ¢ok daha azdir. ADV ile ideal tedavi siiresi bilinmemektedir (3).

2.1.9.3.3. Diger Tedaviler

e Entekavir

Oral alinan bir siklopentil guanozin analogudur. KHB tedavisinde kullanim igin
Mart 2005°’de A.B.D.’nde onay almigtir. HBeAg (+) ve HBeAg (-) KHB’li hastalarda
entekavir monoterapisi ile (0,5 mg/giin, 52 hafta) HBV-DNA’da ortalama 5-7 logo
azalma elde edilmistir. Bu degerler daha once LAM ve ADYV ile bildirilenden daha
fazladir (LAM ile 4-5log;p ve ADV ile 3—4 log)o). HBeAg (+) KBH’li hastalarda
HBeAg serokonversiyonu entekavirle %21 bulunurken LAM ile %18 bulunmustur.

LAM’a direngli KHB’li hastalarda entekavir tedavisi (1 mg/giin, 52 hafta) HBV-
DNA’da azalma, ALT normallesmesi ve histolojik iyilesme agisindan LAM
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tedavisinden daha etkili bulunmustur (3). LAM’a direngli KHB’li hastalarda ADV’yle
entekavirin karsilagtirilmasinin direkt olarak yapildig: bir ¢aligma heniiz yoktur.

Lamuvidine direngli hastalarda entekavir tedavisiyle 1 inci yilin sonunda
entekavire diren¢ %7 olarak bildirilmistir. Yapilan sinirla ¢calismalara gore entekavire
direngli hastalar ADV’ye duyarli gibi goziikmektedir (38). Entekavirle ilgili uzun
donem tedavi sonuglari heniiz belli degildir.

HBV polimeraz gen bdlgesinin T184S, S202I/G, M250L/V kodonlarindaki
aminoasitlerin yer degistirmesiyle meydana gelen entecavir diren¢ mutasyonlar1 en sik

karsilagilan mutasyonlardir (Cizelge 2.6.) (32).

Cizelge 2.6.: HBV Polimeraz rt gen bolgesinde entecavir direng mutasyonlari (32).

HBY Polimeraz rt Gen Bolgesinde Entecavir Diren¢ Mutasyonlari

Mutasyon Adi Niikleotid ve aminoasit degisimi
T184S ACT-TCT ( Threonin-Serin )
$2021/G AGT-GGT (Serin-Glisin)

AGT-ATT (Serin-Isolosin )

ATG-CTG (Metionin-Losin )

M250L/V ATG-GTG (Metionin-Valin )

e Peginterferon alfa 2a (Peg IFN)

KHB tedavisi i¢cin A.B.D., Avrupa ve Tiirkiye’de onay almistir. Polietilen
glikolun proteine baglanmasiyla (pegilasyon) subkutan enjeksiyonu takiben IFN’nin
absorbsiyon orani azalir, hiicresel ve renal klirensi azalir, yar1 émrii uzar. Standart
[FN’den farkli olarak haftada bir kez uygulama kolaylig1 vardir. Peg IFN alfa 2a’nin
KHB tedavisinde haftada 1 kez 180 mikrogram, 48 hafta verilmesi onerilmektedir.

HBeAg (+) ve HBeAg (-) KHB’li hastalarda yapilan 2 calismada 48 hafta
verilen Peg IFN alfa 2a (180 mikrogram/hafta), LAM (100mg/giin) ve Peg IFN alfa 2a
+ LAM tedavileri karsilastirilmistir. Tedavi sonrasi 24 hafta takip edilen hastalarda
HBeAg serokonversiyonu peg IFN alfa 2a grubunda %32 bulunurken LAM grubunda
%19 bulunmustur. HBeAg (-) hastalarda HBV-DNA’da kalici1 diisme ve ALT
normallesmesi peg IFN alfa 2a grubunda LAM grubundan daha fazla goriilmiistiir
(%43’e %29 ve %59’a %44). LAM’la kombinasyon tedavisi, peg IFN alfa 2a
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monoterapisiyle karsilastirildiginda kalict cevap oramimi arttiramamistir. HBeAg
serokonversiyon orani1 peg IFN alfa 2a tedavisinde, standart IFN tedavisinden daha

yiiksek bulunmamastir (3, 25).

e Emtrisitabin

Yapisal olarak LAM’a benzer bir niikleotid analogudur. HBV ve HIV’e karsi
antivirial etkisi vardir. KHB’si olan 98 hastalik [77°si HBeAg (+)] bir faz Il ¢alismada
hastalar emtrisitabinin farkli dozlarina randomize edilmisler ve 48 haftalik tedavi
sonras1 tim gruplarda HBV-DNA’da azalma goriiliirken viral supresyon en fazla
200mg/giin dozunda gorilmiistiir. KHB’li 248 hastanin [%63°ti HBeAg (+)]
emtrisitabin 200mg/giin ve plaseboya randomize edildigi bir calismada 48 haftalik
tedavi sonunda ALT normallesmesi ve dlgiilemeyecek serum HBV-DNA’s1 emtrisitabin
alan grupta daha anlamli olarak bulunmustur (%65’e %25 ve %56’ya %7). Calismaya
gore HBeAg serokonversiyonu HBeAg (+) hastalarin %]12’sinde goriilmiis ve
plasebodan farkli bulunmamistir. Emtrisitabin alan hastalarin %13’tiinde  YMDD

mutasyonu geligsmistir. Emtrisitabin ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir (3, 25).

e Famsiklovir

Pensiklovirin oral 6n ilacidir. Bir asiklik deoksiguanozin analogudur. FAM
(glinde 3 kez 500mg dozunda verilmesiyle) iyi tolere edilerek, HBV replikasyonunu
inhibe etmistir. Fakat bu etkisi genellikle gecicidir. FAM’a karsi gelisen bazi ilag
direncleri ayn1 zamanda LAM’a da direnglidir. Ilagla ilgili ¢alismalarda olumlu sonuglar

ne yazik ki alimamamustir(3, 25).

2.1.9.3.4. Diger Antivirial Ilaclar

Clevudin, telbuvidin, valtorsitabin niikelozid analoglaridir. HBV replikasyonuna
kars1 etkilidirler (3). Tenofovir, HIV infeksiyonu tedavisinde kullanilan bir niikleotid
analogudur. Birkag pilot ¢alismada LAM’a direngli HBV’de etkili oldugu gosterilmistir
(39). Alamifovir, pradefovir, remofovir calismalar1 devam eden diger antivirial

ilaclardir.
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KHB tedavisinde LAM direnci iilkemiz i¢in de olduk¢a onemli bir sorundur.
LAM’a diren¢li KHB’li hastalarda ek veya alternatif tedavilerin verilmemesi
durumunda hastaligin siroza, son donem karaciger yetmezligi ve HSK gelismesine
neden olacagi bir gergektir. LAM’a direngli KHB’li hastalara verilebilecek tedaviler
glinlimiizde oldukca smirlidir. Bu hasta grubuna verilebilecek, ekinligi kanitlanmig
tedavilerden birisi de yakin zaman Once iilkemizde de kullanimi onaylanan ADV

tedavisidir.

2.1.10. Korunma ve Kontrol

Hastaliktan korunmada 6zgiil korunma ve bulasmanin azaltilmasina yonelik
onlemler etkili olmaktadir. Ozgiil korunmada pasif ve aktif immiinizasyon uygulanabilir
(26).

1. Pasif immiinizasyon: Pasif olarak aktarilan Anti-HBs antikorlarmin akut
hepatit B gelismesini dnlemesi geregine dayanarak HBV ile temastan sonra kisa siire
icinde yiiksek titrede Anti-HBs igeren HBIG uygulanmasi infeksiyondan korunmada
etkili olmaktadir. HBV ile karsilasma sonrasinda HBV asis1 ile birlikte uygulanan
HBIG, HBsAg (+) annelerin bebeklerinin korunmasinda, HBsAg (+) kan veya viicut
stvilartyla perkutan veya mukozal temaslilarin korunmasinda ve HBsAg (+) kisi ile
cinsel temaslilarin korunmasinda etkili olmaktadir. HBIG karaciger nakli sonrasinda
HBYV infeksiyonu rekiirrensini 6nlemek i¢in uzun siire uygulanmaktadir (7).

2. Aktif immiinizasyon: Giivenilir ve etkili HBV agilar1 1981 yilindan beri ticari
olarak bulunmaktadir. Ilk gelistirilen asilar HBV tasiyicilarmin plazma &rneklerinden
saflagtirnllmis HBsAg igermekteydi. Daha sonra gen teknolojisi kullanilarak, HBsAg
kodlayan genin maya veya memeli hiicrelerine transfeksiyonu yoluyla elde edilen
saflastirilmis HBsAg rekombinant asilar gelistirildi. HBV asisinin etkinligi Anti-HBs
gelismesi ile izlenebilmektedir.

Temas Oncesi aktif bagisiklamada hepatit B asis1 tiim yenidogan ve infantlara,
daha once asilanmamis ¢ocuk ve adolesanlara, yiiksek risk grubunda olan eriskinlere
Onerilir. Asilamada 0, 1, 6 nc1 aylarda uygulanan ii¢ dozlu sema genellikle
kullanilmaktadir. Saglikli ¢ocuklarda rekombinant asinin {i¢ doz kas i¢i uygulanmasi
sonucu %95-99’unda koruyucu diizeyde antikor olusur. Anti-HBs diizeyi asidan sonra 6

ay i¢inde ol¢iilen en yliksek antikor diizeyi ile iligkilidir. Anti -HBs yaklasik 5 yil sonra
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koruyucu diizeyin altina inmis olsa bile, asilama sonrasi immiinolojik bellek
gelistiginden HBV ile karsilagildiginda anamnestik yanit verilmektedir eger bu
donemde tek doz as1 yapilirsa bu yanit daha da artmaktadir, rapel doza gerek yoktur (5).

Ulkemizde ulusal hepatit B asilamasi ilk kez 1998 yilimn agustos aymdan
itibaren sifir yas grubunda rutin asilama programina alinmistir. T.C. Saglik Bakanligi
tarafindan ithal edilen maya tiirevi bir as1 olan ve Giiney Kore’de iiretilen as1 (Euvax-B,
LG Chemical Itd.) kullanilmastir.

2003 y1ilindan itibaren yiiriirliige giren ve halen uygulanmakta olan “Ag1 Takvimi
Degisikligi” genelgesinde ise iilkemizde gebelere rutin izlemleri sirasinda Hepatit B
tastyiciligl yoniinden taramanin yeterince yapilamadigini ifade etmektedir. Bu nedenle
bebege erken ulagsmak agisindan asinin 3, 4, 9 uncu ay degil, bundan boyle 0, 2, 9 uncu
aylarda uygulanacagi, dogumda tespit edilemeyen bebeklere ilk karsilagsmada 1. doz, en
az bir ay sonra 2 inci doz, ikinci dozdan 5 ay sonra 3 {incli doz hepatit B asisi

uygulanacag bildirilmistir (40).

2.1.11. Tam

2.1.11.1. Serolojik Testler

e HBsAg

Infekte kisilerin %95 inin serumunda beliren ilk markerdir. Cok duyarl testlerle,
temastan sonra en erken 1-2 hafta, en ge¢ 12 hafta iginde saptanabilir. Ozellikle
fulminant hepatitlerde HBsAg (-) olanlarin prognozunun daha iyi olabilecegi
bildirilmistir. HBsAg’nin serumda en az alti ay varligmi siirdiirmesi kronik HBV
infeksiyonunun gostergesidir (Cizelge 2.7.). Genel bir kural olarak HBsAg kaybolan ve
klinik hepatiti diizelen hastalarda karaciger hasari ve virus persistanst s6z konusu
degildir. Asilamadan sonra g¢ocuklarda gegici HBsAg pozitifligi saptanabilir (Sekil
2.10.) (5).
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e HBeAg

Serumda bulunmasi viral parcaciklarin, DNA polimerazin, HBV DNA’nin
varligini, hepatit B’nin aktif olarak ¢ogaldigin1 gosterir (Cizelge 2.7.). Kisa 6miirli olup
HBsAg ile hemen hemen ayni donemde ortaya ¢ikar ve daha once kaybolur (Sekil
2.10.). 10 haftadan uzun siireli kalmasi infeksiyonun kroniklesecegini, negatiflesmesi
ise Ozelliklede Anti-HBe’nin ortaya ¢ikmasi ile birlikte ise iyilesmeye dogru gidisi
gosterir. Fakat mutant HBV tiirleri hic HBeAg tiretmeyebilirler ve Anti-HBe varliginda
da replikasyona devam edebilirler, bu durumda serum HBV DNA’s1 oOlciilebilir
diizeydedir. Bu mutant viruslarin kaniti i¢in virus genotipinin molekiiler analizi

yapilmalidir (5).

e HBV DNA

Infeksiyonun baslangicinda serumda saptanabilen ilk belirleyicilerdendir (Sekil
2.10.). Hassas testler kullanilarak infeksiyonun ilk haftasinda tespit edilebilir fakat PZR
yontemi pahali ve yapmasi zor oldugundan siklikla kullanilmaz. Viral replikasyonun,
bulastiriciligin, aktif karaciger hastaliginin en hassas ve direkt belirleyicisidir.
Genellikle aragtirmalar i¢in, KHB infeksiyonunun ilerlemesini izlemek i¢in, HBsAg ve
Anti-HBe (+) fakat HBeAg saptanamayan hastalarda HBV’nin olast varligini
gosterebilmek i¢in kullanilir (5).

e Hepatit B DNA polimeraz

Hepatit B infeksiyonunun baginda ilk bir haftada, HBV DNA ile ayn1 zamanda
serumda saptanabilir. Standart test olarak kullanilmaz. Hastalifin gelisim siirecini
takipte, tedavi uygunlugunu belirlemede ve aragtirma amach kullanilabilir (5).

