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OZET

Aydogan, S. Bir Yildan Uzun Siireli Antiviral Ila¢ Kullanan Kronik Hepatit B
Hastalarinda Direng Mutasyonlarinin Saptanmasi. Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Tibbi Viroloji Yan Dal Uzmanhk
Tezi, Ankara, 2011. Hepatit B virusu (HBV), tim diinyada yaygin olarak gorilen
o6nemli bir viral hepatit etkenidir. HBV tasiyicilar kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler
karsinoma gibi ciddi komplikasyonlar nedeniyle risk altindadirlar. Kronik hepatit B (KHB)
enfeksiyonunun tedavisi etkin antiviral ilaglarla mimkiindiir; ancak viral genomda ortaya
gikan ve ilag direncine neden olan mutasyonlar, tedavinin klinik etkinligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bu nedenle ilaca direncgli mutantlarin erken dénemde tespiti,
tedavinin yonlendirilmesi agisindan 6nemlidir. Bu galismada, tedavi uygulanan KHB
olgularinda, ilag direncinden sorumlu ana mutasyonlarin, genotipik yéntemler olan DNA
dizi analizi (DA) ve ters hibridizasyon temeline dayal “Line Prot’ yéntemi (LiPA) (Inno-
Lipa HBV DRV2, Innogenetics, Belgika) ile arastirimasi ve mutasyonlarin saptanmasinda
bu iki yontemin performanslarinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismaya, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Unitesi'nde KHB
tanisi ile takip edilen ve bir yil ve/veya daha uzun siire lamivudin (LVD) tedavisi alan 38
hastaya ait serum 6rnegi, bilgilendirilmis onam alinarak dahil edilmistir. Hastalarin kadin
erkek orani 14/24, yas ortalamalari ise 39.7£2.51 yil (13-65) olarak belirlenmistir. On
hasta oOrnegi, disiik DNA diizeyi (<1000 kopya/ml) nedeniyle DA calismasina
alinamamis; alti 6rnek ise, tekrarlayan uygulamalarda sonuclarin dederlendirilememesi
nedeniyle calisma digi birakilmistir. LiPA yonteminde ise, test kapsaminda tlim hasta
orneklerine uygulanan konsensus PCR pozitif ornekler dederlendirilmistir. Buna goére
calismada, toplam 38 hastanin 22'sinde DA yontemi ile, 25'inde ise LiPA ybntemi ile
mutasyon analizi yapiimistir. DA ile dederlendirilen 22 6rnedin 7'sinde, antiviral ilag
direnci ile iligkili mutasyonlar saptanmistir. Tekli mutasyon saptanan drnekler; 2 olguda
Q215S (adefovir [ADV]-sekonder), 1 olguda N236T (ADV-primer) ve 1 olguda M2041
(LVD-primer) seklindedir. 1Iki ve daha fazla mutasyon belirlenen 6rnekler ise; 2 olguda
L180M+M204I (LVD primer ve onarici mutasyonlar) ve 1 olguda L180M+M204V+
S202G (LVD+entekavir [ECV] primer ve onarici mutasyon) olarak gézlenmistir. LiPA testi
ile, calisilan 25 olgunun 6'sinda LVD’e diren¢ olusturdugu bilinen primer ve onarici
mutasyonlar (2 o6rnekte L80V/I+M204I, 2 o6rnekte L80I+L180M+M204I, 1 Ornekte
L180M+M204I ve 1 6rnekte L80I+M204I) birarada saptanirken, 1 olguda LVD direnciyle
iliskili bir primer mutasyon (M204V) belirlenmistir. Hicbir hasta 6rneginde ADV direncine
neden olan mutasyon izlenmemistir. DA ydnteminde LiPA testinde saptanan direncle
ilikili tim primer mutasyonlar saptanmis; ek olarak LiPA testinde yer verilmeyen ECV
direnci ile iligkili bir mutasyon (S202G) daha gdzlenmistir. DA testi ile N236T mutasyonu
saptanan bir 6rnekte ise LiPA testinde M204V mutasyonu izlenmistir. Sonug olarak, HBV
antiviral ilag direnci ile ilgili mutasyonlarin saptanmasinda DA ve LiPA yontemleri ile, bir
hasta 6rnegdi disinda uyumlu sonuglar alinmistir. LiPA testi uygulama ve degerlendirme
asamalarinda daha pratik bir yontem olarak degerlendirilmistir. Saptananan ilag direnci
mutasyon profillerinin literatiir sonuglari ile benzerlik gosterdigi de izlenmistir.
Galismamiz, Universitemizde bu konuda yapilan ilk calisma olup, elde edilen bulgularin
bundan sonraki galismalar icin bir temel olusturacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B virus, antiviral ilag direnci, DNA dizi analizi, Inno-Lipa testi.

Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir
(Proje no: 09D09101007).



ABSTRACT

Aydogan, S. Detection of Resistance Mutations in Chronic Hepatitis B Patients
Who Were Receiving Antiviral Therapy for Over One Year. Hacettepe
University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Medical
Virology Specialization Thesis, Ankara, 2011. Hepatitis B virus (HBV) is a frequent
and globally-distributed cause of viral hepatitis and infected individuals are under
increased risk for chronic hepatitis B (CHB), cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The
suppression of HBV replication can be achieved via antiviral therapy but the efficacy of
such treatment is significantly affected by the emergence of resistant HBV strains due to
point mutations in the viral genome. Therefore, the early identification of resistant
strains is crucial for optimal antiviral therapy. In this study, primary mutations
conferring HBV antiviral resistance and associated secondary/compensatory mutations
have been investigated by DNA sequencing (SEQ) and a commercial Line Probe Assay
(LiPA) (Inno-Lipa HBV DRv2, Innogenetics, Belgium). A total of 38 subjects under
follow-up for CHB and receiving lamivudine (LVD) therapy for one year or longer at the
Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Internal Medicine,
Gastroenterology Unit have been included in the study with informed consent. Male to
female ratio and mean age was noted as 24/14 and 39.7+2.51 (13-65) vyears,
respectively. Ten samples were excluded from SEQ due to low viral load (<1000
copies/ml) and 6 samples could not be interpreted due to insufficient results. All
samples with a positive consensus PCR were further analysed via LiPA, as directed by
the manufacturer. Therefore a total of 22 and 25 samples could be evaluated via SEQ
and LiPA assays, respectively. In 7 of the 22 samples evaluated via SEQ, primary and
secondary mutations associated with resistance were identified. Single point mutations
observed in SEQ comprise Q215S (adefovir [ADV]-secondary) in 2, N236T (ADV-
primary) in 1 and M2041 (LVD-primary) in 1 sample(s). Multiple mutations that comprise
L180M+M204I (LVD primary + compensatory) in 2 and L180M+M204V+S202G (LVD +
entecavir [ECV] primary + compensatory) in 1 samples have also been identified via
SEQ. In LiPA, LVD resistance-associated primary and secondary mutations
(L80I+L180M+M204I in 2, L80OV/I+M204I in 2, L180M+M204I in 1 and L80I+M204I in
1) have been observed in 6 out of 25 samples. In one sample, a primary mutation
associated with LVD resistance (M204V) was also identified in LiPA. No specific mutation
for ADV resistance have been recognized by LiPA assay. SEQ further revealed another
mutation associated with ECV resistance (S202G) which is not included in the LiPA
method. Discordant results were identified in a single sample, where SEQ revealed a
N236T mutation and LiPA result interpreted as M204V mutation. As a result, SEQ and
LiPA displayed comparable performances for the detection of HBV drug resistance
mutations and LiIPA was interpreted as being more practical for the diagnostic
laboratory. Being the pilot study for our institution, the results from this work will surely
provide a basis for future diagnostic and research surveys.

Keywords: Hepatitis B virus, antiviral drug resistance, DNA sequencing, Inno-Lipa assay.

This study has been supported by Hacettepe University Scientific Research Unit (Project
no: 09D09101007).
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GIRIS

Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonlari, otuz yildan uzun stredir etkili
profilaktik asinin kullanilyor olmasina ragmen, hala giinimizde siroz ve
hepatoselller karsinomaya (HCC) kadar ilerleyerek insan hayatini tehdit eden
global bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya Uzerinde yaklasik 2
milyar insan HBV ile enfekte olup, bunlarin yaklasik 350 milyon kadarinda ise
kronik enfeksiyon gelismektedir. Ayrica her yil yaklagik 620 bin kisi hepatit B
enfeksiyonuna bagl olarak gelisen akut/kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler

karsinoma gibi hastaliklar sonucu hayatini kaybetmektedir (1).

Ulkemizde de HBV'ye bagl kronik hepatit ve komplikasyonlari, ayrica
hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) tasiyiciligi 6énemli bir halk saghgi sorunu
olarak karsimiza gikmaktadir. HBV sikligi yoniinden Tirkiye orta endemik bir

bolge olup, toplum genelinde HBsAg pozitifligi %5 olarak bildirilmistir (2).

Kronik hepatit B enfeksiyonunun tedavi secgenekleri arasinda,
interferon (IFN)-a ya da pegile IFN-a’nin yaninda niikleozid ve nikleotid
analoglari yer almaktadir. Bu grup ilaglar, viral polimeraz/ters transkriptaz
enzimini inhibe ederek etki gosterirler. Bunlardan lamivudin ve adefovir
dipivoksil, Avrupa Birligi Ulkelerinde kronik hepatit B'nin tedavisinde
kullanilmak Gzere onay almistir (3). Bunlarin disinda Amerika'da lisans almig
entecavir ve HIV-1 enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan tenofovir de hepatit
B enfeksiyonunun tedavisinde etkili bulunmustur (4, 5). Turkiye’de ruhsat

almis olan anti-viral ajanlar lamivudin, adefovir, entekavir ve tenofovirdir.

Tek bir viral polimeraz inhibitort, kronik hepatit B enfeksiyonlu
hastalarin cogunda kisa siirede HBV replikasyonunun baskilanmasini saglar.
Ancak bu etki, daha sonraki dénemlerde ortaya gikan ilag direnci nedeniyle
devam edememektedir. Tedavinin etkinligi; kisa dénemde ortaya gikan yan
etkiler, uzun dénemde ortaya gikan toksisite, daha 6nce uygulanan yetersiz
tedaviler ve ilaca yetersiz maruziyet (bazi ilaglarin farmakolojik &zelliklerine

bagh olarak, hastanin ilag kullanimina uyum gdsterememesi veya konadin



genetik pleomorfizmi) gibi bircok faktére bagh olmakla birlikte, tedavide
basarisizliga neden olan en 6nemli faktdr ilag direncidir. Viral polimeraz
geninde 6zglin mutasyonlar tasiyan direncli suslarin ortaya cikmasiyla, bu
grup ilaclarla elde edilen tedavi basarisi tehlikeye dismektedir. Herhangi bir
ilaca karsi direng gosteren suslarda, grubun dider Uyelerine karsi da capraz

direnc olusabilir veya diger gruplara karsi duyarlilik azalabilir (3).

Kronik hepatit B tanisi ile takip edilen hastalarda, antiviral ilag
direncine neden olan mutasyonlarin erken dénemde tespiti, 6zellikle tedavi
altindaki hastalarda klinik ©6neme sahiptir. Direng mutasyonlarinin
saptanmasi, gereksiz ilag kullaniminin dnlenerek erken dénemde en uygun
tedavi protokoliiniin belirlenmesini saglayacak ve sonugta ciddi, hayati tehdit
eden siroz ve HCC gibi komplikasyonlarin gelisme insidansini azaltacaktir.
Buna ek olarak, gereksiz ilag kullaniminin getirecegi toksisite riski ve

ekonomik ylkin azaltiimasi da elde edilecek 6nemli kazanimlardir (3, 6).

Bu calismada; Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Gastroenteroloji Unitesi'nde kronik hepatit B tanisi ile takip
edilen ve bir yildan uzun slredir antiviral ilag tedavisi alan olgularda, ilag
direncinden sorumlu ana mutasyonlarin, genotipik yontemler olan DNA dizi
analizi ve ters hibridizasyon temeline dayall “Line Prob’ ybntemi ile
arastinlmasi  ve  mutasyonlarin  saptanmasinda bu iki ybdntemin
performanslarinin dederlendirilmesi amaglanmistir. Calisma, Universitemizde
HBV ilag direnci ile ilgili planlanan ilk calisma olma 6zelligine sahiptir. Bu
yonlyle Universitemizde gelecekte yapilacak arastirma ve rutin tani

uygulamalarina veri saglayacadi disiintlmektedir.



GENEL BILGILER
2.1. Tarihge

Viral hepatitler, ilk kez M.O. 5. yiizyilda Hipokrat tarafindan “epidemik
sarihk” terimi ile tanimlanmis ve tarih boyunca, 6zellikle de 19. ve 20.
yuzyildaki savaslar sirasinda sik¢a ifade edilmistir. Kan ve kan Urinleri ile
direkt temas sonucu bulasan hepatit formu, Almanya, Bremen’de cicek asisi
kampanyasi sirasinda gézlenmis; insan lenf sivisindan hazirlanan asinin
uygulandigi tersane calisanlarinin %15’inde, birkag haftadan sekiz aya kadar
degisen sirede sarilik gelistigi izlenirken, asinin uygulanmadidi kisilerde
enfeksiyon olusmamistir. XX. ylzyilin ilk yarisinda veneryal hastalik, diyabet,
tliberkiiloz ve kan transfiizyonu yapilanlar gibi degisik risk gruplarinda “uzun
inklibasyon sureli” sarilhk salginlan bildirilmistir (7). 1940°h yillarda gonulli
insanlarla yapilan galismalarda, sarilik etkeni olarak en az iki viral ajanin
olduguna dair kanitlar elde edilmistir. 1947 yilinda Mc Callum ve Bauer,
enfeksiy6z hepatit icin “Hepatit A” ve serum hepatiti icin “Hepatit B”
isimlerini 6nermiglerdir (8, 9). 1965 yilinda Blumberg ve arkadaslarinin
degisik insan populasyonlarindaki genetik farkhliklarla ilgili yaptiklari
arastirma sirasinda, bir Avustralya yerlisinin serumunda yeni bir antijen
saptanmis ve oOnceleri Avustralya antijeni (AuAg) olarak isimlendirilen bu
antijen, sonraki yillarda hepatit B ile iliskilendirilmistir (10). Elektron
mikroskopik calismalarda, AuAg pozitif hastalarin serumlarinda, bu antijeni
iceren farkl tip partikiller saptanmis; sferik ve gubuk benzeri AuAg yapisinin
yani sira, viral genomu da igeren enfeksiy6z virus partikilleri (“Dane
partikili”) gosterilmistir. Boylece, Dane partikilindn insan hepatit B virusu
oldugu, ylizeyinde daha 6nce AuAg olarak tanimlanmis antijenin bulundugu
ve ayrica bir kor antijeni igerdigi belirlenmistir (11). 1971 yilinda Krugman,
IsI ile inaktive edilen hepatit B ylizey antijeni pozitif serumlarin immuinojenik
oldugunu ve asi olarak kullanilabilecegini géstermis; 1972 yilinda virusun
erken (e) antijeni Magnius ve Espmark tarafindan tanimlanmis; 1979 yilinda

ise viral DNA klonlanarak tam nikleotid dizisi gikariimigtir (12-14).



