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Lamivudine, Adefovir Dipivoksil ve Entecavir'e Direng GOsteren HBV
Varyantlarinin Tanimlanmasi ve Bu Mutantlarin Degisik Antivirallere Kar sl
Direnc Profillerinin in vitro Fenotipleme Ydntemi ile Karakterizasyonu

OZET

Dunya Uzerinde 2 milyardan fazla insanin HBV iléedte olmasi ve 350 milyon insanin
kronik HBV enfeksiyonu olmasi nedeniyle HBV enfel@iu ciddi bir kiresel ghk
sorunudur. Kronik Hepatit, siroz ve hepatosellksinoma gibi senede 320000’den fazla
6lime neden olan karaer ile iliskili bircok hastalgin temel sebebidir. HBV enfeksiyonu
ile mucadelede son iki 10 yilda kaydagde gelsmeler kaydedilse de antiviral direncli
HBV varyantlarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle kroh#épatitin tedavisi hala zorludur. Bu
tezin amaci, lamivudine, adefovir ve entecaviremljrgosteren yeni HBV varyantlarinin
karakterizasyonu ve bu varyantlaringdék antivirallere kagl direng profillerinin in vitro
fenotipleme deneyi ile ortaya ¢ikarilmasidir.

Calismada HBV DNA ekstraksiyonu icin kullanilan serunedavisinin ilk 7 yilinda
lamivudine kullanan bir hastadan aligtm. Virolojik ve biyokimyasal “breakthrough”
gerceklemesinden sonra tedavide lamivudinden adefovirelmgegir. Fakat adefovir
tedavisi altinda gecen 2 yilin sonunda sureklvbwlojik yanit alinamany ve bu yizden
hastanin tedavi rejiminde 6nce adefovir entecdeideistiriimi s, daha sonra bu iki ilacin
birlikte kullanilmasiyla devam edilitir. Hasta bu tedavi surecinden fayda gornieve
hastadan elde edilen serumlardan ekstrakte edilBY BNA’'da tanimlanmg hicbir
entecavir direnci olmamasinagraen, hasta sonunda olgtiir. Hastadan 6 farkh tarihte
alinan serum o6rneklerinden elde edilen HBV DNAHBYV genomlarinin geriye donuk
klonal analizi yapilmgtir. Bu 6 farklh serum oOrrggnden elde edilen toplam 434 adet
klonun analizi yapilmtir. Antiviral direnc acisindan umut vadeden mutasgaternlerini
tastyan HBV genomlarin vitro fenotipleme deneyleri ile analiz edilgtir. L8OLV, L91l,
M2041, S219A, N238D, Y245H mutasyonlarinin hi¢cldaha 6énce entecavir mutasyonu
ile iliskilendiriimemis olmasina ramen bu mutasyon paterningtgan HBV genomlarinin
yabanil tip ile kagilastirildiklarinda entecavire 30,4 kat daha fazla mrgelitirdikleri
gosterilmitir.

Key Words: Hepatitis B virus, lamivudine, adefovir dipivoksi&ntecavir, in vitro
phenotyping



Determination of novel HBV variants which show restance to lamivudine,
adefovir dipivoksil and entecavir and characterizaion of resistance profile of

these mutants against different antivirals by in viro phenotyping.

ABSTRACT

Hepatitis B Virus infection is a serious global hiegroblem with the infection of more
than 2 billion people worldwide and 350 million pé® suffering from chronic HBV
infection. It is a major cause of liver relatededises such as chronic hepatitis, cirrhosis
and hepatocellular carcinoma (HCC), all of whicltamts for a total of more than
320.000 deaths per year. Altough remarkable imprnmrés have been achieved in
antiviral combat of HBV infection in the last 2 @deles, treatment of chronic hepatitis
remains to be a serious challenge due to emerganastiviral resistant HBV variants.
The aim of this thesis is to characterise the nblBV variants which show resistance to
lamivudine, adefovir dipivoksil and entecavir arwd dlucidate the resistance profile of
these variants against different antivirals usmygitro phenoyping assay.

The serum samples used in this study for HBV DNAraetion were obtained from a
patient who had undergone a lamivudine treatment7 ofears initially. After the
occurence of virological and biochemical breaktigtguhe antiviral therapy of the patient
had been switched from lamivudine to adefovir. Heeve after 2 years under adefovir
dipivoksil treatment, no sustained virological r@spe had been obtained and thus,
initially entecavir replaced adefovir dipivoksil ihis treatment regime, which was
followed by administration of these two drugs & #ame time. The antiviral therapy did
not prove to be useful and finally the patient dieglear later even though no identified
entecavir resistance was detected in the HBV DN#aeted from serum samples of the
patient. A retrospective clonal analysis of the Hgdhomes has been done with the HBV
DNA extracted from different serum samples of tla¢ignt taken at 6 different dates. A
total of 434 clones from 6 different serum samp¥ese analysed. HBV genomes bearing
mutation patterns promising antiviral resistancevehadeen analysed byn vitro
phenotyping assay. The mutation pattern consisbin@80LV, L91l, M204Il, S219A,
N238D, Y245H mutations was shown to be 30,4 foldistant to entecavir when



compared with the wild type HBV, altough none ofth mutations has been previously
related with entecavir resistance.

Key Words: Hepatitis B virus, lamivudine, adefovir dipivoksigntecavir, in vitro
phenotyping
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1. GIRIS

Hepatit B Virusu (HBV), karageri enfekte eden cift zincirli bir DNA virtsudur.BY
enfeksiyonlari, siroz ve hepatoseliuler karsinom@y&C) kadar giderek insan hayatini
tehdit eden global bir gak problemidir. Diinya Sglik Orglitinin (WHO) verilerine gore
HBV, HIV virlstine gére 50-100 kat daha bu¢adir. Otuz yildan fazla siredir HBV'ye
karsi etkili bir asinin kullanilmasina ganen, dinya tzerinde yakl& 2 milyar insan HBV
ile enfekte olup yakkak 350 milyon insan kronik enfeksiyonla ggamaktadir ve her yil
yaklasik 600 bin insan Hepatit B enfeksiyonunglbalarak gelsen akut/kronik hepatit,
siroz ve kara@er kanseri gibi hastaliklardan hayatini kaybetnaikt§ WHO, 2008).

HBV enfeksiyonlarinin tedavisinde, immin dizenleyeelligi olan Interferone. gibi
sitokinler ve antiviral etkiye sahip Lamivudin, Adeir Dipivoksil, Entecavir ve
Tenofovir gibi nikleozit ve nukleotit analoglari llaniimaktadir. Kronik hepatit B
tedavisinin uzun sidrmesi nedeniyle tedavi slreciH&8 genomunda secilen antiviral
direnc mutasyonlari ise HBV enfeksiyon tedavisieim temel problemidir. Bu ylzden
kullanilan antivallere kar olan direng profillerinin belirlenmesi, HBV enfsigonlu
hastalarin tedavisi acisindan cok énemlidir.

Bu tez ile 12 yil boyunca tedavisinin sg&@ donemlerde interferom; Lamivudin,
Adefovir Dipivoksil ve Entecavir kullanmasina graen HBV enfeksiyonuna kga
karacger yetmezlgi ile hayatini kaybeden bir hastadan elde edilerengii HBV
varyantlarinin molekuler karakterizasyonu ve buyaatlarin c¢eitli antivirallere kagi

olan direnc profillerinin ¢ikarilmasi amaclargm.



2.  KAYNAK OZETLERI

2.1. Hepatit B Virisinin Ke sfi

Hepatit B virisu, genomu ve kodlg@diproteinleri tanimlanan ve karakterize edilen ilk
insan hepatit virisudur. (Zuckerman and Thomas 198Binci ve 2. dinya sagkari
sirasinda epidemiyolojik farklarina gore Zitdepatit tanimlanmgtir: Tip A, fekal-oral
yol ile bulas gosteren klasik enfeksiy6z hepatitiydi (gunimuzd@l hepatit A olarak
isimlendirilmektedir) ve tip B ise serum hepatitaak adlandirningti (ginimuzde viral
hepatit B olarak isimlendirilngtir.) Daha sonralari 1967 yilindaki bir gahada bu iki tip
hepatitin klinik, epidemiyolojik ve immunolojik otak farklari ortaya konulmgur
(Krugmanet al. 1967) ve 1973 yilinda Hepatit A ve Hepatit B isnmlviral hepatitlerin
siniflandirimasi agisindan WHO tarafindan kabuhagtir.

1964 yilinda Blumberg ilk defa bilinmeyen bir aatij, bir Avustralya Aborjini’nin
kaninda tespit etmi (Blumberg 1964) ve daha sonralari yaptiklari sgaélarda bu
antijenin Hepatit B ile ikkili oldugunu tanimlamy ve Avustralya Antijeni olarak
isimlendirmglerdir. (Blumberget al. 1965, Blumberget al1967). Takip eden yillarda
diger argtirmacilar da Avustralya Antijeninin bir HBV serubelirteci old@gunu ve bu
antijenin hastalarda uzun sireli bir persistangapsaldusunu gosternslerdir. (Prince
1968; Gockeet al. 1969; Gocke and Kavey 1969; Zuckerman and Tay8@9)L 1970
yilinda bir Hepatit B hastasinin serumunda UzeriAdestralya Antijenini tatyan virtis
benzeri partikiller ilk defa gosterildi ve Dane tddilleri adi verildi. (Daneet al. 1970).
1973 yilinda ise Avustralya Antijeni’nin ismi HegiaB ylUzey antijeni (HBsSAg) olarak
WHO tarafindan dastirildi. Ayni yil HBsAg pozitif bir hasta serumundaelde edilen
Dane partikillerinde DNA polimeraz aktivitesi gkedildi (Kaplanet al. 1973) ve takip
eden yillarda elektron mikroskobunun kullaniimasigirlikte Robinson, HBV'yi kiguk,
cift zincirli halkalasal bir DNA virlist olarak tamiadi. (Robinsoret al. 1974; Robinson
and Greenman 1974).



Sekil 2.1. HBV partikdllerinin elektron mikroskolmoriuntisu

Elektron mikroskop gorintileri ile, HBV ile enfeldér hastanin serumundan izole edilen
orneklerde 42-47 nm c¢apinda cift katmanh “Danetik@iteri’nin yani sira, 20 nm
capinda kure ve tubuler yapilarinda bulupdB tip HBV partikili gozlemlenngtir
(Sekil 2.1.). Bu patrtiktllerin hepsinin ylzeyinde Heip B ylzey antijeni (HBsAg) olarak
adlandirllan ortak bir antijenin dglandaki yiksek titresinin HBV enfeksiyonlarinin
tanisinda kullanilabile@etakip eden yillarda kgedilmistir. (Hoofnagle 1981).

2.2. HBV Genom Yapisi

HBV yaklasik 3.2 kb biyikliginde 1.6 x 1bbiiyiiklisiinde bir molekiiler @rliga sahip
kismi c¢ift sarmalli sirkiler bir DNA genomudur (Robon and Clayton et al. 1974,
Summers and O'Connell et al. 1975; Kidd-Ljunggidiyakawa et al. 2002). Virtisin en
onemli 6zellgi tamamlanmamgi eksikli bir yapiya sahip olmasidir. Genomu, vindisi
subtipine bal olarak 1700-2800 nikleotid uzunluklar arasim#gisen pozitif zincirin
yani sira, eksiksiz 3200 nukleotid uzunlukta bigatéd zincirden olgmaktadir. Pozitif ve
negatif zincirin 5' uglarindaki komplementer bategnmeleri genomun sirkiler yapisinin
korunmasinda rol oynar (Ganem 199%gkil 2.2’de gOosterilen, her iki zincirin 5'
uclarinda bulunan 11 nikleotit uzuptindaki direkt tekrar (DR1 ve DR2) bdlgeleri ise



ilgili DNA zincirinin sentezinde priming sirasinddénemli role sahiptir (Seeger and
Ganem 1986). Negatif zincirin 3' ucunda ise poztirmalin kalip déstirme islemi
sirasinda kisa zincirin tamamlanmasinda ve supemii, tamamen cift sarmalli, cember
seklindeki DNA (cccDNA) molekilinin okwmunda rol oynayan 9-10 nukleotitlik artik
u¢ bulunur (Tiollais et al., 1985).

Genomunda kor (ORF C) , Polimeraz (ORF P), YiuzeRK(5) ve X (ORF X) olmak
Uzere 4 adet acik okuma cercevesi (ORF) icermektgaikil 2.2.). Bu ORF’lerin
genomda yerkgnesi ve dizenlenmesi oldukca kative Ust Uste cagmaktadir.

ORF P en uzun olan ORF olup ORF S’i tamamen kapsi@aia ORF S 3 farkli internal
AUG balangi¢ kodonu kullanarak farkli boylarda 3 adettgira kodlar (Valenzuela et al.
1979). Kucuk Hepatit B yuzey proteini HBV Uzerin€le cok bulunan yiizey proteinidir.
Pre-S2 bolgesi orta buyuklukteki HBV ylzey proteiniiretirken, pre-S1 blyuk HBV
ylzey proteinini kodlar.

2.1 kb RNA

2.4 kb RNA

pre-S1

0.7 kb BRNA

Sekil 2.2. HBV’nin genomik organizasyonu

ORF C, sirasiyla hepatit B e antijeni (HBeAg) vedtd B ¢ antijenini (HBcAg) kodlayan
prekor ve kor genlerini igerir. Prekor proteini RBD iken, internal bir AUG bgangic
kodonundan sentezi fdayan kor proteini 21 kD’dur. Prekor proteininineimnde daha

sonra Golgi kompleksinde kesimlenip 16 kD blyigiddeki HBeAg proteininin kan



dolasimina salimini sdayan bir sinyal dizisi vardir (Takahashi et al839 ORF P ters
transkripsiyon aktivitesine sahip viral polimerazetirken, ORF X ise HBV'nin in vivo
enfeksiyonunda gerekli HBV X proteinini (HBx) kodlgoulim et al. 1994).

HBV enfeksiyonuna neden olan partikiller dane géHeridir. HBV virion yapisini
olusturan dane partikillerinin glytizeyi, viral ylzey proteinlerini de iceren lipopein bir
zarftan olymaktadir §ekil 2.3.). Bu kisim serolojik agidan HBsAg olam@ddgerlendirilir.
Zarfin hemen altinda HBcAg olarak adlandirilan @ekRo dalton’luk (kd) C proteininden
meydana gelen kor partikili bulunmaktadir (Argod &uller 1988; Budkowska et al.
1977). Korun i¢ kisminda ise viral genom yer almadkt Dane partikillerinden daha
kicuk olan kiresel (20 nm) ve tubuler yapilar isgleik asit icermedikleri igin

enfeksiyona neden olmazlar fakat yiizeylerinde HB&&undurduklari icin son derece

immunojeniktirler (Argos and Fuller 1988; Gavilaretsal. 1982; Peterson 1981; Peterson

1987).
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Sekil 2.3 Hepatit B viriisiiniin virion yapisi

2.3. HBV Genotipleri

Hepatit B virtisU genotipleri tum genomda %8'dendadizi farkliliklaryla karakterizedir
ve ilk dort genotip, A-D ilk defa 1988 yilinda isoedilmi ve tanimlanmsitir (Okamoto et
al. 1988). Genotip A siklikla kuzeybati Avrupa, k& Sahara COlU’'nin glney
kisimlarinda, Hindistan’da ve Amerika’da gortulmekte Genotip B ve C genellikle
Guneydg@u Asya ve Okyanusya’da bulunurken, Genotip D Akdebblgesinde, Orta
Asyada ve Giney Amerikada pandemiktir (Miyakawa aiidokami 2003) ve ayni
zamanda ulkemizde de en sik rastlanan genotipagkeBbir argtirmaci1994 yilinda ayni

kriterleri kullanarak E ve F olarak adlandinlanf&kli genotipi daha tanimlastir



(Norder et al. 1994). Genotip E bati Afrika ile igsiiyken, genotip F'in en sik goruld@u
bolgeler orta ve giiney Amerika'dir (Miyakawa andzbkami 2003).llk olarak 2002
yilinda tanimlanan genotip G genellikle Fransa weefika'da gorulirken 2002 yilinda
tanimlanan genotip H orta Amerika’ya 6zgudur (Stryet al. 2000; Arauz-Ruiz et al.

2002)

B - B s B c D B c F

P
.“mg ; P

Englang Atsl  MonguEs
130 2,000 @
Francs
ey Ty Uzbeklstan . e i Herin Ameica
hapal
Tunisla el Hong. .
& & ipacss s Domacs
k. - L * iy oelippings
Cie vk nﬁﬁléria “Eya . Cenfral America

e

'. aregasear AusTelian Abongines .

Souln A¥ica .

Sekil 2.4. HBV genoatiplerinin duinya tzerindekigilami.