e AntiHBc IgM

Akut infeksiyonun gostergesidir. Pencere doneminde tek pozitif gostergedir

(Cizelge 2.7.). 3-12 ayda serumdan kaybolur, kronik infeksiyonlarin akut

alevlenmesinde tekrar pozitif saptanabilir (1).
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e AntiHBc IgG ve Total anti-HBc¢

AntiHBc IgG, antiHBc IgM’den sonra pozitiflesir ve omiir boyu pozitif kalir.
Kisinin HBV infeksiyonu ile karsilastiginin gostergesidir. Uzamis pencere donemi,
HBsAg’nin saptanamayacak diizeyde diisiikk oldugu kronik infeksiyonlarda ya da
serolojik ¢apraz reaksiyonlara bagli durumlarda tek basina pozitif saptanabilir (41). Cok
eskiden gecirilmis ve anti-HBs’nin saptanamayacak kadar diisiik oldugu durumlarda da

anti-HBc IgG tek basina pozitif olarak saptanir.

e Anti-HBe

HBeAg’nin kaybolmasindan birkag hafta sonra, HBsAg negatiflesmeden
AntiHBs olusmadan ortaya c¢ikar (Sekil 2.10.). Akut hepatitli hastalarda diizelmeyi,
kronik HBV infeksiyonu olan hastalarda ise virus replikasyonunun ortadan kalktigini
diisiindiiriir (prekor mutantlar hari¢) (Cizelge 2.7.). 1-1,5 yil pozitif kalabilir ve
bulastiriciligin diigiik oldugunu gosterir. Uzakdoguda HBeAg (+) emziren annenin
bebeklerinde bir yasina kadar % 90’nin iistiinde tasiyicilik belirlenmesine ragmen Anti-

HBe olusmus annelerin bebeklerinde bu oran % 10-% 30°dur (5).

e Anti-HBs

Ortaya ¢ikan son antikordur ve hepatit B’yi etkisizlestirebilir. Serumda
saptanmas1 viicudun infeksiyonla bagedebildigini gosterir. HBs Ag kaybolduktan sonra
ve genellikle baslangictan ii¢ ay sonra ortaya ¢ikar. Cogu kiside hayatboyu kalicidir.
Tek basina Anti-HBs pozitifligi asilanmayi, Anti-HBc ile pozitifligi ise dogal
bagisiklig1 gosterir (Cizelge 2.7.) (5, 42).
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Cizelge 2.7.: Hepatitli hastalarda HBV serolojik gdstergelerinin yorumu (43).

HBsAg Anti-HBs  Anti-HBc Yorum

Akut HBV infeksiyonunun erken
donemi.Nonspesifik reaksiyon ekarte edilmeli.

Akut veya kronik HBV infeksiyonu. Anti-HBc
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Sekil 2.10.: Akut hepatiti izleyerek kroniklesen HBV infeksiyonunda serolojik gostergeler (1).

2.1.12. Direkt Tam

Gilinimiizde HBV ile olan laboratuvar c¢aligmalarinda molekiiler biyolojik

teknikler kullanilarak HBV DNA arastirilmasi gittikge yayginlasmaktadir. Seronegatif

kisilerden bulasan hepatit B infeksiyonlarinda tek gostergenin DNA oldugunun

kanitlanmasi, ayrica HBsAg (-) olup, transaminazlar1 yiiksek bulunan dondrlerin
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%9’unda HBV DNA saptanmasi DNA incelemelerinin 6nemini artirmistir. HBV DNA
dot-blot hibridizasyon, southern-blot hibridizasyon, PZR teknigi ile saptanabilir. PZR
teknigi ortamda eser miktarda bulunan DNA/RNA’yi1, hibridizasyon ile saptanabilir
diizeye ¢ikarmak seklinde tanimlanir. Gelistirilen PZR teknigi ile diisiik titrede viremi
olan hastalarda virus genomunun kodlanmasi, dizi analizleri ve HBV DNA’nin
gosterilmesi miimkiin kilinmustir. Bu uygulama; dot-blot yonteminden en az 10* kez
daha duyarlidir. Serolojik gostergelerin mutant infeksiyonu diisiindiirdiigli, 6rnegin
HBeAg ve antikorunun saptanamadigi veya Anti-HBe pozitifligine ragmen
replikasyonun devam ettigi, asilama ile gelisen Anti-HBs pozitifligine ragmen aktif

replikasyon oldugu durumlarda da serumda HBV DNA yiiksek bulunur (5).

2.1.12.1. Viral Niikleik Asitlerin Gosterilmesi

Insitu hibridizasyon: Biyopsi 6rneklerinde uygulanur.

Insitu PZR: Kopya sayismin az oldugu karaciger biyopsi érneklerinde kullamlir.

Serum orneklerinde sivi hibridizasyon: Tim HBV genomuna komplementer
DNA veya RNA problar1 kullanilarak serumda bulunan viral nikleik asitler
saptanmakta ve miktar1 belirlenebilmektedir. Saptanan HBV DNA aktif viral
replikasyonunun gostergesidir (7).

Serum orneklerinde PZR: Bu yontemle serumdaki HBV DNA’nin, amplifiye
edilerek saptanmasi miimkiindiir. Bu testler serumda 10 kopya/ml gibi az bir virus
miktarin bile saptayacak kadar yiiksek duyarhiliktadir (7).

Mutant virus infeksiyonlarinda tani: Bunlarda prekor/kor mutasyonu nedeni ile
HBeAg sentezlenmeyebilir veya anti-HBe (+) olmasina ragmen viral replikasyon vardir.
Yiizey proteini mutantlarinda ise agilama ile gelisen anti-HBs varliginda bile aktif viral

replikasyon vardir. Bunlarda HBV DNA pozitif saptanir (1, 16).

2.1.12.2 Antiviral Diren¢ Monitorizasyonu

Antiviral direng, antiviral ilaglara duyarliligin azalmasidir ve bunun in vitro

testlerle Ol¢lilmesi miimkiindiir. Antiviral direng testleri, molekiiler tekniklerin ve hiicre
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kiltlirlerinin gelismesi ile 6nem kazanmistir. Bu molekiiler teknikler, temelde niikleik
asidlerin in vitro ¢ogaltilmasina dayanir ve {i¢ ana grupta toplanir.

1. Hedef ¢ogaltma: bunun ii¢ 6rnegi, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR);
transkripsiyona dayali teknikler (TDT), yani niikleik asit temelli
amplifikasyon ("nucleic acid sequence based amplification", NASBA) ile
"self-sustained sequence replication" (3 SR) ve "Standard displacement
amplification" (SDA)’dir.

2. Prob ¢ogaltma: Bu amagla "QB replicase" ve ligaz zincir reaksiyonu (LZR)
kullanilir.

3. Sinyal ¢ogaltma: Bu da birlesik prob ve dallanmis prob ("branched
DNA",bDNA ) olarak uygulanir.

Son zamanlarda bu teknikler daha da gelistirilmis olup ¢esitli modifikasyonlari
kullanima girmistir. Bu testler ile virus genomunda amino asid ve kodon degisikligi,
yabanil ("wild") tiple karsilastirilarak ilag direncinin boyutu, aynm1 grup ilaclarda ¢apraz
diren¢ ve in vitro- in vivo uyum olup olmadig: arastirilir. Antiviral duyarhlik testleri iki

gruptur: fenotipik testler ve genotipik testler (44).

e Fenotipik Testler

Hastadaki tiim virus popiilasyonunda antiviral ilacin inhibitor etkisini 6l¢en in
vitro testlerdir. [lacin inhibitdr konsantrasyonu ICsq veya ICq (virus toplulugunun %50
veya %90’1n1 inhibe eden ila¢ konsantrasyonu) ile ifade edilir. Antiviral ilaclara ¢oklu
direnclerin klinik sonuglarini géstermek i¢in uygundur; fakat pahali, zor, virusun
tiretilmesini gerektiren zaman alici testlerdir (44). Bu testler sunlardir:

1. Plak rediiksiyon deneyi ("plaque reduction assay", PRA)
Boya tutulumu deneyi ("dye uptake", DU)
DNA hibridizasyonu
Enzim immunoassay (EIA)

"yield" rediiksiyon deneyi ( "yield reduction assay", YRA)

A T

Periferik kan mononiikleer hiicre kiiltiirleri ("peripheral blood mononuclear
cells cultures", PBMC)
7. "flow" sitometri

8. Plak otoradyografi
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e Genotipik Yontemler

[lag direnglerinin geleneksel yontemlerle saptanmasi, izolasyonda oldugu gibi
zahmetli ve zaman alicidir. Molekiiler yontemlerle, direncten sorumlu mutasyonlarin
gosterilmesi direnci kanitlarken, direngli oldugu saptanan fakat mutasyonlarin
gosterilemedigi olgular, direngte baska gen bolgesi mutasyonlart veya bagka
mekanizmalar olabilecegini diisiindiirmektedir.

Direncin belirlenmesinde DNA dizi analizi, restriksiyon enzimi uzunluk
polimorfizmi (RFLP), nokta mutasyonu, PZR iiriinlerinde ters hibridizasyon ("line
probe assay", LIPA), "specific molecular beacons" gibi molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Molekiiler direng testleri; hizli sonu¢ vermesi, kiiltiir gereksiniminin
minimal olmas1 ya da olmamasi nedeniyle avantajli yontemlerdir. Dirence neden olan
mutasyonlarin ¢ogunun tespit edilmis olmas1 bu yontemlerin esasini olusturur. In-house
ya da ticari testler uygulanabilir. Ancak bu yontemlerin pahali olmalari, direngli
organizma proporsiyonunu belirleyememesi ve sessiz mutasyonlar1 (klinikte dirence
neden olmayan) belirlemesi en 6nemli dezavantajlarindandir (45).

DNA dizi analizi ile ila¢ direncine neden olan mutasyon, delesyon ve
insersiyonlarin saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. ila¢ direncinden
sorumlu biitin molekiiler mekanizmalarin bilinmemesi, zor ve yiiksek maliyeti
kullanimini kisitlamaktadir (45).

RFLP yontemi; restriksiyon enzimleri (RE), cok 6zgiil olarak DNA’y1 belirli
bolgelerden keserek genellikle 1000-20.000 baz ¢iftlik parcalar olusturan enzimlerdir.
Siklikla kullanilan RE arasinda EcoRI, HindlIII sayilabilir. DNA’nin bu enzimlerden bir
veya birkaci ile kesime ugratildiktan sonra, agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve
sonra etidyum bromiir ile boyanan jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi
kiyaslanarak elde edilen gesitliliktir (46).

LIPA yonteminde ise problar iizerinde normal ve mutant gen bdlgelerine dzgiil
diziler bulunmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildiktan sonra direngten
sorumlu gen bolgelerine ait DNA molekiilleri bu problar ile hibridizasyona sokulur.
Direngli kokenler mutant dizileri tagiyan problara, duyarli kdkenler ise normal dizileri

iceren problara baglanarak ilag direnci saptanabilir (46).
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2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Teknigi

PZR, 1985 yilinda ilk kez Kary Mullis tarafindan amplifikasyona dayanan
sistem olarak kesfedildi (47). Giliniimiizde ise molekiiler biyolojinin temel uygulama
tekniklerinden birisidir.

PZR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis bir tiip test
sistemidir. Hedef DNA/Riboniikleik asit (RNA)’in selektif olarak ¢ogaltilmasina imkan
verir. In vivo sartlarda boliinen bir hiicrede DNA’nin replikasyonu gesitli enzimler
tarafindan diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanan bir islemdir. Bir test
tipii icerisinde gergeklestirilen PZR’de in vivo cogalma Ornek olarak alinmistir.
Yalnizca DNA polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami degil, spesifik bolgelerin
kopyalanmasi gerceklestirilir (46).

Amplifikasyon bazli teknikler; birinci reaksiyonda {iretilen biitlin niikleik
asitlerin bir sonraki reaksiyon i¢in kalip gorevi gordiigii, birbirini izleyen siklus serisi
icinde tekrarladiklar1 i¢in “zincir reaksiyonu” (chain reaction) olarak adlandirilmistir
(47).

PZR dizisi bilinen iki bolge arasinda uzanan DNA parcasini ¢ogaltmak i¢in
kullamilir. Iki tane oligoniikleotid, DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri
sentetik tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Bu oligoniikleotidler farkli dizilere
sahip olup, kalip DNA’nin karsilikli dizilerinde baglanirlar. Kalip DNA ilk &nce
primerlerin varliginda denatiire edilir. Reaksiyon karigimi daha sonra, kalip dizilere,
primerlerin baglanmasi icin gereken sicakliga diisiiriiliir. Baglanmis olan primerler,
uygun sicaklia cikartilarak DNA polimeraz ile uzatilmasi saglanir (48). Kisaca PZR,
temel olarak tekrarlayan 3 agamali bir yol izler (Sekil 2.11.). Bunlar; (49):

Cift iplikli DNA (dsDNA)’nin 1s1 (90-95°C) ile tek iplikli DNA (ssDNA)’ya
denatiirasyonu

Ortamin  40-60°C’ye  sogutulmasiyla  primerlerin  (spesifik  sentetik
oligoniikleotidler) ssDNA’ya baglanmasi (anneling)

Sicakligin  70-75°C’ye yiikseltilmesiyle ssDNA kaliplarina baglanmisg olan

primerlerden dogru 5°-3’ yoniinde zincir uzamasinin (elongasyon) gerceklesmesidir.
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dsDNA

1. Yiiksek sicakhk ile
zincir denatiire olur.

;e 2. Primerler baglanir.
—1
= [ 3. Primerlerden itibaren
] ] sentez baslar.

Sekil 2.11.: PZR asamalar1 (50).

Zincir uzamast asamasinda kalip DNA’ya baglanmis primerlerin 3’-OH
gruplara kalip DNA’daki bazlara uygun olarak deoksi-niikleotid-trifosfatlar (dANTP)
baglanarak zincirin uzamasi saglanir. Bu islem 1siya dayanikli bir DNA polimeraz

enzimi olan Taq polimeraz ile katalize edilir (Sekil 2.12.) (49).