2.2. Siniflandirma

Hepadnaviridae ailesinin bir Uyesi olan hepatit B virusu (HBV), adini,
enfeksiyonun tablosu, hepatotropik 6zelligi ve niikleik asit tipinden almistir.
Hepadnaviruslarin temel tanimlayici 6zellikleri; (a) Gevsek cembersel, kismi
cift zincirli 3 kilobaz (kb) biyikliginde DNA genomu, (b) Zarf ve
niikleokapsidden olusan 40 nm blyikliginde virionlar, (c) Kor kisminda
polimeraz aktivitesi, (d) Sadece zarf glikoproteinlerinden olusan 20-22 nm
blylkligiinde subviral partikillerin  Gretimi ve (e) Mutlak olmayan

hepatotropizm olarak siranabilir (15, 16).

Hepadnaviridae ailesi, memelileri (Orthohepadnavirus) ve Kkuslari
(Avihepadnavirus) enfekte eden hepatit viruslarinin yer aldigi iki cins
icermektedir (17). Ortohepadnavirus cinsinde, insan, primatlar (maymun,
orangutan, sempanze, goril), sincap ve sican gibi konaklari enfekte eden
tdrler bulunurken, avihepadnavirus cinsinde ordek, balikcil, kaz, leylek ve

turna gibi konaklara sahip olan tirler siniflandiriimaktadir.

Ortohepadnaviruslarin  prototipi olan HBV, insan disinda baska bir
hayvanda Uremezken, herhangi bir hayvan hepatit virusu ile de insan
enfeksiyonu rapor edilmemistir (16). Ancak sempanzeler HBV ile deneysel
olarak enfekte edilebilmektedir. HBV, primat disi memelileri enfekte eden
hepatit viruslar [ Woodchuck Hepatitis Virus (WHV), Ground Squirrel Hepatitis
Virus (GSHV)] ile %70’e varan niikleotid homolojisi gostermekte; ancak bu
oran avihepadnaviruslar ile [6rn. Duck Hepatitis B Virus (DHBV)] sadece %40
olarak saptanabilmektedir (16-18).

2.3. Hepatit B Virusunun Yapisi
2.3.1. Virion

Kiiclk, zarfli bir DNA virusu olan HBV, 40-42 nm biyikligiinde olup,
yaklagik 3200 nukleotid iceren kismi cift zincirli gembersel DNA genomu,
ikozahedral bir kapsid ile gevrilidir. Kapsidin Utzerinde ise (g farkli blylklikte

ylzey antijeni [kiclk (Small, S); orta (Middle, M); blytk (Large, L)] tasiyan



lipoprotein yapil bir zarf yer alir (Sekil 2.1). HBV'nu diger DNA viruslarindan
ayiran en Onemli Ozelligi, ters transkriptaz (reverse transcriptase;, RT)

enzimini kullanarak RNA aracisi tizerinden replike olmasidir (7, 16, 19).

Kor proteini
(HBc)

DNA

Polimeraz

L Yiizey proteini
enzimi

(HBs)

Sekil 2.1. HBV virionunun sematik yapisi
(http://www.bio.davidson.edu/people/sosarafova/Assets/Bio307/chbrough/page01

.html'den uyarlanmigtir)

Virusun zarf yapisinda en yogun olarak bulunan ve zarfin temel {nitesi
olan 24 kDa agirhdindaki kiiglik ylizey proteini [hepatit B ylizey (surface)
antijeni; HBsAg], olup, genomun S bdlgesi tarafindan kodlanmakta ve SHBs
olarak bilinmektedir. S geninin Uretim bdlgesi preS bolgesi olarak
isimlendirilir ve AUG kodonunun lokalizasyonuna gére preS1 ve preS2 olarak
iki alt bolgeye ayrilmistir (Sekil 2.2) (20). Senteze birinci AUG kodonundan
baslanirsa 39 kDa biyiikligiinde ve reseptor baglamada gorevli olan preS1
proteinini de iceren L Unitesi (LHBs: preS1+preS2+S) olusurken; sentez
ikinci AUG kodonundan baslarsa 31 kDa bliyiikligliinde ve fonksiyonu tam
olarak bilinmeyen preS2 proteinini iceren M Uinitesi (MHBs: preS2+S) Uretilir
(Sekil 2.1). Bu ug¢ zarf proteininin herbirinin glikozile olan ve olmayan
formlan vardir (16,21).


http://expasy.org/viralzone/all_by_species/9.html'den
http://expasy.org/viralzone/all_by_species/9.html'den

Virion zarfi, iyonik olmayan deterjanlar ile muamele edildiginde ic
kisimdaki nikleokapsid ya da kor (6zyapi) bolgesi acida cikar. 27 nm’lik
ikozahedral simetrili kapsid, “hepatit B kor (core) antijeni” (HBcAg) olarak
isimlendirilen ve 180-240 kopyadan olusan C proteinini icerir (Sekil 2.1). Iki
kangaldan olusan 21 kDa biyikligiindeki C proteini, amino ucunda kapsid
oligomerizasyonunu uyaran bir bolge ile karboksi ucunda arjininden zengin
bir bolgeyi igerir (22-24).

3.5kb

Sekil 2.2. HBV genomik organizasyonu ve sentezlenen mRNA transkriptleri
(http://vir.sgmjournals.org/cgi/content/full/83/6/1267'den alinmistir)

Kismi cift zincirli (~%70 cift, ~%30 tek) virus genomunun gevsek
cembersel yapisi, komplementer 5° ucunun hidrojen badi ile baglanmasi
sonucu olusturulmaktadir. Viral DNA'nin negatif zinciri 3.2 kb uzunlugunda
iken, komplementeri olan pozitif zincir daha kisadir (Sekil 2.2). Pozitif
zincirin 5° ucu sabittir; ancak 3 ucu genomda herhangi bir yerde olabilir.

Bu durum, her bir HBV DNA molekiliinin, virionlar arasinda degisiklik


http://vir.sgmjournals.org/cgi/content/full/83/6/1267'den

gosteren uzunlukta tek zincirli bir bosluga sahip oldugunu vurgulamaktadir
(16, 25). Negatif ve pozitif zincirlerin uclari, viral genom Uzerinde iki tam
kez tekrar eden dizi bolgelerini kopyalar. DR1 ve DR2 olarak isimlendirilen
bu boélgeler, viral DNA sentezinin baslamasinda énemli rol oynamaktadir
(Sekil 2.2).

Ozyap! icinde ayni zamanda DNA polimeraz aktivitesi mevcuttur. Bu
enzim, baslangicta pozitif zincirli DNA'nin 3° ucunu primer ve negatif zinciri
kalip olarak kullanarak, virion DNA’sinin tek zincirli bdlgesini doldurma
yetenegi ile kesfedilmistir (26). Bu endojen polimeraz reaksiyonunun
sonunda, tamamen cift zincirli, gevsek ve cembersel yapidaki viral DNA
olusmaktadir. HBV'nin polimeraz enzimi, viral genomda yer alan P bdlgesi
tarafindan kodlanir (Sekil 2.2). P proteini ayni zamanda negatif zincirli
DNA’ya bagl terminal proteindir. Bu enzim, gerek viral DNA'nin her iki
zincirinin sentezinde, gerekse olagandisi bir reaksiyon olan RNA aracili ters

transkripsiyon reaksiyonunda goérev almaktadir (27).
2.3.2. Genomik Organizasyon ve Viral Proteinler

HBV genomu dort acik okuma cercevesi (open reading frame; ORF)
olusturacak sekilde organize olmustur. Bunlardan en bliy(igii olan Po/ viral
polimerazi, PreS/S zarf proteinlerini, Ckor proteinini, Xise viral ve hlicresel
genlerin ifadelenmesine etki eden kuliglik dizenleyici proteini (17 kDa)
kodlamaktadir (Sekil 2.2). PreS/S ORF bdlgesi Po/ ORF bdlgesi ile tamamen
ortlsuk sekilde; C ve X ORF bdlgeleri ise Po/ ORF boélgesi ile kismi olarak
ortisuk sekilde bulunur (Sekil 2.2). Virusun replikasyonu sirasinda, kovalent
olarak kapall cembersel DNA (covalently closed circular DNA; cccDNA)
formuna dondstlrilen genomdan, virusa ait 3.5 (pre-genomik RNA), 2.4,
2.1, ve 0.7 kb blyukliklerinde mRNA transkriptleri sentezlenmektedir (Sekil
2.2) (28).

Bazi genlerde (S ve (), acgik okuma cergevesi icinde cok sayida AUG
kodonundan farkli translasyonel okuma baslar. Ornegin C gen bdlgesinde

AUG kodonlari iki parca halinde bulunur ve i¢ bélgedeki AUG yapisal kor (C;



21 kDa) proteininin, dis boélgedeki AUG ise dncul kor (precore, preC; 24
kDa) proteininin Uretiminden sorumludur (16). C proteini (HBcAg) viral
nikleokapsidi yapilandirmak icin kullanilmaktadir. PreC bélgesi ise, “hepatit
B erken (early) antijeni” (HBeAg) olarak bilinen 18 kDa’luk proteinin
dretimini  yonetir. HBeAg'nin gercek in vivo fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte viral replikasyon icin gerekli olmadigi anlasilmistir (29).
Ancak dogal enfeksiyon sirasinda periferal kanda HBeAg varhgi yliksek
dizey viremi ile iligkilidir ve yiksek enfektiviteyi yansitir. Bu geligkili durum,
HBeAg translasyonunun yapildigi mRNA transkriptlerinin (genomik RNA)
ayni zamanda viral DNA sentezi icin de kalip olarak kullaniimasindan
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla yiksek diizey HBeAg Uretimi, yiksek diizey
genomik RNA sentezi ve sonug olarak etkin viral genom replikasyonunun bir

gostergesidir (16).
2.3.3. Genotip ve Serotipler

HBV genotipleri, tim genom dizisinde %8’i ve S geninde %4l asan
farklilik tasiyan varyantlar olarak tanimlanmaktadir. Buna gére HBV’nun,
A'dan H'ye kadar 8 major genotipi mevcuttur. Ayrica viral zarf
glikoproteinlerinin antijenik farkliliklarina gére de en az doért stabil serolojik
HBV alt tipi tanimlanmistir. Bu tiplerin timd “a” olarak belirtilen major
serolojik belirteg tasirlar; ayrica d/y ve w/r olarak ifade edilen iki bagimsiz
ve dimorfik gOstergeye de sahiptirler. Buna gbére de HBV alt tipleri adw,
ayw, adr ve ayr olarak isimlendirilmistir (16, 17). Molekiler dlizeyde
tanimlanmig olan bitin bu antijenik varyantlar, S geni igindeki dizi
polimorfizmlerinden kaynaklanmaktadir (30). Ancak bugine kadar
polimorfizm gdsteren bu tipler arasinda 6nemli biyolojik ya da patojenik
farkliiklar saptanmamistir. Dolayisiyla imminodominant olan ve nétralizan

n

antikor yapimini indiikleyen “a” antijeni hepsinde ortak oldugundan,
herhangi bir serotipe karsi imminizasyon, tiim tiplere karsl ¢apraz koruma
saglamaktadir. S geninin dizi analizi hem genotipleri hem de serotipleri

tanimlayabilmesine karsin, genotipler ve serotipler tam olarak birbiri ile



ortismemekte, serotip benzerlikleri genetik iliskiyi dogrulamamaktadir.
Virusun cografi dagihmi ile genotipler arasindaki iliski, serotiplere gére daha
uyumlu oldugundan molekiiler epidemiyolojik calismalar icin genotip
tespitinin daha yararli oldugu ifade edilmektedir. Farkli genotiplerle ko-
enfeksiyon ve genotipler arasi rekombinasyon olasiligi da cgesitli calismalarla
gosterilmistir (31). Prototipik HBV genomu, B, C, F ve H genotiplerinde
3215 nikleotid uzunlugunda olup, delesyon ve insersiyonlar nedeniyle diger
genotiplerin genom uzunluklari arasinda kiguk farkliliklar bulunmaktadir
(17).

2.3.4. Subviral Partikiiller

Hepadnavirus ile enfekte hcrelerin belirgin 6zelliklerinden biri, virusla
iligkili ok sayida farkli partikiillerin Gretilmesidir. Virionlara ek olarak, HBV
ile enfekte hiicreler, 20 nm buyikligiinde kiiresel (sferik) ve ayni capta
ancak uzun (200 nm) filamentdz partikiller olmak lizere iki farkli subviral
lipoprotein yapilar Uretirler (Sekil 2.3). Bu yapilar sadece zarf glikoproteinleri

ve konada ait lipidleri icermektedir.

partikdld Filamentéz
partikdl

Sekil 2.3. HBV partikillerinin  sematik yapisi (solda) ve elektron

mikroskopik goriinimleri (sagda) (http://pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-

virus.htm ve www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8006/bin’den alinmistir)

Kiresel partikiiller primer olarak S proteini, daha az miktarda M ve gok
az miktarda L proteini igerirken; sayilari daha az olan filamentdz partikiller,

daha yuksek oranda L proteinine sahiptir. Her iki tip partikil de, C ve P


http://pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-virus.htm
http://pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-virus.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8006/bin'den

10

proteinleri ve viral DNA icermediinden enfeksiydz dzellik tagimazlar. in vivo
olarak ¢ok yogun miktarda (Uretilen bu partikiillerin, virusun yasam
dénglsindeki fonksiyonlari belirsizdir; ancak daha az sayida olan enfeksiydz
partikilleri nétralizan antikorlara (anti-HBs) karsi korumada gdrev aldiklari
disunllmektedir (16, 32).

2.4, Hepatit B Virusunun Replikasyonu

Karacigerin parenkimal hicreleri (hepatositler gibi) HBV'nun primer
hedefidir. Ancak virusun hepatositlere ve diger duyarli hicrelere giris
mekanizmalari, uygun hicre kiltlrl sistemlerinin olmamasi nedeniyle halen
tam olarak aydinlatlamamistir (33). HBV replikasyonunun en 6nemli 6zelligi
olan "DNA genomunun RNA'nin ters transkripsiyonu ile cogaltiimasi” olayinin
olagandisi bir uygulama olmasi nedeniyle, virusun replikasyon dongusi ile
ilgili calismalarin ve elde edilen bilgilerin gogu transkripsiyon sonrasi doneme
aittir (16).