Farkli HBV genotiplerinin orjinleri, dinyaya nagiyildiklari ve evrilme mekanizmalari

HBV enfeksiyonlarinin anklmasi ve tedaviye yon vermek acisindan oldukcanfide

(Jazayeri et al. 2010).

2.4. HBV Hayat D6ngusu ve Replikasyonu

Hepadnavirtslerin yasam doéngust, pregenom olarak adlandirilan ve bir ara
(intermediat¢ RNA formunun ters transkripsiyonuyla yakla 3 kb’lik bir kismi cift
zincirli sarmal (elaxed circlg rcDNA’'nin sentezlenmesiyle karakterizedjekil 2.5).
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Sekil 2.5. HBV'nin ygam siklusu

Konak¢i hicrenin ylzey reseptoérlerine glamdiktan sonra viral partikiller zarftan
kurtulur ve hiicre membranindan igeri girer (Machedaal. 1983; Franco et al. 1992;
Hertogs et al. 1993; Mehdi et al. 1994). Sitopldzmiikleokapsit partiktlleri viral
genomu hepatositlerin ¢ekirgiae iletir. Kismi ¢ift zincirli halkasal viral gemo (rcDNA)
hepatositlerin ¢ekirggnde tamir edilerek 3.2 kb uzunlupunda kovalentrakakapali
DNA (cccDNA) formuna ulgir. cccDNA viral mRNA ve pregenomik RNA'nin (pgRNA)
transkripsiyonunda kalip olarak gérev alir (Sumnad Mason 1982). Viral mRNA'lar
daha sonra sitoplazmaya transport edilir ve bunada yizey, kor, polimeraz ve X
proteinlerine translasyonlari gerceklglir. pgRNA, viral DNA'nin negatif zincirini
olusturmak icin, viral replikasyonun ilk basagaolan ters transkripsiyosleminde kalip
olarak gorev alir (Summers and Mason 1982). Dalmasoegatif zinciri kalip olarak
kullanarak pozitif zincir sentezlenir ve gan cift iplikli sirkiler genom ya cekirdekte

bulunana cccDNA havuzuna geri doner ya da virdl peoteinleriyle kaplanir. (Miller et



al 1994). Yeni olgan viral partikiller daha sonra endoplazmik retikunl icerisine ve
oradan da golgi cisimgine gonderilerek kan dajamina tekrar salinir (Seeger et al. 1986,
Will et al. 1987)

2.4.1 Hicre membranina tutunma

Viris tarafindan secilen konakgi hicre tipinin talmnmasinda virtslerin konakgl
hiicrelere bglanmasi en kritik faktordiur. HepG2 hicre kilturtesmsleri kullanilarak,
HBV Viral partikullerinin konakg! hiicreye preS1 anabir bgzslanma gerceklgirdigi ve
bu balanmanin preS1 antikorlari ile bloke edilebiidydsterilmitir. (Neurath et al.1986;
Pontisso et al. 1989). Buna ek olarak, preS1 bplgestagenez ve peptit haritalama
calismalarinda major reseptor ganma bolgesi olarak tanimlargir. (Paran et al. 2001;
Barrera et al. 2005; Glebe et al. 2005). PreS1dasitgn bazi potansiyel reseptorleri
glyceraldehye-3-phosphate-dehydrogenase (Petit £092), asialoglikoprotein reseptort
(Treichel et al.1994), ve heparan sulfat prote@glikSchulze, Gripon et al. 2007; Leistner
et al. 2008) olarak rapor edilgtir.

PreS2 de preS1 gibi HBV'nin konakg! hicreyglaamasinda rol oynayabilir. PreS2'nin
karacger plasma membraninda bulunan polimerize insannsealbumini ile siki bir
sekilde iliskilendirildigi ve bu iliskinin HBV'nin konakc! hiicreye @anmasini artirg
calismalar mevcuttur (Pontisso et al. 1989; Kondo, Shi@ et al. 2002).

PreS1 ve preS2'ye ek olarak, apolipoprotein H veloeeksin Il gibi proteinlerle
kurduklari iliskiler sayesinde kicuk HBV ylzey proteinlerinin deglanmada rol
oynayabilecgini gosteren bazi ¢amalar literatlirde yerlerini alstir (Hertogs, Leenders
et al. 1993; Mehdi, Kaplan et al. 1994; Mehdi, Yat@l. 1996).

2.4.2 Viral penetrasyon

Hucre membrani ile direkt flizyon veya reseptor randositoz, hayvan viruslerinin
viral penetrasyonda kullangi iki temel mekanizmadir.insan asialoglikoprotein
reseptorlerinin HBV’nin hepatik endositozunu (Treat et al. 1997) ve HBV kor
partiktllerinin klatrin aracili endositoz ile hicrgine alinmasini gercekdeérdigi

gOsterilmitir (Cooper and Shaul 2006). Ayrica HBV vyizey pmotede bulunan

translokasyon motifinin reseptor aracili endosilezgerceklgen virls internalizasyonu



ve viral enfektivite icin gerekli oldtu c¢esitli calismalarda rapor edilngiir (Stoeckl et al.
2006; Blanchet and Sureau 2007; Lepere et al. 20Bwpositozdan sonra, viral
partiktllerin zarflari uzakigrlir ve sitoplazmik viral kapsitler cekirge transport edilir.
HBV kor proteini HBV kapsitlerinin nikleusa transpmu karboksil ucunda bulunan

nikleer lokalizasyon sinyali ile gerceklieir (Rabe et al. 2003).
2.4.3 Viral genomun tamiri

HBV replikasyonu pozitif zincirin tamir ile tamammemasini ve HBV cccDNA formunun
olusmasini gerektirir. Buslem icin hicresel polimerazlarin gorev y@ptgosterilmitir
(Kock and Schlicht 1993). Viral genomun tamiri sirada kovalent olarak penms viral
polimeraz rcDNA’'dan uzakkarilir (Gao and Hu 2007) ve proteinlerinden arrrohis
rcDNA cccDNA olusumunda gorev alir (Guo et al. 2007).

2.4.4 Transkripsiyon ve translasyon

cccDNA'nin viral mRNA’ye ve pgRNA'ya transkripsiyon4 adet baamsiz promotor ve
1 adet durdurma poliadenilasyon sinyali ile kontealilir. Transkripsiyon sonrasinda
birbirleriyle oldukca yiksek oranda ¢ceéin 5 adet viral RNA ortaya ¢ikagekil 2.2); 3.5
kb’hik pgRNA, 3.5 kb’lik prekor mRNA'sI, 2.4 kb’'hlblyuk yizey proteini mRNA’sI, 2.1
kb’hk orta ve kiguk ytzey proteini mRNA’sI ve OKb’'lik X proteini mRNAsI (Chisari
2000). Olgan mRNA’larIn sitoplazmaya transportundan sonnasieesyon bglar.

2.4.5 Replikasyon

HBV kor proteinlerinin ve viral polimerazin transinundan sonra, bu proteinler
PgRNA ve bazi protein kinazlar ile biglerek viral kor partikillerini olgturur. HBV
DNA polimerazin pgRNA ile birlgmesinden sonra viral genomun negatif zincirinin
sentezi ters transkripsiyon ile gercekiiélir. Negatif zincirin uzamasi sirasinda ean
DNA-RNA hibritindeki pgRNA, polimerazin RNaz H akiiesi ile uzaklatinlir
(Radziwill et al. 1990). Fakat pgRNA’nin son kis@nbulunan nikleotitler RNaz H ile
tamamen kesimlenemez ve 18 bazlik bir RNA keptalulur. DR1 ve DR2'deki dizi

homolojisi sayesinde DRZ1'in 5 ucundan DR2'ye bu ARNkepin translokasyonu



gerceklatirilir ve bu kep pozitif zincirin sentezi icin gekli primeri meydana getirir
(Seeger and Maragos 1990; Seeger and Maragos 1P8zixif zincirin sentezi erken
sonlandirlir ve tamamen sentezlegrbir negatif zincir ile eksik birakilrgibir pozitif

zincirden meydana gelen rcDNA ortaya cikar.
2.4.6 Virionlarin salinimi ve sirktlasyonu

Nukleokapsitler, ya yeni bir enfeksiyon dongiststiimak icin konakgl hicrelerden
dolasima salinir ya da cekirde geri transport edilir Sekil 2.5.). Sekresyon igin
nikleokapsitler HBV yizey proteinleri ile kaplawe endoplazmik retikuluma, oradan da
golgi kompleks araciguyla hiicre membranina gonderilir (Ganem 1991, Brz2@84).
PreS1 bdlgesinin karboksi ucu zarf @lmu icin gereklidir. (Bruss and Thomssen 1994,
Gerelsaikhan et al. 1996). Geri d@nin yolgsinda ise nukleokapsitler cekirgee geri
transport edilir ve rcDNA cekirdeki cccDNA havuzurkatkida bulunmak Uzere
cekirdesin icine birakilir. 1ki yolak arasindaki denge sentezlenen HBV yilizey
proteinlerinin verimli olarak kullaniimasi icin bily HBV yilizey proteini seviyesi ile
kontrol edilir (Lenhoff and Summers 1994).

2.5. HBV Prevalansi

HBsAg talyicilik dizeyleri géz 6nune alinarak HBVnin dingaerindeki prevalansi

genel olarak 4 bolgeye ayrilabilir.
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Sekil 2.6. HBV prevalansi
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Dunya populasyonu, prevalansi %2’'den az olan béige¥2-%8 arasinda olan orta
bolgeler, %8-%20 arasinda olan yuksek prevalankg $@lgeler ve >%20’den blyuk
olan ¢ok yiiksek bolgeler olarak siniflandirilabilitkemiz %7-8 civarindaki prevalansi

ile orta endemik sinifa girmektedir (Degertekinkestellioglu 1986).

2.6. HBV Enfeksiyonu

Hepatit B virtisti enfeksiyonunun gidé4 faza ayrilabilir (Cizelge 2.1.Jlk faz genellikle
cocuklarda ve geng¢ yekinlerde gorilen klinikk semptomlarin  olmayr minimal
histolojik aktivite, yiksek HBV DNA ve normal ALT itteyi ile karakterize immun

tolerant fazdir. Bu evrede herhangi bir tedavi dmamektedir.

Cizelge 2.1. HB\enfeksiyonunun fazlar

Faz ALT Serum HBV DNA HBeAg
Immun tolerans Normal Yuksek Pozitif
Immin temizlenme Yuksek Y Uksek-Elik Pozitif-negatif
Inaktif tastyici Normal Diguk Negatif

Reaktivasyon Yuksek Yuksek Negatif

Ikinci faz ise HBeAg'nin anti-HBe serokonversiyonaykarakterize immuin temizlenme
fazidir. Bu evrede HBV’nin immin temizlenmesi gedegir ve enfekte hepatositlerin
yikilmasi serumda ALT seviyesinin yukselmesine med&ur. Bu evredeki hastalarin
yakindan izlenmesi ve takip eden 3-6 ay icgerisindBeAg serokonversiyonu
gerceklemezse tedaviye bmnmasi gerekmektedir (Sheen et al. 1985). Ucliagtlide

anti-HBe pozitifligi, normal ALT ve dgik HBV DNA duzeyleri ile karakterize inaktif
tastyicilik durumudur. Bu durum viral replikasyonunnak immun sistemi tarafindan
zaten baskilanmgiolmasi nedeniyle tedavi gerektirmez. Bazi hagdalase 4. faz olan,
yuksek ALT ve HBV DNA duzeyleriyle karakterize HB¥plikasyonunun reaktivasyonu
gozlenir. HBeAg serumda saptanamamasi nedeniyfazauHbeAg negatif kronik hepatit
B de denilmektedir (Hadziyannis and Vassilopoul081). Bu evredeki hastalara HBV
replikasyonunun baskilanmasi igin tedavi uygulanngesekir. HBV replikasyonunun
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tedavisi i¢cin gunimuazde interferon alfa (IFi)- lamivudin ve adefovir dipivoksil gibi 3
terapdotik ajan kullaniimaktadir.

2.7. HBV Enfeksiyonunun Antiviral Tedavisi

Hepatit B virisu enfeksiyonu dinyada yakka350 milyon insani etkilemektedir (Lok et
al. 2001).HBV enfeksiyonlari tedavisinin temel hedefi ilacrafic gelsimine neden
olmadan viral replikasyonu viral maksimum seviyd@deskilamak ve hastgin karacger
sirozuna ve HCC'ye ilerlemesini durdurmaktir (LokdaMcMahon 2007, Ferri et al.
2010). Virasun vicuttan tamamen eradikasyonu isenkiiin gorinmemektedir. HBsAg
serokonversiyonu ile HBV enfeksiyonundan kurtulaasthlarda bile, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) gibi hassas yontemlerle, kand&aracgerde dgik seviyede HBV
DNA tespit edilebilmektedir (Kuhns et al. 1992). Buzden enfeksiyonlarin tedavisinde
en son nokta HBsAg ve HbeAg antijenlerinin yok otmaserumdaki DNA miktarinin
Olcilemeyecek kadar ik miktarlara baskilanmasi, alanin amino transfefAkT)
dizeylerinin normalizasyonu ve karger histolojisinde bir dizelme gosterilen HBV
replikasyonunun baskilanmasidir (Liang 2009).

Gunumuzde kronik HBV enfeksiyonlarinin tedavisinBletip tedavi uygulanmaktadir.
Interferon-o. (IFN- o) ve pegile interferone. (peg IFN-a) antiviral, antiproliferatif ve
immun dizenleyici gorevi olan immunomoddulatorlerdiamivudine, adefovir dipivoksil,
entecavir, telbuvidin, klevudin ve tenofovir gibilkleoz(t)it analoglari ise direkt olarak
Viral polimerazi hedef alir ve replikasyonu inhieger (Lok and McMahon 2007, Ayoub
and Keeffe 2008).

2.7.1. Interferon-ea (IFN- a) ve pegile interferone

Interferon-a, enfekte hepatositlerin hem CD8 sitotoksik T lesiteri, hem de dgal
oldurtcu hucreler ile lizizini ve bu sayede HBV segyonunu sglayan kronik HBV
enfeksiyonu tedavisinde kullanimi onaylagnik ilactir (Davis and Hoofnagle 1986;
Guidotti et al. 1996). IFN: tedavisi alan hastalarda daha yilksek bir HBeAg
serokonversiyonu (Korenman et al. 1991; Wong etl883; Lau et al. 1997) ve daha
dusUk bir siroz ve HCC gedimi riski rapor edilmgtir (Lin et al. 2007).
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Interferone’nin HBV replikasyonunu baskilayabilme 6zgihe ragmen, interferonun
uzun sureli yaniti hastalarin yalnizca %20-25"igdelilmektedir (Papatheodoridis et al.
2001). Bunun yani sira ayni gahada interferonr'nin tedavi alan hastalar tGizerinde ayni
oranda etkili olmadu, hastalarin yalnizca %30-40'iInda HBV DNA ve HBéwig
kayboldigu, tedavi edilebilen hastalarin ancak %5-10’'undasAfBkaybinin oldgu daha
once rapor edilngtir.

PeglFNe ise IFNe Uzerinde lizin rezidilerine 20 kDa polyethylengagll konjugasyonu
ile pegilasyonu yoluyla Uretilrgiir. (Lai et al. 2006). PegIFN:in yari 6mri IFNe'ya
gore daha uzundur bu ytuzden daha uzun sireli yikojanit elde edilmektedir (Hui and
Lau 2005).

2.7.2. Lamivudine

Lamivudin 1998 yilinda FDA tarafindan onay alinbkngentetik L-ntkleozit anafudur
(Sekil 2.7.). Aktif trifosfatin uzayan zincire inkoopasyonu prematir zincir sonlanmasina

neden olur ve bu sayede viral replikasyon baskilani
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Sekil 2.7. Lamivudin yapisi

Lamivudine kullanimiyla kontrol grubuna gére dahaiksek oranda HBeAg
serokonversiyonu ve ALT normalizasyonu, histolajiarak daha iyi ge§meler ve daha
yuksek oranda HBV DNA baskilanmasi gozlegtimi(Lai et al. 1998, Dienstag et al.
1999, Tassopoulos et al. 1999, Leung et al. 208&)1 antiviral etkisine ramen, viral

genomda secilen lamivudine diren¢ mutasyonlari Vadin tedavisinin en temel
problemidir. antiviral tedavilerde hiicre cekipilede bulunan cccDNA HBV DNA'nin

rezervi olarak gorev yapar ve antiviral ajanlar@ié\’'y1 elimine edemezler. Bu ylzden
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tedavilerin uzun surmesi kaginilmazdir. Uzun slredavi sonucunda viral ters
transkriptazin aktif bolgesinde mutasyonlar meydagalebilir. Meydana gelen
mutasyonlar sayesinde hastanin hepatositlerindenbol HBV virls havuzunda genetik
cesitlilik (quasispecies) olgmaktadir. Lamivudinin kullanilmasindan sonra lancivie
direngli mutasyonlara sahip virlsler secilir ve kiuzden hasta lamivudine yanit
vermeyebilir.