3
’?‘ ’E‘ A I‘ C B A ’?‘ C T G A
1 A A 1 VN I B}
W = --H‘\\
NG| Al (e |T
DNA polymerase 4 | /.‘J |5
S b/// o Primer
+ dATP — T 3'_0OH
dTTP
dCTP A
dGTP

Sekil 2.12.: Zincir uzamasi (49).

Uzamay1 takiben orijinal DNA segmenti; yeni komplementer DNA’lar (cDNA)
ve bunu takiben yeni kalip DNA’lar olusturur. Boylece her PZR siklusunda mevcut
spesifik DNA miktari iki katina ¢ikmaktadir (49).

Uygun sartlarda meydana gelen, denatiirasyon, baglanma ve uzama ile meydana
gelen ilk basamak amplifikasyon islemi ile DNA sentezi gerceklesir. Daha sonra bu

islem bir¢ok kez tekrarlanir (48). Eger bu ii¢ siklus tekrarlatilirsa yani yeni zincirleme
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reaksiyon baglatilirsa, her siklusta bir Oncekinin iki kati DNA molekiilii (sadece
primerler arasinda kalan bolge) elde edilir. Bu diizen dahilinde yapilan yaklasik 20-35
siklusun tamamlanmastyla hedef niikleik asitin miktar1 goriiniir bir sekilde milyon-

trilyon kez (10°-10'%) artmaktadir (Sekil 2.13.) (47).
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Sekil 2.13.: PZR dongiileri (45).

Reaksiyon ortamindaki tiim bilesenlerin (tampon, niikleotidler, primerler, DNA
ve enzim) termostabil olmalar1 nedeniyle, her siklus i¢in sadece belirtilen sicaklik
degisikliklerinin yapilmasi yeterlidir. Bu islem programlanabilir bir cihaz (thermal

cycler, 1s1 dongii cihazi) ile otomatik olarak yapilmaktadir (47).

2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Bilesenleri

Standart bir PZR reaksiyonu genellikle 50-100 pL’lik bir hacimde, 50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 1,5 mM MgCl,, 100 pug/mL jelatin, 0,25 puM primer
cifti, 200 uM dNTP (herbir dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1-2,5 U Tagq polimeraz ve

ornek DNA’nin varliginda gergeklestirilir. Reaksiyon termal dongiilerin programlandigi
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ve uygulandigi bir 1s1 dongii cihazinda gergeklestirilir. Genel olarak 94°C’de 20
saniyelik denatiirasyon, 55°C’de 20 saniyelik baglanma ve 72°C’de 30 saniyelik
uzamadan olusan 30 siklusluk bir dongii programi farkli uzunluklardaki bir¢ok hedef

dizilerin amplifikasyonu i¢in kullanilabilir (49).

PZR’nin bilesenleri

Enzim

Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (AINTP)
PZR Tampon Igerigi

Oligoniikleotidler (Primer)

Hedef Diziler

Sicakliklar ve Dongili Parametreleri

e Enzim

Olduk¢a yaygin kullamilan DNA polimeraz, Thermus aquaticus (7.
aquaticus)’dan izole edilen Taq polimerazdir. T. aquaticus’un avantaji, yiiksek sicakliga
dayanikli olmasidir. Ancak diger termostabil DNA polimerazlar da kullanilmaktadir.
Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus ve Thermococcus litoralis’ten elde
edilen DNA polimerazlar gibi alternatif termostabil enzimler de kullanilabilmektedir.
Tagq polimerazin aktivitesi kabaca 65-72°C arasinda iki katina ¢iktig1 i¢in ¢caligmadaki 1s1
da onemlidir. 7ag polimeraz aktivitesi 10 mM Tris’de 8.2-9.0 pH araliginda (25°C’de
Ol¢iilen) optimaldir ancak daha diisiik veya yiiksek pH araliginda aktivitesi azalmaktadir
(51).

PZR protokollerinde kullanilan enzimlerin konsantrasyonu o6nemli derecede
degiskendir. Gilinlimiizde en siklikta tercih edilen 7ag polimeraz c¢ogunlukla
reaksiyonlarda 1-2,5 U/100 ul konsantrasyonlarda kullanilir. Enzim konsantrasyonu ¢ok
ylksek oldugunda non-spesifik baglanma, diisiik oldugunda ise zayif amplifikasyon
etkisi olur (52).

o Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (ANTPs)

dNTP’lerin optimal konsantrasyonu her reaksiyon icin ayr1 ayr1 hesaplanmali ve

Magnezyum ™ (Mg ™) konsantrasyonu ile uyumlu olarak kullanilmalhdir. Genelde dNTP
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konsantrasyonu 20 ile 200 mM arasindadir. Yiiksek konsantrasyonlar diisiik reaksiyon
spesifitesi ve yliksek maliyet ile sonug¢lanirken, diisiik konsantrasyonlar normale gore
daha az iiriin eldesi ile sonug¢lanir (52).

dNTP’lerin her biri liyofilize veya ndtralize sulu soliisyonlar olarak elde
edilebilir. -20°C’de her biri birka¢ ay stabildir fakat liyofilize olanlarin kullanmadan
once KOH ile nétralize edilmeleri gerekebilir. ANTP’ler son konsantrasyonlart 100 mM
olacak sekilde hazirlandiklar1 zaman, kiigiik hacimlerde (herbir 20 mM dNTP’den 50
ul) paylastirilabilirler ve birkag ay -20°C’de 100 kathi konsantrasyon seklinde
saklanabilirler (51).

e PZR Tampon Icerigi (Reaksiyon Buffer)

Cesitli reaksiyon tamponu formiilasyonlart bildirilmistir. Fakat 1988’de Saiki ve
arkadaslarinin tanimladigina benzer bir goriis birligi ortaya ¢ikmaya baslamistir. Buna
gore bir PZR tamponu; final konsantrasyonunda, 10 mM Tris (pH 8,4), 50 mM KCl, 1,5
mM MgClL, %0,01 jelatin, %0,01 NPOs ve %0,01 Tween 20 igerir. Non-iyonik
deterjanlar yerine %0,1’°lik Triton X-100 konulabilir. Tuz konsantrasyonu degistirilebilir
(KCI’yi azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in) ve yiikseltilmis Mg ™ konsantrasyonu ile
primerlerin daha iyi ¢alistigi gozlenir. Ayrica dNTP’ler ile Mg™ arasinda dayanmikh
etkilesimler de gozlenir. Bunun sonucunda dNTP’lerin yiiksek konsantrasyonu Mg *’ye
baglanir ve meveut Mg™ konsantrasyonunu azaltir. Bu yiizden eger dNTP’ler yiiksek
konsantrasyonda kullaniliyorsa, Mg konsantrasyonunu artirmak gerekebilir (51).

PZR reaksiyon tamponundaki degisiklikler efektif bir amplifikasyonu 6nemli
olgiide  etkilemektedir.  Ozellikle ~MgCl, konsantrasyonu amplifikasyonun
gerceklesmesinde ve spesifitesinde olduk¢a dnemlidir. Genellikle herbir ANTP’nin 200
mM konsantrasyonunda bulundugu bir reaksiyonda, 1,5 mM MgCl, optimal olarak
kullanilabilir. Bununla beraber bazi reaksiyonlarda, farkli Mg™ miktar1 da gerekebilir.
Reaksiyona katilan Mg™, 6nemli bir enzim kofaktorii olup, sentez olaymi katalize
etmenin yaninda, hedef dizine primerlerin baglanmasinda da ayarlayict rolii olan bir
elemandir. Konsantrasyondaki artis baslangigta primer baglantisinin zayif olmasia ve
yanlis eslesmelere neden olabilmektedir. Diger taraftan yine yiiksek Mg™
konsantrasyonu, zayif reaksiyon spesifitesine, diisik Mg™ konsantrasyonu ise zayif
reaksiyon etkinligine neden olabilmektedir. Reaksiyonda kullanilacak Mg™

konsantrasyonu, niikleotid konsantrasyonu gibi hesaplanmalidir (49).
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e Oligoniikleotid Primerler

Oligoniikleotidler genellikle 18-30 baz arasinda sentezlenir ama daha az
karmasik olan DNA’larin (plazmidler veya daha onceden amplifiye edilen DNA’lar)
amplifikasyonu i¢in daha kisa primerler kullanilabilir (51).

Bir PZR’de basarili bir amplifikasyon i¢in 6nemli degiskenlerden biri olan
primerlerin dogru tasarlanmasidir. Iyi tasarlanmis primerler arka plan ve dzgiil olmayan
iriinlerin olusmasini engellemeye yardimer olur (48). Primer dizilerinin G+C igerigi,
amplifiye edilecek bolgenin G+C igerigine yakin olmalidir. Ozellikle 3’ ucunda
sekonder yapilar tasiyan dizilerden kaginilmalidir. Primerler birbirleriyle komplementer
olusturacak nitelikte olmamalidirlar. 24-30 bazlik uzun primerler 60°C ve tizerindeki
baglanma sicakliginda oldukga iyi ¢alismaktadir (51).

Diisiik konsantrasyonda primer kullanimi az miktarda reaksiyon iriinii elde
edilmesine, yliksek konsantrasyonlarda kullanim ise diisiik spesifiteye neden olur ki bu
durum jelde c¢ok farkli amplikonlarin tespiti ile miimkiindiir. Ancak yiiksek primer
konsantrasyonlari, primer-dimer artefaktlarinin olusmasina da neden olmaktadir.
Primerlerin genellikle 0,1-0,5 uM arasindaki derisimi en elverisli olamidir (48). Sik
araliklarla tekrarlayan dondurup-¢6zdiirme olmaksizin hazirlanan primerler -20°C’de

amonyumlu sivilarda uygun bir sekilde saklanabilirler (51).

e Hedef Diziler

Birgok farkli kaynak DNA’nin basarili amplifikasyonu icin materyal
saglayabilir. Bunun i¢in DNA’nin amplifiye edilecek kisminin bozulmamis olmasi
gereklidir. Bunun anlami da par¢calanmis DNA kaynagindan amplifiye edilen kisimlarin
daha kisa olacagidir. Reaksiyon inhibitorlerinin (deterjan, EDTA, fenol kalintisi)

olmadigindan da emin olmak 6nemlidir (51).
e Sicaklik ve Dongii Parametreleri
PZR reaksiyonu icin gereken 3 sicaklik asamasi ve farkli sayilardaki dongiiler

giiniimiizde birgok iiretici firma tarafindan iiretilen 1s1 dongii (thermal cycler) cihazlari

ile gergeklestirilmektedir (49).
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PZR sirasinda ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin, tek zincirli hale gelmesi i¢in
denatiirasyon isleminin etkili bir sekilde yapilmasi gerekir. Genellikle baslangicta
ornegin 94°C civarinda 5 dakika boyunca isitilmast basarili bir denatlirasyon igin
yeterlidir. Basarili bir PZR’de primerlerin, hedef diziye baglanabilmesi i¢in molekiiler
etkilesimlerin optimize edilmesi gerekmektedir. Bu da kritik baglanma sicakligina
baghdir (52).

Denatiirasyondan sonra ortam sicakligt 40-60°C’ye disiirtildiigi zaman
reaksiyon karigimindaki primerler komplementer olduklari kalip DNA dizilerine
baglanirlar (49). Genelde yiiksek baglanma sicakligi, primerlerin hedef diziye daha
spesifik baglanmasinda ve hedef dizinin cogaltilmasinda (amplifikasyon) oldukca
onemlidir. Diisiik sicaklik ise, hedef dizi ile primer dizisi arasinda daha fazla
uygunsuzluga neden olabilir ve hedeflenen dizi disindaki dizilerin non-spesifik olarak
cogaltilmasina neden olabilir. Pratikte 55°C’de gergeklestirilen baglanma basarili bir
PZR i¢in uygundur. Optimal baglanma sicakligi, genelde MgCl, konsantrasyonu ile
optimize edilir (52).

Baglanmay1 takiben ortam sicakligi 70-75°C’ye c¢ikarildiginda, primerlerin 3’
ucundan itibaren kalip DNA’nin kopyasii teskil edecek sekilde zincir uzamalari
(elongasyon) baslar (49). Uzama zaman1 hedef dizini derisimine, uzunluguna ve 1siya
baglidir. Kalip DNA zinciri {izerindeki primerlerin uzamasi i¢in kabul edilen en uygun
1s1 derecesi 72°C’dir. 1 dakikalik uzama zaman genellikle uzunlugu 2 kb’a kadar olan
tirtinler i¢in yeterli olmaktadir (48).

Optimal siklus sayist 25-30 arasindadir. Nadiren 35 siklus uygulanabilir.
Bununla beraber, 35’den yiiksek (53) siklus sayis1 uygulandiginda genelde ortamdaki
PZR karisimint olusturan maddelerin azalmasi ile birbirleriyle olan kritik dengelerin
bozulmasindan kaynaklanan non-spesifik irlinlerin sentezlenmesi s6z konusu

olabilmektedir (49).

2.2.2. Semi-Nested PZR

Iki asamali amplifikasyondur. Ilk asamada iki adet "outer" primer kullanilarak
hedef molekiil lizerinde uzunca bir bolgenin amplifikasyonu yapilmaktadir (15-30
siklus). Sonra bu amplifikasyon tiiplinden alinan 6rnekteki DNA’nin daha kisa bir

boliimii "inner" primerlerle ¢ogaltilmaktadir (15-30 siklus). Ikinci asamada kullanilan
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primerlerden biri icerden (inner) baslarken digeri "outer" primerle ayni yerden

baslamaktadir (Sekil 2.14.).

111111111 || — 3 e I — 5 |
A5'—-3' A5'—3'
5% 3 5'%3'
3'—5B 3'—5'B
A,B outer * A,B outer
1.Asama PZR  primer 1.AsamaPZR  primer
S 3 e R >
c5'—3' C5'->3
5 _W 3 5 3
35D C,Dinner 3'—5'D C outer,
* 2. Asama PZR  primer 2. Asama PZR D inner
primer
Nested PZR Semi-nested PZR

Sekil 2.14.: Nested ve Semi-Nested PZR (46).