2.4.1. Hiicreye Tutunma ve Giris

Virusun hiicreye giris yolagi, virus-konak iliskisinin temel belirleyicisidir.
Yapilan calismalar, HBV partikilinin hepatosit ylzeyindeki heparan stilfat
proteoglikanlarinin karbonhidrat yan zincirlerine enerjiden bagimsiz bir
mekanizma ile tutundugunu gostermistir (34, 35). Zayif ve geri donisebilir
ozellikteki bu primer tutunmay! takiben, virionun hiicreye girisini saglayacak
0zgul bir reseptore daha baglanmasi gerekmektedir; ancak HBV igin 6zgdl
olan bu reseptdr hentiz tanimlanamamistir. Son yillarda bu konu Uzerinde
yogunlasan calismalar, hepatosit ylizeyindeki plrinerjik reseptorlerin ve
asialoglikoprotein molekdillerinin HBV'nun hiicreye girisi igin reseptdr adayi
olabilecegini géstermektedir (36, 37).

Hiicre yiizey reseptorleri ile ilgili bircok bilinmeyene ragmen, virusun
hiicreye hangi yapilariyla tutundugu iyi bilinmektedir. HBV'nun hepatositlere
tutunmasi, zarf yapisinda en fazla yogunlukta bulunan biyik zarf
proteinlerinin (LHBs) u¢ kismindaki preS1 bdlgesinin 21-47. aminoasit motifi

ile olmaktadir (38,39). Buna karsin tutunma olayinda preS1 bdlgesinin farkli
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motiflerinin ve preS2 boélgesinin de rolli oldugu ileri stiriilmektedir (37, 40,
41).

Hepatit B virusunun hiicreye penetrasyonu ile ilgili olarak da bilgilerimiz
kisithdir. Virionlarin hiicre ylizey reseptorlerine baglanmasindan sonra
membran fiizyonu sonucu pH-bagimsiz bir mekanizma ile girisin
gerceklestigi  bircok kanitla desteklenmektedir. Sitoplazmaya gegen
nukleokapsidler, hiicrenin transport sistemi ile ¢cekirdek membranina tasinir
ve burada kapsidin enzimatik olarak parcalanmasi ile viral DNA cekirdek

porlarindan iceri birakilir (27, 42).

Hiicre gekirdegine giren viral genom tamir edilerek cccDNA (covalently
closed circular DNA) formunda epizomal bir  minikromozom
olusturulmaktadir (Sekil 2.4). Bu islem, hicre polimeraziari tarafindan
genomdaki tek zincirli agik boélgenin onarilmasi ve DNA ucunun kovalent

olarak baglanmasi ile gerceklestirilir (43).
2.4.2. Transkripsiyon ve Translasyon

Hiicre cekirdeginde olusan cccDNA, konagin RNA polimeraz II enzimi
igin kalip gorevi yaparak dort RNA transkriptinin sentezini gergeklestirir
(Sekil 2.2). Transkripsiyon olayr dort promotor (preS1, preS2, C ve X) ve iki
enhancer (Enh-I ve Enh-II) bdlge tarafindan kontrol edilmektedir (16,44).
Bunlardan S/preS2 promotorunun karaciger hiicrelerine olan 6zgulligi
disik iken, preS1 ve C promotorlan karaciger icin ¢ok 0Ozglldir ve C

promotorunun bu 6zelligi virus hepatotropizminin esas belirleyicisidir (45).

Sentezlenen viral RNA transkriptleri gekirdekten sitoplazmaya gecerek
protein sentezini baglatirlar. Buna gore, kor proteini (HBcAg), erken protein
(HBeAg) ve polimeraz proteini sentezi 3.5 kb buiyikligindeki genomik
RNA'dan; zarf proteinleri (HBsAg) 2.1/2.4 kb blyikligiindeki subgenomik
RNA'dan; X proteini (HBx) ise 0.7 kb biytkligindeki RNA'dan
sentezlenmektedir (28). Prekor proteini, sahip oldugu oncl (/eader) dizi

sayesinde endoplazmik retikulum (ER)a tasinir ve burada islenerek HBe
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antijenini olusturur. Bir transkripsiyon faktérii olan HBx ise, kendisi
cekirdege girmeden, cekirdege girecek olan hiicresel sitoplazmik
transkripsiyon faktorleri ile etkilesmekte ve bu sekilde HBV promotor
aktivitesini artirmaktadir (46). Sentezlenen zarf proteinleri (HBsAg) de, ERa
giderek glikozillenmekte ve ER membranina integre olmaktadir. Kor ve
polimeraz proteinleri, pregenomik RNA (pgRNA)’yi cevreleyerek HBV RNA

iceren kapsidleri olusturmaktadir.
2.4.3. Paketlenme, DNA Sentezi ve Salinim

Paketlenme (kapsidasyon) sirasinda, viral kor icine pgRNA ve P proteini
(polimeraz) birlikte alinmaktadir (Sekil 2.4). Diger bir deyisle, eger P proteini
viral RNA ile kompleks olarak bulunuyorsa kapsid icin hedef olmaktadir (44).
Bu son derece 6zel olayda, sadece genomik uzunluktaki viral RNA'lar, 5°
uglarinda tasidiklar kapsidasyon sinyali (¢) ile kapsid icine etkili bir sekilde
girerler (27, 47).

Ters transkripsiyon ile DNA sentezi, kapsidasyon ile ayni anda ya da
hemen ardindan baslar. Ilging olarak bu sentez, niikleik asit primerleri ile
degil P proteinindeki tirozin molekiliinin hidroksil grubu ile baslatiimaktadir
(16). Polimerazin RT aktivitesi ile pgRNA kalibindan negatif DNA zinciri
sentezlenir ve gegici DNA-RNA hibridleri olusur. Bu kez polimeraz enziminin
RNaz aktivitesi ile DNA-RNA hibridlerindeki RNA segici olarak parcalanir ve
akabinde pozitif DNA zincir sentezi baslar (Sekil 2.4). Pozitif zincir sentezi
icin primer gorevini ise 15-18 nilikleotidlik kisa bir RNA parcasi gérmektedir
(44).

RNA iceren kapsid, DNA iceren kapsid haline olgunlasirken sitoplazmada
Gift yonli olarak hareket etmektedir. Birinci yol, ER membranindan zarf
proteinlerinin alinmasi ve tomurcuklanma ile virionlarin hiicre disina
salgilanmasi (ekzositoz) ile sonlanirken; ikinci yol niikleokapsidin cekirdede
geri tasinmasiyla cccDNA havuzunun c¢ogaltiimasi ve yeni doénginin

baslamasini sadlar (Sekil 2.4) (46). Ancak virusun olgunlasmasi viral
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DNA'nin pozitif zincir sentezi tamamlanamadan gerceklestiginden, progeni

virionlarda DNA genomu gevsek kismi cift zincirli olarak kalmaktadir (48).

Subviral partikiller ise, SHBs ve MHBs proteinlerinin sentez sonrasi hizla
oligomerize olarak pre-Golgi kompartmanindan tomurcuklanmasi ve
vezikiler transport ile hiicre digina atilmasi ile olusur. Buna karsin LHBs,
diger viral proteinlerin yoklugunda salinamamaktadir (49). L Unitelerini
iceren partikdller, sferikten ziyade filament6z morfoloji kazanirlar ve hiicre
disina atilamadiklar icin ER ve Golgi icinde kalirlar. Bu tir hasarl hicreler,
patolojik olarak, HBV ile enfekte hastalarin karaciger biyopsi orneklerinde,
sitoplazmik  gortnimleri nedeniyle “buzlu cam hicreleri” olarak
isimlendirilirler (32, 50).

Hiicre
reseptoriine

tutunma ve
fiizyon ile Vezikiiler

girig transport ile ¢ikis
(ekzosntoz)

fr &
ER’den tomurcuklanma
Reseptor
Pozitif zincir
Niikleokapsid sentezi
Yeni déngiiniin
baslamasu .
Cekirdege
tasinma e, Glikozilasyon
: cccDNA Pregenomun
» HBSA yikilmasi:
9 RNaz H
_
Tamir T
Cekirdek Translasyon
Transkripsiyon 3' ,/\l Negatif zincir
v\/ sentezi: Pol
- 2 4/21 kb
\_Ey' Kapsidin yapil
apsidin yapilanmasi:
SSKORNA PYRNA + HBcAg + Pol
Translasyon
9 i

Kapsid olusum sinyali [ Posttranskripsiyonel regiilatér element

Sekil 2.4. Hepatit B virusunun replikasyon déngusu
(http://www.clinicaloptions.com/Hepatitis/Annual%20Updates/2008%20Annual
%20Update’ den uyarlanmistir)



http://www.clinicaloptions.com/Hepatitis/Annual%20Updates/2008%20Annual%20Update'%20den
http://www.clinicaloptions.com/Hepatitis/Annual%20Updates/2008%20Annual%20Update'%20den
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2.5. Hepatit B Virus Mutantlari

Hepatit B virus enfeksiyonu, insan immin yetmezlik virusu (HIV) ve
hepatit C virusu (HCV) enfeksiyonlarinda oldugu gibi yiiksek diizeyde virion
dretimi ve yikimi ile karakterizedir. Replikasyonun immiin sistem ya da
ilaclar tarafindan baskilanmadigi dénemlerde, giinde yaklasik 10! virionun
meydana geldigi tahmin edilmektedir. HBV'nun plazma yari 6mri 1-3 giin
olmasina karsin virusla enfekte hepatositlerin yari émri 10-100 gin
arasinda degismektedir. HBV RT enziminin hata diizeltme (proof-reading)
aktivitesinin olmamasi, yodun virion Uretimi ile birlikte yliksek diizeyde
mutant olusumuna yol agmaktadir. HBV polimerazinin hata oraninin yilda
niikleotid basina 1.4x10™ - 5x10™ oldugu hesaplanmistir. Bu hata diizeyi,
retroviruslara yaklasik bir oran olmakla birlikte DNA viruslarindan 10* kat
yuksektir. Olusan viral mutantlar, endojen (fonksiyonel kisitlamalar, immun
sistemin etkileri, vb) ve ekzojen (asilama, ilag tedavisi, vb) faktérlerle
sinirlandirilmakla birlikte, bu faktorlerin segici baskisi yeni mutantlarin ortaya
cilkmasina da neden olabilmektedir. Didger bir deyisle, konaktaki virusa
herhangi bir avantaj saglayan mutasyonu tasiyan suslar segilerek baskin
popllasyon haline gelecektir. Dolayisiyla enfekte bir kisideki virus
popllasyonu, genetik olarak yakin, ancak farkl 6zelliklere sahip varyantlarin
(quasispecies; turumsi) bir kombinasyonu olarak karsimiza gikacaktir (25,
51).

2.5.1. Prekor/Kor Geni Mutasyonlari

Kuzey Avrupa ve Amerika'da kronik HBV hastalarinin birgogunda HBeAg
pozitifligi ve aktif viral replikasyon izlenirken, Gliney Avrupa ve Asya’l
hastalarda HBeAg negatifligine ragmen ciddi karaciger hastaligi ve aktif
viremi tablosu vardir (16). Bu hastalarda yapilan calismalarda, prekor
bolgesinin dizi analizinde 1896. niikleotidde G—A degisimi ile sonuglanan
nokta mutasyonu gdésterilmistir. Bu mutasyon (prekor stop kodon
mutasyonu; PSKM), HBeAg Uretiminin durdurulmasina, ancak kor proteini

Uretiminin devam etmesine yol agmaktadir. Bu tip varyant viruslarin,
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fulminant karaciger yetmezIligi ve ciddi kronik karaciger hastaligi ile iliskisi
de belirlenmistir (52, 53). PSKM, Kuzey Amerika ve Avrupa’da predominant
olan HBV genotip A ile enfekte hastalarda daha az siklikta olusmaktayken,
genotip B, C, D ve E'nin predominant oldugu (lkelerde yaygin olarak
gorulmektedir (28, 52).

Bir diger mutasyon, bazal kor promotor (BKP) bdlgesini etkilemekte ve
prekor/kor RNA’larinin  transkripsiyonunda azalma seklinde kendini
gostermektedir. BKP bdlgesinde A1762T ve G1764A mutasyonlari, viral
genotiplere bagl olarak yalniz ya da prekor mutasyonlar ile birlikte
gorilebilirler. A1762T ve G1764A cift mutasyonunun varligi ise, HBeAg
sentezinde azalmaya ve viral ylkte artisa neden olmaktadir. Genel olarak bu
mutasyon tipi siklikla A genotipi ile enfekte kisilerde ortaya gikmaktadir. BKP
bélgesinde olusan mutasyonlar, daha az prekor ve kor transkriptinin ve kor
proteininin olugsmasina neden olurlar; ancak pgRNA transkripsiyonunu ya da

polimeraz/kor proteinlerinin translasyonunu etkilemezler (52, 53).

Kor proteininin arjininden zengin karboksi terminali, hem pgRNA'nin
baglanma bodlgesini, hem de 6nemli B ve sitotoksik T hiicre epitoplarini
icermektedir. Kronik HBV enfeksiyonunda, virusla enfekte hepatositlerin
sitotoksik T lenfositleri tarafindan temizlendigi dénemlerde, bu epitoplarda
mutasyonu olan viruslar secilmektedir. Bu bdlgede siklikla mutasyon izlenen
sicak noktalar; major sitotoksik T hticre epitoplari olan 18-30. aminoasit
(aa)ler, yardimcr T hticre epitoplari olan 50-70. aa’ler ve iki 6nemli B
lenfosit epitopu olan 75-90 ve 120-140. aa’ler arasindaki bélgelerdir. Kor
geninde izlenen mutasyon oranlari, PSKM varligi, HBeAg sentezi ve
karaciger hastaliginin aktivitesi ile iliskilidir (25).