HBV viral ters transkriptazin katalitik olarak aktolan bolgesinde evrimsel sirecte
oldukca yuksek oranda korungudirozin-metiyonin-aspartat-aspartat (YMDD) motifi
bulunmaktadir. Daha 6nceki gahalarda, uzun suren lamivudin tedavisi sonrasiteta,
traskriptazin  YMDD motifi igerisinde bulunan 204meo asiti olan metiyoninde
mutasyon olgtugu ve metiyoninin sirasiyla valin, izol6sin ve seitayer deistirdigi ve
YVDD, YIDD, ve YSDD mutasyon paternlerinin ortayeiggl gosterilmgtir (Jardi et al.
1999; Melegari et al. 1998; Bozday! et al. 2003Y1DD motifinin yani sira siklikla tespit
edilen bir dger mutasyon ise ters transkriptazin 180. aminanagitortaya ¢cikmaktadir.
Ters transkriptazin FLLA motifi icerisinde 180. ami asit olan I6sinin metiyonine
donismesiyle olgan FLMA mutasyon paterninin de lamivudine direngtgédgi rapor
edilmistir. (Stuvyer et al. 2000). Lamivudine diren¢ gdetebir dger mutasyon ise ters
transkriptazin 173. amino asitinde rapor edilen 31 mutasyonudur (Delaney et al.
2002). Bir, 2, 3, 4 ve 5 yillik lamivudin kullaninsionrasi lamivudin direnci insidansi
sirasiyla %24, %42, %53, %67 ve %68 olarak betigtir (Lai et al. 2003; Lok et al.
2003).

2.7.3. Adefovir Dipivoksil

Adefovir FDA tarafindan onay alinan ilk nikleotidadgzudur. Asiklik deoksiadenozin
monofosfat analgu olan adefovir, lamivudin gibi nikleozid analogian aksine, aktif
formuna ulamak icin gereken 3 fosforlanma basagman ilkine gerek duymazSekil
2.8.).
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Sekil 2.8. Adefovir Dipivoksil yapisi

Adefovir tedavisinin HBV enfeksiyonu tedavisindéiitbir sekilde kullanildgl yapilan
calismalarla da gosterilngiir (Tsiang et al. 1999). Lamivudin direncli virnaryantlarinin
rapor edilmesinden sonra adefovirin lamivudin ditewirtis varyantlari Gzerinde de etkili
bir antiviral old@gu gosterilmgtir (Xiong et al. 1998, Perillo et al. 2000, Benlanet al.
2001, Lada et al. 2004). Fakat hepatit B virisuhde gecen gin yeni mutantskrin
olusmasi, adefovire kar direngli mutant virtslerin ortaya ¢ikmasingksamistir. Adefovir
direnci lamivudine direncine gore ¢cok daha yaweaya cikar. Adefovir icin giinimuze
kadar tanimlanmgimutasyonlar ters transkriptazin 181. amino as#nd181V/T/S ve
236. amino asitindeki N236T mutasyonlaridir (Angets al. 2003, Qi et al. 2004,
Hadziyannis et al. 2005, Karatayli et. al 2007).

2.7.4. Entecavir

Entecavir, HBV replikasyonunu dangi¢ (priming), ters transkripsiyon ve HBV DNA
pozitif zincir sentezi basamaklarinda inhibe edele@xyguanosine’in karbosiklik
analgudur Sekil 2.9.) (Seifer et al. 1998).
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Sekil 2.9. Entecavir yapisi

Entecavir, adefovir dipivoksile gbére daha potent antiviral aktiviteye sahiptir ve
histolojik gelsme, ALT normalizasyonu ve viral yikteki azalma aglsn lamivudine
gore daha etkili oldgu gosterilmgtir (Chang et al. 2006, Lai et al. 2006). Entecavir
direng gelsimi adefovir ve lamivudine goére nispeten ygtva (Tenney et al. 2009).
Lamivudine ve entecavirin kafastirildigi randomize bir ¢cagmada 48. hafta sonunda
lamivudine direnci %64 iken, ayni haftada entecdirencine rastlanmasgtir. (Park et al.
2009). Entecavir direncinin ortaya ¢ikmasi icin 08 ve rtM2041/V lamivudine direng
mutasyonlarinin tzerine rtl169, rtT184, rtS202, aseyM250 mutasyonlarindan en az
birinin ayni HBV genomunda ortaya ¢ikmasi gerekraékt(Tenney et al. 2004, Levine
et al. 2004).

2.7.5. Tenofovir

Tenofovir yapisal olarak adefovire benzeyen birledtt anal@gudur. Sekil 2.10.)
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Sekil 2.10. Tenofovir yapisi
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rtA194T mutasyonu bir c¢aimada tenofovir diren¢ mutasyonu olarak tanimlannaasi
ragmen (Amini-Bavil-Olyaee et al. 2009), bu bulgu hendiger calgmalar tarafindan
dogrulanmamgtir. Bu ylzden tenefovir, hastalarda adefovir vailaidine direncli HBV
varyantlarinin ortaya c¢ikmasindan sonra viral kgslyonunun baskilanmasi amaciyla
kurtarma tedavisi olarak kullaniimaktadir (van Boeinet al. 2006). Ayrica tenofovir
monoterapi virolojik “breakthrough” galiren veya adefovire suboptimal cevap veren
hastalarda etkili olarak kullanilgtir (Tan et al. 2008).

2.8. HBV Enfeksiyonu Tedavisinde Capraz Direng

Ilag direnc gelimi tamamen virlisiin replikasyonunaghdir. Bu ylizden konusunun
uzmanlari tarafindan hazirlanan bircokldakilavuzunda tedavinin ilk basamaolarak

en potent ve en hizli etki eden ilacin tercih eddmoneriimektedir (EASL Guidelines,
2009, Beasley et al. 2010). Genotipik rezistans H&¢ transkriptaz bolgesinde meydana
gelen bir amino asit @geiminin ilag direncine neden olmasidir. Bu mutasgonl
genellikle virolojik breakthrough yayan hastalarda saptagdgibi virlis seviyeleri plato
yapan yani surekli yuksek virus titresine sahiptélasda da gortlebilir (Ghany and Doo
2009). Hepatit B virisinde surekli meydana gelentasyonlar yeni antiviral
bilesiklerinin gelistirilmesi ¢alsmalarini giindeme getirmektedir. Bunun yani siraved
sirasinda birden ¢ok antiviralin ayni anda veya lio@syonlu olarak kullaniimalari da
antiviral tedavide sikc¢a kullanilan bir ydontemdiakat, hepatit B viristinde strekli ortaya
ctkan mutasyonlar ¢capraz direng olarak adlandialan anda birden ¢ok antivirale direng
gosterebilen mutasyon paterngigaan virtslerin ortaya ¢cikmasinigamistir (Delaney ve
ark., 2001). Orngin 2007 yilinda yapilan bir camada lamivudine direncli bir hastada
yeni bir diren¢ mutasyonu saptagnue bu mutasyonun hastada adefovir direncine de

neden olan ¢apraz diren¢ mutasyonu gldbelirlenmitir (Karatayli et al. 2007).

2.9. Hepatit B Virisi Ara stirmalarinda Kullanilan in vitro Sistemler

Hepatit B virtisU karageri enfekte eden bir virtistlr. Kargerdeki dgisik htcre tipleri
arasindan hepatositler gunumuze kadar hepadnanriisiviral replikasyonunun
gerceklatirildi ginin gosterildgi tek hicredir (Seeger and Mason 2000). HepatitrBsv
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enfeksiyonlarinin agtirilmasinda ve etkili antiviral ajanlarin fde kullanilacak
kullanigl in-vitro sistemlerin bulunmay antiviral argtirmadaki en énemli sorundur. Bu
nedenle, HBV enfeksiyonunda birincil hedef olmaldan dolayl hepatoblastoma hicre
dizileri HepG2 (Bchini et al. 1990) ve Huh7 (Yagma et al. 1987)n vitro sistemlerin
gelistirilmesinde kullaniimaktadir.

HepG2 hicre dizilerine plazmid HBV genomungiyan tetrasiklin cevapl bir plazmid
ile neomisin direng¢ genini ggyan diizenleyici bir plazmitin beraber stabil tri@ksiyonu

ile HepAD38 hucre dizileri okturulmustur (Fallows and Goff 1995). Bu hiicre dizilerinin
en blyuk avantaji HBV'ninn vitro replikasyonunun tetrasiklin kontrollt bir promotor
tarafindan diuzenlenmesidir. BoOylece saranaci, deney duzepme gore HBV
replikasyonunu baskilayip tetikleyebilinsan hepatoblastoma hiicrelerinden elde edilen
ve in vitro ortamda surekli HBV replikasyonu gerceftleen bir diger hiicre hatti Hep
2.2.15 hucre dizisidir. HBV genomu Hep 2.2.15 higrein genomuna entegre
oldugundan replikasyonun kontrolii s6z konusigildier. HBV ile stabil transfeksiyonu
yapiilms HepAD38 ve Hep 2.2.15 hicre dizileri HBV replikagyinun in vitro
calismalarinda en cok kullanilan hicre dizileri olmasragmen taidiklari HBVY DNA
dizileri yeni gelsen ve gelebilecek mutasyon paternlerini siaadgl icin yeni
mutasyonlarin ilag duyarllik testlerinindrug susceptibility tests yapilmasinda
kullanilamazlarilag duyarlilik testleri, Huh7 ve HepG2 gibi HBV eksiyonu taimayan
hiicre hatlarina, diren¢ mutasyonungiyfan HBV genomunun gecici transfeksiyonu ile

gerceklatirilir.

2.10. ilag duyarliklik testleri

Ilag duyarlilik testlerinin amaci gegdin yeni mutasyonlarin antiviral ajanlara savlasi
direncglerini test etmektir. Diren¢ mutasyonlarirasiygan HBV genomlarinin insan
hepatoblastoma hucrelerine gecici transfeksiyonglana ve takiben test edilecek
antiviralin degisik konsantrasyonlari kultlr ortamina eklenir. Tedtlen antiviral ajanin
mutasyon paterni Uzerine potansiyel etkisi, RT-P@&Real Time PCR) gibi cdli
metotlardan yararlanilarak HBV replikasyonundakislbblanmanin izlenmesi sonucu
belirlenir. Fenotipleme c¢almalari olarak bilinen bu ydntemle gghis mutasyon

paternleri test edilebilege gibi yeni olisan mutasyonlarin antivirallere olasi etkileri de
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argstirilabilir. ilac duyarlilik testlerinin uygulanmasindaki en Zmsamak mutasyon
paternini talyan HBV’nin hepatoblastoma hucre dizilerine traksiyonlarindan sonra
HBV replikasyonunun gercekdtriimesidir. In vitro’daki ekspresyon camalarinda
ekspresyonu yapilacak olan gen uygun bir ekspresghtoriine klonlanir. Hepatit B
viristinde dier hayvan virtslerinden farkl olarak gen bolgelericaksmis olmasindan
dolay! uygun acik okuma cergevesine gele@ilde ekspresyon vektorlerine klonlamak
kolay olmamaktadir. Literatirde, sadece HBV eksmes icin uygun ekspresyon
vektorlerinin gelstirildi gi ¢esitli calismalar vardir (Durantel et al. 2004, Fu and Cheng
2000, Yang et al. 2004).

Bu calsmalardan birinde, CMV promotorunun ve 1.1 X unitesbnda replikasyon
kompetent bir HBV genomunun pBluscript K(+) vektdelrekombinant DNA teknolojisi
teknikleri kullanilarak klonlanmasiyla pHY92 vekiibolusturulmustur (Yang et al. 2004).
Daha sonra bu vektorden, HBV ekspresyonu icin uygekide yerlatirilmis hepatit B
virisi genom parcalari, poli A kuytu ve klonlama bolgesinde ard arda 2 Sapl
restriksiyon endonuikleaz kesim bdlgesi iceren pHY BBspresyon vektort Uretilgtir
(Sekil 2.11).

Sapl Sapl

Xhol

o Xhol Kesim Tanima Poli A
Xhol Bélgesi Bélgesi

v

FAERL AT TT] GAAGAGCTCTTC [TTTTT 4100 m otnoy
ofHBY 4 aa| CTTCTCGAGANG [AAAMA T

4
Sapl Sapl
Tanima Kesim
Bélgesi Balgesi

pHY92

Xhol kesimi

Ligasyon

sapl Poli A

cMy ‘ ,
Sapl
pHY106

Sekil 2.11. pHY106 ekspresyon vektdrinin Uretilmesi

Yapilan bir cagmada Hepatit B virisunun 3,2 kb’lik tim genomunu#ZRP ile

cogaltiimasi amaciyla P1 ve P2 isimli iclerinde Sapstriksiyon endonikleaz kesim
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bblgesi bulunan primerler tasarlagtm (Gunther ve ark.,1995). Bu yontemdeki Sapl
kesim bdlgelerinin 2 6nemi vardir. Birincisi, buirperlerle ¢@altilan HBV tim genom
ardnlerinin Sapl restriksiyon endonikleaz kesimildularak ayni kesim bdlgelerini
iceren pHY106 ekspresyon vektoriine klonlanmasiia verir. Ikincisi ise, HBV tim
genomunun igerisinde sapl restriksiyon endonuklkezim bdlgesi bulunmagh icin
enzim kesimi sonucunda HBV tim genomuna zarar véemeenomun uclarinda, takip

eden klonlama c¢aimalarinda kullanilacak Sapl kesim bolgeleristduulabilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hasta serumu

1997 Yilinda IFNe ile HBV enfeksiyonu tedavisine danilan hastada yalde 1 yillik

IFN-0. tedavisi sonrasi viral yikte bir baskilanma olmagu lamivudine tedavisine

gecilmis. Hastanin Kklinik seyri Cizelge 3.1 $ekil 3.1'de gosterilmtir.

Cizelge 3.1. Hastanin Klinik Seyri

TARIH AST/ALT | HBV DNA TEDAVI
1996 Negatif

26.3.1997 145/ 402 7 pg/mi IFN (haftada 3 guay ®oyunca )
14.1.1998 74/103 - IFN 9 milyon Unite
9.6.1998 61/114 284 pg/ml IFN 9 milyon Unite
8.7.1998 116/232 - IFN 9 milyon Unite
13.8.1998 47/60 - Lamivudine 2X
16.11.1998 28/34 0 Lamivudine 2X
10.2.1999 27135 - Lamivudine 2X
6.4.1999 20/30 0 Lamivudine 2X
23.7.1999 - 0 Lamivudine 2X
12.7.2000 28/47 Lamivudine 2X
1.10.2001 25/51 - Lamivudine 3. yil sonunda kesilmi
1.11.2001 21/43 - Ilagsiz takip

5.4.2002 52/134 0 (SIFIR) Ilagsiz takip
10.6.2002 115/290 630 pg/mL Ilagsiz takip
22.7.2002 103/295 - Lamivudine 2X
12.08.2002 43/87 0 (SIFIR) Lamivudine 2X
16.12.2002 - 1006 pg/mL Lamivudine 2X
16.1.2003 104/295 0 (SIFIR) Lamivudine 2X
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Cizelge 3.1 Devami. Hastanin Klinik Seyri

TARIH AST/ALT HBV DNA TEDAVI
24.3.2003 49/143 7,5 pg/mL Lamivudine 2X
1.5.2003 897/800 - Lamivudine 2X
9.6.2003 -/2058 800 pg/mL Lamivudine 2X
24.9.2003 206/309 9367 pg/mL Lamivudine 2X
6.07.2004 82/88 - Adefovir tedavisigh@ngici
29.09.2004 46/50 1,6 x 1Ropya /ml Adefovir
30.12.2004 - 1,8 x P&opya /ml Adefovir
3.3.2005 1,6 x 10 kopya /ml Adefovir*
2.6.2005 35/35 1.9 x 1d kopya /ml Adefovir*
30.11.2005 35/33 4.6 x 10 kopya /ml Adefovir*
28.07.2006 1 x 10 kopya /ml Adefovir*
06/04/2007 - 7,6 x fxkopya /ml Entecavir 1X1 kayor
6.11.2007 23 /32 1.9 x 1Gkopya /ml Entecavir*
3.12.2007 - 1.8 x Tkopya /ml Entecavir
25.12.2007 756/995 - Entecavir
31.12.2007 2066/2531 - Entecavir 1x1 + Adefowit 1
03.01.2008 2530 /2620 - Adefovir + Entekavir.
04.01.2008 | 1122/1658 | 6.3 x 10 kopya /ml Adefovir + Entekavir.*

* Hastanin sadece Gri ilgaretlenmg tarinlerdeki serumlarina uidabilmistir.