Ornekte tek bir hedef DNA molekiilii bulunsa bile, iki asamali olarak yapilan
amplifikasyonlarla ¢ok sayida DNA elde etmek miimkiin olmaktadir. Bdylece
amplifikasyon sonucu olusan fazla miktardaki hedef molekiil (herhangi bir yalanci
negatiflik olmadan) kolayca gozlenebilmektedir. Bu yontemler ile pozitif sonu¢ alma
olasilig1 arttig1 i¢in testin duyarliligi da artmaktadir. Duyarliligin ¢ok yiiksek olmasina
bagli olarak gozlenebilen 6nemli bir dezavantaj; birinci amplifikasyondan sonra tiipteki
DNA ikinci amplifikasyon tlipline aktarilirken, tiriin ¢ok az miktarda dahi cevreye

sagilirsa sonraki denemelerde hava yolu ile kontaminasyona yol agabilmektedir (46, 54).

54



2.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Analizi

2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Hedef bolgenin amplifikasyonundan sonra, elde edilen iirlinlerin bir sekilde
belirlenmesi ve analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu amacla uygulanan en basit
konvansiyonel yontem agaroz jel elektroforezidir (49). Agaroz, deniz yosunlarindan
elde edilmis lineer bir polimerdir. Ticari olarak elde edilen agaroz tamamen saf degildir.
Polisakkarit, tuz ve proteinler ile kontamine haldedir. Bu kontaminasyonun miktari
DNA’nin jelde gogiinii etkileyebilmektedir. Bu yiizden firmalar agarozun kimyasal
olarak formiile edilmis formunu satmaktadirlar (48).

Elde edilen PZR iiriinlerinin fragment biiyiikliikkleri, ¢alismanin en basinda
bellidir. Se¢ilen veya dizayn edilen primerlerin hedefledikleri bolge ya literatiir bilgileri
ile bilinir veya ilgili mikroorganizmanin gen haritasina bakilarak bu biiyiikliik
hesaplanir. PZR’da elde edilecek olan fragment biiyiikliiklerininde ayni olmasi1 gerekir.
Bunun tespiti, elektriksel bir ortamda molekiil agirligina goére ayriminin saglandigi
elektroforez metodlariyla gergeklestirilir. DNA negatif elektrik ile ytkli oldugundan
dolay1 pozitif kutba dogru goc eder. Agaroz jeli, porlu bir yapiya sahip oldugundan,
elektriksel ortamda go¢ eden DNA fragmentlerini biiyiikliiklerine gore birbirinden
ayirir. Jel, ya elektroforezden once veya elektroforezden sonra Et-Br gibi bir DNA
boyasi ile boyanir. Bu boya 312 nm dalga boyundaki UV 15181 ile fluoresan vermektedir
(49).

Bu sebeple, Et-Br ile boyanmis jel UV transiliiminatoriinde goriintiilenir ve
fotografi cekilerek incelenir. Istenen biiyiikliikteki DNA fragmentlerinin tespit edildigi
ornekler “pozitif” kabul edilir. Fragment biiyiikliigii hesaplamalarinda, ticari olarak

temin edilebilen standard DNA molekiil agirligi kullanilmaktadir (49).

2.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “DNA Sequencing” bir DNA 6rneginin tiim niikleotid
dizilerinin belirlenmesi anlamina gelmektedir. DNA ¢ift polimerdir ve G, C ile ve A, T

ile eslesir. DNA’nin bir zinciri, cDNA zincirlerinin olusturulmasini saglar ve bu
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komplementer zincir orijinal zincirin tekrar olusturulmasinda kullanilabilir. Bu DNA
replikasyonun ve dolayisiyla molekiiler biyoloji ve genetigin temelini olusturmaktadir.
DNA dizi analizi yontemleri temelde ayni prensibe dayalidir. Bu yontemler, her biri bir
oncekinden bir baz daha fazla igeren seriler halindeki tek zincirli DNA molekiilleri
olusturulmasi esasina dayanirlar. Bu molekiiller elektroforezle dizinin okunabilmesini

saglayan merdiven seklinde gozlenirler (Sekil 2.15.) (55).

AAGGTAACCCCCCTAGTCGGAT

— T

——— A AAGGTAACCCCCCTAGTCGGA
——— G AAGGTAACCCCCCTAGTCGG
—— G AAGGTAACCCCCCTAGTCG
——> C€ AAGGTAACCCCCCTAGTC
——— T AAGGTAACCCCCCTAGT
——> G AAGGTAACCCCCCTAG
———> A AAGGTAACCCCCCTA
———> T AAGGTAACCCCCCT

———> C€ AAGGTAACCCCCC

———> C€ AAGGTAACCCCC

——— C AAGGTAACCCC

——— C€ AAGGTAACCC

——> C AAGGTAACC

——— C AAGGTAAC

—> A AAGGTAA

———— A AAGGTA

Sekil 2.15.: DNA dizi analizi ile DNA niikleotid dizilerinin ortaya ¢ikarilmasi (56).

Dizi analizi yontemlerinden Sanger yontemi, dideoksi zincir sonlanmasi yontemi
olup giinlimiizde en fazla kullanilan yontemdir. Dort farkli reaksiyon iginde farkli
uzunluklarda DNA zincirlerinin sentezi i¢in enzimatik prosediiriin kullanimi, DNA
replikasyonunun durdurulmasinin dort bazdan biri tarafindan gergeklestirilmesi ve daha

sonra olusan fragmentlerin uzunluklarinin belirlenmesi esasina dayanir (56).

2.4.1. Dideoksi Zincir Sonlanmasi Yontemi

Teknik olarak dizi analizinde en fazla kullanilan en popiiler ydntemdir.
Elektroforeze dayanan bir metot olup DNA zincirindeki her bir bazin pozisyonu tek tek
belirlenmektedir. Bu yontemde dort sira halinde, isaretlenen DNA fragmentleri yiiksek
coziintirliikteki poliakrilamid jelde ayrilarak DNA zincirindeki baz dizilerinin okunmasi

saglanmaktadir (46).
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Teknik olarak dizi analizi 3 ana basamaktan olusur.

1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction/PCR)

2. Dizileme (sekans) Reaksiyonu

3. Jel elektroforezi ve bilgisayarda degerlendirme

2.4.2. Sekans Reaksiyonu

Reaksiyon bilesenleri:

1.

2
3.
4
5

Bir DNA kalib1 (piirifiye edilmis olmasi tercih edilir)
Taq DNA polimeraz

Primer

. Deoksintkleotid
. Dideoksiniikleotid

PZR gibi 3 ana basamakta ve ortalama 30-40 dongiide gergeklesir (56).

1.

Basamak: denatiirasyon; 94°C’de DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi
saglanir.
Basamak: anneling (baglanma); 50°C’de  gergeklesir.  Sekans

reaksiyonunda sadece bir primer kullanilir.

. Basamak: extansion (uzama); 60°C’de uygulanilir. Polimeraz enzimi

normal sartlarda 72°C’de c¢alisir ancak ortama katilan kimyasal olarak
modifiye edilmis (Fluoresan isaretli) ddNTP’ler bu sicaklikla uyum

saglamadiklari i¢cin daha diisiik 1silar tercih nedenidir.

Reaksiyon sirasinda lineer bir artis elde edilir. Bu reaksiyon klasik 1s1 dongii

cihazlarinda gerceklestirilir. Bu yontemde PZR’1n ana prensibi ile DNA polimeraz ile

primerin 3’ ucundan DNA sentezi baglatilmakta ve her bir yeni niikleotid son eklenen

niikleotidin 3’-OH grubuna eklenmektedir. Dideoksi metodu ismini reaksiyonda kritik

bir rol oynayan 3’ karbon atomunda -OH’in eksik oldugu sentetik niikleotidden alir.

Dideoksiniikleotidlerin reaksiyona uygun konsantrasyonlarda eklenmesiyle de olusan

DNA oligoniikleotid zincirlerinin uzamasi, diger niikleotidin baglanmasi icin gerekli

olan 3’-OH eksik oldugu igin rasgele bir bicimde sonlanmaktadir. Bu sebeple dideoksi

metodu zincir

sonlanma metodu olarak da adlandirilmaktadir. Sonlandiricit 6zellikteki

bu bazlar 4 farkli fluoresan boya (veya radyoaktif madde, kemiliiminesans maddeler) ile
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isaretlenir ve reaksiyon 4 farkli tiipte, 4 ayr1 reaksiyon karisimi halinde gerceklestirilir.
Reaksiyonun sonucunda, elimizde deoksiniikleotidlerle uzamis ve dideoksiniikleotidler
ile sonlanmis ¢esitli uzunlukta diziler iiretilmis olur. Tiim dizilerin 5’ uglar1 aynmidir
ancak 3’ uca 0zgiin baza gore uzunluklari degisecektir. Bu dizilerin son bazlar1 otomatik
dizi analizi cihazlarinda okunabilmektedir. Karakteristik fluoresan renkleri ise

poliakrilamid jelde de belirlenebilmektedir (55, 56).

2.4.3. Giimiis Boyama DNA Dizi Analizi

Gilimiis boyama, yaklasik 20 yi1l 6nce poliakrilamid jelde az miktarda proteinleri
ortaya ¢ikarmak i¢in oldukca duyarli bir yontem olarak ortaya ¢ikarilmistir. Daha sonra
giimiis boyama, elektroforez ile ayrilan diger degisik biyolojik molekiilerlerle de
caligilarak genisletilmis ve kusursuz bir sekilde uygulanmaya baglamistir. Giiniimiizde
DNA gilimiis boyama poliakrilamid jelde DNA fragmentlerinin yiiksek duyarlilikta
saptanmasinda kullanilmaktadir (57).

Giimiis boyamanin genellikle 2 uygulama metodundan biri kullanilir. Tlkinde jeli
boyamak i¢in diamin veya amonyakli glimiis soliisyonlar1 ve goriintiiniin gelismesi i¢in
de formaldehitin sulandirilmis asit soliisyonlar1 kullanilir. Digerinde ise, jel boyama igin
zayif asidik yapida glimiis nitrat kullanilir ve giimiisli alkali duruma indirgemek i¢in
formaldehit kullanilir. Bununla birlikte diamin alkalin metodu daha az duyarli fakat
kalin jeller i¢in daha uygun oldugu, buna karsin asidik metodun ise hizli ve ince jellerle
calisildiginda daha iyi sonug verdigi ifade edilmektedir (58).

Gorlintli gelismesi sirasinda hemen hemen biitiin boyama prosediirleri giimiisii
metalik glimiise indirger ve hemen sonra boyanan materyalin ¢evresinde tortu seklinde
kalir. Optimal goriintii kontrasti i¢in poliakrilamid matriksde giimiis indirgeme seviyesi
minimumda tutulmalidir. Buda genellikle glimiis kompleksasyonunun veya jel
matriksindeki giimiis emilim giiciiniin minimumda tutulmasi ile gerceklesir. Buda hizl
rediiksiyon igleminin uygun ayarlanmasiyla basarilmaktadir (baslica pH, giimiisiin veya
indirgeme ajaninin konsantrasyonuna ve reaksiyonun oran sabitine baglidir). Ornegin;
glimiis iyonlarinin kompleksasyonu, giimiis konsantrasyonunu ve oran sabitinin her
ikisini azaltir bu da metalik giimiis ile ayrilan bantlarin secici boyanmasina izin verir.
Bu islem termodinamik olarak degil, giimiis rediiksiyon kinetigine bagli olarak meydana

gelir (55, 58).
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Prensip: Giimiis Boyama DNA Dizi Analizi sistemi bir 1s1 dongiisii sekans
sistemidir. Bu teknikte yiikseltilen 1s1 derecelerinde ilave edilen niikleotidlerle 7ag
DNA polimerazin birlesme yetenegi kullanilmaktadir. Sekans reaksiyonu; miktart pmol-
fmol (10'2-10"%) olan DNA, tek bir hedefe spesifik sense-primer, deoksi ve
dideoksiniikleotidlerin optimum oranlarinda karistigi A, C, G ve T niikleotidleri ve
Sequencing Grade 7ag DNA polimeraz kullanilarak hazirlanir. Daha sonra reaksiyon;
95°C’de denatiirasyon ve 42-70°C’de yani primerlerin optimize oldugu sicaklikta
anneling/extension agamalar1 45-60 siklus olacak sekilde 1s1 dongii cihazinda
gergeklestirilir. Reaksiyon iirlinleri standart sekans jelinde yliriitiiliir ve tiriinler gliimiis
boyama teknigi ile goriiniir hale getirilirler (59).

Bu sistemin non-radyoaktif olmasi en 6nemli avantajlarindan biridir. Bu nedenle
bu sistemle yapilan dizi analizi, geleneksel radyoaktif metotlardan daha giivenlidir.
Sonuglar 1 giin icerisinde elde edilebilir. Radyoaktif sekans sisteminde ise filme
aktarmak icin gereken en az 1-2 giinliik siire, radyoizotop maliyetinin ve bu radyoaktif
maddelerin ¢evreye atiliminin olmamasi bu sistemi daha avantajli hale getirmektedir
(59).

Aslinda glimiis boyama, kii¢iik miktarda niikleik asitin tespitinde etkili olarak
kullanilmaktaydi. Ancak, kompleks DNA profillerinin analizi gibi daha dikkat
gerektiren uygulamalar glimiis boyama protokoliiniin ¢ok yonlii kullanimini
gerektirmigtir. Kompleks niikleik asit karisimlart ¢ok ince poliakrilamid jellerde
ayrilirlar ve olugan bantlar yiiksek duyarlilikta giivenilir bir sekilde tespit edilmelidirler
(59).