2.5.2. Yiizey Geni Mutasyonlar

Notralizan antikorlardan korunma, virusun iyi korunmus bélgesi olan “a”
determinanti sayesinde olmaktadir. 124-147. aa’ler arasinda bulunan bu

hidrofilik bdlgenin enfeksiyonlara karsi korunmada ©Onemli oldugu
disinilmektedir (54). 145. aa'de G—R nikleotid degisikliginin virusta
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major antijenik farkliiklara neden oldugu gortlmistir. Poliklonal hepatit B
imminoglobilini (HBIG) ile profilaksi uygulanan bebeklerde ‘escape
mutantlar tanimlanmistir. Anti-HBs antikorlarinin  koruyucu dlizeyde
olmasina ragmen, bu mutasyonu tasiyan sus ile enfekte kisilerde HBsAg
pozitiftir ve kronik karaciger hastaligi olusmaktadir (55). Bu mutasyonlar
cogu kez HBsAg'nin 145. aa’de glisin-arjinin donisimi (sG145R) ya da 144.
aa'de aspartat-alanin donidsimi (sD144A) seklinde izlenmektedir (56).
Ozellikle sG145R mutasyonu, asi ve HBIG basarisizig ile
iliskilendirilmektedir (55-58).

Hepatit B virusunun genomik organizasyonu goz oniine alindiginda, “a”
determinantindaki degisikliklerin, HBV polimeraz fonksiyonunda degisiklik
olusturma potansiyeli oldugu bilinmektedir. Ayni sekilde HBV tedavisi ile
ilikili polimeraz varyantlarinin da, yilzey geni mutasyonlarina yol agcma

potansiyelleri vardir (16, 58).
2.5.3. X Geni Mutasyonlari

X proteininin sentezi ve 6zellikleri, bazal kor promotor (BKP) ya da Enh-
IT gibi replikasyonun kontroliinde goérev alan regtilatér bolgelerde meydana
gelecek mutasyonlardan etkilenmektedir. BKP bdlgesinin X geni ile
cakismasina bagh olarak, yukarida agiklanan A1762T ve G1764A kor
promotor mutasyonlari X geninde de degisikliklere sebep olabilir. Ek olarak
BKP bdlgesinde izlenen tim delesyon ve insersiyonlar, X geninde gerceve
kaymasi (frame shift) olusturarak dalli ve kisa X proteinlerinin olugsmasina
neden olmaktadir. Bu mutant proteinler ise HBx antijeninin transaktivasyon
aktivitesini, karboksi terminalinde 130-140. aaler arasinda yer alan
fonksiyonel bdlgenin sentezlenememesine bagli olarak olumsuz yodnde
etkilemektedir (28, 57, 59).

2.5.4. Polimeraz Geni Mutasyonlan

Hepatit B enfeksiyonlarinin tedavisinde nukleoz(t)id analoglarinin

kullanimi, Po/ geninde mutasyonu olan direncli viruslarin secilmesine ve
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sonucta ilaglarin klinik etkinliinde azalmaya neden olmaktadir. Tedavide
interferon ile birlikte en sik kullanilan ilag olan lamivudine karsi direng,
tedavi alan hastalarin %14-32'sinde ilk yilda izlenmekte; doért yilin sonunda
ise %70e ulasmaktadir (58). Direng riski tasiyan durumlar arasinda; tedavi
oncesi yuksek viral yik ve alanin aminotransferaz (ALT) dlzeyleri ile virus
replikasyonunun tam olarak baskilanamamasi yer alir. HBV'unda izlenen ve
nukleozid analoglarina direng olusturan mutasyonlarin  baylik kismi,
polimeraz proteininin dNTP baglayan bdlgesinde (C kangali, YMDD motifi)
izlenmektedir (60). Bunlar arasinda, lamivudin direncinden sorumlu olan
rtM204V (YVDD), rtM204I (YIDD) ve rtM204S (YSDD) mutasyonlar
sayllabilir. YMDD (Y: tirozin; M: metiyonin; D: aspartik asit) motifinde aa
degisimi tasiyan direngli mutantlarin in vitro replikasyon etkinliginin, vahsi
tip viruslara gore daha diisik oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, mutant
virusun replikasyon yetenegini artiracak ikincil (onarici; compensatory)
mutasyonlarin, direngten sorumlu ana mutasyonlarla birlikte segildigi
bilinmektedir (61).

2.6. Hepatit B Virus Enfeksiyonu
2.6.1. Patogenez ve immiinite

Virus ile konak iliskisi, virusun immiin sisteme yakalanmadan ¢odalma ve
yayllmaya calismasi ile konagin kendisine en az zarar ile onu elimine etmesi
esasina dayanan son derece dinamik bir surectir. Yapilan c¢alismalar,
HBV'nun hepatositlerde sitopatik etki olusturmaksizin replike oldugunu ve
yayilldigini gostermekte; olusan karaciger hasarinin ise imminopatolojik
mekanizmalar ile ortaya ¢iktigini vurgulamaktadir (46). HBV'nun hiicreler
Uzerine direkt sitotoksik etki gbstermemesi ile ilgili elde edilen bulgular, tim
HBV tasiyicilarinin asemptomatik olmasi ve yogun intrahepatik enfeksiyona
ragmen karaciger hasarinin minimal kalmasi sonucu ile uyusmaktadir. Bu
gorus bazi arastiricilar tarafindan, asemptomatik tasiyicilarin virtilansi distik
sugslar ile enfekte olmasina baglanmakla birlikte, epidemiyolojik verilerin gok

azl bu dustinceyi desteklemektedir (16).
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Sitopatik etki olusturmadigi kabul edilmesine ragmen, cesitli deneysel
modellerde hepadnaviruslarin hepatositleri farkli mekanizmalarla apoptozise
gotirdigi tespit edilmistir (62). Ornegin HBV'nun replikasyonu sirasinda,
cok fazla miktarda sentezlenen L ylizey antijeninin (LHBs) hicre icinde
birikimi

mekanizma ise, HBx proteininin p53 ile iligkili olan ve olmayan yolaklarla

nedeniyle apoptozu indikledigi gosterilmistir (63). Bir diger

apoptozu indiklemesidir (64-66).

Viral mutasyonlarin patogenez lzerine etkileri ile ilgili veriler; bazi
HBV mutantlarinin farkli klinik tablolara neden olabildigini, enfeksiyonun
dogal seyrini degistirebildigini ve antiviral ajanlara direng olusturabildigini
gostermektedir. Ornedin prekor stop kodon mutasyonlari HBeAg'nin
kaybina, kor promotor mutasyonlari viral replikasyonun artisina,
RT/polimeraz gen mutasyonlari antivirallere karsi dirence ve yilizey geni
mutasyonlari HBsAg antijenitesinin degismesine ve nétralizan antikorlardan

kacisa yol agmaktadir (Tablo 2.1) (62).

Tablo 2.1. HBV Varyantlari ve Hepatit B Patogenezindeki Potansiyel Etkileri

Gen Mutasyon Molekiiler fenotip Klinik 6nem
PreS/S Pre-S1/ Hatali paketlenme Fibroz kolestatik hepatit
pre-S2/
S promotor
S B ve T  hicre |Asidan, immin yanittan
epitoplarinin degisimi ve tanisal testlerden kacis
PreC PreC stop HBeAg kaybi Agir hepatit tablosu;
HBeAg negatifligi
Kor Kor T hiicre epitoplarinin | Virusun persistansi;
degisimi agir hepatit tablosu
RT/Pol Pol Eksik replikasyon Viral latentlik; viral
persistans
Pol Antiviral direnci Tedaviden kagis
Reglilator | Kor Replikasyon ve kor | Agir hepatit tablosu;
elemanlar | promotor ekspresyonunda artis ilag direncinin
modydlasyonu
HBeAg sentezinde | HBeAg seronegatifligi
azalma
Enh1 Replikasyonda azalma | Kronik hepatit
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Viral varyanlarin ve bazi viral proteinlerin hepatositler Gzerindeki direkt
biyolojik etkilerinden ayri olarak, giniimizde hepatit B enfeksiyonlarinin
patogenezinde konak immun yanitinin, 6zellikle de virusa 6zgul CD8+ T

hiicre yanitinin, temel rolii oynadigi goriist kabul edilmektedir (67).

Bilindigi gibi, viral enfeksiyonlara karsi en énemli dodal immin yanit
mekanizmalari, virusun hiicreleri enfekte etmesini takiben ortaya gikan tip 1
interferon (o/B-IFN) ve NK hicre yanitidir. Ancak ilging olarak, HBV
enfeksiyonunda dogal badisiklik mekanizmalarinin, gerek vireminin
kontroliine gerekse karaciger hiicre hasarina énemli bir katkisi yoktur (46).
Sempanzelerde yapilan galismalar, virusa 6zgll T hiicre yaniti olusuncaya
kadar, hepatositlerde histolojik ve biyokimyasal anlamda harabiyetin ortaya
cilkmadigini  gostermistir (68, 69). Bunun nedeni, enfeksiyonun ilk
dénemlerinde —6zgul immin yanit olusuncaya kadar- virusun kendisini
basarili bir sekilde saklamasindan kaynaklanmaktadir. Zira HBV'nun
replikasyon stratejisi, dogal immiin yanitin tanima mekanizmalarindan kagis
icin oldukga elveriglidir (46, 70). Dolayisiyla HBV patogenezine katkida
bulunacak olan 6zgul immin yanit elemanlan (T lenfositleri) olusuncaya
kadar hepatosit harabiyeti de ortaya cikmamaktadir (71). Yapilan calismalar,
HBV imminopatogenezinde rol oynayan hicrelerin primer olarak sitotoksik
CD8+ T hiicreleri (Cytotoxic T lymphocyte; CTL) oldugunu, CD4+ T
hiicrelerinin ise dolayh olarak sitotoksin salgilariyla CTL aktivasyonuna ve
kalicihgina katkida bulunmak suretiyle etki gosterdigini ortaya koymustur
(46, 69, 72).

Kendiliginden iyilesen akut hepatit B'li hastalarda, virusun bircok
antijenine (kor, polimeraz, zarf proteinleri) karsi glgli CTL yanitlan ortaya
clkmakta ve iyilesmeden sonra uzun bir sire kalici olmaktadir (73). Bu
durum, HBV'na karsi CTL vyanitinin poliklonal ve c¢oklu 6zgullikte
(multispecific) oldugunu vurgulamaktadir (62). Akut enfeksiyonda ayrica,
kor ve polimeraz proteinlerine karsi gucli CD4+ T hicre (Helper T

lymphocytes, Ty) yanitlarinin olustugu da gosterilmistir (16). HBV'nun
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profesyonel antijen sunan hiicreleri enfekte etme 6zelligi olmadigindan, T
hiicrelerinin uyarimi, virusla enfekte apoptotik hiicreleri fagosite ederek
bolgesel lenf nodlarina giden dendritik hiicreler tarafindan yapilmaktadir
(46).

Sitotoksik T lenfositleri tarafindan virusun temizlenmesi iki farkl
mekanizma ile gerceklesmektedir (62, 69). Bunlardan birisi, erken donemde
gerceklesen sitopatik olmayan mekanizmalardir ve CTL, hepatositleri
oldirmeksizin antiviral etki godsteren interferon-gama (IFN-y) ve tlimor
nekrozis faktdér (TNF-a) salgilayarak virus ekspresyonu ve replikasyonunu
sinirlandirmaktadir (62, 74). Digeri ise, daha ge¢ donemde -haftalar sonra-
gergeklesen sitopatik mekanizmadir ve HBV'na 6zgul CTL'nin, enfekte
hiicreleri MHC sinif I antijenleri ile taniyarak Fas ligand/perforin yolagi ile

oldiirmesi sonucu karaciger hastaligi ortaya cikmaktadir (68).

Kendiliginden iyilesen akut HBV enfeksiyonlarinin aksine, kronik HBV
enfeksiyonu olan hastalarda T hicre yaniti oldukca zayif ve sinirli
ozgulliktedir (75). Bunun nedeni tam olarak agikhida kavusmamis olmakla
birlikte, T hlcrelerinde delesyon, anerji, tikenme, gelisim ve fonksiyon
bozukluklar gibi faktorlerin etkili olabilecegi dislintlmektedir (62). Virusun
persistansinda  6ngoriilen bir dijer mekanizma da, viral kacis
mutasyonlaridir. Zira kronik HBV enfeksiyonlarinda mutasyonlar sonucu B ve
T hiicre epitoplarinin inaktive oldugu ya da degistigi gosterilmistir (70, 76).
Kronik enfeksiyonlarda T hiicre yanitinin yetersiz kalmasinda, viral ylkin
yliiksek olmasinin da 6nemli rol oynayabilecegi dislinilmektedir (62). Bu
durumda antiviral tedavi, kronik hepatit B'li hastalarda CTL yanitini

dizeltebilir (77).

Hepatit B virus enfeksiyonunda, hicresel immin yanit virusla enfekte
hiicreleri elimine ederken, hdmoral immin yanit da dolagimdaki viral
partikilleri temizlemekte ve virusun yayilhimini sinirlamaktadir (78). Virusa
karsl olusan nétralizan antikorlar ayni zamanda virusun duyarli hiicrelere

girmesini de 6nlemektedir. Ancak nétralizan antikorlar, akut enfeksiyonun
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gec donemlerinde devreye girdiginden klinik iyilesmenin oldugu hastalarda
HBV reaktivasyonu ve/veya reenfeksiyonunu énlemede gérev almaktadirlar
(46). HBV enfeksiyonunun patogenezinde humoral immin yanitin da roll
vardir. Enfeksiyon sirasinda ¢ok vylksek dlzeylerde sentezlenen ve
salgilanan HBsAg, kendisine karsi olusan antikorlarla (anti-HBs) immin
kompleksler olusturarak damar endoteli, eklemler ve bobreklerde birikmekte
ve immiin kompleks hastaliklarina neden olabilmektedir. indiiklenen tip III
asiriduyarhhk reaksiyonlari sonucu hastalik sirasinda deri doktntileri, artralji

ve bdbrek harabiyetinin ortaya cikmasi nadir degildir (79).
2.6.2. Klinik bulgular

Akut HBV enfeksiyonu, asemptomatik seyredebilecegi gibi ciddi
karaciger hastaliklarina kadar degisen klinik tablolar ile de karsimiza gikabilir
(Sekil 2.5). Enfeksiyonun inklibasyon suresi 6 hafta - 6 ay arasinda
degismekte olup, klinik belirtiler yliksek oranda yasa bagl olarak ortaya
cilkmaktadir (14). Genellikle yenidoganlarda herhangi bir klinik belirti
gorulmezken, 1-5 yas arasi cocuklarin %%5-15'inde, buylk cocuklar ve
erigkinlerin ise %33-50'sinde semptomatik enfeksiyon tablosu izlenmektedir.
Semptomatik enfeksiyonun seyri, orta dereceli enfeksiyondan fulminant
formlara kadar degisebilir (15). Akut enfeksiyonun belirti ve bulgular ates,
istahsizlik, halsizlik, bulanti, kusma, sarilik, koyu renkli idrar, kil renginde ya
da renksiz diskilama ve Ust kadran agrisidir. Cilt dokintdleri, artralji ya da
artrit seklinde karaciger disi belirtiler de gozlenmektedir (16). Akut hastaligi
olan Kkisilerin yaklagik %1-2'sinde fulminant hepatit gelismekte ve bu
hastalarda olgu/élim orani %63-93 olarak bildirilmektedir (Sekil 2.5) (7).