Uzun siren lamivudine tedavisi sonrasinda 2003dalibir biyokimyasal ve virolojik
“breakthrough” meydana gelmi(Sekil 3.1'de 67. Ay) ve lamivudine tedavisi kesilip
defovir dipivoksil tedavisine ganmstir. Bu tarihten sonra biyokimyasal acidan ALT
normal seyirlerine inmesine gaen HBV viral yik hicbir zaman tam olarak
baskilanamamtir. Sensitivitesi yiksek Real-Time PCR sistembgglistirilmeden 6nce
HBV DNA viral yuk miktari sivi hibridizasyon testigle pg/ml birimiyle 6lgtliyordu ve
bu testlerin en diiik tespit dgeri 10 kopya/ml'ye kasilik gelmekteydi. Bu yiizdefekil
3.1.’de hastafiin ilk yillarindaki viral yik gosterilmengiir.
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Sekil 3.1. Hastanin biyokimyasal ve virolojik seyri

3.1.2. Kimyasallar

Agaroz

Borik Asit
Bromofenol Mavisi
EDTA

Etidyum Bromdr
Mutlak Etanol
Proteinaz K
SDS

Tris HCI

Ksilen Siyanol
dNTP’ler

Fikol

DMEM

Quantum Biotechnologies, ABD
Merck, Frankfurt, Almanya
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Dateks, Turkiye

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Dateks, Turkiye
Biochrom, Almanya
Invitrogen, ABD
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PBS Biochrom, Almanya
Tripsin-EDTA Invitrogen, ABD
Opti-MEM Invitrogen, ABD
DMSO Applichem, Almanya

Penisilin-strepromisin

Invitrogen, ABD

L-glutamin Invitrogen, ABD
FBS Invitrogen, ABD
Gliserol Sigma, ABD
Ampisilin Dateks, Turkiye
Kanamisin Dateks, Turkiye
3.1.3. Enzimler

New Englanddps, Beverly, ABD
New England Biolageverly, ABD
New England Bipta Beverly, ABD

Roche, Mannheiilmanya

Sapl restriksiyon endonukleaz
Alkalin Fosfataz (CIP)

Hizl Ligaz (Quick Ligase)

“Hidh Fidelity"Tag DNA polimeraz

Taq DNA polimeraz Fermantaz, Turkiye
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3.1.4. Standart tampon ve ¢oOzeltiler

Calismada kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Cizelge 32 gdsterilmgtir.

Cizelge 3.2. Cajmamizda kullanilan ¢ozelti ve tamponlarin icerikler

Standart Tampon ve Cozelti

Icerik

TBE tamponu (10X) (11)

108 g Tris HCI (0,9 M), 55 g borik asit (0,9 M), &l
0,5 M EDTA pH 8), ddHO ile 1000 ml'ye

tamamlandi.

TAE tamponu (5X) (11)

24,2 g Tris-Baz, 5,7 ml Asetik asit, 10 ml 0,5M
EDTA (pH 8), ddH20 ile 1000 ml'ye tamamlandi.

Agaroz Jel Yukleme Tamponu
(6X)

%015 fikol, %0,05 bromofenol mavisi, %0,05 ksile

=)

siyanol

Huh7 blyltme ortami

500 ml DMEM, 50 ml FBS, 10 ml penisilin-
streptomisin (5000 Gnite/ml) ve 5 ml L-glutamin

(200mM)

Antibiyotikli sivi bakteri biytutme

besiyeri

1 1 ddH,0 igerisinde 25 g LB tozu ¢6zuldl, antibiyotik
(kanamisin veya ampisilin 50pg/ml olacgdkilde
eklendi.

Antibiyotikli kati bakteri buyltme

besiyeri

1 | ddH0 icerisinde 25 g LB tozu ¢dzuldd, 15g/m
agar-noble eklendi, otoklavlandi, tabaklara 15'¢r m

dokulup oda sicakiina kadar sgutuldu.
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3.1.5. Primerler

Calismada kullanilan primerler Cizelge 3.3.’te gOsterghn

Cizelge 3.3. Kullanilan primerler

Primerler DNA Dizisi (523) Referans
CCG GAAAGC TTG AGC TCT TCT
HBVP1 Gunther et al. 1995
TTT TCA CCT CTG CCT AAT CA
CCG GAAAGC TTGAGC TCT TCA
HBVP2 Gunther et al. 1995

AAA AGT TGC ATG GTG CTG

HBV (676-699):

TTT ACT AGT GCC ATT TGT TCA

Gunther et al. 1995

GTG
GCT CCA GTT CAG GAA CAG
HBV (66-90): Gunther et al. 1995
TAAACC C
CAC CTG CAG CCTCATTTT GTG
HBV (2796-2826). Gunther et al. 1995
GGT CACCATA
GGC AGG TCC CCT AGA AGA AGA
HBV (2357-2380) Gunther et al. 1995
ACT
ATT GAG ATC TTC TGC GAC GCG
HBYV (2432-2408): Gunther et al. 1995
GCGA
GAC CTT GAG GCA TAT TTC AAA
HBVCP11 Kendi tasarrmimiz
GAC
CTG AGT GCT GTA TGG TGA GGT
HBVCP13 GA Kendi tasarimimiz

M13 revers primer|

CAG GAA ACAGCT ATG AC
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3.2. YOntem

3.2.1. Hasta serumundan viral DNA ekstraksiyonu

Serumdan HBV DNA izolasyonu duretici firmanin “HigRure Viral Nucleic Acid”
(Roche, Indianapolis, USA) kiti icerisinde bulun&uallanma kitapgiindaki yontem
izlenerek yapildi:
e 200 pl serum orr@, 200 ul poli A iceren hlama tamponu (binding buffer) ve 50
ul proteinaz K bir ependorf tiipine koyulur.
« lyice karstirilir ve 10 dakika 72°C’de inkiibasyona birakilir
« Inkiibasyon sonrasi 100 plgi@ma tamponu daha eklenir.
*  Karisim karstirilarak toplama tapine (high pure collection fublktarilir.
e 8000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir.
*  Filtreden gecen sivi atilir ve 500 pl inhibitdr kizatirici tampon (inhibitor
removal buffer) eklenir.
e 8000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir.
*  Filtreden gecen sivi atilir ve 450 pl yikama tampeklenir.
» 7 ve 8. basamaklar 2 kez tekrarlanir.
* 10 saniye maksimum hizda santrifij edilir.
 Kolon 1,5 ml'lik steril bir ependorf tiplne aktarive 50 pl elisyon tamponu
eklenir.

8000 rpm’de 1 dakika santriftij edilerek DNA eluelied

3.2.2. HBV polimeraz bélgesinin PZR ile g@ltiimasi

Serumdan elde edilen HBV DNA’'nin tim genomunun FERcogaltilmasi, reaksiyon
karisimi 0,2 ml'lik tiplerde (Greiner Bioone, Avusturyéipzirlanmasiyla, “Eppendorf
Mastercycler Personal” cihazinda yapildi.

Reaksiyon Kagimi

P1 0,3 uM

P2 0,3 uM
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KCI 50 mM

Tris-HCI (pH 8.3) 0.350 mM
MgCl, 1.5mM
dNTP 200 uM
Taq DNA polimeraz S5uU
ddHO X* ul

* X: Toplam hacmi 50 pl'ye tamamlayacak kadar.
ReaksiyorSartlari:

94°C 5 dk

94°C 40 sn

60°C 1.5 dk. 40 siklus
68°C 3dk.*

* Uzama éxtensioh béliminde her 10 siklustan sonra sure 2 dakikalarak yapildi.
3.2.3. HBV tum genom amplifikasyonlarinin Topo-XL vektonme klonlanmasi

PZR sonucu elde edilen amplifikasyon drinleri Tofio-vektdriine, dretici firmanin
“Topo-XL PCR Cloning” (Invitrogen, California, USARiti icerisinde bulunan kullanma

kitapggindaki yontem izlenerek klonlandi.
3.2.3.1. PZR urunlerinin purifikasyonu

Elde edilen PZR Urlnleri %0.8’lik agaroz jele yikdeek, jelin yuratilmesinden sonra jel

ekstaksiyonu yapildi
3.2.3.2. Jelin hazirlanmasi ve DNA’nIn jele ytklenmesi

« 0,4 gagaroz 50 ml 1X TAE tamponuyla karlir.

» Mikrodalga firinda agaroz eriyene kadar isitilir.

*  Finndan cikarilir ve 3 dakika gomasi igin beklenir
e 30 pul kristal violet boyasi eklenir ve kstrrilir.

* Tarak jel tabgina yerlatirilir ve jel dokaltr.
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» Jel dondgunda tarak cikarilir ve Gzerini kaplayacak kadarTi®E tamponu
eklenir.

e 40 pl PZR amplifikasyon Grtnina 8 pl 6X kristal keoylikleme tamponu ile
karstirihr ve jeldeki kuyucuklara yuklenir.

e 80 voltta 1-2 saat kadar yarataldr.

* Beyaz sik altinda jelde bulunan DNA bantlari gérunttlenir
3.2.3.3. PZR Uruninun jelden ekstraksiyonu

« Istenilen bant bisttrt yardimiyla jelden kesilipagikr.

*  Cikarilan parca kiicuk parcaciklara bélinerek 1,8kntlir ependorf tipine
konulur.

«  Uzerine jelin hacminin (1mg yakiik 1 pl gelmektedir.) 2,5 kati kadar 6,6 M
Sodyum iyodir soliisyonu eklenir ve vortekslenir.

* 50°C’de jel tamamen eriyene kadar inkiilbasyona birak

* Oda sicakitinda toplam hacmin 1,5 kati kadagtzana tamponu (binding buffer)
eklenir ve vortekslenir.

* Elde edilen kagim SNAP pirifikasyon kolonuna yuklenir.

* Oda sicakiiinda 2000-3000 rpm’de 30 saniye santriftij edilir.

e  Altta kalan sivi atilir ve SNAP purifikasyon kolamu400 pl 1X yikama solisyonu
eklenir.

* Oda sicakitinda 2000-3000 rpm’de 30 saniye santriftij edilir.

e Altta kalan sivi atilir ve SNAP purifikasyon kolamu800 pl 1X yikama solisyonu
eklenir.

* Altta kalan sivi atilir ve SNAP purifikasyon kolobuos olarak maksimum hizda 2
dakika santrifj edilir.

40 ul Tris-EDTA (TE) tamponu filtrenin tam ortasigeleceksekilde pipetlenir ve
1 dakika oda sicaldinda inkiibasyona birakilir.

*  Oda sicakitinda maksimum hizda santrifiij yapilarak DNA elt#ired
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3.2.3.4. Topo klonlama reaksiyonunun hazirlanmasi

* Jelden purifikasyonu yapilan PZR drtininden 4 ptargamisin direng geni ggyan
pPCR-XL-TOPO vektorinden 1 pl, 1,5 ml'lik steril pendorf tiptnde katirilir.

» 5 dakika oda sicaldinda inkiibasyona birakilir.

« Inkibasyon sonrasi 1 pl 6X TOPO Cloning Stop solisyaklenir ve oda
sicaklginda kargtirihr.

*  TupUn ceperlerindeki sivininagl ¢cokmesi icin hafifce santriflj edilir ve tip buz

Uzerine koyulur.
3.2.3.5. Transformasyon

*  Klonlama reaksiyon trintinden 2 pl'yi “One Shot Cetemt” hiicrelere eklenir ve
dikkatlice karstirihr.

*  Buz Uzerinde 30 dakika inkiibasyona birakilir.

« Inkubasyon sonrasi 42°C’de 30 saniyeagu yapilir.

» 30 saniye sonrasinda tip hemen buz Uzerine konel@rdakika inkiibasyona
birakilir.

*  Hucrelerin tzerine 250 pl S.0.C medyumu eklenir.

 37°C’de 1 saat inkUbasyona birakilir.

» Daha 6nceden hazirlangrb0 pg/ml kanamisin iceren kati LB besiyerine 50- b
hiicre yayilir.

 37°C’de 1 gece inkibasyona birakilir.
3.2.3.6. Topo klonlamasi sonrasi klonlarin nalizi

*  Buylyen koloniler steril bir kiirdan yardimiyla kamain iceren 2 ml sivi LB
besiyerine aktarilir.

e 37°C’de bir gece inklibasyona birakilir.
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3.2.3.7. Plazmid DNA ekstraksiyonu

Topo klonlamasi sonucu elde edilen kolonilerin plaz DNA ekstraksiyonu, Uretici
firmanin “Plazmid DNA Purification” (MACHEREY-NAGEL Almanya) kiti icerisinde

bulunan kullanma kitapgindaki yéntem izlenerek yapildi.

37°C’de bir gece buyutulen kolonilerin 50 ul'si,zuiif klonlarin tekrar biyatalip
sonraki cakmalarda kullanilabilmesi amaciyla dondurularak aakiak tUzere ayri
ayri tuplere tzere ayrilir.

Kalan htcreler 30 saniye 11000 rpm’de santrifljexdk ¢okturiltr ve tstte kalan
besiyeri atilir.

Hucreler 250 pl RNaz iceren Al tamponu ile tekiapanse edilir.

250 pl A2 tamponu eklenir iyice kanrilir ve 5 dakika oda sicakiinda
inkiibasyona birakilir.

300 pl A3 tamponu eklenir, katirilir ve 11000 rpm’de 10 dakika santriftj edilir.
Santriflij sonrasi pellet atilir ve siipernatan NoSja@n kolonuna aktarilir.

11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

Filtreden gecen sivi atilir ve 600 pl A4 yikama pamu eklenir.

11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

Filtreden gecen sivi atilir ve 11000 rpm’de 2 dalskntrifiij edilir.

Kolon 1,5 ml'lik steril bir ependorf tiplne konulue Gzerine 50 pl AE eliisyon
tamponu eklenir.

Oda sicakifinda 1 dakika inkiibasyona birakilir ve 11000 rpnidiakika santrifij

edilerek plazmid DNA eltusyonu yapilir.

3.2.3.8. Elde edilen plazmidlerin jelde gorintilenmesi vealizi

5 g agaroz 50 ml 1X TBE tamponuyla kainlir.
Mikrodalga firinda agaroz eriyene kadar isitilir.
Firindan cikarilir ve 3 dakika gomasi icin beklenir
1 damla etidyum bromur boyasi eklenir ve kianiir.

Tarak jel tabgina yerlatirilir ve jel dokulir.
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» Jel dondgunda tarak cikarilir ve Gizerini kaplayacak kadarTBE tamponu

eklenir.

*  5ul plazmid DNA 1ul 6X kristal violet yukleme tampoile karstirilir ve jeldeki
kuyucuklara yuklenir.

e 100 voltta 1 saat kadar yaratalur.

*  UVsigl altinda DNA banti gortntalenir.

*  Uygun boydaki (vector+HBVgenomu, yakik 7 kb) plazmid DNA’sIna sahip

pozitif koloniler jelde tespit edilir.
3.2.3.9. Pozitif kolonilerin dondurulmasi ve saklanmasi

e Jelde uygun boyda plasmid DNA'sI tespit edilen kdkrden daha once ayrilan 50
pl hiicre sispansiyonu 1,75 ml kanamisin iceren ldelynmunda 37°C’de 1 gece
bayatuldr.

*  Hucrelerin tzerine %210 gliserol (200 ul) eklenir-88°C’de saklanir.
3.2.4. Tum genomun PHY 106 ekspresyon vektorine klonlanmasi

Topo XL vektorine klonlama sonucu elde edilen TofloHBV klonlama Grini ve
ampisilin rezistans geniggyan pHY 106 ekspresyon vektori Sapl restiriksigoaimi ile

kesilerek klonlama gercekierilir.
3.2.4.1. Sapl restriksiyon enzimi kesimi

Sapl restriksiyon enzimi kesimisagidaki reaksiyon hazirlanarak 37°C’de bir gece

inkiibasyona birakilarak yapildi. Reaksiyon igiessagidaki gibidir;

DNA 5 ug
Sapl enzimi (5U/ ul) 2 ul
10 X NEB4 tamponu 2 ul
ddH,O X pl*

* X: Toplam hacmi 20 pl'ye tamamlayacak kadar.
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3.2.4.2. Vektor uclarinin alkalen fosfatazla muamelesi

Sapl kesiminden sonra vektorin kendi kendine tekapanmasinisglf-ligation) onlemek
amaclyla kesilmi vektor Alkalen Fosfataz ile 37°C’'de bir saat ink&pona birakildi.