Bu sistemde kullanilan glimiis boyama prosediirii, foto-kimyasal olarak
olusturulan glimiis boyama teknigine dayanir. Giimiis nitrat emdirilen ajan ve
formaldehit (alkali ortamda) indirgeyici ajan olarak kullanilir. Emdirmede formaldehit
iceren bir soliisyonun i¢inde goreceli olarak diisiik konsantrasyonda giimiis kullanilir.
Gorlintlinlin gelismesi (development) yiliksek konsantrasyonda formaldehit kullanilarak
meydana gelmektedir ve reaksiyon tiyosiilfatin varliginda diisiik sicaklik derecesinde
(8-12°C) gergeklestirilir. Tiyosiilfat kimyasal olarak giimiis tuzlarinin kompleksasyonu
ile c¢oOzlilmektedir. Bu islem, jel yiizeyindeki c¢oziinmemis giimiis iyonlarinin
eritilmesiyle gerceklesmektedir ve boylece nonspesifik boyanmalar azalmaktadir. Yani
giimiis rediiksiyon kinetigini degistirerek jelde arka plan boyanmasini minimalize

etmektedir (57).
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Pratikte giimiis boyama DNA dizi analizi sistemi ile glimiis boyama birkag
basamaktan olusan basit bir tekniktir. Elektroforezden sonra sekans jeli elektroforez
tamponunun, iirenin atilmasi ve kii¢iilk uzama iiriinlerinin dagilmasinin engellenmesi
icin asetik asitte fikse edilir. Fiksatifin uzaklastirilmasi i¢in jel birkag kez ultra-pure
distile su ile yikanir. Daha sonra jel giimiis nitrat ve formaldehit karisimi ile boyanir.
Ardindan boyanan jel yikanir ve daha sonra formaldehit ve sodyumtiyosiilfat iceren
alkalin sodyum bikarbonat tampon ¢dzeltisi ile jelin banyo (developed) islemi yapilir.
Bu kosullar altinda giimiis iyonlar1 formaldehit ile birlikte metalik giimiise indirgenir.
Eklenen sodyumtiyosiilfat ise metalik giimiisiin serbest glimiis iyonlarina
indirgenmesini Onleyerek jelde arka plan boyanmasi (background staining-jelin
kararmasi) engeller. Uygun banyo siiresinden sonra jel yikanir ve daha sonra

kurutularak degerlendirme yapilir (59).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Calismaya Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Gastroenteroloji Anabilim Dali’ndan agirlikli olarak ADV, LAM ve IFN tedavisi almis
40 KHB’li hastanin serum o6rnekleri ile Adana’daki 6zel bir tip merkezinde tedavi
gormekte olan 21 KHB’li hastanin serum ornekleri dahil edilmistir. Hastalardan 5 ml
kan alinarak serumu ayrilip -20 °C’de calisilana kadar saklanmistir. Ekstrakte edilen
DNA, HBV PZR i¢in kullanilmistir. Polimeraz geninin C ve D domainlerini kodlayan
bolgeleri semi-nested PZR ile amplifiye edilerek saflastirilmis daha sonra ise DNA
cycle-sequencing metodu ile dizi analizine tabi tutulmustur. Elde edilen diziler, gen
bankasindan temin edilecek dizi kayitlari ile karsilagtirllmis ve N236T ve K241E

mutasyonunun varligi arastirilmistir.

3.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)

Giivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30)

Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich- Universal 32 R)

Mikrodalga Firin (Beko- MD 1500)

Derin Dondurucu (Ugur)

Etiiv (Memmert)

Otoklav (Niive- OT 020)

Hassas Terazi (Scaltec)
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Buzdolabi (Indesit)

Vortex (NM- 110)

Su Banyosu (Memmert)

Distile su cihazi (Niive NS 108)

Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P 10-P100-F1000)

Sekans dikey jel tanki (Life Technologies, Gibco BRL Sequencing System,
Model S2, Gaithersbug, MD 20884-9980 USA)

3.2.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Tris-Hidroklorid (Sigma T- 5941, Lot 31 K5466)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema- 302430300, cat
nr 30354)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma L-4509 USA)

Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)

Borik asit (Merck K29935665 204)

Brom fenol mavisi (SCP Science B7722)

Stikroz (Merck 1.07651)

Etanol absolut (Riedel- deHaén/ 32221 Germany)

Fenol kristalleri (Sigma P-1039, USA)

Kloroform (Merck K28735331 107)

Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)

Taq DNA Polimeraz (Promega M1665)

10X PCR Buffer (Mg Free) (Promega M190G)

5 mM MgCI2 (Promega A351H)

10 mM dNTP Mix (Sigma Deoxynucleotide set DNTP-100)

Proteinaz K (Sigma P 2308)

100 baz ¢iftlik (bg) Marker (100 bp DNA Step Ladder) (Promega G6951)

Etidyum-Bromid (Sigma E8751-1G USA)

Sigma Cote® (Sigma Cat.#SL-2)

Akrilamid-Bis (Merck 154056638 Germany)

Amonyun persiilfat (APS) (Sigma A3678-100G)

N,N,N’",N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Fluka 87689 Switzerland)
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Ure (Merck K35483387 Germany)

Glasiyal Asetik Asit (Riedel- deHaén/27225 Germany)
AgNO3 (Merck K22699210 616 Germany)

Na,CO3 (Merck A766492 632 Germany)

Formaldehit (Riedel- deHadn/15512 Germany)

Sekans camlar1 (Watman Biometra® glass plates)
Promega Silver Sequence DNA Sequencing System (Q4130)
Dizi analizi reaktifleri (Q4131)

Sequencing Grade Tag DNA polymerase

DNA Sequencing 5X Buffer

4 niikleotidin SILVER SEQUENCE d/ddNTP Mixes (Deaza)
DNA Sequencing Stop Solution

Boyama soliisyonlar1 (Q4132)

Glimiis Nitrat (Silver Nitrate Q4133)

Q4134

Band Silane Soliisyonu

%37’lik Formaldehit

Sodyum tiyosiilfat 10mg/ml

Sodyum karbonat

Distile Su

DNase, RNase Free Su

Primerler

3.2.3. Kullanilan Cozeltiler

1. Pargalayici (Lizis Tamponu)

SUKroz.........ocooeeinin, 032M
Tris-HCI (pH 7.5) ....... 10 mM
\Y £ O] G TR 5 mM
Triton X 100............... %1
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2. Fizyolojik Tampon

NaCl....oooooiiiiiii, 0.075 M

EDTA......cooi 0.025M
3. Tampon A

Tris-HCI (pH 8.0)............. 10 mM

EDTA ... 2 mM

4. %10’luk SDS (Sodyum Dodecil Siilfat)
5. 2 M Tris-HCI (pH 7.5)
6. Proteinaz K (1 mg/ml)

Proteinaz K..................... .10 mg
2 M Tris-HCI (pH 7.5)......... 50 pl
Distile sul......cooviiiiiiin.. 10 ml

7. Doymus NaCl ¢ozeltisi (~6M)
8. Izopropanol

9. % 70’lik Etil Alkol

10. TE Cozeltisi (pH 7.5)

Tris-HCL (pH 7.5)...cceenn.t. 1 mM
EDTA...cooeiiiiiii . 1 mM
3.3. Yontemler

3.3.1. Molekiiler Analiz

3.3.1.1. HBV DNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismamiza, dahil ettigimiz 61 KHB’li hastanin serum 6rneklerinden DNA
ekstraksiyonu yapildi. Serum Orneklerinden ¢alisilacak DNA ekstraksiyonu igin

asagidaki protokol uygulandi.
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e Serum Orneklerinden DNA’nin Ekstraksiyonu

1.5 ml’lik steril ependorf tiiptine, 100 ul serum 6rnegi kondu. Serum ornegi
tizerine 300 pl lysis tamponu (10mM Tris/HCI pH 8.0; 5SmM EDTA, % 0.5 SDS) + 1 pl
Proteinaz-K (100mg/ml) ilave edip vortekslendi. Bu karisim, 56°C’lik su banyosunda
bir gece boyunca inkiibe edildi. Bu karisim {izerine 800 pl fenol-kloroform ilave edildi.
Tyice alt iist edip +4°C’de 30 dakika bekletildi. Bu siire icinde tiipler zaman zaman alt
ist edilerek karistirildi. Tiipler 12.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
kismi (iist kisim) alinarak yeni steril bir tiipe aktarildi. Yeni tiipe alinan siipernatant
lizerine, siipernatantin 2 kat1 hacimde olacak sekilde kloroform ilave edildi. Alt iist
edilerek +4°C’de 30 dakika bekletildi. Bu siire i¢inde tiipler zaman zaman alt {ist
edilerek karistirildi. Tiipler 12.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi
almip yeni steril bir tlipe aktarildi. Siipernatant iizerine 1 ml soguk etanol (%95°lik)
ilave edildi. Yavasca alt iist edip -20°C’de gece boyunca bekletildi. Ertesi giin tiipler
12.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Tiipiin dibindeki niikleik asit pellet kismina
zarar vermeden iist kismi dikkatlice uzaklastirildi. Tiipler temiz kagit havlular {izerine
ters olarak koyularak 10 dakika bekletilerek kurutuldu. Pellet 20 ul steril distile su ile

yavas hareketlerle pipetaj yaparak ¢ozdiiriildii. Hazirlanan ekstrakt calisilincaya kadar —

20°C’de saklanda.

3.3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
HBV’in ADV direncinden sorumlu énemli gen bdlgeleri primer spesifik PZR

teknigi ile ¢ogaltildi. Direncin arastirilacagi hedef bolgeler ve bu bolgeler ile ilgili

primer dizileri Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1.: ADV direncinden sorumlu polimeraz gen bolgelerine spesifik primer dizileri.

Polimeraz Uriin
OUMEraz = primer Adi Niikleotid dizisi (5’-3") Uzunlugu
Gen Bolgesi
(be)

HBV sense 5°- TGT GTC TGC GGC GTT TTA TC- 3’

1. tur PZR external 641
HBV-polrv2 5. GCA AAG CCC AAA AGA CCC AC- 3’
HBYV sense

: 5°-CTT GTA TTC CGA TCC CAT CA- 3’
2. tur PZR internal 422

HBV-polrv2 5’- GCA AAG CCC AAAAGA CCCAC-3¥

PZR karisimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. HBV’niin polimeraz gen
amplifakasyonu 2 tur PZR ile gerceklestirildi. Bu gen bolgesi i¢in standart PZR
reaksiyonu son hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu
(Promega), MgCl, (Promega), dNTP (Fermentans), primerler, Taq DNA polimeraz
(Promega) ve ekstrakte edilen HBV DNA’s1 konularak hazirlandi. Her bir 6rnek igin 1

inci ve 2 nci tur reaksiyon karigimlari Cizelge 3.2. ve 3.3.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.2.: Polimeraz gen bolgesinin 1 inci tur PZR karisimi

PZR malzemeleri Miktar (ul)

Distile su 35.75
MgCl, (25 mM) 4

10X PZR tamponu 5
dNTP mix (10 mM) 1
Primer (sense external) (100 pmol/ul) 0.5
Primer (HBV-polrv2) (100 pmol/ul) 0.5
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.25
HBV DNA’s1 3
Toplam hacim 50
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Cizelge 3.3.: Polimeraz gen bolgesinin 2 nci tur PZR karisimi

PZR malzemeleri Miktar (ul)
Distile su 39.75
MgCl, (25 mM) 2
10X PZR tamponu 5
dNTP mix (10 mM) 1
Primer (HBV sense internal) (100
pmol/pl) 0.5
Primer (HBV-polrv2) (100 pmol/ul) 0.5
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 0.25
1. tur PZR iirtinii 1
Toplam hacim 50

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait ve
lizerinde numaralar1 yazili steril 0.2 ul’lik PZR tiiplerine paylastirildi. Uzerlerine de
DNA ornekleri konulduktan sonra 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. Polimeraz gen

bolgeleri i¢in 1s1 dongii cihazinda PZR kosullar1 Cizelge 3.4.’teki gibi uygulanmistir.

Cizelge 3.4.: ADV direncinden sorumlu mutasyonlarin goriildiigli polimeraz gen bolgelerinin

amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullari (1 inci ve 2 nci tur).

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 55 30 saniye 30
Zincir Uzamas1 (Extension) 72 45 saniye
Bekleme 4 Cel 1

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez

uygulanmak tizere +4°C’ye kaldirilmstir.
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3.3.1.3. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR ile ADV direncinden sorumlu gen bélgeleri amplifikasyonla ¢ogaltildiktan
sonra %1.5’luk agaroz jele yiiklenerek iirlinlerin elektroforezi yapildi. Bant olusumu
gozlenen Orneklerin bir sefer daha amplifikasyonu yapildi. Hazirlanan jelde yiiriitiilen
DNA'’larin uzunluklari, biiyiikliikleri belli DNA fragmentlerini igeren molekiiler agirlik
standardi ile kiyaslanarak saptandi. Elektroforez tamponu olarak Tris-Borik Asit-Etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) [TBE] kullanildi. 10X konsantre stok olarak hazirlanan
bu tampon kullanilmadan o6nce 1X olacak sekilde distile su ile sulandirildi. Bu
reaksiyonlarin her bir seti i¢in negatif (HBV DNA’s1 haric PZR karisimi) kontroller
kullanildi.

e Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bir balon jojede 0.45 gr agaroz 30 ml 1X TBE soliisyonu igerisinde mikrodalga
firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar 1sitildi. Biraz soguduktan sonra Et-Br’den 3
ul eklendi. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavasga dokiildii.
Katilagana kadar (25-30 dakika) oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez
tankina yerlestirilerek PZR 6rneklerinin yiiklenmesine hazir hale getirildi.