Kronik HBV enfeksiyonu ise, serumda >6 ay HBsAg pozitifligi ya da
HBsAg pozitifligi ile birlikte anti-HBc IgM negatifligi olarak tanimlanan bir
tablodur (7). Kronik enfeksiyon gelisme riski yasla ters orantii olup,
enfeksiyonu perinatal dénemde kazanan bebeklerde en yiksek (%90)
orandadir (Sekil 2.6). 1-5 yas arasindaki gocuklarin %25-90" inda kronik

enfeksiyon gelisirken, bu oran buylk cocuk ve erigkinlerde %5-10
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arasindadir (80,81). Kronik enfeksiyonu olan hastalar, siroz ve hepatoseliiler
karsinoma (HCC) gelisimi acisindan yiiksek risk altindadir. Karaciger biyopsi
orneklerindeki histolojik paterne gdre kronik enfeksiyonlu kisiler; kronik
persistan hepatit, kronik aktif hepatit ve siroz seklinde gruplandirilirlar.
Histolojik hasarin derecesi siklikla semptomlarla uyumlu degildir ve ciddi
kronik karaciger hastaligi olan kisiler, genellikle ileri hastalik evresine kadar
asemptomatik seyrederler. Kronik aktif hepatitli kisilerde fibroz ve siroz

gelisimine yatkinlik vardir (7).

Akut HBV enfeksiyonu Fulminant hepatit (<%1)

%10 e
Zayif Th1 ve
CTL yaniti 4,25 %65
Gugli Th1 ve iyilesme veya 6liim
CTL yaniti
Kronik enfeksiyon Asemptomatik
(>6 ay HBsAg pozitifligi) (Serokonversiyon)

%70-90 %10-30
Akut hepatit

Asemptomatik Kronik hepatit

kronik tasiyici

\ iyilesme
iyilesme

v

Siroz
\A
\

Hepatoseliiler karsinoma

iyilesme

Sekil 2.5. Akut HBV enfeksiyonunun seyri (7)

Kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonu, HBeAg negatif ya da pozitif olarak
seyredebilir. HBeAg pozitif KHB enfeksiyonu genelde vahsi tip HBV ile
gelismekte ve tipik olarak KHB enfeksiyonunun erken fazini ifade
etmektedir. HBeAg negatif KHB ise, genomun prekor ve/veya bazal kor
promotor bdlgelerinde niikleotid degisiklikleri ile olusan HBV varyantlarina

bagli olarak olusur ve enfeksiyonun geg fazini ifade eder. KHB'nin morbidite
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ve mortalitesi, viral replikasyonun persistansina ve siroz ya da HCC

gelisimine baghdir (82).

Perinatal Cocukluk cag Erigkin cag
enfeksiyon enfeksiyonu enfeksiyonu
ocan %630 %5

N1

Kronik HBY enfeksiyonu

Y Y

Kronik hepatit B <= inaktif HBsAg tagivicilig
{HBeAg pozitif veya negatif)
%2-10/y1l %3yl

#| Dekompansasyon

%2/yil .| Hepatoseliiler
karsinoma

Siroz

= Oliim/transplantasyon

Sekil 2.6. Kronik hepatit B enfeksiyonunun seyri (80)

Kronik hepatit B enfeksiyonunun dogal gelisimi 5 doénemde
gruplandirilabilir; ancak bunlarin ardigik olarak ortaya cikma sarti yoktur
(82).

1. Immin toleran faz: Bu dénem; HBeAg pozitifligi, yiiksek serum HBV

DNA diizeyi, normal ya da diisiik aminotransferaz diizeyleri, karacigerde
minimal nekrozlu inflamasyon olmasi ya da hi¢ olmamasi ve yavas seyirli
fibrozis olmasi ya da hi¢ olmamasi ile karakterizedir. Bu fazda HBeAg'nin
kendiliginden negatiflesme orani ¢ok distktir. Birinci fazin goérilme
sikigi digerlerine gore daha fazladir ve perinatal donemde ya da
yasamin ilk yilinda enfekte olan kisilerde daha uzun seyreder. Ayrica
vireminin yuksek olmasi nedeniyle bu kisiler son derece bulastiricidirlar
(82-84).
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Immiin reaktif faz: Bu dénem; HBeAg pozitifligi, diisiik serum HBV

DNA dizeyi, aminotransferazlarda artis ya da dalgal seyir, orta ya da
ciddi karaciger inflamasyonu ve 6nceki fazla karsilastirildiinda daha hizl
fibrozis gelisimi ile karakterizedir. Bu faz birka¢ haftadan birkac yila
kadar sirebilir; ayrica kendiliginden HBeAg negatiflesme orani artmustir.
Bu faz immiin toleran fazdan birkac yil sonra gelisebilir ve erigkin

ddénemde enfekte olanlarda daha sik izlenir (82-84).

Inaktif tasiyicilik dénemi: HBeAg serokonversiyonunu inaktif HBV

tasiyiciik durumu izleyebilir. Cok distk ya da tespit edilemeyen HBV
DNA ve normal aminotransferaz dulzeyleri ile karakterizedir.
Enfeksiyonun immunolojik kontrollinin bir sonucu olarak, bu evredeki
hastalarin blylk bir kisminda uzun donemli prognoz iyi seyretmektedir.
Genellikle birkac yil saptanamayan HBV DNA seyrinden sonra, her yil
olgularin %1-3’inde kendiliginden HBsAg kaybi ve anti-HBs olusumu
gorulebilir (85).

HBeAg negatif dénem: Immiin reaktif faz ddneminde HBeAg

serokonversiyonu sonrasi anti-HBe olusabilir ve kronik enfeksiyonun geg
fazini ifade eder. Periyodik olarak HBV DNA ve enzim dizeylerinde
dalgalanmalar ve aktif hepatit reaktivasyonu ile seyreder. Prekor ve/veya
bazal kor bdlge mutasyonlarina bagh olarak HBeAg negatif olan bu
hastalari gercek inaktif tasiyicilardan ayirt etmek ¢ok 6nemlidir; zira
inaktif tasityicilarda prognoz iyi seyrederken, aktif hastalikli kisilerde
hepatik fibroz, siroz ve HCC gibi sireglere ilerleme riski yliksektir. Bu
nedenle hastalarin en az yilda bir kez serum ALT ve Ug ayda bir HBV
DNA duzeylerinin izlenmesi, HBeAg negatif kronik aktif hepatitli

olgularda alevlenmelerin tespitine imkan verir (86).

HBsAg negatif dénem: HBsAg'nin negatiflesmesinden sonra gelisen

evrede, disik diizey HBV replikasyonu, karacierde HBV DNA tespiti ile
devam edebilir. Genel olarak anti-HBs ile birlikte ya da tek basina anti-

HBc saptanir. Serum HBV DNA ve HBsAg negatifligine bagl olarak siroz,
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dekompansasyon ve HCC riski azalmaktadir. Ancak bu hastalarda immun
siipresyon, HBV reaktivasyonuna yol acabilir. Bu ddénemin gizli HBV

enfeksiyonu ile iliskisi ise belirli degildir (87).
2.6.3. Gizli Hepatit B Enfeksiyonu

Gizli (okult; occuflt) Okilt hepatit B enfeksiyonu, periferal kan ya da
karacigerde HBsAg saptanamazken, duyarli niikleik asit saptama yontemleri
ile HBV DNA'nin tespit edildigi durumlar olarak tanimlanir. Okiilt hepatit B;
aciklanamayan karaciger hastaligi (HCC ve kriptojenik siroz) olanlarda,
spontan olarak veya interferon (IFN) tedavisinden sonra iyilesen kronik
enfeksiyonlu HBV seropozitif hastalarda ve karaciger hastaligi bulgusu
olmayan hemodiyaliz hastalari ve kan vericileri gibi HBV seronegatif kisilerde
gorllmektedir. Okult HBV enfeksiyonunun prevalansi ile ilgili veriler yeterli
olmamakla birlikte, Kuzey Amerika’da HCC'li hastalarda %16, anti-HBc
pozitif kan vericilerinde %2 ve hemodiyaliz hastalarinda %4 oraninda
bildirilmektedir. Ayrica kronik HCV enfeksiyonu olan kisilerin karaciger
biyopsi 6rneklerinde %50 ve serum o6rneklerinde %30’a varan oranlarda
HBV DNA pozitifligi tespit edilmistir (88). Okilt HBV enfeksiyonunun,
HBsAQg'yi kodlayan ya da transkripsiyonu kontrol eden bélgelerin mutasyonu
sonucunda antijenite ya da ekspresyon diizeylerinin degisimine bagl olarak
gelisebilecegi diistinilmektedir (89). Anti-HBc pozitif okiilt HBV enfeksiyonlu
kisilerde viral yik genellikle <10000 kopya/ml (<2000 IU/ml) dizeylerinde
oldugu icin, tanida “nested’ ya da gercek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) gibi duyarl yontemler kullaniimalidir (88, 90).
2.6.4. Epidemiyoloji

Hepatit B virus enfeksiyonu, diinyada yaygin olarak dagiim gosteren
enfeksiyon hastaliklarindandir. Alti milyar diinya nifusunun yaklasik 1/3'inin
HBV ile enfekte oldugu ve bunlarin da 400 milyona yakininda kronik
enfeksiyon gelistigi bilinmektedir (91). HBV enfeksiyonunun prevalansi,
cografi agidan (¢ kategoriye ayrilarak degerlendiriimekte ve prevalansin %8

ve Ulzerinde oldugu bdlgeler “yiiksek endemik”, %2-7 arasinda oldugu
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bolgeler “orta endemik”, %2'nin altinda oldugu bodlgeler ise “disik
endemik” bdlgeler olarak kabul edilmektedir (Sekil 2.7) (92). Kronik
enfeksiyon gostergesi olarak HBsAg pozitiflik oranlari; Cin'de %5.3-12,
Gliney Kore'de %02.6-5.1, Hindistan'da %2.4-4.7, Tayvan'da %10-13.8,
Japonya’da %4.4-13, Afrika'da %5-19, Rusya’da %1.4-8 ve Avrupa’da
%0.3-12 arasinda bildirilmektedir. Trkiye, epidemiyolojik olarak HBV
enfeksiyonu yonlinden orta endemik (Ulkeler arasinda yer almaktadir.
Ulkemizden bildirilen HBsAg pozitiflik oranlar lilke genelinde %1-14.3
arasinda degismekte; bati bolgelerimizde bu oran ortalama %?3-5 arasinda
iken, dogu ve glineydogu bdlgelerimizde ¢ok daha yliksek oranlara (%8-10)
ulagsmaktadir (93).

M > %8 - Yiiksek {,ﬁ'
[ % 2-7 - Orta
[0 < %2 - Diisiik

Sekil 2.7. Dinyada HBsAg pozitifliginin cografi dagilimi (2004)
(http://www.medsci.org/v02p0050.htm’den alinmistir)

Hepatit B virus genotiplerinin cografi dagilimina bakildiginda, Avrupa,
Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Gliney Afrika, Asya ve Hindistan’da A; Cin,
Tayvan, Tayland, Vietnam ve Japonya’da B ve C; Gliney Avrupa, Kuzey
Afrika, Orta Dogu ve Hindistan'da D; Bati Afrika’'da E; Orta ve Giiney


http://www.medsci.org/v02p0050.htm'den
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Amerika’da F; ABD ve Fransa’da G ve Orta Amerika’da H genotiplerinin
yaygin oldugu goriilmektedir (94). Ulkemizde ise HBV enfeksiyonlarindan
biyik oranda (%85-100) genotip D sorumludur (95-102).

Hepatit B virusunun bulagi temel olarak genital, parenteral, perinatal ve
horizontal yol ile olmaktadir. Farkl cografi bolgelerde bulas yollari arasinda
belirgin farkliliklar vardir. Ornedin, Bati Avrupa gibi diisiik prevalansli
bolgelerde bulas esas olarak korunmasiz cinsel iligki ve damar igi ilag
kullanimi ile olurken, Sahra-alti Afrika gibi prevalansi yliksek olan bélgelerde

predominant bulas yolu prenatal enfeksiyondur (7, 15).

Cinsel yolla bulag, HBV'nun baglica bulas yollarindan olup, 6zellikle
distk endemik bdlgelerde ve gelismis Ulkelerde enfeksiyon bu sekilde
kazanilmaktadir (15, 16). Kronik HBV enfeksiyonlu hastalarin bircogu,
hastaliklarindan habersiz ve asemptomatik tasiyici olduklar igin, tim
dinyada virusun cinsel temas ile bulasinda en ©6nemli roli

Ustlenmektedirler.

Bulasta bir diger 6énemli yol kan transflizyonudur. Tiim diinyada kan
dondrleri HBsAg agisindan rutin olarak taranmakta; ABD gibi bazi gelismis
ulkelerde, taramada HBsAg ile birlikte anti-HBc testi de kullaniimaktadir
(15). Ancak transfilizyon sonrasi hepatit B gelisme riski, Ulkelerin prevalans
oranlari ve dondr test stratejileri gibi diger bazi fakttérlere de baghdir.
Ornegin, disiik prevalansl bélgelerde transfiizyona bagdl HBV enfeksiyonu
1-4/1.000.000 olarak tahmin edilirken, ylksek prevalansh bdlgelerde
1/20.000 olarak bildirilmigtir (103, 104).

Damar ici ilag kullananlar arasinda enjektor ve ignelerin paylasimi ile
gerceklesen perkitan bulas riski ise, ilacin kullanim siiresi, enjeksiyonun
sikhdi ve paylasilan birey sayisi ile artmaktadir. Ayrica akupunktur ve dévme
gibi uygulamalarin bulasta etkili oldugu bilinmektedir. Muhtemel diger bir
perkitan bulas yolunun da, tras bicaklari ve dis fircalari gibi kisisel esyalarin

ortak kullanimi ile oldugu diistinilmektedir (15).
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Perinatal HBV bulasi, aktif ve pasif immiinizasyona ragmen HBsAg
pozitif annelerden dogan bebeklerin %10-15‘inde ortaya cikmaktadir. Viral
replikasyon diizeyinin yiiksek oldugu (>80 pg/ml) HBeAg pozitif annelerden
dogan bebeklerde bu oran %70-90'a kadar ulasabilir. Diger yandan
sezaryan ile dogumun, HIV gibi diger vertikal yolla gecen hastaliklarda

oldugu gibi koruyucu olmadigi belirtiimektedir (15, 16).