Reaksiyonun icegi asagidaki gibidir;

Kesilmis DNA 20 pl
CIP Alkalen Fosfataz 2 ul
10X CIP Tamponu 2,4 ul

3.2.4.3. Kesim urinlerinin jel ekstraksiyonu

Kesim Urdnleri % 0,8’lik agaroz jelde yuratulduktsonra jel ekstraksiyonu “QIAquick
Gel Extraction kit” (QUAGEN, Basel Switzerland) kiti Uretici firmanin podliine
uyularak yapildi:

*  DNA bandi jelden bistirt yardimila kesilip ¢ikartil

o Jelin &irhg tartilir ve &iriginin 3 kati hacminde QG tamponu eklenir.

* 50°C’de jel tamamen eriyene kadar inkiilbasyona birak

» Jel tamamen eridikten sonra QlAquick kolonuna aktar

e 17000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir ve filtredgacen sivi atilir.

*  Filtrenin Uzerine 750 pl PE tamponu eklenir.

* 17000 rpm’de 1 dakika santriftj edilir ve filtredgacen sivi atilir.

*  Bos kolon maksimum hizda 2 dakika santriftj edilir.

»  Kolon 1,5 ml'lik steril bir ependorf tiplne aktarive 50 pl EB tamponu eklenir.

e 17000 rpm’de 1 dakika santriftij edilerek eliisyopijia.
3.2.4.4. Ligasyon

Uygun boydaki DNA bantlari (HBV icin yak§gk 3,2 kb ve pHY106 icin yakiak 3,8 kb)
jelden izole edildikten sonra vektor ve HBV odaagiginda 30 dakika Hizli Ligaz
enzimi Quick ligase ile inkibasyona birakilarak ligasyonlari yapildReaksiyonun

icerigi su sekildedir;

33



pHY106 vektorl 1,5 ul

HBV 6,5 pl
2X Hizl Ligaz tamponu 10 pl
Hizl Ligaz 2 ul

3.2.4.5. Transformasyon

*  Ligasyon urunlerinin DH& kompetent hiicrelerine igokuyla transformasyonlari
gerceklatirildi:

* -80°C’de dondurulmuDH5a hiicreleri buz Gzerinde ¢ozulur.

* Ligasyon urtninden 5 pl hicrelerle karihir ve 30 dakika buz tGzerinde
inkiibasyona birakilir.

« Inkibasyon sonrasi 42°C su banyosunda 30 saniyetifiekl

e Zaman gecirmeden tekrar buza koyulur ve 2 dakikéekir.

*  Hucrelerin Gzerine oda sicakindaki sivi LB besiyeri eklenir.

* 1 saat 37°C’de calkalayarak inkiibasyona birakilir.

* 50 pg/ml ampisilin iceren kati LB besiyerine huerei ekimleri yapilir.
3.2.5. DNA dizi analizi

Hastanin serumundan ekstraksiyonu yapilan HBV DNWsdizi analizi direkt olarak,
TOPO-XL vektoriine ve pHY106 vektorine klonlama @tan sonra Uretici firmanin
“Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (AppliBibsystems, Fostercity, USA) kiti

icerisinde bulunan kullanma kitagendaki yontem izlenerek yapildi.
3.2.5.1. DNA dizi analizi PZR’si

DNA dizi analizinin PZR reaksiyonunun i¢grive sartlari gagida gosterildii gibidir:
Reaksiyon icefii:
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Big Dye Kargimi 8 ul

Primer (Bkz. Cizelge 3.3) 4 ul
DNA 1-8 pl
ddH20 X*ul

* X: Toplam Hacmi 20 pul'ye tamamlayacak kadar.

ReaksiyorSartlari:

96°C 30 sn

96°C 10s

50°C 5sn 30 siklus
60°C 4 dk

3.2.5.2. DNA dizi analizi PZR drtinlerinin NaOAC-ETOH yodntenyile temizlenmesi

*  DNA dizi analizi PZR Urinundn Uzerine 6 pl TSR (Teate Suppression Reagent)
eklenir ve vortekslenir.

«  Ornesi denatiire etmek igin 96°C’de 1 dakika inkiibe edili

*  DNA dizi analizinin yapilaca ttpun igine 10 pul TSR ve 2 pl 6rnek koyulur ve
lyice vortekslenir.

*  Karisim 2 dakika 96°C’de inkuibasyona birakilir.

*  DNA dizi analizi “ABI PRISM 310 Genetic AnalyzerPerkin Emler, Foster City,
USA) cihazi ile yapilir.

3.2.6. Ekspresyon vektorine klonlanan HBV tim genomunun witro sistemde analizi

pHY106 ekspresyon vektoriine klonlagnHBV tim genomununn vitro analizlerini
yapmak Uzere insan hepatoblastoma hucre dizisi dlah7 hicre kuoltir sistemi
kullanildi.

3.2.6.1. Huh7 hicre dizilerinin ¢oztlmesi

e Sivi nitrojende dondurularak saklagnitluh7 hicreleri 37°C su banyosunda

cozaldr.
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*  Hucreler zaman kaybedilmeden 15 ml'lik falkon tiplektarilir.

«  Uzerlerine 2 ml'lik oda sicakiindaki Huh7 buyitme ortami (Cizelge 3.2.) damla
damla eklenir.

e 1300 rpm’de 5 dakika sentriftij yapilarak ¢okturaltr

*  Pelet 2 ml Huh7 buyutme ortami ile nazikge ¢ozulur.

25 ml'lik flasklara aktarilir ve tzerlerine 8 ml Hé buyitme ortami eklenerek
inkibatore (37°C , %5 COkaldirilir.

3.2.6.2. Huh7 hicre dizilerinin pasajlanmasi

e HBV tim genomun “Long-PCR 25 ml’lik flasklarin tatnai kaplayan Huh7
hicrelerinin buyidtme ortami cekilir ve atilir.

3 ml PBS ile hicreler yikanir.

* 1 ml Tripsin-EDTA hucrelerin Gzerinde 15-20 sangezdirilir.

»  Tripsin-EDTA hicrelerin Gizerinden uzaklailir ve flask inktibatérde (37°C, %5
CO,) 1 dakika kadar bekletilir.

*  Hucreler flaskin tabanindan 3,8 ml Huh7 buyutmarartile ayrilir.

*  Hucrelerin i¢cinde bulundtu ortamin 1,8 ml dondurmak ve saklamak tzere ayiril
2 ml'si yeni flaska aktarilir ve tizerlerine 8 minyéduh7 hiicre ortami eklenir.

«  Pasajlanan hucrelénkibattrde (37°C, %5 GPbuyutulir.

3.2.6.3. Huh7 hicre dizilerinin dondurulmasi

* 1,8 ml hiicre siispansiyonunun tzerine 200 pl DMS®@0{%klenir.
* Siraslyla -20°C’de 2 saat ve -80°C’de bir gece douldr.

*  Sivi nitrojen igerisinde saklanir.
3.2.6.4. Klonlama tranintn Huh7 hicrelerine transfeksiyonu

Klonlanms HBV tim genomunun Huh7 hicrelerine transfeksiyotfeugene 6
Transfection Reagent” (Roche Applied Sciences, amapolis USA) transfeksiyon

soltsyonu Uretici firmanin tavsiye gitprotokole uyularak gercelderildi:
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* 94 ul serumdan amsiz ortam (serum free medium) olan OPTIMEM ilgl6
Fugene 6 transfeksiyon solisyonu 1,5 ml'lik biregef tipinde iyice kagtirilir.

* Oda sicakiitnda 5 dakika inkiibasyona birakilir.

e 1 ug DNA kargimin icerisine eklenir ve iyice katirilir.

* Karisim 30 dakika oda sicakinda inkiibasyona birakilir.

« Inklibasyon siresi bladiginda 24 kuyucuklu tabaklardaki Huh7 hiicrelerinin
blylume ortami, 500 pl OPTIMEM ile giatirilir.

*  Hucreler inktibatdrde (37°C, %5 GYbekletilir.

« Inkiibasyon sonrasi kamm her kuyuya 20 pl olacaekilde kuyucuklara datilr.

e inkubatorde (37°C, %5 C6-8 saat inkiibasyona birakilir.

e 8 saatin sonunda kuyucuklardaki OPTIMEM cekilir.

*  Kuyucuklar 3 defa 1 ml PBS (Phosphate Buffer Salileeiyice yikanir.

*  Kuyucuklara Huh7 hucrelerinin buytime ortami ekleminnkibatdrde inkiibasyona

birakilir.
3.2.6.5. HBV transfeksiyonu yapilny hiicrelere ilag verilmesi

* Antiviral etkinlikleri test edilecek olan ilaclat0dmM stoklar halinde saklanir.

* Antiviral ilag stggu Huh7 blylme besiyeri ile 1/400 oraninda dilUdireck
blylume besiyeri icerisinde 100 uM’lik ila¢c konsastyonu elde edilir.

*  Huh7 besiyeri ile yapilan 1/10’luk seri diltisyonlkr 6nce 10 sonra 1 uM’lik ilag
konsantrasyonlarina wliér.

e 24 kuyucuklu platelerde bulunan hiicrelerin Gizehaekuyuya 0.5 ml olacak

sekilde istenilen konsantrasyonda ilagder.
3.2.6.6. Toplanan kdltur ortamlarindan viral DNA ekstraksiyau

Huh7 hicrelerine pHY106-HBV klonlama UrUnleriniansfeksiyonundan sonra toplanan
kulttr ortamindan, viral DNA ekstraksiyonu “QlAamipNA Mini Kit” (QU IAGEN,
Basel Switzerland) kiti kullanilarak Uretici firmamn kullanma kitap@indaki yontem
izlenerek yapildi:

20 ul QIAGEN proteaz 1,5 ml'lik ependorf tupleridegitilir.
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«  Uzerlerine kuyucuklardan toplanan 200 pl siipernakdenir.

e 200 ul AL tamponu eklenir ve 15 saniye vortekslenir

»  Kapak icindeki damlalarin dibe ¢okmesi icin 15 gar8000 rpm’de dondurulir.

«  Uzerlerine 200 pl mutlak etanol eklenir ve 15 sanigrtekslenir.

»  Karisim toplama tiplerinin icine yegarilmi s dondirme kolonlarina transfer edilir
ve 8000 rpm’de 2 dakika santrifij edilir.

*  Dondurme kolonlari temiz toplama tuplerinin icimartsfer edilir ve tGzerlerine 500
pul AW1 tamponu eklenerek 8000 rpm’de 2 dakika stptedilir.

* Kolonlar temiz toplama tuplerine transfer edilir zerlerine 500 pl AW2 tamponu
eklenerek 8000 rom’de 2 dakika donduruldr.

* Kolonlar temiz toplama tuplerine aktarilir ve 2 dak14000 rpm’de santrifd]
edilir.

* Kolonlar 1,5 ml'lik steril ependorf tiplerine treies edilir ve tizerlerine 200 ul AE
tamponu eklenir.

* Kolonlar oda sicak@nnda 5 dakika inkiibasyona birakilir ve 8000 rpn2dakika

santrifilj edilerek elte edilir.
3.2.7. In vitro ortamdaki HBV DNA replikasyonunun analizi

Real-time PZR: Fast Start DNA hibridizasyon Kkiti oghe Diagnostics, GmbH,
Indianapolis, ABD) kullanilarak toplam 20 pl icende amplifikasyon yapildi:
Reaksiyon icefii;

MgCl, (3mM) 3ul

Primer 1 (0.5 pmol) 1pl
Primer 2 (0.5 pmol) 1pl
Probl (0.3 pmol) 1pl
Prob2 (0.3 pmol) 1pl
Enzim (Master mix) 2 ul
ddHO 5 ul
Template S5ul
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Reaksiyon;

95°C 10 dakika

95°C 5sn

58°C* 8 sn 45 dongu
72°C 11 sn

* Her siklusta 1°C dgerek 50 °C’ye kadar inilir.
3.2.8. IC50 dezerlerinin hesaplanmasi

IC50, herhangi bir antiviralin viral replikasyon@b50’sini baskilamak igin gereken ilag
dozu anlamina gelmektedirilaclarin farkli dozlarda transfeksiyon sonrasi Ivira
replikasyonu gercekiiren Huh7 hicrelerine verilmesinden 5 gin sonracréii
supernatanindan ekstrakte edilen HBV DNA miktarinkeal Time PCR ile
belirlenmesinden sonra elde edilergeider kullanilarak IC50 dgerleri daha 6nce rapor

edilen hesaplama ydntemine gore hesaplgitnmiDelaney et al. 2001).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hasta Serumundan Elde Edilen HBV DNA’nin DNA Dizi Analizi

Hastanin serumundan ekstrakte edilen HBV DNA'nionkkma yapilmadan 6nce direkt

DNA dizi analizi ile elde edilen mutasyonlar Cizeld.1'de gosterilngtir.

Cizelge 4.1 Hasta Serumundan elde edilen HBV DNAgirekt DNA dizi analizi.

o Viral Yuk
Serum Antiviral Bulunan Mutasyonlar
(kopya/ml)
24.09.2004 Adefovir | 1.6 x 16 L8OL/V, H124Y
03.03.2005 Adefovir | 1.6 x 10 L80L/V, H124Y
28.07.2006 Adefovir 1.0x 16 L80OL/V, V112I, N118T, H124H/Y, A181A/V
28.03.2007 Adefovir | 1.0 x 16 L8OL/V, A181V, N236N/T, N238D
Adefovir
06.11.2007 1 1.9 x10 L8OL/V, L91L/I, A181V, N236N/T, N238D
Entecavir
Adefovir
04.01.2008 | 6.3 x10 L8OL/V, L91l, M204I, S219S/A, N238D, Y245H
Entecavir

Bu samada hentiz klonlama yapilmatm Dolayisiyla hasta serumundan elde edilen
HBV DNA, icerisinde dgisik viral varyantlari icinde barindiran bir viral \aazu temsil
eder. Havuzda bulunan bu genetiksitidik (quasispecies) direkt DNA dizi analizi
sirasinda bazi bdlgelerde 2 farkh nikleotitin agnda goérilmesine neden olmaktadir.
Ornesin Cizelge 4.1.'de goriilen L80L/V mutasyonu, asarddhvuzun iginde bu nokta igin
hem yabanil tip virislerin L80L hem de Losinden iwa dezisim gdsteren virlslerin

(L80V) oldugunu gostermektedir.
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4.2. TOPO-XL Vektoriine Klonlama Urtnleri

Hasta serumundan elde edilen HBVY DNA’'dan elde edid®V tim genom PZR Urunleri

TOPO-XL klonlama vektorlerine klonlangtir.

4.2.1 HBV tum genom “long PCR” Urunleri

TOPO-XL HBV klonlamasi yapilabilmesi igin gerekdk basamak uygun PZR Urunlerini
elde edebilmektir. Biz ¢calmamizda daha sonra hicre kuiltirlerinde ekspresyoma
uygun olabilmesi acisindan HBV'nin tim genomunu RIRasaltmay1 amacladik

1 2 3 4 5 6 7 & M

Sekil 4.1 HBV tim genom PCR amplifikasyon urtnleri.

Hastadan elde edilen HBV DNA'nin HBV tim genom alacsekilde PZR ile
cogaltiimasi Sekil 4.1.’de gosterilmgtir. %21’'lik agaroz jel gorintisinde M, 1 kb'lik
GeneRuler DNA belirtecini gosterirken 1, 2 ve 4ylkiardaki numunelerden yapilan PZR
pozitif iken 3, 5, 6, 7 ve 8 numarall kuyulardaknéklerde amplifikasyon gorilmestir.

4.2.2 TOPO-HBV klonlamasindan elde edilen klonlarin jebgintdleri

HBV'nin “long PCR” ile tum geomseklinde cgaltilmasindan sonra elde edilen
amplifikasyon urtnleri TOPO XL vektorlerine klonkn Toplanan kolonilerin plazmid
ekstaksiyonlarindan sonra elde edilen plazmidle8%k agaroz jele yuklendi.
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Sekil 4.2. Topo-HBV tum genom klonlar.

Sekil 4.2.’de toplanan kolonilerden elde edilen ptedierde 1, 2, 4, 5, 6 ve 7. kuyulardaki
klonlarda HBV tim genomunun daxili bir sekilde gerceklefii gorulmektedir. 3.
kuyudaki 6rnek ise negatif bir klonlama sonucunstgtimektedirM, $X174 Hinfl DNA
belirtecini gostermektedir.Klonlama sirasinda vektoriin icerisine HBV tim geno
girmedgzi icin 3 nolu kuyudaki plazmid derlerine gére daha kiguk olglw icin daha
hizli yarimektedir.

4.2.3 Degisik mutasyon paterni taiyan klonlar

Klonlamalar sonrasinda pozitif kolonilerden eldelexd plazmidlerin DNA dizi analizi
sonrasi tespit edilen mutasyonlar Cizelge 4.2.@&teyilmitir. Hasta serumunundan elde
edilen HBV DNA'nin direkt DNA dizi analizinde hasta bulunan tim viral varyantlarin

DNA dizisi cikarilirken, Klonlama sonrasi her velddek bir HBV genomu girebildi
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icin plazmidlerden elde edilen sekanslarda viraluzaaki genetik cgtlilik goérilmez.