Daha onceden PZR islemi yapilmis olan buzdolabindaki orneklerden 5’er pl
aliarak parafilm tizerinde 2 pl 1X TBE ile hazirlanmis yiikleme tamponu (%20 siikroz
veya gliserol, %0.25 brom fenol mavisi) ile 1yice karistirildi. Daha sonra da elektroforez
tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi. Tankin kapagi kapatildiktan
sonra gii¢c kaynagi calistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30 mA akim verilerek elektrik
akimi geg¢mesi saglanarak Ornekler 30-40 dakika boyunca yiiriitiildii. Yiikleme
tamponunda bulunan brom fenol mavisinin gogii takip ederek jelin 2/3’liikk kismina
ulastiginda elektroforez durduruldu. Jel tanktan ¢ikarilarak 312 nm dalga boyunda 151k

veren UV-transliiminatdriinde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde kayitlar1 yapildi.
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3.3.1.4. Polimeraz Gen Bolgesinin Tespiti

Agaroz jel elektroforez isleminden sonra polimeraz gen bolgesine spesifik
primerlerin kullanildig1 reaksiyon tiiplerinin elektroforezinde 422 bg hizasinda gozlenen

bantlar hedef polimeraz gen bolgesi olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.1.).

3.3.1.5. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

ADV’ye diren¢ten sorumlu gen bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmis iirtinlerinin dizi
reaksiyonundan once saflastirma islemi uygun goriilmektedir. Bu amagla Amonyum-
asetat’in kullanildig1 manuel saflagtirma yontemi kullanildi. Bu yontemde; 100 ul PZR
tiriind, esit hacimde (100 pl) 4 M amonyum asetat ile karistirildi. Sonra bu hacime esit
miktarda (200 pl) 2-propanol (iso-propilalkol) ilave edildi. Karigtirilarak oda 1s1sinda 10
dakika bekletildi. Siire sonunda 12.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklagtiritlip 500 pl %70’lik etil alkol ilave edildi. 12.000 x g’de 15 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve DNA kurutuldu. 10 pl niikkleaz-free distile su, Tris-
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) [TE] tamponu veya 1X sekans tamponu ile
stispanse edildi. Daha sonra iriinler %1.5’luk agaroz jele yiiklenerek elektroforezi
yapildi. Olusan bantlarin yogunluguna gore saflastirllan DNA, sekans reaksiyonunda
kullanilmak tiizere niikleaz-free distile su ile sulandirildi. Sekil 4.2.’de saflastirilmis
polimeraz gen bolgesi PZR iiriinlerinin saflastirmadan sonraki, Et-Br ile boyanmis

%1.5’1uk agaroz jel elektroforezinin UV 151k altindaki goriintiisti verilmistir.

3.3.2. Sekans Reaksiyonu

Sekans reaksiyonu iiretici firmanin 6nerdigi sekilde gergeklestirildi (59). Her bir
sekans reaksiyonu icin 4 adet 0.2 ml’lik mikrosantrifiij tiipii sirasiyla Adenin (A),
Sitozin (C), Guanin (G) ve Timin (T) olarak isaretlenerek 2 pl dideoksiniikleotid
(d/ddNTP) karistmi konuldu. Yaklasik 20 pl (1 damla) mineral yag, tiiplerin {izerine
ilave edildi Tiplerin kapaklar1 kapatilarak +4°C’de sekans reaksiyon karigimi

hazirlanincaya kadar bekletildi.
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Reaksiyonda kullanilacak DNA’lar denatiirasyon amaci ile 80°C’de 2 dakika
tutulduktan sonra buz tlizerinde bekletildi. Cizelge 3.5.’de dizi analizi yapilacak olan her

bir sus i¢in gereken sekans reaksiyonunun hazirlanisi verilmistir.

Cizelge 3.5.: Sekans reaksiyon karigimi (59).

Kullanilan Reaktif Miktar (ul)
Hedef DNA 3
DNA Sequencing 5X Buffer 5
Primer (sense internal) (2 pmol/ul) 3
Niikleaz-free distile su 4.5
Sequencing Grade Taq DNA polymerase (5 U/ul) 1

Daha sonra hazirlanan sekans reaksiyonu karistmindan 4’er ul, +4°C’de
bekleyen A, C, G, T d/ddNTP iizerine ilave edildi. Mikrosantrifiijde dikkatlice santrifiij
edildi. Dongii reaksiyonu baslatilarak reaksiyon i¢in hazirlanan mikrosantrifiij tiipleri 1s1
dongii cihazina, sicaklik 95°C’ye ulastig1 zaman yerlestirildi. Dizi analizinde kullanilan

reaksiyon programi Cizelge 3.6.’da verilmistir.

Cizelge 3.6.: ADV direncinden sorumlu mutasyonlarin gézlendigi gen bolgesinin dizi analizinde
kullanilan reaksiyon kosullari

Primer 24 bazdan az ve GC igerigi %50’den az ise

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
95 2 dakika 1
95 (Denatiirasyon) 30 saniye
42 (Anneling) 30 saniye 45-60
70 (Extension) 1 dakika
4 00 o0

Primer 24 bazdan fazla ve GC igerigi %50’den fazla ise

95 2 dakika 1

95 (Denatiirasyon) 30 saniye 60
70 (Anneling/Extension) 30 saniye

4 0 0
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Ist dongii cihazindaki program tamamlandiktan sonra reaksiyonun
sonlandirilmasi i¢in ornekler cihaz {izerinde iken mikrosantrifiij tliplerinin kapaklari
acilarak 3’er pl DNA sekans durdurma soliisyonu her bir 6rnegin iizerine eklendi.

Ornekler daha sonra +4°C’de elektroforez yapilincaya kadar saklandi.

3.3.2.1. Dizi Analizinde Kullanilacak Olan Sekans Camlarin Hazirlanmasi

Sekans reaksiyonunda kullanilan camlarin biri digerinden daha kisadir. Camlar
sicak su ve %1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) ile yikandi. Camlar durulanirken ise
deterjan kalintilarini ¢ikarmak i¢in deiyonize su (ultra-pure veya bidistile su) kullanildi.
Camlar toz birakmayan kagit havlular kullanilarak kurulandi ve temiz kurutma kagitlar

tizerinde alindi (59).

¢ Kisa Camin Hazirlanmasi

Jel hazirlanirken ayni zamanda temizlenmis olan kisa cam baglayici soliisyon ile
muamele edildi. 1 ml %95’lik etil alkol, 5 pl %0.5’lik asetik asit ve 3 pl Bind Silane
(Promega) temiz bir ependorf tiipiine konularak baglayicit soliisyon taze olarak
hazirlandi. Hazirlanan soliisyon, toz birakmayan kagit havluya emdirilerek kisa camin
biitlin yiizeyi soliisyon ile kaplandi. 4-5 dakika sonra yaklasik 2 ml %95’lik etil alkol,
toz birakmayan kagit havlu ile yatay ve dikey yonde, cama fazla bastirmadan uygulandi.
Bu islem eger ¢ok fazla bastirilarak uygulanirsa baglayici soliisyon yerinden kalkmakta
ve jeli 1yl tutamamaktadir. Bu yikama islemi baglayici soliisyonun fazlasini almak igin 2
kez tekrarlandi. Bu islemler sirasinda uzun camin baglayici soliisyon ile bulasmasinin

onlenmesi 6nemlidir. Aksi takdirde jel iki cama da yapigsmaktadir (59).

e Uzun Camin Hazirlanmasi

Uzun cam Sigma Cote sollisyonu ile muamele edildi. Eger su cam yiizeyinde
damla halinde kaliyorsa her seferinde cami bu soliisyon ile muamele etmeye gerek
yoktur. Baglama soliisyunu ile uzun camin ¢apraz kontaminasyonunu engellemek i¢in
oncelikle eldivenler degistirildi. Eger ki uzun cam Bind Silane ile kontamine olursa

%10’luk NaOH’de 30-60 dakika tutulmasi gerekmektedir. Sigma Cote soliisyonu toz
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birakmayan kagit havlu yardimi ile cama siirtildii. 5-10 dakika sonra toz birakmayan

kagit havluyla fazlas silindi (59).

3.3.2.2. Jel Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Cam Kasete Dokiilmesi

Jel 7 M iire igeren, %4-6’lik poliakrilamid jel (19:1 akrilamid-bisakrilamid) TBE
tamponu ile hazirlandi. 34.5 gr iire tartilarak cam behere aktarildi. Uzerine 50 ml
bidistile su ilave edilerek 1siticida kaynayincaya kadar yavas yavas karistirildi. Ure
kristallerinin tamamen eridigi goézlendiginde beher 1sitictdan alinarak bir meziire
aktarildi. Uzerine 12.5 ml akrilamid soliisyonu (19:1), 7.5 ml 10XTBE tamponu ve 250
ul %10’luk amonyun persiilfat (APS) ilave edildi. Son hacim 80 ml’ye bidistile su ile
tamamlanarak jel temiz bir behere aktarildi. Beherin agzi aliiminyum folyo ile
kapatilarak jelin i¢erisine toz ve yabanci partikiillerin girmesi engellendi (59).

Jel hazirlandiktan sonra jelin dokiilecegi camlarin hazirlanmasina gegildi. Kisa
cam Bind Silane ile, uzun cam ise Sigma Cote ile muamele edildi. Kisa camin muamele
edilen ylizeyinin iki kenarma 0.4 mm kalinligindaki bosluk plastikleri konularak uzun
camin muamele edilen yiizeyi bosluk plastiklerinin iizerine gelecek sekilde yerlestirildi.
Her iki cam dikkatli bir sekilde cam sikistiric1 plastik tasiyiciya konuldu. Tastyicinin alt
kismindaki doldurma deligi acildi. Hazirlanmis olan jele 50 pl N,N,N',N’-
Tetramethylethylenediamine (TEMED) eklenerek jel, 50 ml’lik bir enjektor yardim ile
camlarin iist kismindan dikkatlice iki cam arasindaki bosluga dokiilmeye baslandi. Bu
sirada jelde hava baloncuklarinin olusmamasina dikkat edildi. Jel, doldurma deliginden
cikmaya basladigt an delik kapatilarak jelin {ist kisimdan dokiilmesi durduruldu.
Camlarin st kismindaki jel igerisine, yiikleme sirasinda kullanilan taraklarin ters
ylizleri ile, 2-3 mm kadar bir oluk olusturuldu. Taraklarin yerlestirildigi bu kisminin
daha 1iyi sikistirilmasi i¢in tasiyicinin kenarlari, camlarin ortasi ve iki kenar1 baglama
klipsleri ile tutturuldu. Daha sonra jelin fazlasi taraklar {izerine dokiilerek jelin yaklasik
2 saat boyunca polimerize olmasi beklendi (59).

Siire sonunda baglama klipsleri acilarak cam kaset, sikistirict plastik tasiyicidan
cikartildi. Camlarin st kismindaki taraklar ¢ikartilarak polimerize olmayan jel ve iire
kristallerinin temizlenmesi i¢in camlar bidistile su ile yikandi. Yikamadan sonra camlar

toz birakmayan kagit havlu ile silinerek elektroforez asamasina gegildi.
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3.3.2.3. Elektroforez

Cam kaset dizileme elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin, 6nce iist tampon
rezervuarina 500 ml 1XTBE tamponu ilave edildi. Alt kisma veya cam kaset ile
aliiminyum plaka arasindaki boliime 5 dakika boyunca bir sizinti gozlenmediyse alt
kisma yine 500 ml ayn1 tampondan ilave edildi.

Bantlarin  iyi agilmasi i¢in cam kaset dizileme elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra, tek iplikli DNA zincirleri arasinda H bagi olusumunun
engellenmesi i¢in jel 75 Watt’lik elektrik akimu ile sicakligi 50°C’ye ulasincaya kadar,
(yaklasik 2 saat) 1sitildi. Jel 1sitildiktan sonra sivri disli taraklar jelin iist kismina hafifce
batirildi. Yiiklemeye baslanmadan Once sekans reaksiyonu sonucu olusan {iriinler
70°C’de 5 dakika su banyosunda 1sitild1 ve hemen buza batirilarak, iirlinlerin 3 pl’si
hizli bir sekilde jele yiiklenerek 75 Watt’lik elektrik akimi ile elektroforeze devam
edildi. Elektroforez bittikten sonra elektroforez tankindan ¢ikarilan cam kaset
birbirinden ayrildi. Kii¢iik cama yapisik halde kalan jele giimiis boyama protokolii
uygulandi (59).

3.3.2.4. Sekans Jelinin Giimiis Boyanmasi
Bu protokolde kullanilan soliisyonlar ve malzemeler asagida verilmistir (59).
Tespit-Durdurma (Fix-stop) soliisyonu
Boyama soliisyonu
Banyo (Developing) soliisyonu
Yatay karistirict

Kisa camdan daha genis olan plastik tepsi

Boyama prosediirii  siliresince inkiibasyonlar plastik tepsi igerisinde

gerceklesmektedir.

73



Boyama Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Tespit-Durdurma Soliisyonu: %10’luk asetik asittir. Bu soliisyon her boyama
protokolii i¢in yeniden hazirland1 (59).
Asetik asit 200 ml
Bidistile su 1800 ml

Boyama Soliisyonu (59):

Glimiis Nitrat (AgNOs3) 1l gr
Formaldehit (%37) 1.5 ml
Bidistile su 1000 ml

Banyo Soliisyonu (59):
Sodyum karbonat (Na,COs) 45 gr
Bidistile su 1500 ml
10°C’ye kadar sogutulur
Kullanmadan hemen 6nce develop soliisyonuna eklenenler:
Formaldehit (%37) 2.25 ml
Sodyum tiyosiilfat (10 mg/ml) 300 pl

Boyama Protokolii

Jelin tespiti: Plastik tepsideki jel tespit-durdurma soliisyonu ile kaplandi ve
boya izleri kayboluncaya kadar yaklasik 15 dakika boyunca g¢alkalanarak yikandi. Bu
islem, {ire kalintilarinin iyice ¢ikmasi i¢in bir kez daha tekrarlandi. Jel ¢alkalamadan bir
gece boyunca tespit-durdurma soliisyonunda muhafaza edilebilir (59).