Horizontal bulas, biitlinligd bozulmus deri ya da mukoz membranlardan
veya yakin temas sonucu gerceklesebilir. HBV'nun dis ortamda uzun stre
canliigini devam ettirebilmesi nedeniyle kontamine ev esyalari ve hatta
oyuncaklar ile de bulas olusabilecegi belirtilmistir. HBV tasiyicilarinin gesitli
viicut salgilarinda HBV DNA tespit edilebilmesine ragmen, kan ve genital
salgilar disindaki diger viicut sivilariyla bulas hakkinda 6nemli bir kanit
yoktur (105).

Hepatit B virusunun nozokomiyal enfeksiyonlara neden olma sikhigi, HIV
ve HCV ile karsilastinldiginda daha yiksek oldugundan, hastanelerde kan
kaynakli bulagin 6nlenmesinde, tek kullanimlik igne/enjektdr ve ekipman
kullanimi,  cerrahi  aletlerin  sterilizasyonu,  enfeksiyon kontrol
parametrelerinin uygulanmasi ve saglik calisanlarinin asilanmasi gibi

stratejiler 6nem kazanmaktadir (106).

Literatlirde, HBsAg pozitif dondérlerin bobrek ve kornea gibi organlarinin
naklinden sonra gelisen HBV bulagi da bildirilmektedir (107). Bu nedenle
tim organ dondrleri HBsAg acisindan taranmalidir; ancak anti-HBc taramasi
tartismaldir (15).

2.7. Hepatit B Virus Enfeksiyonlarinin Tanisi

Hepatit B virusunun in vitro olarak hicre kdlttrlerinde Uretilememesi
nedeniyle HBV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi temel olarak serolojik ve

molekiler yontemlere dayanmaktadir (108).
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2.7.1. Serolojik Tani

Bu amagla, virusa ait antijenler ve bunlara karsi konak tarafindan
olusturulan antikorlar (HBV gostergeleri; HBV markers) saptanmaktadir
(Tablo 2.2) (108). HBV gostergelerinin saptanmasinda en yaygin olarak
kullanilan serolojik testler ELISA (manuel, yari veya tam otomatize) ve

kemiliminesans (tam otomatize) yéntemleridir.

Serolojik tanida ilk adim, HBV enfeksiyonunun akut ya da kronik
oldugunun saptanmasidir (109). Akut HBV enfeksiyonu sirasinda saptanan
ilk gbsterge HBsAg'dir (Sekil 2.8). Hastalik belirtileri baglamadan 3-5 hafta
once serumda saptanabilir dliizeye ulasmakta ve akut enfeksiyon sirasinda
en yiiksek diizeye cikmaktadir. Iyilesme ile sonuclanan olgularda HBsAg, 2-
6 ay icinde azalarak kaybolmakta ve kisa bir sire sonra HBsAg'ye karsi
olusan ve genellikle hayat boyu kalici olan anti-HBs antikorlari ortaya
cikmaktadir (Sekil 2.8).

Anti-HBs antikorlari noétralizan 6zellige sahip koruyucu antikorlardir.
Aslinda anti-HBs, akut hastalik sirasinda daha erken dénemde olusmakta,
ancak cok fazla miktarda HBsAg varligi nedeniyle antijen tarafindan bloke
edilmekte ve bu gsekilde olusan immin komplekslerin anti-HBs'nin
saptanmasini maskeledigi diistinilmektedir. HBsAg'nin kayboldugu ve heniiz
anti-HBs antikorlarinin saptanamadigi bu déneme “pencere donemi” adi
verilir. Bu ddénemde hem HBsAg hem de anti-HBs negatif olarak
bulundugundan, akut enfeksiyonun tek gostergesi anti-HBc IgM ve/veya
total pozitifligidir. Akut enfeksiyondan sonra anti-HBs antikorlarinin
olusmasi, iyilesmeyi ve kazanilan bagisikligi ifade eder. Anti-HBs pozitifligi,
gegcirilmis akut enfeksiyon disinda hepatit B asisi ile bagisiklama, hepatit B
immiinoglobulin uygulamasi, kan transfiizyonu ve anneden bebede pasif
gecis durumlarinda da saptanabilmektedir. Serum anti-HBs diizeyinin >10
mIU/ml olmasinin, enfeksiyona karsi koruyuculuk sagladigi ifade
edilmektedir (110, 111).
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Tablo 2.2. HBV Enfeksiyonunun Tani ve Izleminde Kullanilan Serolojik

GOstergeler*
Enfeksiyonun Serolojik HBV Gostergeleri HBV-
Durumu HBsAg | Anti- Anti- Anti- HBeAg | Anti- DNA

HBs HBc HBc HBe

IgM total

inkiibasyon +/- - - - + - /-
dénemi
Akut enfeksiyon + - + -/+ + - +
Gegirilmis - + - + - +/- -
enfeksiyon
Kronik tastyicilik + - - +/- - + -
Kronik aktif + - b +/- + R +©
hepatit
Kronik aktif + - - +/- R + e
hepatit (prekor
mutanti ile)
Asilama -2 + - - - - B

* HBV-DNA serolojik bir gosterge olmayip, tani biitiinligi amaciyla tabloya
eklenmistir. °Asilamanin 1-2. haftasinda asi antijeninin distk diizeyde tespit
edilmesine bagli olarak yalanci pozitif sonug alinabilir; °Kronik olarak enfekte bazi
bireylerde pozitif olabilir; “Yontemlerin duyarliidi etkili olmaktadir.

Akut enfeksiyon sirasinda HBsAg'nin ortaya ¢ikmasindan kisa bir sire
sonra serumda HBeAg belirmekte ve HBsAg negatiflesmeden &Once
kaybolmaktadir (Sekil 2.8). Serumda HBeAg'nin varlidi, bulasiclilik,
enfektivite ve aktif viral replikasyon ile iliskilidir. HBeAg kaybolduktan kisa
bir stire sonra anti-HBe antikorlar ortaya ¢ikmakta; bu serokonversiyon ise
viral replikasyonda azalmayr ve hastallk prognozunun iyiye gittigini
gostermektedir. Ancak prekor mutantlar, HBeAg eksprese etmeden aktif
replikasyon gostererek, siroz ve HCC gelisimi igin yuksek risk olustururlar
(52, 110).

Kor proteinine karsi olusan IgM tipi antikorlar, HBsAg'nin
pozitiflesmesinden kisa bir slire sonra olusan ilk HBV antikorlandir (Sekil
2.8). Anti-HBc IgM pozitifligi virusla yeni karsilasmayi isaret ettiginden, akut
HBV enfeksiyonu icin tanisal deger tasir. Daha sonra anti-HBc IgM, yerini

anti-HBc IgG/total antikorlarina birakmakta ve bu antikorlar da genellikle
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serumda hayat boyu kalmaktadirlar. Bu nedenle anti-HBc IgG/total pozitifligi
anti-HBs varlidi ile birlikte dogal olarak gecirilen enfeksiyona karsi gelisen
badisik yaniti gosterir. Buna karsin tek basina saptanan anti-HBc
pozitifliginin yorumlanmasi ile ilgili celiskiler vardir. Ornegin kronik hepatit C
enfeksiyonlu hastalarda saptanan tek basina anti-HBc pozitifligi, parenteral
maruziyetin oldugu bu hastalarda, muhtemelen iyilesmis ya da distik diizey
HBV enfeksiyonunu gdstermektedir. Kan dondrlerinde saptanan izole anti-
HBc pozitifligi ise, ozellikle de ELISA testlerinde optik dansite diisik
bulunmussa, muhtemelen yanlis pozitif sonucu disiindiirmelidir. Iyilesmis
ya da disuk dizeyde devam eden HBV enfeksiyonlari icin altin standart bir
tani yonteminin eksikliginden dolayi, izole anti-HBc pozitifliginin yorumu
ciddi bir sorun olusturmaktadir (111, 112).

Klinik hastalik
| HBeAg | | Anti-HBe

> | HevONA | Anti HBc Total

S

He )

3 Anti HBc IgM

HBsAg
Anti-HBs
ALT

I | I I I [ I | [ 7 I 7 I
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100
Enfeksiyon Haftalar

Sekil 2.8. Iyilesme ile sonuclanan akut HBV enfeksiyonunda tanisal

gostergeler

Kronik HBV enfeksiyonlarinda ise, HBsAg genellikle émir boyu kalici
olmakta ve genellikle anti-HBs antikorlari saptanmamaktadir (Sekil 2.9). Bu
hastalarda HBeAg pozitifligi degiskenlik gostermektedir. Anti-HBc IgM, akut

enfeksiyondan sonra 6 ay icinde siklikla negatiflesmesine ragmen, bazen
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kronik enfeksiyonun akut alevlenmeleri sirasinda serumda saptanabilir
dlzeylere ulagsmaktadir (Tablo 2.2) (111).

Enfektivite
[

v

HBeAg anti-HBe

HBsAg

“Total anti-HBc

Diizey

IgM anti-HBc

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52

Haftalar Yillar

Sekil 2.9. Kronik HBV enfeksiyonunda serolojik gdstergeler

2.7.2. Molekiiler Tani

Hepatit B enfeksiyonunun tanisinda molekiler ydntemlerin kullanim
alanlar; (a) Kantitatif viral yiik testleri, (b) Genotiplendirme testleri, (c) ilag
direncinde mutasyon varligini saptayan testler ve (d) Kor promotor/prekor

bblge mutasyon testleri olmak Uizere dért amaca yoneliktir (88).

Kantitatif HBV DNA testlerinin, kronik hepatit B'nin ilk degerlendirmesi
sirasinda ve prognozun takibinde oldugu kadar, tedavinin baslamasinda ve
antiviral ajanlara karsi yanitin takibinde de buyidk 6nemi vardir (113).
Plazma ya da serumda HBV DNA'sinin tespiti, kronik HBV enfeksiyonunun
tani kriterlerinden biri oldugundan, serolojik testlerle birlikte HBV DNA
diizeyinin de calisilmasi bir gerekliliktir (Tablo 2.2) (88).

HBV genotipleri ile kronik enfeksiyon gelisim riski ve tedaviye yanit
arasinda yakin iliski oldugu bildiriimektedir. Ornegin genotip B ile enfekte

olan hastalar, genotip C ile enfekte olanlara gbre daha iyi progresyon
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gostermektedir. Benzer olarak farkli genotiplerin antiviral tedaviye olan
yanitlari da farkl olabilmektedir. Bu nedenlerden dolayr molekiiler yontemler
ile HBV genotiplendirmesinin yapilmasi énerilmektedir. Genotiplendirme igin

DNA dizi analizi ve Line Prob Assay gibi yontemler kullanilabilir (88, 114).

Tedavi alan kronik hepatit B'li hastalarda, antiviral ilaglara karsi direng
gelisiminin izlenmesinde viral yidk takibinin yapilmasi ve tedaviye
yanitsizhgin  oldugu durumlarda dirence neden olan mutasyonlarin

saptanmasi icin de yine molekiler yontemlerden yararlaniimaktadir (3).
2.8. Hepatit B Virus Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Hepatit B virusuna karsi etkin antiviral aktivite gOsteren birgok ajanin
varligina ragmen, genel bir prensip olarak, akut HBV enfeksiyonlarinda
0zgul antiviral tedavi uygulanmamaktadir (7). Semptomatik akut hepatit B'li
hastalara destekleyici tedavinin uygulanmasi vyeterlidir. Bunlar arasinda
yatak istirahati, kusma ve diyare nedeniyle ortaya cikan sivi kaybinin
giderilmesi, ates ve eklem adgnlarinin antipiretik ve analjeziklerle

semptomatik tedavisi yer almaktadir.

Kronik hepatit B'li hastalarda ise antiviral tedavi, siroz ve HCC gelisiminin
Onlenmesi ve riskin azaltlmasi amaciyla uygulanmaktadir. Tedavinin
basarisi; virusun siipresyonu (HBV DNA'nin negatiflesmesi, HBeAg ve HBsAg
kaybi) ve karaciger fonksiyonlarinin diizelmesi (ALT dizeyinin normale
dénmesi, karaciger histolojisinin diizelmesi) ile 6&lclilmektedir (115).
Tedaviye, virusun replikasyon durumu (viral yik) ve karaciger hastaliginin
dizeyi dikkate alinarak baglanmakta ve tedavi protokolli hastanin yasi,
tedaviye uyumu ve HBeAg durumuna gore dizenlenmektedir (113) (Sekil
2.10).
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HBeAg pozitif HBeAg negatif
HBV DNA HBV DNA HBV DNA HBV DNA
<20,000 IU/ml 220,000 IU/ml <2,000 IU/ml 22,000 |U/ml
AN 1
......... e // :
....... ;/~ :‘<“ I
'-.* A e _‘v
e ALT normal ALT normal
Tedavi Aﬂ,:jrzgf" degerin 1-2 degerin 2
verilmez kati katindan yiiksek

| | |

Tedavi Tedavi verilir
verilmez ya da dnce
hastalik
siddetinin

tespiti icin
biyopsi yapilir

Sekil 2.10. Kronik HBV enfeksiyonunun tedavi algoritmasi

(http://knol.google.com’dan uyarlanmistir)

2.8.1. Antiviral Ajanlar

Kronik HBV enfeksiyonunun tedavisi igin onay almis ilaglar iki grupta
toplanmaktadir. Bunlardan birincisi, viral replikasyonu inhibe etmesinin yani
sira konagin immdin yanitini da diizenleyen alfa-interferonlar (IFN-a); digeri
ise HBV DNA sentezini direkt olarak inhibe eden nikleoz(t)id analoglaridir.
GUndmuzde Avrupa llkelerinde uygulanan yedi farkll tedavi yaklagimi
mevcuttur. Bunlar; standart interferonlar (IFN-a2a ve a2b), pegile
interferon (PegIFN-a2a), nikleozid analoglari (lamivudin, telbivudin,
entekavir) ve asiklik nukleotid analoglari (adefovir, tenofovir) olarak
siralanabilir (Tablo 2.3). HBV'na karsi antiviral aktivite gdsteren ve klinik
kullanim igin geligtirilen diger nikleoz(t)id analoglar arasinda ise
emtrisitabin, klevudin, torsitabin, amdoksovir ve alamifovir yer almaktadir
(116-118).


http://knol.google.com'dan/
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ilag Ticari adi Doz
Interferon alfa-2b Intron A 5 milyon IU sq qd veya 10 milyon IU sq 3x/hafta
Peginterferon alfa-2a | Pegasys 180 mcg sq haftada bir kez

P Epivir-HBV (100 mg) | 100 mg PO qd
Lamivudine (3TC) Epivir 300 mg PO qd
Adefovir (ADV) Hepsera 10 mg PO qd

: 0.5 mg PO qd " — Naif hastalarin tedavisi i¢in

Entecavir (ETV) Baraclude 1 mg PO qd fo — Lamivudine direncli hastalar icin
Telbivudine (LdT) Tyzeka 600 mg PO qd
Tenofovir (TDF) Viread 300 mg PO qd

IU: internasyonel iinite; sq: Subkiitan; PO: Oral yol; qd: Giinde bir kez; bid: Giinde iki kez

Tablo 2.3. Kronik HBV enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan antiviral

ajanlar(http://depts.washington.edu/hepstudy/hepB/mgmt/agents/discussion.html

‘den uyarlanmigtir)

2.8.1.1. Alfa Interferonlar

Standart IFN-a (Roferon A®, Intron A®) tedavisi, nikleoz(t)id
analoglarinin aksine antiviral dirence neden olmamakta, ancak sinirli siire
(haftada 3 kez 3-10 MU, 6-12 ay boyunca) uygulanmaktadir (117). Zira yan
etkileri fazla olup, hastalarin %30’'unda tedaviye son verilmesi

gerekmektedir.