Elde edilen sekans tek bir HBV genomuna aittir.

Cizelge 4.2. Topo-HBV klonlamasi sonrasi elde edilesisik mutasyon paternleri

Paterni
Mutasyon Toplam o
S tagtlyan klon | Serum tarihi Mutasyonlar
paterni ismi | Klon sayisi
sayisi (%)
L8OV + L91l + M204I +
Patern A 92 57 (%62) 04.01.2008
A219S + N238D + Y245H
L8OV + A181V + N236T +
Patern B 85 70 (%82.4 28.03.2007
N238D
L8OV+ V112] + N118T +
Patern C 72 27 (%37.5 28.07.2006
H124Y + A181V
Patern D 72 9 (%12.5) 28.07.2006 L8OV + A181V
Patern E 72 7 (%9.7) 28.07.2006 V1121 + N118T + A18
Patern F 60 27 (%45) 24.09.2004 Yalniz H124Y
Patern G 60 27 (%45) 24.09.2004 L80V+H124Y
Patern H 60 4 (%6.7) 24.09.2004 L8OV + L91I+H124Y

Calismada, hastadan elde edilengidik tarihlerdeki serum 6rneklerinden elde edilen
HBV tim genomlarinin klonlanmasi sonrasinda mimkaldugunca cok koloni
toplamaya cajildi. Bu sayade hastanin viral havuzunda bulunanetje caitlili ge
katkida bulunan HBV varyantlarin viral havuz icerde ylzde dalimlar tespit
edilebildi. Cizelge 4.2'de viral havuzda en domihgekilde tespit edilen viral varyantlar
ve bu varyantlarin tadiklari mutasyon paternleri gosterigtii. Daha sonra bu paternleri
tastyan HBV genomlari hiicre kultir sistemlerinde editmek tzeren vitro fenotipleme

deneyleri yapilmstir.

4.2.3.1. Patern A

Calismada elde edilen HBV genomlarindan bir tanesi ggmom Uzerinde L80V, L91l,
M2041, A219S, N238D ve Y245H mutasyonlarinin hepayni anda tamaktadir. Patern

43



A olarak adlandirilan bu mutasyon paternigiyfan HBV genomunun DNA dizi analizi,
L80V ve Y245H mutasyonlari arasindaki dizi cok uzlaugu icin arasindak$ekil 4.3A
ve Sekil 4.3.B. Uzerinde gosterilgtir.
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Sekil 4.3A. Patern A DNA dizi analizi

Lésinden Valin dgisimine neden olan 80. amino asit poziyonundakbtjga (L80V)
desisimi Sekil 4.3.A’da siyah, 91. amino asit pozisyonundsinden izolosin désimine
neden olan ctbatt (L911) mutasyonu kirmizi cember ile gosteriitini
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Sekil 4.3B. Patern A DNA dizi analizi

Sekil 4.3.B'de, YMDD motifi icerisinde metiyonindeizoldsin dgisimine neden olan
204. amino asit poziyonundaki a¥@tt (M2041) deisimi siyah, 219. amino asit
pozisyonunda alaninden serin gdgmine neden olan teggcc (A219S) mutasyonu
kirmizi, 238. amino asid pozisyonunda asparajiragrartik asit désimine neden olan
aac>gac (N238D) mutasyonu mavi ve 245. amino asit pozisnda tirozinden histidin

degisimine neden olan tagcac (Y245H) mutasyonu y&cember ile gosterilngtir.

4.2.3.2. Patern B

Calismada ayni genom Uzerinde L80V, A181V, N236T, N23B8xasyonlarinin hepsini
tastyan HBV genomlari Patern B olarak isimlendirighm. Bu mutasyon paternini §gyan
HBV genomunun DNA dizi analizi, L8OV ve N238D muwaslari arasindaki dizi ¢ok
uzun oldgu icin arasindak$ekil 4.4A veSekil 4.4.B. Gizerinde gosterilmtir.

Lésinden valin dgisimine neden olan 80. amino asit poziyonundakbigga (L80V)

desisimi Sekil 4.4.A’da siyah cember ile gosterilgtir.
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Sekil 4.4A. Patern B DNA dizi analizi

Sekil 4.4.B’de, alaninden valine gigimine neden olan 181. amino asit poziyonundaki
gct>gtt (A181V) deisimi siyah, 236. amino asit pozisyonunda asparjintt@eonin
degsisimine neden olan aakacc (N236T) mutasyonu mavi ve 238. amino asid
pozisyonunda asparajinden aspartik asigigine neden olan asegac (N238D)
mutasyonu kirmizi gcember ile gosterigm.
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Sekil 4.4B. Patern B DNA dizi analizi
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4.2.3.3. Patern C

Calsmada ayni genom (zerinde L80V, V112I, N118T, H124%¥ A181V
mutasyonlarinin hepsini sgan HBV genomlari Patern C olarak isimlendiritiri
Gosterimde kolaylik olmasi acisind&ekil 4.5'te V112I, N118T, H124Y ve A181V
mutasyonu gosterilirken L8OV mutasyonu gosterilmgimi
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Sekil 4.5. Patern C DNA dizi analizi

Sekil 4.5.’te, 112. amino asit poziyonunda valindeolésin degisimine neden olan
gtt>att (V112l) deisimi siyah, 118. amino asit pozisyonunda asparjind@monin
desisimine neden olan asact (N118T) mutasyonu kirmizi, 124. amino asit
pozisyonunda histidinden tirozin glgimine neden olan caztac (H124Y) mutasyonu
mavi ve alaninden valine ggimine neden olan 181. amino asit poziyonundaki>gyit
(A181V) desisimi yesil cember ile gosterilngtir.

4.2.3.4. Patern E

Calismada ayni genom Uzerinde V1121, N118T veAl181V nyaakarinin hepsini tayan
HBV genomlari Patern E olarak isimlendiriktir.
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Sekil 4.6. Patern E DNA dizi analizi

Sekil 4.6.’da, 112. amino asit poziyonunda valindenlésin degisimine neden olan
gtt>att (V112l) deisimi siyah, 118. amino asit pozisyonunda asparjind@reonin

degisimine neden olan astact (N118T) mutasyonu kirmizi ve alaninden valine

degisimine neden olan 181. amino asit poziyonundaki>ggit (A181V) deisimi mavi
cember ile gosterilngtir. Diger pozisyonlardaki nikleotitlerde herhangi birgideklik

saptanmangtir.

4.2.3.5. Patern F

Calismada sadece H124Y mutasyonungiyian HBV genomlari Patern F olarak

isimlendirilmistir.
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Sekil 4.7. Patern F DNA dizi analizi

Sekil 4.7.’de, 124. amino asit pozisyonunda histildin tirozin dgisimine neden olan
cac>tac (H124Y) mutasyonu siyah cember ile gostesilimi

4.2.3.6. Patern G

Calismada ayni genom Uzerinde L80V ve H124Y mutasyamiatikisini de talyan HBV
genomlari Patern G olarak isimlendirikta.
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Sekil 4.8. Patern G DNA dizi analizi

Sekil 4.8.’de I6sinden valin ggsimine neden olan 80. amino asit poziyonundakpiiga
(L80OV) desisimi siyah ve 124. amino asit pozisyonunda histidmdirozin dgisimine

neden olan ca2tac (H124Y) mutasyonu kirmizi cember ile gostegtmi

4.2.3.7. Patern H

Calismada ayni genom uzerinde L80V, L91l ve H124Y muarinin hepsini tayan

HBYV genomlari Patern H olarak isimlendirilgtir.
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Sekil 4.9. Patern H DNA dizi analizi

Sekil 4.9.’da I6sinden valin ggsimine neden olan 80. amino asit poziyonundakbiiga
(L80V) degisimi siyah, 91. amino asit pozisyonunda I6sinderdgio dezisimine neden
olan ctt>att (L91l) mutasyonu kirmizi ve ve 124. amino @szisyonunda histidinden
tirozin desisimine neden olan caztac (H124Y) mutasyonu mavi c¢cember ile

gosterilmitir.

4.2.3.8. HBV polimeraz bolgesi gindaki mutasyonlar

Hucre kdlturinde test edilen tum klonlarda HBV gawoun polimeraz bdlgesinin
disinda kalan bélgeler de mutasyon acgisindan DNAahalizi yontemi ile analiz edildi.
HBV vyizey proteini, kor, pre-kor ve X proteinin Kaglan HBV genom bdlgelerinde
literatirde tanimlanngi herhangi bir nokta mutasyonu, insersiyon veya syele gibi

mutasyonlar tespit edilemedi.
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Sekil 4.10 Patern A'ya sahip HBV genomunun HBsAg dizalizi

Sekil 4.10’da A paternini tayan HBV tim genomunun HBV ylizey antijenini kodlaya
bdlgesinin DNA dizi analizi gosterilrgtir. Bu analiz sonucuna gére HBV ylzey antijenini
kodlayan bolgede herhangi bir mutasyon goriimendékt§ekil 4.11’de ayni genomun
kor, prekor ve X proteinini kodlayan bélgelerin DNAzi analizi gorulmektedir. En sik
rastlanan prekor boélgesi mutasyonu olan G1896A syotaunun yerisekilde siyah
cember ile gosterilmiir (Carman et. al 1989). Yine bu analiz sonucuri@egbu

bdlgelerde herhangi bir mutasyon goérilmemektedir.
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Sekil 4.11 Patern A'ya sahip HBV genomunun kor, preke X boélgesi dizi analizi

4.3.pHY106-HBV Tim Genom Klonlama Urtinleri

Mutasyon paternleri tespit edilen HBV tim genormaripHY106 vektdriine klonlanmasi
icin TOPO-HBV klonlama trunlerinin sapl restriksiyenzimi ile kesilmesi ve HBV tim

genomlarinin sapl yagkan uclari ile beraber jelden geri alinmasi gerdiar.
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Sekil 4.12. TOPO-HBV klonlarinin sapl kesimi

Sekil4.12.’de 2 nolu kuyucukta kesimlenme sonragrens olmasi amaciyla HBV tim
genom PZR Urind ve 1 nolu kuyucukta ise Sapl tesyon enzimi ile kesilngi TOPO-
HBV klon plazmitinin icerisinden % 1’lik agaroz gen kesilerek geri alinan HBV tim
genom PZR drund gorulmektedir. Ayni kesimlemgéerni PHY106 vektorl igin de
gerceklatirilir ve ligasyon sonrasi elde edilen PHY106-HBMnlama drind plazmiti %
0.8'lik agaroz jelde goéruntulenir.

1 2

Sekil 4.13. phy106-HBV tim genom klonlama trinu
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Sekil 4.13'de 1 nolu kuyucukta klonlama sonrasi eddi#en pozitif bir koloniden elde
edilen plazmid urint, 2. kuyucukta ise negatif koloniden elde edilen plazmid
arinindn % 0.8 lik jelde yuratilmesi gosterilmektedNegatif koloniden elde edilen

plazmidin icerisinde HBV tim genomu olmadicin pozitif koloniye gore jelde daha
hizli yaramitar.

4.4.PHY106-HBV Klonlarinin Hiicre Kdilturlerinde Replikas yonu

PHY106-HBV tim genom klonlari Huh7 hicrelerine sfaksiyonu takip edebilmek
amaclyla GFP plazmidi ile beraber transfekte (lmsfeksiyon) edilnstir.

Sekil 4.14. Huh7 Hucre kilttrlerinde GFP ekspresyon

Transfeksiyondan 3 giin sonra Huh7 hicrelerinde ejgzen GFP ekspresyonunun
floresan mikroskobu ile géruntilenmegekil 4.14.’te gosterilngtir. Huh7 hicrelerinde
GFP ekspresyonunun gozlemlenmesi transfeksiyonsaribde gerceklgtigini gosterir.
Ayni hiucrelerde HBV replikasyonunu da gosterebilraalaciyla hicre kilttr ortamindan
her giiniin sonunda hicre stpernatani toplaweibu stpernatanlardan ekstrakte edilen
HBV DNA degerleri Real time PCR ile 6lgulmgtiir. Sekil 4.15."de Huh7 hucrelerinde

HBV ekspresyonunun her gin agttive 5. gin sonunda bir plato gigine ulgtigi
gorilmektedir.
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Huh7 Hucre Supernataninda HBV ekspresyonu
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Sekil 4.15. pHY106-HBV klonunun Huh7 hire kiltarigndkspresyonu

4.5. In vitro Fenotipleme Deneyleri

Hucre kualtarlerinde herhangi bir viral varyantinri@ngi bir ilaca ne kadar duyarli

oldugunu oOlgcmek i¢cn yapilan deneyleia vitro fenotipleme adi verilmektedir.

deneyler icin hucre kultir ortamlarinda ekspresygergeklstirilen viral genomlar $ekil
4.14.) Uzerine dgsik dozlarda ilacla verilir ve 5. gin sonunda toplan hicre

supernatanlarinda elde edilen HBV DNAgdderi ile ilacin mutant HBV (zerindeki

etkisi aratirilr.
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45.1 Patern A

Cizelge 4.3. Patern A icin fenotipleme deneyi sdanuic

flag LAM ADV TDF ENTE FTC

Konsantrasyonu? Viral YUk Viral YUk Viral YUk Viral YUk | Viral YUk

(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
ilagsiz 1,83 X10 | 1,83X16 | 1,83X10 | 1,83 X10 | 1,83 X10
flacsiz 1,98 X10 | 1,98 X160 | 1,98 X1G | 1,98 X1G | 1,98 X16
1 1,34 X106 | 1,19X10 | 3,46 X1G | 1,09 X1G | 1,48 X10
1 1,67 X160 | 1,30 X106 | 1,59 X1G | 1,93X10 | 1,79 X10
10 1,56 X10 | 9,89 X10 | NEGATIF | 2,35 X10 | 1,32 X10
10 1,89 X10 | 6,87 X1d | NEGATIF | 4,13 X10 | 1,39 X106
100 1,53 X180 | NEGATIF | NEGATIF | 3,64 X10 | 1,51 X10
100 1,55 X180 | NEGATIF | NEGATIF | 1,54 X10 | 1,13 X10

*Her doz icin cift calsma yapiimgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF
tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine

A paternini taiyan HBV genomlarininin hicre kultirlerinde ekspoesi sirasinda
hicrelere 1, 10 ve 100 uM’lik lamivudine, adefodipivoksil, tenofovir, entecavir ve
embtricitabine ilaclari verilmgtir. Besinci giin sonunda hicre sipernataninda elde edilen
HBV DNA degerleri Cizelge 4.3.’te gosterilgtir. Her ilag dozu icin ¢cajma 2 kere
tekrarlanmgtir.

Cizelge 4.4. Patern A icin fenotipleme deneyi sdanugin logaritmik gdsterimi

Ilag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu Log (Viral Log (Viral Log (Viral Log (Viral | Log (Viral
(LM) YUk) £SS | YUk)£SS | YUk)+SS | YUk)+SS | YiUk) £SS
Ilagsiz 528+0,02f 528+0,02 528+0,02 5,28020 5,28 +0,02
1 517 +0,07| 5,09+0,03 2,87+0,95 5,16x0,08 52106
10 5,23 £ 0,06 4,91+ 0,11 NEGATIR 4,49+ 0,17 5,06382
100 5,19 +0,00f NEGAIF NEGATIF | 4,37+0,26| 5,12+0,09

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir; ENTE, entecavir; FTC,
embtricitabine; SS, standart sapma
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A paternini talyan HBV genomlarinin in vitro fenotipleme deneyiele beinci gin
sonunda Olcilen HBV DNA dgerleri ve ciftli calgilan bu dgerlerin standart sapmalari
ise logaritmik olarak Cizelge 4.4.’te gOsteriftm.