Jelin yikanmasi: Jel 5’ser dakikadan 5 kez bidistile su ile ¢alkalanarak yikandi.
Bu asamada asitin jelden tamamen uzaklagmasi saglandi (59).

Jelin boyanmasi: 2 saat boyama sollisyonu ile ¢alkalanarak muamele edildi
(59).

Jelin yikanmasi: Jel tepsi igerisine yerlestirilerek bidistile su ile 5-10 saniye, iki

kez hizl1 bir sekilde yikandi (59).
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Jelin banyosu (develop): Jel, sogutulmus ve kullanmadan hemen 6nce 2.25 ml
%37°1ik formaldehit ve 300 ml sodyum tiyosiilfat eklenmis banyo soliisyonunun 750
ml’sinin bulundugu tepsiye yerlestirildi. Hedef DNA’lar (tamplate) goriiniinceye kadar
ya da develop baglayincaya kadar jelin bulundugu tepsi ¢alkalandi. Jel daha sonra geriye
kalan 750 ml soguk banyo soliisyonun aktarildig: tepsiye alindi1 ve ¢calkalanmaya devam
edildi. 2-3 dakika icinde bantlarin hemen hepsi goriiniir hale gelmeye baslad1 (59).

Banyonun durdurulmasi: Uzun banyo asamasi koyu renkte arka planin
(kararma) olusmasi ile sonuglanacagindan jelin tamamen boyanmasinin engellenmesi
icin banyonun durdurulmast islemine gecildi. Goriintii gelisim reaksiyonunun
sonlandirilmasi i¢in ve jelin tespit edilmesi i¢in 1000 ml tespit-durdurma soliisyonu
direkt olarak banyo soliisyonu i¢indeki jele dokiildii. Calkalanarak 2-3 dakika siiresince
inkiibe edildi (59).

Jelin yikanmasi: Jel 2’ser dakikadan 2 kez bidistile su ile muamele edildi (59).

Jelin kurutulmasi: Jel oda 1sisinda tutularak kurumaya birakildi (59).

3.3.2.5. Goriintiileme

Jelde olugsan bantlar en iyi beyaz 151k (fluoresan 151k) {izerindeyken

goriilmektedir.

3.3.2.6. Degerlendirme
Degerlendirme asamasinda, Gen bankasi veri tabanindan elde edilen Z35716

kayit numarali dizi ile jelde olusan diziler, 5’ ucundan 3’ ucuna dogru karsilagtirilarak

okundu. Belirlenen niikleotid degisiklikleri kayit edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Molekiiler Analiz Sonuclar:

4.1.1. PZR Asamasi

HBV’niin ADV ilag¢ direnci ile iligkili mutasyonlarin gozlendigi bolgesi olan
polimeraz gen bolgesi primer spesifik semi-nested PZR teknigi ile ¢cogaltilmistir. PZR
tirtinleri Et-Br ile boyanmis %1.5’luk agaroz jel elektroforezinin UV 11k altindaki

goriintiisii molekiiler agirlik standart1 kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.1.).

1000 bg
900 bg

800 bg
700 bg

600 bg

500 bg

4608

300 bg

200 bg

100 bg

Sekil 4.1.: Seminested PZR yontemi ile belirlenen direng ile iliskili polimeraz gen bolgelerinin %1.5’lik
agaroz jel elektroforezi ile gosterilmeleri. (Kolon M: Molekiiler agirlik standardi [GeneRuler 100 bp
DNA ladder, Fermentas], Kolon 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12; HBV’lii hastalarin 6rneklerinde amplifiye
edilen = 429 b¢’lik polimeraz gen bolgesi PZR iiriinii, kolon 1 ve 4; negatif amplifikasyon tiriinleri)
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4.1.2. Giimiis Boyama DNA Dizi Analizi Sonug¢lar:

Primer spesifik PZR asamasindan sonra, elde edilen PZR fiirlinlerinin dizi analizi
reaksiyonunu etkilememesi i¢in, PZR reaksiyon bilesenlerinden arindirmak amaci ile,
amonyum asetat yontemi ile saflastirilmistir. Saflastirilmis polimeraz gen bolgesi PZR
triinlerinin  saflastirmadan sonraki, Et-Br ile boyanmis %1.5’luk agaroz jel

elektroforezinin UV 1s1k altindaki goriintiisti Sekil 4.2.’de verilmistir.

1666 bg

800 bg
700 bg
600 bg

500 bg

466 b¢

300 bg

200 bg

100 bg

Sekil 4.2.: Amonyum-asetat yontemi ile saflastirilmis polimeraz gen bdlgelerinin PZR iiriinlerinin
%1,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii. (Kolon M: Molekiiler agirlik standardi [GeneRuler 100 bp
DNA ladder, Fermentas], Kolon 1, 2, 3, 4, 5, 6; =422 b¢’lik saflastirilmig polimeraz gen bolgesi PZR
iirtinleri)

Glimiis boyama DNA dizi analizi sistemi ile sekans reaksiyonu tamamlanan ve 7
M iire ile hazirlanmis sekans jelinde elektroforezine yiiklenen 6rneklerin, elekroforez
sonrast giimiis boyama metodu ile boyandiktan sonra fluoresan 11k altinda
GenBankasindan elde edilen Z35716 nolu referans dizi ile karsilastirarak
degerlendirilmesi yapildi. Ilag direngli klinik izolatlarin elektroforez temelli giimiis
boyama DNA dizi analizi metodu ile DNA zincirindeki her bir bazin (A, C, G, T)
pozisyonu belirlendi. Referans dizi ile karsilastirma sirasinda saptanan N236T ve

K241E niikleotid degisiklikleri ila¢ direncinden sorumlu mutasyon olarak kabul edildi.
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Calisilan toplam 61 oOrnegin 5 (%8.19)’inde  ADV direncinden sorumlu
mutasyonlar tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin %4.9’u K241E, %3.2’si ise N236T
seklindedir. Adefovir direnci ile iligkili oldugu net olarak bilinen bu mutasyonlara
ilaveten adefovir direnci ile muhtemel iligkisi olabilecegi ima edilen P237T (1 hasta,
%1.6), P237H (1 hasta, %1.6), N238A (1 hasta, %1.6), N238R (2 hasta, %3.2), Y245H
(2 hasta, %3.2) ve 1233V (1 hasta, %1.6) mutasyon paternleri de ¢alisma grubumuzda
tesbit edilmistir. (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1.: Giimiis boyama DNA dizi analizi ile elde edilen sonuglar ADV: Adefovir direnci
ile iligkili mutasyon, ADV?: muhtemel adefovir direnci ile iligkili mutasyon).

Sira no Hasta kodu Hedef bilgede tespit edilen mutasyon tiirii

1 SS-M Mutasyon yok
2 BK-M Mutasyon yok

3 MG-M Mutasyon yok
4 BAG-M Mutasyon yok

5 i6-Mm Mutasyon yok
6 Mi-M Mutasyon yok
7 SU-M Mutasyon yok

8 ABY-M Mutasyon yok
9 Ii-M Mutasyon yok
10 SK-M Mutasyon yok
11 ESE-M Mutasyon yok
12 BE-M Mutasyon yok
13 HS-M Mutasyon yok
14 Al-M Mutasyon yok
15 NT-M Mutasyon yok
16 AB-M Mutasyon yok
17 SA-M Mutasyon yok
18 SM-M Mutasyon yok
19 Mi-M Mutasyon yok
20 Al-M Mutasyon yok
21 FO-M Mutasyon yok
22 FD-M Mutasyon yok
23 HA-M Mutasyon yok
24 CB-M rtN238A (ADV?)
25 AT-M Mutasyon yok
26 MA-M rtP237T (ADV?)
27 MU-M Mutasyon yok
28 AA-M Mutasyon yok
29 SC-M rt1233V / rtK241E (ADV)
30 SO-M rtK241E (ADV)
31 AK-M Mutasyon yok
32 AKO-M rtY245H (ADV?)
33 MYG-M tN238R (ADV?)
34 HK-M rtN238R (ADV)
35 iS-Mm 1tY245H (ADV?)
36 HG-M rtK241E (ADV)
37 PSS-M Mutasyon yok
38 HY-M Mutasyon yok
39 MK-M rtP237H (ADV?)
40 DA-M Mutasyon yok
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41 MAA-A Mutasyon yok

42 TY-A Mutasyon yok
43 SE-A Mutasyon yok
44 NC-A Mutasyon yok
45 IP-A Mutasyon yok
46 OK-A Mutasyon yok
47 AD-A Mutasyon yok
48 i0-A Mutasyon yok
49 FA-A Mutasyon yok
50 BC-A Mutasyon yok
51 MU-A Mutasyon yok
52 NC-A Mutasyon yok
53 BA-A Mutasyon yok
54 PTT-A rtN236T (ADV)
55 NO-A Mutasyon yok
56 AS-A Mutasyon yok
57 IA-A Mutasyon yok
58 MA-A Mutasyon yok
59 BC-A rtN236T (ADV)
60 EK-A Mutasyon yok
61 YE-A Mutasyon yok

Cizelge 4.2.: Giimiis boyama DNA dizi analizi ile ADV direnci ve muhtemel ADV direnci ile iliskili

tespit edilen mutasyonlar

Izolat sayisi Mutasyonun lokalizasyonu (kodon) Amino asit degisikligi

N=12

1 (%8.3) 237 PoT

1 (%8.3) 237 P—H

1 (%8.3) 238 NoA

2 (16.6) 238 N—R

2 (16.6) 236 NoT

2 (16.6) 245 Y—H

2 (16.6) 241 K—E

1 (%8.3) 233 ve 241 >V ve KoE

Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.°de ¢aligmamizda tespit ettigimiz rtK241E ve rtN236T

mutasyon tipleri gosterilmektedir.
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K241E wild tip
AAA — GAA

A C G 1

Sekil 4.3.: ADV direnci ile iligkili rtK241E mutasyonu

N236T Wild tip
AAC—-ACC

Sekil 4.4.: ADV direnci ile iligkili rtN236T mutasyonu
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5. TARTISMA

Son yillarda diger viral hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilmis olan gansiklovir,
LAM ve FAM gibi pek cok antiviral ilag, giiniimiizde HBV replikasyonunu inhibe
etmek amaciyla da kullanilmaktadir. Bu ajanlar her ne kadar HBV replikasyonunu
baskilamakta oldukga etkili iseler de uzun siireli kullanimlarindan sonra ilaca direncli
HBYV susglar ortaya ¢ikmaktadir. Su ana kadar ilaca bagli en iyi tanimlanmis HBV
mutantlar1t LAM’a direngli olanlardir ve bunlar HIV suslar1 ile ayni mutasyona
sahiptirler (18).

Molekiiler virolojik analizler, adefovir tedavisi altindaki HIV-HBV ko-infekte
hastalarda adefovire dirence neden olan daha Onceden goriilmemis rt AI181T
mutasyonunun tespit edildigi bildirilmistir. Bu sebeple ko-infekte hastalarin gézlenmesi
sirasinda, niikleosid anologlarina karst HBV direncinin tespit edilmesi gerektigi
bildirilmistir (60).

Akut fulminant hepatitin tedavisinde kullanilan LAM ve ADV, HBV
replikasyonunu inhibe ederek serum HBV diizeylerinde hizli bir sekilde azalmaya neden
olur. Akut HBV infeksiyonundan sonra HBsAg’nin 6 aydan daha uzun siire pozitif
oldugu hastalara kronik hepatit tedavisi almaya baglarlar (26).

KHB’nin siroz, HSK ve 6liime progresyonunu onlemek i¢in etkili bir sekilde
tedavi edilmesi gereklidir. KHB’si olan hastalarda tedavinin hedefleri kalict HBV-DNA
baskilanmasi, serum  ALT  seviyesinin  normallesmesi  ve  karaciger
nekroinflamasyonunda iyilesme saglanmasidir. Uzun dénemde amaglar ise sirozun, son
donem karaciger hastaliginin ve HSK gelisiminin 6nlenmesi, yasam kalitesinde iyilesme
ve daha sonra survinin uzatilmasidir.

Olusacak komplikasyonlarin tedavileri de g6z Oniine alindiginda KHB’nin
tedavisi maliyet-etkin olarak bulunmustur. KHB’nin tedavisinde kullanilacak ilacin
uygun risk-yarar profili olmali, kalict etkinlik saglamali, sinirli toksisitesi olmali ve hig
veya minimal viral direng gelisimi olmalidir. KHB tedavisi i¢in Tiirkiye’de onaylanmis
olan ilaglar IFN alfa ve interferon disindaki tedavi segenekleri ise LAM ve ADV gibi
niikleozid analoglaridir. Kulanilan diger niikleozid analoglari; FAM, adenin arabinosid,

gansiklovir, pensiklovir, lobukavir, entekavir, emtrisitabin’dir.
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Kronik HBV tedavisinde ilk secenek olan LAM, bir sitozin analogu olup
hepadnavirus DNA sentezini sonlandirarak virus replikasyonunu inhibe eder. Eriskin ve
pediatrik hastalarda yapilan plasebo kontrollii klinik ¢aligmalarin sonucuna gore 52
hafta LAM tedavisiyle HBV replikasyonunda azalma, ALT seviyelerinde normallesme,
HBeAg serokonversiyonu gelisimi ve karaciger histolojisinde diizelme anlamli olarak
elde edilmistir (3).

HBeAg (-) KHB’li hastalarda LAM tedavisiyle ilgili yapilmis bir ka¢ calismada
HBV-DNA kaybi ve ALT normallesmesi tedavinin 1. yilinda %65-96 olarak
bildirilmistir. Fakat cevap veren hastalarin %48-90’ninda ila¢ kesildikten sonra relaps
gelismistir (61). HBV DNA’nin 10° kopya/m!’nin altina inmesinin virolojik yanit olarak
tanimlandig1 656 hastalik retrospektif, ¢cok merkezli bir ¢calismada ortalama 22 aylik
LAM tedavisi sonrasi virolojik yanit %95 iken 4 y1l sonra %39 olarak bulunmustur (3).