Standart IFN-a’'nin polietilen glikol molekiili ile pegilasyonu sonucu elde
edilen pegile IFN-a ise, yari émri daha uzun oldujundan daha yiiksek
sistemik kalicillk ve daha iyi biyolojik etki olusturan bir molekuldur.
GUndmuzde sadece PegIFN-a2a (Pegasys®), HBeAg negatif ve pozitif
kronik hepatit B tedavisinde kullaniimak icin Avrupa ve Amerika’da onay
almistir. Haftada bir kez cilt altindan uygulanir; ancak tedavi sirasinda
halsizlik, doza bagli trombositopeni ve l6kopeni gibi ciddi yan etkiler ortaya
cikabilir. ALT dilzeyinde ylkselmeler nedeniyle dekompanse karaciger
sirozunda kullanimi kontrendikedir (117, 118).


http://depts.washington.edu/hepstudy/hepB/mgmt/agents/discussion.html'den
http://depts.washington.edu/hepstudy/hepB/mgmt/agents/discussion.html'den
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2.8.1.2. Niikleoz(t)id Analoglan

Nikleoz(t)id analoglari (NA) 6n ilag (pro-drug) olarak kabul edilebilir,
zira polimeraz inhibitdri olarak etki gdsterebilmeleri icin fosforile edilerek
aktive olmalarn gereklidir. Bu ilaglar 6nce hiicresel kinazlarla nukleozid
monofosfatlara, daha sonra da yine hiicresel enzimlerle difosfat ve trifosfat
formlarina  dondsmektedir.  Glinimizde; L-nikleozidler  (lamivudin,
telbivudin, emtrisitabin, klevudin), asiklik fosfonat nikleotidler (adefovir,
tenofovir) ve siklopentan deoksiguanozin  analoglari  (entekavir,

abakavir/karbovirin) olmak lzere (g grup ajan mevcuttur (119).

Lamivudin (Zeffix®, Epivir®, Lamivir®): lyi tolere edilebilen oral L-
niikleozid analogu olan lamivudin (LVD), DNA zincir sentezini sonlandirarak
HBV replikasyonunu durdurur. HBeAg pozitif kronik hepatit B (KHB)
hastalarinda 100 mg/giin dozunda kullanildiginda bir yillik tedavi ile HBV
DNA diizeyi ortalama 5.5 log kopya/ml azalmaktadir. Hastalarin %36-
41'inde ise HBV DNA tespit edilemeyen diizeylere gerilemekte ve yaklasik
%20 hastada HBeAg serokonversiyonu elde edilmektedir (120). Tedavi
suresince HBsAg serokonversiyonu nadirdir, ancak HBeAg serokonversiyonu
elde edilen hastalarda tedaviden sonraki 3 yil icinde %20 oraninda HBsAg
kaybi gorilebilmektedir (121). Replikasyonunun durdurulmasina ragmen
HBV, hepatositlerin icinde varlidgini devam ettirmekte ve 1-2 yillik
tedavilerde, tedavi kesildikten sonra tekrar replike olmaya baglamaktadir.
Bu durumda tedavinin uzun sire verilmesi énerilmektedir; ancak uzun sireli
tedavide ilag baskisi nedeniyle mutant suslar secilmektedir. Bu mutantlar,
polimeraz enziminin aktif katalitik bolgesindeki yiksek derecede korunmus
YMDD motifinde M-V, M-I veya M-S (rtM204V/1/S) aminoasitlerinin
degisimi sonucu meydana gelmekte ve 5 yillik tedavi sonrasi %70’e varan
oranlarda gelismektedir. YMDD aminoasit motifi HBV ve HIV
polimerazlarinin her ikisinde de gorilmekte olup, bu motif LVD, emtrisitabin
ve telbivudine karsi dirence neden olmakta ve ayni zamanda entekavir ile

tedavi icin de direng riski tagimaktadir (61, 121).
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Telbivudin (Tyzeka®, Sebivo®): Telbivudin (LdT), timidinin L-nikleozid
analogudur ve HBV DNA zincir sentezini sonlandinr. HBeAg negatif
hastalarin bircogunda bir yillilk LdT tedavisi sonrasi HBV DNA diizeyi
saptanamayan sinirlara diismis ve bu yanit LVD ile karsilastinldiginda daha
yuksek olmustur. Bir yillik tedavi sonrasi HBeAg pozitif (rtM204I) hastalarda
%S5, HBeAg negatif hastalarda ise %?2 direng gorilmis, ancak 5 yillik tedavi
sonrasl bu oran HBeAg pozitif hastalarda %25’e ylikselmistir. LVD ile capraz
direnc gostermesi ve tedaviyle ortaya cikan yiksek direng orani nedeniyle
LdT, HBeAg pozitif hastalarin tedavisinde bir secenek olarak kabul
edilmemektedir (117).

Adefovir Dipivoksil (Hepsera®): Bu ilag, zincir sentezini sonlandirarak
HBV polimerazi inhibe eden oral asiklik fosfonat niikleotid analogudur (117).
Ayrica polimeraz proteininin priming fonksiyonunu da bozmaktadir.
Adenozinden daha kiiglik asiklik yapida oldugu igin LVD'ye karsi gelisen
direng mekanizmasi etkili olmamaktadir. HBeAg negatif hastalarda 5 yillik
tedaviden sonra %29 oraninda dirence neden olan rtA181T ve rtN236T
mutasyonlari gelismektedir (122). Adefovir (ADV) LVD ile capraz direng
gostermez ve bu nedenle LVD' ye direngli KHB hastalarinda daha etkilidir
(123).

Tenofovir (Viread®): Tenofovir disoproksil fumarat, adefovir gibi oral
yoldan uygulanan bir niikleotid analogudur. Etki, potens ve antiviral direng
profili ydntinden adefovir ile benzerlik gosterir. HBeAg pozitif hastalarda 48
haftalik tedavi ile %80 oraninda HBV DNA negatifligi saglamaktadir (117).
HBeAg negatif hastalarda ise % 95 oraninda basari elde edilmistir. KHB
hastalarinda 2 yillik tedavi sonrasi tenofovir direncini gdsteren hicbir kanit
elde edilmemigstir (124).

Entekavir (Baraclude®): Bir siklopentil guanozin analogu olan entekavir
(ECV), HBV DNA priming fonksiyonunu, negatif zincirli DNA'nin ters
transkripsiyonunu ve pozitif zincirli DNA'nin sentezini inhibe etmektedir. Bu

nedenle HBV'na karsi ¢ok gugli etkisi vardir. HBeAg pozitif ve negatif
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hastalarda 0.5 mg/gin dozunda tedavi ile LVD" ye goére belirgin oranda
yuksek virolojik, biyokimyasal ve histolojik yanit elde edilir (117). HBsAg
kaybi bir yillik tedaviden sonra %?2 iken, tedaviden vyillar sonra %/5’e
ulasmaktadir. LVD tedavisi almamis hastalarda entekavire direnc oldukca
nadir olup, 6 yillik tedavi sonrasi sadece %1-2 olarak bildirilmektedir. Buna
karsin LVD’e direncli hastalarda bir yillk tedavi sonrasi %1-4 oraninda

entekavir direnci ortaya ¢cikmaktadir (125).
2.8.2. Antiviral Ilaclara Direngc Mekanizmalari

Yiiksek replikasyon hizina ve buna bagh olarak da yliksek mutasyon
oranina sahip olan HBV'nun neden oldugu kronik enfeksiyonlarin
tedavisinde monoterapi, buylk olasilikla direncli virus suslarinin segilmesi ile
sonuglanacaktir. Bu nedenle ideal tedavi rejimi, farkl bdlgeleri hedef alan
antiviral ilaglan icermelidir. BOylece replikasyonun tamamen baskilanmasi
saglanabilir ve direng gelisimi Onlenebilir. Antiviral ajanlara karsi direng
gelisimi virusa, konaga ve ilaca bagl faktorlerin karsilikh etkilesimi ile
belirlenmektedir (119).

Lamivudin (LVD) direnci: HBV polimerazinda LVD direnci ile iligkili olarak
rtM204V ve rtM204I olmak Uzere iki primer mutasyon tanimlanmistir (Sekil
2.11). Bunlardan rtM204V mutasyonu genellikle onarici (kompansatuvar)
rtL180M mutasyonu ile iliskilidir (3). Primer LVD mutasyonlari olan
rtM204V/1 sonucunda valin ve izoldsinin, ilacin polimeraza baglandigi ylizey
bolgesinde sferik engellemeye neden oldugu ve baglanma igin gerekli

katalitik aktiviteyi azalttigi tespit edilmistir (119).

Siklikla rtM204V mutasyonu ile birlikte bulunan rtL180M mutasyonu
LVD’ye direnci artirir; ancak tek basina LVD direncine katkida bulunmaz
(121). RtM204V/I %= rtL180M mutasyonlarn olan suslarin, adefovir ve
entekavire duyarll iken diger L-nilkleozidlerine direng gosterdigi
belirlenmistir (126).
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Adefovir(ADV)/Tenofovir(TDF) direnci: ADV direnci ile iligkili primer
mutasyonlar, polimerazin D kangalindaki rtN236T ve rtI233V ve B
kangalindaki rtA181V degisimidir (Sekil 2.11). Bu mutasyonlar ilacin

polimeraza baglanma afinitesini azaltmaktadir (119).

Tenofovire direng ile iliskili olarak da rtA194T mutasyonu bildirilmistir.
Bu mutasyonun da dNTP baglanma bdlgesi ile iliskili olarak DNA kalip
zincirinin pozisyonunu degistirebildigi ve DNA polimerizasyonunu etkiledigi

One surulmastir (127).

HBYV Polimeraz geni
349

Terminal Protein Spacer Reverse Transcriptase

845

Ters transkriptaz geninin bolgeleri 344

Niikleozid analoglarina karsi direng ile iligkili mutasyonlar ve aminoasit degisimleri
A\ SN
Gen Bolgesi A B C D E

Temel aa 80 | 169 | 173 | 180 | 181 | 184 | 202 | 204 | 236 | 250
pozisyonu

Temel L I v L A T s M N M
aminoasit

Lamividin |, L M T V/I/S
direnci

A_defO\_/ir TV T
direnci

E_nteka_vir T M S/AN | Gn Vv Vv
direnci L/F/G

Telbivudin
direnci

Sekil 2.11. Polimeraz geninde niikleoz(t)id analoglarina karsi primer direng

mutasyonlari(http://depts.washington.edu/hepstudy/hepB/mgmt/treatment/discu

ssion.html’den uyarlanmistir)


http://depts.washington.edu/hepstudy/hepB/mgmt/treatment/discussion.html'den
http://depts.washington.edu/hepstudy/hepB/mgmt/treatment/discussion.html'den
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Entekavir (ECV) direnci: ECV'e direng gelisiminde rtM204V/I primer LVD
direnc mutasyonu ©On sart olarak gorilmektedir. Bununla birlikte ECV
direncinin klinik ya da fenotipik ekspresyonu icin rtM204V/rtL180M
mutasyonlarina ek olarak rtT184G, rtS202I, rtM250V ve rtI169T
mutasyonlarinin da olmasi gereklidir (Sekil 2.9). Molekiler modellemede
rtM250 ve rtI169 mutasyonlarinin nikleik asit primer ya da kalbi ile
etkilesim gosterirken, rt184 ya da rtS202'de olan degisimlerin dNTP
baglanma bdlgesinin yanindaki geometriyi degistirdigi gosterilmistir. ECV
direnci icin coklu mutasyonlarin gerekmesi, direnc icin yliksek bir genetik

bariyer oldugunu distindiirmektedir (3, 119).
2.8.3. Direng Tespiti ve Izlenmesi

Antiviral ilag direncinin belirlenmesinde HBV viral ylk testleri,
genotiplendirme ve fenotiplendirme testleri kullaniimaktadir  (128).
GUndmuzde kullanilan HBV DNA testleri ile, ilaca direngli HBV
popllasyonunun ortaya cikisi yavas olsa bile, viral yukteki artis duyarl bir
sekilde saptanabilmektedir. Genotiplendirme amaciyla ise DNA dizi analizi,
PCR drunlerinin DNA dizi analizi, klonlanmis HBV segmentlerinin DNA dizi
analizi, Line prob yontemi, PCR RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), gercek zamanh PCR, mikrogip ile DNA dizi analizi,
pirosekanslama, peptid nikleik asit problari ile PCR ve FRET (fluorescence
resonance energy transfer) problari ile gercek zamanli PCR gibi yontemler

uygulanabilir (3, 6).

HBV genom dizi analizi ybntemi, vyeni testlerin gelistiriime
calismalarinda altin standart olarak kabul edilmektedir. Hedeflenmis viral
genom bdlgesinin PCR ile amplifikasyonundan sonra yapilan dizi analizi;
viral genotip, prekor/kor, bazal kor promotor ve polimeraz mutasyonlari
hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Bu teknigin en 6nemli avantaji, heniiz
direng mutasyonunun bilinmedigi yeni antiviral ilac alan hastalarda herhangi
bir yeni mutasyonu saptayabilmesidir. Majér dezavantaijlar ise, zaman alici

olmasi ve PCR ile amplifikasyon ve dizi analizine ihtiyag duyulmasidir (6).
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Hibridizasyon temelli Line-Prob (INNO-LiPA) yontemiyle ise total virus
poptlasyonunun %5-10‘undan sorumlu mutantlar saptanabilir. Bu yontem,

hastalik progresyonu agisindan yuksek riskli olgular igin avantajhdir (3).