45.2 PaternB

Cizelge 4.5. Patern B icin fenotipleme deneyi s¢arug

ilag LAM ADV TDF ENTE FTC

Konsantrasyonut Viral YUk Viral Yuk Viral YUk Viral YUk | Viral Yuk

(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
flacsiz 2,13X10 | 2,13X10 | 2,13 X10 | 2,13X10 | 2,13 X106
flacsiz 1,77 X10 | 1,77 X160 | 1,77 X160 | 1,77 X16 | 1,77 X10
1 1,44 X160 | 4,88X10 | 2,50 X1G | 5,76 X1d | 1,06 X10
1 1,59 X106 | 1,36 X10 | NEGATIF | 1,33X18 | 1,77 X106
10 NEGATIF | 5,64 X10 | NEGATIF | NEGATIF | 4,09 X10
10 3,63X10 | 1,61 X10 | NEGATIF | NEGATIF | 3,57 X10
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | 3,50 X168
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | 3,09 X168

*Her doz icin ¢ift calsma yapilmgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF

tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine

B paternini taiyan HBV genomlarininin hicre kiltirlerinde ekspoesi sirasinda
hicrelere 1, 10 ve 100 uM’lik lamivudine, adefodipivoksil, tenofovir, entecavir ve
embtricitabine ilaclari verilngtir. Besinci giin sonunda hiicre sipernataninda elde edilen
HBV DNA degerleri Cizelge 4.5.'te gosterilgtir. Her ilag dozu igin ¢cajma 2 kere
tekrarlanmgtir.
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Cizelge 4.6. Patern B igin fenotipleme deneyi starugin logaritmik goésterimi

Ilag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu Log (Viral Log (Viral Log (Viral Log (Viral | Log (Viral
(LM) YUk) £SS | YUk)£SS | YUk)£SS | YUk)+SS | YUk) +SS
Ilagsiz 529+0,06] 5,29+0,06 5,29+0,06 5,29060 5,29 £ 0,06
1 518 +0,03| 5,41 +0,39 1,20+ 1,7 4,94 £ 0,26 145,0,16
10 2,28+3,22| 4,98+0,32 NEGAT | NEGATIF | 4,58+0,04
100 NEGATIF NEGATIF NEGATIF | NEGATIF | 3,52+ 0,04

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir; ENTE, entecavir; FTC,
embtricitabine; SS, standart sapma

B paternini tasyan HBV genomlarinin in vitro fenotipleme deneyiele baginci gin
sonunda Olcilen HBV DNA dgerleri ve ciftli calgilan bu dgerlerin standart sapmalari

ise logaritmik olarak Cizelge 4. 6.’da gostergtiri

45.3 Patern C

Cizelge 4.7. Patern C icin fenotipleme deneyi starug

flag LAM ADV TDF ENTE FTC

Konsantrasyonut Viral YUk Viral Yuk Viral Yuk Viral YUk | Viral YUk

(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
flacsiz 2,44 X10 | 2,44 X16G | 2,44X10 | 2,44 X1G | 2,44 X106
ilagsiz 1,98 X10 | 1,98 X160 | 1,98 X1G | 1,98 X10 | 1,98 X10
1 1,06 X16 | 1,66X16 | 578X 10 | 1,97 X 16 | 1,08 X106
1 1,87X10 1,63X16 | 432X 16 | 1,31 X 16 | 1,09 X1G
10 3,61X10 | 578X 10 | NEGATIF | NEGATIF | 1,30 X 10
10 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 211X16 | 9,46 X1G | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

*Her doz icin cift calsma yapilmgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF
tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine

C paternini tayan HBV genomlarininin hicre kilttrlerinde ekspoesi sirasinda

hicrelere 1, 10 ve 100 uM’lik lamivudine, adefodipivoksil, tenofovir, entecavir ve
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embtricitabine ilaclari verilmgtir. Besinci giin sonunda hiicre sipernataninda elde edilen
HBV DNA degerleri Cizelge 4.7.’de gosterilgtir. Her ilag dozu icin cagma 2 kere
tekrarlanmgtir.

Cizelge 4.8. Patern C icin fenotipleme deneyi starunn logaritmik gosterimi

Ilag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu Log (Viral Log (Viral Log (Viral Log (Viral | Log (Viral
(LM) YUk) £SS | YUk)xSS | YuUk)+SS | YUk)£SS | YUk) +SS
Ilagsiz 529+0,068 529+0,06 5,29+0,06 5,29060 5,29 + 0,06
1 515+0,17 5,22+0,01 2,20+2,08 2,20+0,13 45,001
10 2,28+ 3,22| 2,38+ 3,37 NEGAF | NEGATIF | 2,06+2,91
100 1,66+ 2,35 0,49+ 0,69 NEGAH | NEGATIF | NEGATIF

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir, ENTE, entecavir; FTC,
embtricitabine; SS, standart sapma

C paternini tasyan HBV genomlarinin in vitro fenotipleme deneytele bginci gin
sonunda olcilen HBV DNA dgerleri ve ciftli calsilan bu dgerlerin standart sapmalari

ise logaritmik olarak Cizelge 4. 8.’de gostergtiri
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45.4 PaternD

Cizelge 4.9. Patern D icin fenotipleme deneyi stanuc

flag LAM ADV TDF ENTE FTC

Konsantrasyonu? Viral YUk Viral YUk Viral Yik | Viral YUk | Viral YUk

(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
flagsiz 2,01 X10 | 2,01 X160 | 2,01 X1G | 2,01 X10G | 2,01 X106
flacsiz 1,55X10 1,55X10 1,55X10 | 1,55X106 | 1,55X10
1 1,31 X160 | 1,28 X16 | 4,61X1G | 9,79 X1G | 2,61 X 10
1 1,02 X160 | 9,95X1d | NEGATIF | 8,53 X16 | 1,15X 10
10 NEGATIF | 3,40 X100 | NEGATIF | NEGATIF | 2,62 X10
10 1,66 X 10 | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | 3,99 X16
100 2,14 X16 | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | 1,32 X168
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

*Her doz icin cift calsma yapiimgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF
tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine

D paternini taayan HBV genomlarininin hicre kiltirlerinde eksgossi sirasinda
hicrelere 1, 10 ve 100 uM’lik lamivudine, adefodipivoksil, tenofovir, entecavir ve
embtricitabine ilaclari verilmgtir. Besinci giin sonunda hiicre sipernataninda elde edilen
HBV DNA degerleri Cizelge 4.9.’da gosterilgtir. Her ilag dozu icin cagma 2 kere
tekrarlanmgtir.

Cizelge 4.10. Patern D icin fenotipleme deneyi starunin logaritmik gosterimi

Ilag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu Log (Viral Log (Viral Log (Viral Log (Viral | Log (Viral
(LM) YUk) £SS | YUk) £SS Yik) +SS | YUk) £SS | Yuk) £SS
Ilagsiz 5,25+ 0,08 5,25+ 0,08 5,25+ 0,08 5,25+ 0,08,25+ 0,08
1 5,06+ 0,08 5,05+ 0,08 1,83+2,59 2,96+0,04 5046
10 2,11+ 2,98 2,27+ 3,20 NEGAF | NEGATIF | 4,01+0,58
100 1,17+ 1,65 NEGAIF NEGATIF | NEGATIF | 1,06+ 1,50

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir; ENTE, entecavir; FTC,
embtricitabine; SS, standart sapma
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D paternini tatyan HBV genomlarinin in vitro fenotipleme deneytele bginci gin

sonunda Olgllen HBV DNA derleri ve ciftli ¢alsilan bu dgerlerin standart sapmalari

ise logaritmik olarak Cizelge 4. 10.’da gostergtimi

455 Patern E

(;izelgg 4.11. Patern E i¢in fenotipleme deneyi staru
flag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu? Viral Yuk Viral YUk Viral YUk | Viral Yik | Viral YUk
(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (1U/ml) (IU/ml)
flacsiz 3,05 X10 | 3,05 X160 | 3,05X10 | 3,05X10 | 3,05 X106
flacsiz 1,13X10 1,13X10 1,13X16 | 1,13X10 | 1,13X10
1 1,31 X10 1,64 X160 | 1,96 X160 | 9,73 X10 | 1,44 X10
1 1,27 X160 1,07 X16 | 2,36 X416 | 1,11 X1d | 1,02 X106
10 1,43X16 | 499X 10 | NEGATIF | NEGATIF | 3,78 X10
10 NEGATIF | 5,27 X168 | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 1,19 X106 | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | 9,76 X168

*Her doz icin ¢ift calsma yapilmgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF

tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine

E paternini taayan HBV genomlarininin hicre kuiltirlerinde ekspoesi sirasinda
hiicrelere 1, 10 ve 100 uM'lik lamivudine, adefosipivoksil, tenofovir, entecavir ve
embtricitabine ilaclari verilmgtir. Besinci giin sonunda hiicre sipernataninda elde edilen
HBV DNA degerleri Cizelge 4.11.’de gOsterilgtir. Her ila¢ dozu igin cajma 2 kere
tekrarlanmgtir.
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Cizelge 4.12. Patern E i¢in fenotipleme deneyi starnin logaritmik gosterimi

Ilag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu Log (Viral Log (Viral Log (Viral Log (Viral | Log (Viral
(LM) YUk) = SS YUk) + SS YUk) £ SS | Yuk) +SS | Yuk) + SS
Ilagsiz 5,27 £ 0,30 5,27 £ 0,30 527 +0,830 5,27300 5(')2;:
1 511 +0,01 512 +0,13 2,83+0,65 4,02+ 0,04 085,0,11
10 2,08 +£2,94 4,21+ 0,69 NEGAF | NEGATIF | 2,29+ 3,24
100 1,04+ 1,47 NEGAIF NEGATIF NEGATIF | 1,49+2,11

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir; TDF, tenofovir; ENET entecavir; FTC, embtricitabine; SS,

standart sapma

E paternini taiyan HBV genomlarinin in vitro fenotipleme deneiyiele baginci gin

sonunda Olcilen HBV DNA dgerleri ve ciftli calgilan bu dgerlerin standart sapmalari
ise logaritmik olarak Cizelge 4. 12.’de gostergtimi

45.6 PaternF

Cizelge 4.13. Patern F icin fenotipleme deneyi gtaru

ilag LAM ADV TDF ENTE FTC

Konsantrasyonu? Viral Yuk Viral YUk Viral YUk | Viral Yik | Viral YUk

(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
flacsiz 2,66 X10 | 2,66 X10 | 2,66 X106 | 2,66 X10 | 2,66 X10
flagsiz 1,17 X10 | 1,17 X10 | 1,17 X160 | 1,17 X410 | 1,17 X10
1 298 X16 | 2,37 X160 | 1,06 X 10 | 1,06 X 14 | 8,00 X 10
1 NEGATIF | 4,66 X106 | 7,30 X 16 | 7,37 X 1 | NEGATIF
10 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
10 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

*Her doz icin ¢ift calsma yapilmgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF
tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine
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F paternini tayan HBV genomlarininin hicre kuiltirlerinde ekspoesi sirasinda
hicrelere 1, 10 ve 100 uM’lik lamivudine, adefosipivoksil, tenofovir, entecavir ve
embtricitabine ilaclari verilngtir. Besinci giin sonunda hiicre sipernataninda elde edilen
HBV DNA degerleri Cizelge 4.13.’de gOsterilgtir. Her ila¢ dozu icin cajma 2 kere

tekrarlanmgtir.

Cizelge 4.14. Patern F icin fenotipleme deneyi gstamunin logaritmik gosterimi

Ilag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu Log (Viral Log (Viral Log (Viral | Log (Viral | Log (Viral
(LM) YUk)+SS | YUk)+SS | YUk)£SS | YUk)+SS | YUk) +SS
Ilagsiz 5,25+ 0,25 5,25+ 0,25 5,25+ 0,25 5,25+ 025,25+ 0,25
1 1,24+ 1,75 5,02+ 0,50 3,44+ 0,59 3,95+0,11 1256
10 NEGATIF NEGATIF NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 1,49+ 2,11 NEGAIF NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir;, ENTE, entecavir; FTC,
embtricitabine; SS, standart sapma

F paternini tasyan HBV genomlarinin in vitro fenotipleme deneiyiéele baginci gin
sonunda Olgllen HBV DNA derleri ve ciftli ¢alsilan bu dgerlerin standart sapmalari

ise logaritmik olarak Cizelge 4. 14.’de gostergtimi
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45.7 Patern G

(;izelge_ 4.15. Patern G icin fenotipleme deneyi staru
flag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu? Viral YUk Viral YUk Viral Yik | Viral YUk | Viral YUk
(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (1U/ml)
ilagsiz 9,98 X10 | 9,98 x1d | 9,98 X1d | 9,98 X1d | 9,98 X1d
flacsiz 2,22X10 | 2,22X16 | 2,22 X160 | 2,22 X106 | 2,22 X106
1 6,45X16 | 1,49X10 | 357 Xx1d | 9,13 X16G | 7,75 X1G
1 583X10 | 9,75X1d | 552 X106 | 3,29 X1G | 1,23 X1d
10 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
10 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

*Her doz icin cift calsma yapiimgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF
tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine

G paternini tayan HBV genomlarininin hicre kilttrlerinde eksyoesi sirasinda
hicrelere 1, 10 ve 100 uM’lik lamivudine, adefodipivoksil, tenofovir, entecavir ve
embtricitabine ilaclari verilmgtir. Besinci giin sonunda hiicre sipernataninda elde edilen
HBV DNA degerleri Cizelge 4.15.’de g0sterilgtir. Her ilag dozu icin ¢agma 2 kere
tekrarlanmgtir.

Cizelge 4.16. Patern G icin fenotipleme deneyi starnin logaritmik gosterimi

Ilag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu Log (Viral Log (Viral Log (Viral | Log (Viral | Log (Viral
(LM) YUk)+SS | YUk)£SS | YUk)£SS | YUk)+£SS | YUk) £SS
Ilagsiz 5,17+ 0,25 5,17+ 0,25 517+£0,25 5,17+ 025,17+ 0,25
1 4,29+ 0,68 5,08+ 0,13 4,15+ 0,57 3,74+0,31 3,094
10 NEGATIF NEGATIF NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATF NEGATIF NEGATIF NEGATIF | NEGATIF

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir, ENTE, entecavir; FTC,
embtricitabine; SS, standart sapma
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G paternini tasyan HBV genomlarinin in vitro fenotipleme deneytele bginci gin

sonunda Olgllen HBV DNA derleri ve ciftli ¢alsilan bu dgerlerin standart sapmalari

ise logaritmik olarak Cizelge 4. 16.’da gostergtimi

45.8 PaternH

(;izelge_ 4.17. Patern H igin fenotipleme deneyi staru
flag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonut Viral YUk Viral Yuk Viral Yuk Viral YUk | Viral YUk
(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (1U/ml)
flacsiz 3,64X10 | 3,64X16 | 3,64X10 | 3,64 X106 | 3,64 X106
ilagsiz 3,10 X10 | 3,10X10 | 3,10 X1G | 3,10 X10 | 3,10 X10
1 1,74 X160 | 1,38X16 | 6,02X16 | 1,51 x1d | 1,21 X160
1 450X 16 | 9,97 X1d | NEGATIF | 8,81 X140 | 3,50 X1d
10 3,61 X16 | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
10 212 X16 | 1,10 X1G | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

*Her doz icin cift calsma yapiimgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF

tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine

H paternini taayan HBV genomlarininin hicre kuiltirlerinde eksgoesi sirasinda
hiicrelere 1, 10 ve 100 uM’lik lamivudine, adefodipivoksil, tenofovir, entecavir ve
embtricitabine ilaclari verilmgtir. Besinci giin sonunda hicre sipernataninda elde edilen
HBV DNA degerleri Cizelge 4.17.’de g0Osterilgtir. Her ilag dozu icin ¢agma 2 kere
tekrarlanmgtir.
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Cizelge 4.18. Patern H icin fenotipleme deneyi starunin logaritmik gosterimi

Ilag LAM ADV TDF ENTE FTC
Konsantrasyonu Viral YUk Viral YUk Viral YUk Viral YUk | Viral YUk
(LM) (IU/ml) £SS | (IU/ml) £SS | (IU/ml) +SS| (IU/ml) + SS| (IU/ml) + SS
Ilagsiz 5,53+0,05 553+0,0% 553+x0,05 5,53660 5,53 +0,05
1 4,95 +0,42 507x0,10 1,89x2,67 4,56+0,54814 0,38
10 3,44 £ 0,16 1,52+ 2,15 NEGAAF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATF NEGATIF NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir; ENTE, entecavir; FTC,
embtricitabine; SS, standart sapma

H paternini tatyan HBV genomlarinin in vitro fenotipleme deneytele bginci gin
sonunda olcilen HBV DNA dgerleri ve ciftli calsilan bu dgerlerin standart sapmalari

ise logaritmik olarak Cizelge 4. 18.’de gostergtimi

4.5.9 Yabanil tip HBV

Cizelge 4.19. Yabanil Tip icin fenotipleme deneymnsgclari

ilag LAM ADV TDF ENTE FTC

Konsantrasyonu? Viral YUk Viral YUk Viral Yik | Viral YUk | Viral YUk

(LM) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml)
ilagsiz 3,09 X10 | 3,09 X106 | 3,09 X1G | 3,09 X1G | 3,09 X106
flacsiz 2,06 X10 | 2,06 X1G | 2,06 X106 | 2,06 X1G | 2,06 X106
1 1,13X16 | 1,48X10 | 6,03X1G | 2,73X10 | 7,76 X106
1 7,74X16 | 6,03X1d | 7,40 X10 | NEGATIF | 1,02 x1d
10 NEGATIF | 3,29 X16 | NEGATIF | NEGATIF | 1,22 X106
10 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | 2,82 X106
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
100 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF

*Her doz icin ¢ift calsma yapilmgtir. Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF
tenofovir; ENTE, entecavir; FTC, embtricitabine
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Yabanil tip HBV genomlarininin hiicre kulttrlerind&spresyonu sirasinda hicrelere 1,

10 ve 100 pM’lik lamivudine, adefovir dipivoksikrnofovir, entecavir ve embtricitabine

ilaclan verilmgtir. Besinci gn sonunda hiicre supernataninda elde ediBY BNA

deserleri Cizelge 4.19.de gosterilgtir. Her ilac dozu icin cajma 2 kere tekrarlanmtir.