Uzun siire LAM alan hastalarda viral izolatlarin incelenmesi sonucu dirence
neden olan bazi mutasyonlar tespit edilmistir. HBV polimeraz enzimi A dan E ye
isimlendirilen 5 farkli domainden olusmaktadir. Bu domainlerden A,C ve D niikleotid
trifosfatlarin baglandigi ve katalizlendigi bolgelerdir. B ve E ise sablon RNA ve
primerin karsilikli getirilmesi ve aktif enzimatik bolgenin bu alana yanasmasini
saglayan bolgelerdir (27).

LAM direnci HBV-DNA’nin tekrar pozitiflesmesi ve genellikle ALT
yiikselmesiyle karakterizedir. Kronik B hepatitli LAM kullanan hastalarda 6 nc1 aydan
itibaren genotipik direng¢ goriiliir. Direng oranmi farkli ¢alismalarda farkli bildirilmistir.
Ornegin bir yillik tedavi sonunda Asya calismasinda %14, A.B.D. ¢alismasinda %32
direng bildirilmistir. Asya calismasinda 2 yillik takibi tamamlayan hastalarda toplam
direng orant %40 olarak saptanmistir (2 nci y1l tedaviye girmis olan hastalarin %31°1 2
nci yilda direng gelistirmis). Ayni1 hastalarin 4 yillik takiplerinde direng oraninin %66 ya
ciktig1 bildirilmektedir (27).

ADV ise, LAM’a direncli ve mutant HBV infeksiyonlar1 da dahil olmak iizere,
hepatit B viral replikasyonu olan yetiskinlerde KHB tedavisinde kullanilan bir adenin
niikleotid analogudur (2). ADV, dAMP’nin asiklik analogudur. ADV, KHB nin tedavisi
icin A.B.D.’nde Eyliil 2002°de, Avrupa’da Mart 2003’de ve Tirkiye’de Ekim 2003°de
onay almistir.

ADV’nin in vitro olarak hepadnaviruslar, retroviruslar ve herpes viruslara karsi

giiclii etkili oldugu gosterilmistir (3). ADV’nin invitro olarak bilinen tim LAM,
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emtrisitabin, FAM ve HBIG’ye direngli HBV’lerine kars1 etkili oldugu gdosterilmistir
(36).

ADV’nin difosfat formu dAMP’nin DNA yapisina girmesini kompetitif
inhibisyonla 6nler ve DNA sentezinde zincir sonlanmasi yapar. Antiviral etkisine ilave
olarak ADV, NK hiicreleri aktive eder, ve muhtemelen endojen IFN’ler aracilig1 ile
immiin cevabi kuvvetlendirir. Ayrica bir fare modelinde gosterildigine gére ADV’nin
dogal oldiiriicti lenfosit aktivitesini ve IFN alfa iiretimini artiran immiinositimulator
etkisi mevcuttur (27).

Genis plasebo kontrollii klinik ¢alismalarda ADV’nin hem HBeAg (+) hem de
HBeAg (-) KHB’li hastalarda biyokimyasal, virolojik ve histolojik iyilesme sagladigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda 48 haftaya varan tedavilerde bu ilaca kars1 direng gelisimi
bildirilmemistir.

ADV ile 3 yila varan uzun donem tedavinin sonuglarinda yanitlarda virolojik,
biyokimyasal ve histolojik cevabin stabil oldugu gosterilmistir. 15 {lkenin 86
bolgesinden toplam 695 hastanin bulundugu ADV’nin faz III klinik ¢alismasindaki
sonuglara gore; KHB’li hastalarda 10 mg ADV tedavisi hastalarda HBV genotipi,
HBeAg durumu (pozitif veya negatif) veya irktan bagimsiz olarak benzer antiviral etki
gostermistir. Bu calismada 96 nc1 haftaya kadar higbir hastada ADV’ye direng
goriilmezken, 96 nc1 haftadan sonra sadece bir hastada ADV’ye diren¢ saptanmistir. Bu
hasta LAM tedavisine klinik ve virolojik yanit vermistir (3).

ADV direnci ile ilgili olarak en siklikla rastlanan ve bildirilen mutasyonlar
polimeraz geninin reverse transkriptaz bolgesinde bulunan 241 inci niikleotidde K’dan
E’ye, 236 nc1 niikleotidde N’den T’ye ve 181 inci niikleotidde A’an V’ye doniisiim
seklindedir. Yaptigimiz bu ¢aligmada 3 hastada (%4.9) 241 inci niikleotidde K—E’ye
doniigim seklinde, 2 hastada (%3.2) da 236 nci1 niikleotidde N—T’ye doniisiim
seklinde  mutasyona  rastlanmistir. ~ Calismamizda rtA181V ~ mutasyonuna
rastlanmamistir. Toplamda 2-3 yillik tedavi siiresince ADV diren¢ mutasyon orant
calismamizda %8.19 seklindedir. Rastladigimiz diger mutasyonlarin adefovire direng ile
olan iliskisi simdiye kadar bildirilmemistir. Ancak mutasyonlarin siklikla gorildiigii
bolgelere yakin yerde yer alan niikleotid degisiklikleridir. Bu mutasyonlarin ¢alisilan 61
hastadaki daglimlar1 ise P237T (1 hasta, %1.6), P237H (1 hasta, %1.6), N238A (1 hasta,
%1.6), N238R (2 hasta, %3.2), Y245H (2 hasta, %3.2) ve 1233V (1 hasta, %1.6)
seklindedir (Cizelge 4.2.). Son zamanlarda bildirilen c¢esitli ¢aligmalarda rtV84M,
rtS85A, rtV214A, rtQ215S, rtA181T, rtI233V, rtP237H, rtN238T/D gibi bazi
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mutasyonlarin adefovir direnci ile iliskili olabilecegi bildirilmektedir (62). Bu
mutasyonlarin bazilar1 bizim de tesbit ettigimiz mutasyonlar olup, diger bazilari ise
bizim tespit ettigimiz diger mutasyonlara noktasal olarak olduk¢a yakin
pozisyonlardadir. Hastalarin tedavi takipleri ile bu mutasyonlarin adefovire karsi
direngte gercekten rol oynayip oynamadiklari netlik kazandirilmasi gereken yeni bir
arastirma alanini olusturmaktadir.

Kompanse KHB’li HBeAg negatif 185 hastanin 2:1 oraninda randomize edildigi
cok merkezli, ¢ift kor, plasebo kontrollii bir caligmada 48 haftalik tedavi sonras1t ADV
tedavisi alan grupta anlamli olarak histolojik, virolojik ve biyokimyasal iyilesme oldugu
goriilmiistiir. Yan etki profili plaseboya benzer olarak bulunmustur. ADV’ye direncli
HBYV polimeraz mutasyonu goriilmemistir (3).

Yapilan klinik caligmalar sonucu LAM’a direngli KHB’li hastalarda da
ADV’nin etkili oldugu kanitlanmistir (3). LAM’a direngli hastalarda devam eden LAM
tedavisine ADV eklenmesiyle veya ADV’nin tek basina verilmesiyle hastalarda
virolojik ve biyokimyasal iyilesme oldugu gozlenmistir (37).

LAM’a direngli KHB infeksiyonu olan 135 hastanin alindig1 plasebo kontrollii
bir baska calismada devam eden LAM tedavisine ADV eklenmesiyle 52 haftalik
tedaviyle anlamli olarak klinik, biyokimyasal ve virolojik fayda elde edilmistir. KHBsi,
kompanse karaciger hastaligi ve LAM direnci olan HBeAg (+) 59 hastayla yapilan bir
calismada hastalar; devam eden LAM tedavisine ADV eklenmesi, LAM +plasebo ve
ADV +plasebo seklinde randomize edilmislerdir. 48 haftalik tedavi sonrast LAM +
ADV grubu ile ADV monoterapisi alan grupta baglangica gore ortalama serum HBV-
DNA seviyelerindeki azalma, ALT normallesme oranlar1 ve HBeAg kaybi1 benzer
bulunmustur. LAM monoterapisi alan grupta serum HBV-DNA diizeyleri ayni1 kalmis
ve caligma boyunca anlamli biyokimyasal ve serolojik degisiklik goriilmemistir.
Yapilan bazi caligmalar sonucu LAM’a direngli KHB’1i hastalarda tek basina ADV’yle
tedavinin yeterli oldugu, YMDD mutasyonu olan hastalarda uzun dénemde LAM
tedavisine devam etmenin bir avantaji olmadigi ileri siiriilmistiir (3).

KHB tedavisinin gidisinde ADV’ye direng gelisimi LAM’la karsilastirildiginda
siklig1 daha azdir ve daha geg¢ olusur (4). KHB’li 39 hastada 60 haftalik ADV tedavisi
sonrast direng gelisiminin degerlendirildigi bir ¢alismada bu siirenin sonunda higbir
hastada direng gelisimi goriilmemistir (2).

Adefovire direng oranlar1 bir ¢ok ¢alismada genel olarak 48 inci haftada %0, 96

nc1 haftada %2 ve 144 {incii haftada %7 bulunmustur. Bu oranlar bizim sonuglarimizla
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(%8.19) paralellik gostermektedir. Homojen popiilasyonda hastalar1 [HBeAg (-)] iceren
baska bir ¢calismada retrospektif olarak adefovire direng oranlar1 2, 3, ve 4 iincii yillarda
strastyla %5, %11 ve %18 olarak bulunmustur. 5 inci yilda yapilan bir analize gore
direng oran1 %28 saptanmustir (3).

KHB hastalarin  tedavisi sirasinda mutant suslarin  ortaya ¢ikist ile
karsilagilmaktadir.  HBV’niin  primer  antiviral direnci ile ¢ok  nadir
karsilagilabilineceginden bahsedilmektedir (63). ADV’e kars1 virolojik atak ile iliskili
HBYV polimeraz gen mutasyonlari, tek veya kombinasyon halinde rtA181V ve rtN236T
mutasyonlarini icermekte oldugu belirtilmektedir. rtA181V mutasyonu tek basina veya
rtN236T mutasyonlari ile birlikteligi cok az siklikta gdzlendigi bildirilmektedir (64).

Ulkemizdeki vakalarin birinde, daha éncede ADV tedavisi almayan bir KHB’li
bir hastada ADV’e kars1 primer direncin saptandigi bildirilmistir. Bu hastanin INF ve
LAM ile baslayan tedavisinde 3 yilin sonunda LAM’e kars1 direng gelistigi saptanmas.
Tedaviye ADV eklendikten sonra 8 inci ayda da tespit edilebilir seviyede HBV-
DNA’ya rastlandigr bildirilmistir. 11 inci ayda DNA dizi analizi ile rtA181T
mutasyonunun tespit edildigi bildirilmistir (63).

Ulkemizde yapilan bir calismada, KHB’li hastalarin, lamivudin tedavisi
sirasinda ortaya c¢ikan yeni mutasyon patternleri ve adefovire karsi ¢apraz direncinin
gosterilmesi amacglandigi belirtilmis. ADV tedavisinden 6nce ve sonra serumdan
HBV’niin polimeraz geninin amplifikasyonu gergeklestirilmis ve reverse transcriptase
geninde A181S seklindeki yeni bir mutasyon, M204] mutasyonu ile birlikte tespit
edildigi bildirilmistir. Arastiricilar, bu yeni mutasyon patterninin lamivudin tedavisi
altindaki hastalarda, ADV’e kars1 ¢arpraz direncin gelisimini arttirdigini gosterdigini
ifade etmislerdir (65).

Yaptigimiz bu calisma Tiirkiye’de az sayida yapilmis olan ¢aligmalarin biri olup,
HBV DNA’sin1 tagiyan 61 bireyde ADV’e karsi gelisen direngteden sorumlu tutulan
mutasyon patterni %8.1 oraninda tesbit edilmistir. Buldugumuz sonuglar, HBV ile
infekte toplumdaki ADV direncinden sorumlu tutulan bazi genomik degisiklikleri

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yaptigimiz bu c¢alisma ile Mersin ilinde HBV hastalarinda ADV
direnci ile iligkili polimeraz gen hedef gen bdlgesi analiz edilmis ve bu gen bolgesinde
meydana gelen mutasyon paterninin ortaya ¢ikarilmasinin bélgemiz i¢in 6nemli bir veri
sagladigimi diisiinmekteyiz. Elde ettigimiz sonuglar 0Ozellikle hastaligin  klinik
tedavisinde c¢alisan klinisyenler i¢in olduk¢a kiymetli bilgiler saglamis ve tedavi
stratejisinin yonlendirilmesine ciddi katkilar saglamistir. Bu calisma ile baslayan ileri
molekiiler diizeydeki isbirligi, konu ile ilgili diger baz1 yeni ¢aligsmalarin da temelini
atmis ve klinik ile yeni ortak ¢aligmalara baglanmistir.

Calismada kullandigimiz dizi analiz teknigi, nonradyoaktiftir ve bu nedenle
uygulamasi geleneksel diger radyoaktif yontemlerden daha gilivenlidir. Ayrica,
sonuclarin bir giin icerisinde elde edilebilmesi ve laboratuvar sartlar1 bir kez standardize
edildikten sonra olduk¢a ekonomik olmasi 6nemli avantaj saglamaktadir. Bu agidan, bu
yontemin bolgemizdeki HBV hastalarindaki antiviral ilaca karsi gelisen direng ile
iliskili mutasyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda ve hastalarimin klinik tedavisinin
yonlendirilmesinde fayda saglayan oldukga kullanigl bir yontemdir.

Calisma iilkemiz ¢apinda genellendiginde giiclii bir direng pattern bilgisinin elde
edilebilecegi asikardir. Boylece bolgenin hatta {ilkenin antiviral ilag direnci ile ilgili
mutasyon patternlerinin cografik dagilim ve hatta epidemiyolojik verileri

olusturulabilecegide sdylenebilir.
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