Cizelge 4.20. Yabanll tip HBV fenotipleme deneyngglarinin logaritmik gosterimi

Yabanil tip AV ADV TDF ENTE FTC
Viral yuk/ ss
Ilagsiz 5,40 +0,12 5,40+0,12 540+0,12 5,400 5,40+0,12
1 4,47 + 0,59 4,48 + 0,43 3,32+0,64 2,22+ 3,14 953,0,08
10 NEGATIF 1,76+ 2,49 NEGAITF NEGATIF 2,77+ 0,45
100 NEGATIF NEGATIF NEGATIF NEGATIF NEGATIF
Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir, ENTE, entecavir; FTC,
embtricitabine
4.6.1C50 Degerlerinin Hesaplanmasi
Cizelge 4.21. Hesaplanan IC5Qsdderi
HBY LAM ADV TDF ENTE FTC
(LM) (LM) (LM) (LM) (LM)
Yabanil tip 0,24 0,63 0,04 0,12 0,26
Patern A >1000 13,04 0,03 3,65 >1000
Patern B 2,21 17,62 0,01 0,40 2,54
Patern C 1,64 2,24 0,03 0,01 1,38
Patern D 1,55 1,88 0,04 0,01 2,80
Patern E 1,41 1,99 0,01 0,11 1,47
Patern F 0,01 0,67 0,06 0,10 0,06
Patern G 0,26 0,70 0,19 0,09 0,12
Patern H 0,97 0,82 0,01 0,23 0,29

Lam, Lamivudine; ADV, adefovir dipivoksil; TDF, tefovir; ENTE, entecavir; FTC,

embtricitabine
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Yabanil tip HBV genomlarinin in vitro fenotiplemeerkylerinde bgnci giin sonunda
Olculen HBV DNA deerleri ve ciftli calgilan bu dgerlerin standart sapmalari ise

logaritmik olarak Cizelge 4. 21.’de gosterikti.

Cizelge 4.22. Hesaplanan misli diren¢ (FRget€eri

HBV LAM ADV TDF ENTE FTC

FR IC50 FR | IC50 FR|] IC50 FR IC50 FR IC50

Yabanil
i 1,00 0,24 1,00, 0,63 1,000,04 | 1,00, 0,12 1,00 0,26
Ip
Patern
A >1000| >1000| 20,70 13,04| 0.75| 0,03 | 30,4, 3,65| >1000>1000

Patern B| 9,21 2,21 | 279717,62|0,25| 0,01 | 3,3| 0,40 9,77 2,54

Patern C| 6,83 164 | 3,56 2,24 0,750,03| 0,08, 0,01 5,31 1,38

Patern
D

6,45 155 2,98 1,88 1,000,04 | 0,08/ 0,01, 10,7t 2,8C

Patern E| 5,90 141 | 3,16f 199 0,250,01| 0,92, 0,11 5,65 1,47

Patern F| 0,04 0,01y 1.0 0,7 150,06 | 0,83 0,10 0,23 0,06

Q)

Patern
G 1,08 0,26 1.11, 0,70 0,480,19 | 0,75/ 0,09 0,46 0,12
Patern
H 4,04 0,97 1.30f 0,82 0,250,01 | 1,92 0,23 1,11 0,29

IC50 degerlerinin hesaplanmasindan sonra elde edilgertir ile bir mutantin herhangi
bir ilaca yabanil tipe gore ka¢ misli direncli ofdu“misli diren¢” (FR; Fold Resistance)
ile hesaplanabilir. Bu hesaplama mutant IC5Eedi@in yabanil tip IC50 dgerine
bolinmesi ile yapilir. Cizelge 4.22.’de hesaplaRBdeserleri gorilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Gunumuzde Hepatit B virist enfeksiyonlarinin amiviedavisinde kullanilan oldukca
etkili antiviraller mevcuttur. Bu tedavilerdeki déniyik sorun ise HBV’'de meydana gelen
mutasyonlarin kullanilan antiviral ilaglara kadiren¢ olgumuna neden olmasidir. HBV
ile enfekte bir hastanin hepatositlerinde, genomilar desisik yerlerinde dgisik
mutasyonlara sahip HBV varyantlari bir arada butumiepatositlerde bulunan bu viral
genetik heterojenite “quasispecies” ya da turimsiiak adlandirilir. Antiviral ajanlarin
temel hedefi aktif replikasyon basmain yani uzayan zincirin sonlandiriimasidir.
Antiviral ajanlarin varlginda HBV replikasyonunun baskilanabilmesingman, enfekte
hepatositlerin c¢ekirdgnde bulunan ve HBV replikasyonu sirasinda viral Néfhin
transkripsiyonunda kalip goérevi goren cccDNA havuru temizlenmesi s6z konusu
degildir. Teknoloji ve bilim ilerledikce cccDNA hakkda toplanilan bilgiler yeni ila¢ ve
tedavi yontemlerinin ortaya ¢cikmasinda faydal akdg (Sohn et. al 2009, Levrero et al.
2009, Belloni et al. 2009, Dropulic and Cohen 208&to and Mori 2010). HBV cccDNA
havuzunun hepatositlerin cekiglede surekli var olmasindan dolayr kronik HBV'li
hastalarda HBV replikasyonunun surekli baskilamaégdi icin uzun sireli antiviral
tedavilere ihtiya¢ vardir. Uzun sureli tedavinin leityiik dezavantaji, viral polimerazin
hata yapma siklindan dolayi ortaya ¢ikan ila¢ direncli mutantlasetilmesidir (Zoulim
2004). Bu secilim sonucunda direncli HBV varyantlzar olan “quasispecies” icerisinde
major hale gecer. Bu yuzden HBV enfeksiyonlarinmtivaral tedavisinde tedavi
oncesinde ve slrecinde tedavi rejiminirgidmesiyle birlikte viral havuzda secilebilecek
ve majér HBV varyanti konumuna gecebilecek olaserdi mutasyonlu minér HBV
varyantlarin tespiti ok dnemlidir.

HBV replikasyonunun dinamik yapisindan dolayl tedatirecinde viriise uygulanan
selektif baskidan dolayl zamanla yeni direncli six@ryantlarinin ortaya cikmasi oldukca
olasi gorinmektedir. Bu yuzden gtremacilar surekli HBV enfeksiyonunun tedavisinde
yeni yontemler ardirmaktadir. Bunlardan bir tanesi olan RNA inteaies HBV'nin
birbiri Gzerine ¢caklan genom yapisindan dolayi diren¢ mutasyon sorimadan HBV
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanmak acisindmlulaca Umit vericidir. (Kayhan et al.
2007, Wilson et al 2009).
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Diren¢ mutasyonlarinin belirleme yontemlerinirgibala DNA dizi analizi yontemi gelir.
Fakat DNA dizi analizi yontemi ile viral havuzda lboman bir varyant toplam
popilasyonun %20’sinden az ise DNA dizileme yontéeniespit edilemez. Teknolojinin
ilerlemesiyle viral havuzda bulunan tim varyanttiaha duyarl bigekilde tespit etmeye
yarayan yontemler de ggirilmektedir (Fang et al. 2009, Ntziora et al. BQ.1

Bu calsmada hasta serumundan elde edilen HBV DNA'nin Kl@aralizi yapildi. Bu
islem icin hastanin 8 farkh tarihteki 8 farkl serundan elde edilen HBV DNA'lar “long
PCR” yontemi ile HBV tim genom olarak gatilmaya cakildi fakat 2 serumdan elde
edilen 6rneklerde amplifikasyon gercektesdi ve cakma dginda birakildi (Cizelge 5.1.)
Yapilan klonlamalarda mumkiin olgiunca ¢cok sayida klon elde ederek, viral havuzda
bulunan mindér varyantar da bu yontemle klonlanmeghsildi. Cizelge 5.1.’de klonal
analiz sirasinda elde edilen 434 adet klonun sernamhlerine gére dalimi

gorilmektedir.

Cizelge 5.1. Klonal analiz sirasinda elde edilemidayilar

Serum Tarihi Antiviral ilag Toplam Klon sayisi
29.09.2004 Adefovir 60
23.03.2005 Adefovir 46

_ Amplifikasyon

02.06.2005 Adefovir _

gerceklamed,.

. Amplifikasyon

30.11.2005 Adefovir .

gerceklgmedi.
28.07.2006 Adefovir 72
28.03.2007 Adefovir 85
06.11.2007 Adefovir Entecavir 79
04.01.2008 Adefovir Entecavir 92

Yeterli sayida klon elde edilerek viral havuzda umain mindr varyantlarin tespit
edilebilmesi olasidir. Klonal analizin bir g avantaji ise saptanan mutasyonlarin ayni
genom Uzerinde yed® yerlesmediinin tespit edilmesini gdar. Serumdan elde edilen
HBV DNA'nin direkt DNA dizi analizi ile tespit ed#n mutasyonlar, amplifikasyon
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sirasinda havuzda bulunan tim varyantlaga@iddigi icin, farkhh HBV genomlari
Uzerinde olabilir. Klonal analizde ise her bir v@ld tek bir HBV genomu girebilege
icin elde edilen klonlarin DNA dizi analizi yapiflizaman, bulunan mutasyonlar ayni
genom Uzerinde yegmekte anlamina gelmektedir. Opie Cizelge 4.2.’de Gzetlenen
mutasyon paternlerinden patern F, G ve H ayni seammelde edilen farkli viral
varyantlardir. Serumdan direkt DNA dizi analizi ydpz1 zaman L80V, L91I ve H124Y
mutasyonlari tespit edilebilirken, patern F'nin M0e L9911 mutasyonlarini, patern G’nin
ise L911 mutasyonunu ganadgi klonal analiz ile tespit edilrgiir.

Bu calsmada elde edilen ve hicre kultiriinde test edilenkionlarin taidigr HBV tim
genomlarin viral polimeraz boélgesi scthda herhangi bir bélgede mutasyorsiyg
tasimadgl DNA dizi analizi yontemi ile belirlendiSekil 4.10 veSekil 4.11).

Tespit edilen farkli mutasyon paternlerinin ilagydtilik testleri hicre kultirlerinden
vitro fenotipleme adi verilen deneylerle yapilmaktadihy et al. 2007). Bu deney
dizengi kisaca HBV tum genomlarinin uygun ekspresyon détine klonlanmasindan
sonra HBV ekspresyonlarina izin veren hicre kigigtemlerine transfekte edilmesi ve
ardindan da test edilecek ilaclarin verilmesi dabaetlenebilir. Bu ¢ajma, daha dnce
HBV ekspresyonunu gercekteebildigi kanitlanmg (Yang et al. 2004) PHY106
ekspresyon vektoru ile Huh7 hicre kultir sistemigdegeklstirildi. Huh7 hicrelerinde
yapilan ekspresyon deneylerinde HBV ekspresyonunamsfeksiyondan 5 gin sonra
plato yaptgl Sekil 4.15.'te gosterilngtir. Dolayisiyla verilen antiviraller HBV DNA
ekstraksiyonu yapmak icin hiicre stupernatanininatophsi acgisindan en uygun gunin 5.
gun oldwguna karar verildi ve HBV DNA'nin kantitatif olaraReal Time PCR ile tespit
edilmesi acisindan 5. gtiniin sonunda hiicre stpetaattoplandi.

In vitro fenotipleme deneyi sonuclari incelegidde bu cakmada cikan en carpici sonug
olarak A Paternini tayan HBV genomlarinin yabanil tip HBV genomlarinérey
entecavire 30,4 kat daha direcli ofdu Cizelge 4.22.’de gosterilgtir. 1C50
hesaplamalarina gore yabanil tip virisin replikaspo baskilamak igcin 0.12 puM’hk
entecavir yeterli olurken A paterninistgan HBV genomunda ayni baskilama 3,65 uM
ile yapilabilmektedirilging olan A paterni icerisinde daha once tanimlgnoban rti169,
rtT184, rtS202, veya rtM250 entecavir mutasyont@mbhic birinin bulunmamasidir. Bu
patern igerisinde bulunan L80V ve L91l mutasyonkmmpensatuar mutasyonlar olarak

72



tanimlanmgken M204I1 lamivudine, N238D ise adefovir i¢in digemutasyonu olarak
belirtiimistir (Melegari et al. 1998, Angus et al 2003, Wareg¢ral. 2007). S219A ve
Y145H mutasyonlari icin ise herhangi bir direnc aatince belirtiimenstir. Ayni
mutasyon paterni lamivudine, adefovir ve embtrloite icin yabanil tipe gore sirasiyla
>1000, 20.70 ve >1000 kat daha direncli olarak terdwtur. Patern icerisinde bulunan
M2041 ve N238D mutasyonlari gz 6nune algdda bu beklenen bir sonugtur.

In vitro fenotipleme deneyinin sonuclarina gore test editeriasyon paternlerinin hic
birisi tenofovire direncli dgldir. Cizelge 4.22.de sadece F paterningiyan HBV
genomlarinin yabanil tip virise gore tenofovire k& direncli oldgu gorilmektedir
fakat bu paterni tayan HBV varyantlarinin replikasyonunun %50’siniskdamak icin
gereken tenofovir dozunun 0,60 ofdugdz o6nine alindinda direngten s6z etmek
muamkun dgildir.

Patern B Uzerinde L80V kompensatuar mutasyonunsjaa| rtN236T, rtN238D adefovir
direng mutasyonlari ve hem adefovir hem de lamwediiren¢ gosterebilen rtA181V
capraz direnc mutasyonu bulunmaktadir. Bu patereriideki rtN236T ve rtN238D
mutasyonlardan dolayi en yiksek direnci adefovagilkgdstermg ve yabanil tipe gére
27,97 kat direncli oldgu Cizelge 4.22.’de gosterilgtir. Uzerindeki A181V capraz direng
mutasyonundan dolay! lamivudine ve embtricitabiabanil tipe gore sirasiyla 9,21 ve
9,77 kat direng belirlenmgtir (Cizelge 4.22.). Ayni patern entecavire yabdipke gore
3,kat daha direncli gorintrken IC50geenin 0,40 uM olarak saptanmasi bu paterni
tastyan HBV varyantlarinin replikasyonununsiit entecavir dozlariyla baskilanabilgce
gostermektedir (Cizelge 4.22.).

Patern C, D ve E beraber incelefidde Cizelge 4.22’de IC50 derleri ve FR (fold
resistance) deerleri arasinda bu 3 patern icin de benzeteder elde edilmtir. Bu 3
patern i¢in saptanilan lamivudine, adefovir ve amivabine direng dgerleri muhtemelen
A181V capraz diren¢ mutasyonundan kaynaklanmaktadiB1V’'nin disindaki L8OV,
V1121, N118T ve H124Y gibi ger mutasyonlar paternler arasinda anlamli bir diren
profili farki yaratmamygtir.

Yine benzersekilde patern F, G ve H beraber incel@miie, bu 3 patern icin de
hesaplanan IC50 ve FR grleri birbirine ¢ok yakindir. Ayrica bu 3 patergin
hesaplanan IC50 derlerinin digik olmasi da bu paternler icerisinde bulunan L8034
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ve H124Y mutasyonlarinin tek garina test edilen antiviraller igin bir direng
olusturmadiklarini gostermektedir (Cizelge 4.22.)

Bu calsma ile genomlarinda L80V, L91l, M204Il, A219S, N238ie Y245H
mutasyonlarini bir arada bulunduran HBV varyantlar, giinimuize kadar tanimlargmi
rt169, rt184, rt202 ve rt 250 gibi entecavir mutadgrindan hi¢ birine sahip olmamasina
ragmen yabanil tip HBV’'ye gore entecavire &a30 kat daha direncli olabilegie
gosterilmitir. Bu mutasyon paterni icerisinde bulunan A213S ¥245H mutasyonlari
icin literatirde henltz tanimlangnbir diren¢ yoktur. Bu 2 mutasyonun tekslzeuna
direng profillerinin ¢ikariimasi igin, yonlendirilign mutagenez ile yabanil tip HBV’nin
Uzerine bu mutasyonlar tek d@rina yerlgtiriimeli ve in vitro fenotipleme yontemi ile

direnc profilleri cikariimalidir.
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