Direncli mutantlarin in vitro fenotipik analizi icin gelistirilen
yaklasimlar arasinda ise; viral polimeraz icin enzimatik yéntemler, direncli
HBV mutanti eksprese eden devaml hiicre kiltirleri ve viral replikasyonun
ve ilag duyarlihdinin analizi icin direncli mutantin genomunun transfer

edilebildigi hiicre kiiltir modelleri sayilabilir (128).
2.9. Hepatit B Virus Enfeksiyonlarindan Korunma ve Asi

Hepatit B virus enfeksiyonlarindan korunmada temel onlemler risk
faktorlerinden sakinma ve asilanmadir. Bugln igin HBV agisi, Ulkemiz de
dahil olmak Uzere dinyanin birgok (lkesinde rutin ulusal asillama
programina dahil edilmistir (129). Bu programa gore tiim bebekler Gniversal
olarak, daha onceden asilanmamis gocuk ve adolesanlar rutin olarak ve
daha 6nceden asilanmamis erigkinler risk grubundakiler &éncelikli olmak

Uzere asilanmaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisi ile hazirlanan HBV asilari, alti aylk sire
zarfinda (0, 1, 6. ay) Ug doz kas ici olarak uygulanmaktadir. Etkinligi son
derece vyiiksek olan bu asilarnn, U¢ dozluk asllamayl takiben saghkli
eriskinlerde %95-100 ve saglikh gocuk/addlesanlarda %90-95 oraninda
immiinojenik oldugu bilinmektedir (129-131). Asiya karsi yanitsizlik ya da
disik yanita neden olan faktorlerin, bebeklerde diisiik dogum adirig,
eriskinlerde ise 40 yas Uzerinde olma, erkek cinsiyet, sigara kullanimi,
obesite ve altta yatan bazi hastaliklar (immin sipresyon, HIV enfeksiyonu,

bobrek yetmezligi, siroz) ile iliskili oldugu saptanmistir (130).

Asinin indlkledigi immdiin yanit uzun sire kalici olup, antikor dizeyleri
15 yildan uzun slre koruyucudur (129). Her ne kadar koruyucu antikor
dizeyi >10 mlIU/mL olarak kabul ediliyorsa da, daha dusik hatta

saptanamayan titrelerde bile olsa, asilanmig tim bireyler HBV
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enfeksiyonuna karsi bagisik kalmaktadir (129, 130). Bu durum, asinin
indiikledigi immin yanitin, olusan bellek hiicreler tarafindan devam
ettirilmesine badlidir (131). Dolayisiyla giinimiizde asinin tekrar (booster)

dozunun uygulanmasi 6nerilmemektedir (130).

HBV agisi son derece guvenilir bir agi olup, bazi nérolojik yan etkilerin
bildirildigi raporlar olmakla birlikte, bunlar olgu bazindadir ve nedensel bir
iliskiyi isaret etmemektedir (130). Asilama sonrasi en sik rastlanilan yan
etkiler, enjeksiyon yerinde adri, ates, bas agrisi, kas adrilari ve hafif
yorgunluk seklindedir. Asiya karsi alerjik reaksiyon gelisme riski ise 1/1.1

milyon doz olarak 6ngdrilmektedir (129).

Hepatit B virusu ile temas sonrasi enfeksiyonun dnlenmesi amaciyla
iki profilaktik tedavi yaklasimi mevcut olup, bunlardan birisi HBV asilamasi,
digeri ise hepatit B immiinoglobulin (HBIG) uygulamasidir. Endikasyon
oldugu durumlarda (6rnegdin, HBsAg pozitif anneden dogan bebekler, vb)
her iki tedavinin birlikte uygulanmasi gereklidir (131). Virus ile
karsilasmadan sonra kisa sire icinde (dogumu takiben 12 saat; igne
batmasini takiben 7 gln; cinsel temasi takiben 14 gln iginde)
uygulandiklarinda hem HBIG hem de asinin koruyuculugu oldukga ytiiksektir

ve olgularin sadece <%5’'inde semptomatik enfeksiyon geligebilir (130).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Bu calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali, Gastroenteroloji Unitesi’nde kronik hepatit B tanisi konulan ve
bir yil ve/veya daha uzun sire lamivudin tedavisi alan 38 hasta dahil
edilmistir. Hastalar, HBV viral yik ve karaciger enzim dizeylerinin rutin
kontrolii icin Gastroenteroloji Unitesi'ne basvurduklari zaman kan érnekleri

alinarak serumlari ayrilmis ve calisincaya kadar -80°C'de saklanmistir.

Calismaya alinan olgular, HBV gostergeleri (HBsAg, HBeAg, anti-HBc
total, anti-HBe, anti-HBs), karaciger enzim (ALT, AST) dizeyleri ve viral yik
degerleri (HBV DNA) daha onceden belirlenmis hastalardir. Bu hastalarda
HBV géstergeleri kemiliiminesans immiinolojik yontemi ile (Architect®HBsAg,
Abbott, Almanya); ALT ve AST duzeyleri modiler bir otoanalizor ile
(Roche/Hitachi, Tokyo, Japonya) ve HBV DNA dizeyleri gercek zamanli PCR
(COBAS®AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV Test, version 2.0, Roche, ABD)

yontemi ile caligiimistir.

Calismamiza dahil edilen olgularin enfekte oldugu HBV susunun polimeraz
geninde antiviral ilaclara karsi direng olusturan mutasyonlarin varligi, DNA
dizi analizi ve hibridizasyon temeline dayanan ticari Inno-Lipa HBV DR v2

testi (Innogenetics, Belgika) ile arastiriimistir.
3.2. Etik Kurul Onayi

Calismanin amag ve igerigi ile ilgili olarak hazirlanan detayh rapor “Etik
Kurul Basvuru Dosyasl” halinde Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanligi'na sunulmus ve 27.08.2009 tarih ve FON 09/45-188 sayi ile

degerlendirilerek Etik Kurul onayi alinmistir.
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3.3. Hepatit B Virusunda Ilac Direncine Neden Olan Mutasyon

Varliginin Saptanmasi
3.3.1. DNA Dizi Analizi
3.3.1.1. Yontemin Mekanizmasi

Dizi analizi, bir DNA zincirinin tim nukleotid dizilerinin belirlenmesi
anlamina gelmektedir. Cift polimer bir yapi olan DNA molekiiliinde guanin
(G), sitozin (C) ile ve adenin (A), timin (T) ile eslesmektedir. DNA'nin bir
zinciri, komplementer DNA (cDNA) zincirlerinin olusturulmasini saglar ve bu
komplementer zincir orijinal zincirin tekrar olusturulmasinda kullanilabilir.
DNA dizi analizi yontemleri, temelde ayni prensibe ydnelik olup, her biri bir
oncekinden bir baz daha fazla igeren seriler halinde tek zincirli DNA
molekdllerinin olusturulmasi esasina dayanirlar. Bu molekiiller, elektroforez ile
dizinin okunabilmesini saglayan merdiven seklinde gozlenirler (132). Dizi
analizi yontemlerinden Sanger ydntemi, dideoksi zincir sonlanmasi yontemi
olup glinimizde en fazla kullanilan yoéntemdir. Bu ydntem; doért farkl
reaksiyon iginde farkh uzunluklarda DNA zincirlerinin sentezi icin enzimatik
prosedirin kullanimi, DNA replikasyonunun durdurulmasinin dort bazdan biri
tarafindan gercgeklestiriimesi ve daha sonra olusan parcalarin uzunluklarinin

belirlenmesi esasina dayanmaktadir (133).

Elektroforeze dayal bir uygulama olan dideoksi zincir sonlanmasi yontemi
ile DNA zincirindeki her bir bazin pozisyonu tek tek belirlenmektedir. Bu
yontemde isaretlenen DNA parcalarn, yutksek ¢ozunurlikteki poliakrilamid
jelde aynlarak baz dizilerinin okunmasi saglanmaktadir (132). Bu ydntem
teknik olarak ¢ basamaktan olugsmaktadir:

1. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)

2. Dizileme (sekans) reaksiyonu

3. Jel elektroforezi ve bilgisayarda degerlendirme
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Dizileme reaksiyonunda saflastirilmis bir DNA kalibi, Taqg DNA polimeraz,
primer, deoksinlkleotid ve dideoksinikleotid gibi bilesenler kullanihr.
Reaksiyon, PCR gibi 3 ana basamakta ve ortalama 30-40 doéngide
gerceklesir. Klasik 1si dongu cihazlarinda uygulanan bu reaksiyon sirasinda
lineer bir artis elde edilmektedir. Bu yéntemde, temel PCR prensibine gore,
DNA polimeraz ile primerin 3° ucundan DNA sentezi baslatiimakta ve her bir
yeni niikleotid son nikleotidin 3 -OH grubuna eklenmektedir. Dideoksi
yontemi ismini, reaksiyonda kritik bir rol oynayan 3" karbon atomunda —OH’
in eksik oldugu sentetik niikleotidden alir. Dideoksiniikleotidlerin reaksiyona
uygun konsantrasyonlarda eklenmesiyle olusan DNA oligonikleotid
zincirlerinin uzamasi, diger niikleotidin baglanmasi icin gerekli olan 3 -OH
eksik oldudu igin rastgele bir bicimde sonlanmaktadir. Bu nedenle dideoksi
yontemi, ‘zincir sonlanma yontemi’ olarak adlandinimaktadir. Sonlandirici
ozellikteki bu bazlar, 4 farkli floresan boya ile isaretlenir ve reaksiyon 4 farkli
tipte, 4 ayn reaksiyon karisimi halinde gergeklestirilir. Reaksiyon sonucunda,
deoksintkleotidlerle uzamig ve dideoksinlkleotidler ile sonlanmig cesitli
uzunlukta diziler elde edilmis olur. Tim dizilerin 5° uglar aynidir, ancak 3"
uca 0zgin baza gobre uzunluklari degisecektir. Bu dizilerin son bazlari
otomatik dizi analizi cihazlarinda (Cycle Sequencing) okunabilmektedir (132,
134).

3.3.1.2. Yontemin Uygulanmasi
a) HBV DNA Eldesi

Calismamizda, hastalarin serum 6rneklerinden DNA izolasyonu, ticari bir
spin kolon nikleik asit ekstraksiyon kiti olan High Pure Viral Nucleic Acid Kit
(Roche Diagnostics, Almanya) ile Ureticinin Onerileri dogrultusunda yapildi.
Buna gore 200 pl hacimdeki her bir 6rnege, poli(A) tastyici RNA soliisyonu ve
proteinaz K iceren 200 pl baglanma sollisyonu [Binding Buffer (BB), 6 M
guanidin-HCL, 10 mM dre, 10 mM Tris-HCL, %20 Triton X-100, pH: 4.4
(25°C)] eklenerek karistirildi; 72°C'de 10 dakikalik inktibasyonu takiben, 100
ul BB daha eklenerek kolonlara aktarildi ve 1 dakika 12.000 rpm’de santrifiij
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uygulandi. Kolonlara 500 ul inhibitér uzaklastirici solisyon [ Inhibitor Removal
Buffer; saf alkolde 5 M guanidin-HCL, 20 mM Tris-HCL, pH: 6.6 (25°C)]
eklendi ve ayni sekilde santriflij edildi. Daha sonra 450 pl yikama sollisyonu
[ Wash Buffer (WB), saf alkolde 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCL, pH: 7.5 (25°C)]
ile iki kez yikanan kolonlara, énceden isitilmig ayristirma sollsyonu [ E/ution
Buffer; 10 mM Tris-HCL, pH: 8.5 (25°C)] eklendi; 1 dakika 12.000 rpm‘de

santrif(ij edildi ve nikleik asit eldesi gergeklestirildi.

Saflastirmasi tamamlanan ornekler, mutasyon analizi yapilincaya kadar
-20°C’de sakland.

b) iki Turlu (NVested) PCR

Bu yontem HBV DNA'sinda polimeraz gen bdlgesinin ¢ogaltiimasi amaciyla
uygulandi. Direncin arastirilacagi hedef bolgeler ve bu bdlgeler ile ilgili primer

dizileri Bozdayi ve arkadaslarinin galismasindan alindi (135) (Tablo 3.1).

Birinci tur PCR reaksiyonu icin 6rnek basina, 1.5 mM MgCl,;, 0.2 mM
dNTP, her bir primerden 25 pmol icerecek sekilde 1.5 mllik ependorf
tipunde PCR karisimi hazirlandi (Tablo 3.2). 5 pl 10x tampon (buffer), 0.5 pl
Taq polimeraz ve 29.5 pl steril distile su eklendikten sonra olusturulan
karisim, vorteks cihazinda (Velp® Rx3, italya) hafifce karistirilip mikrosantrifiij
(Hettich, Almanya) ile 3000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildikten sonra, her
bir 6rnege ait ve (izerinde numaralari yazili steril 0.2 ml'lik PCR tiiplerine 45
Wl olacak sekilde paylastiriidi. Daha sonra Ustlerine 5%er pl DNA 6rnegi
konulup 1s1 déngl cihazina (MyGenie32 Thermal Block, BIONEER, Kore)
yerlestirildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.1. iki Turlu PCR icin Kullanilan Primer Dizileri

1. Tur | 5'- CACCTG CAG CCT CAT TTT GTG GGT CAC CATA -3'(S)

5'- CAT AAG CTT CAC AAT TCG TTG ACATACTTT CCA AT - 3' (A)
2.Tur |5 -TCG CTG GAT GTG TCT GCG GCG TTT TAT - 3’ (S)

5 -ACCCCATCTTTT TGT TTT GTT AGG - 3’ (A)

Tablo 3.2. Birinci Tur PCR Bilesenleri ve Reaksiyon Kosullari

Bilesenler Kosullar

10X Tampon 5 ul 94°C’ de 15 dakika

MgCl; (25 mM) 3l 94°C’ de 1 dakika

dNTP (2 mM) 5 ul 45°C’ de 2 dakika } 3> doned
Primerl (25 pmol) | 1 72°C’ de 2 dakika

Primer2 (25 pmol) | 1 72°C’ de 7 dakika

Taq Polimeraz 0.5 ul

ddH,0 29.5 ul

Kalip DNA 5ul

Toplam hacim 50 ul

Ikinci tur PCR reaksiyonu icin ise érnek basina, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
dNTP, her bir primerden 25 pmol icerecek sekilde 1.5 mllik ependorf
tipunde PCR kangimi hazirlandi (Tablo 3.3). 5 pl 10x tampon, 0.5 pl Taq
polimeraz ve 33.5 pl steril distile su eklendikten sonra vorteks cihazinda
hafifce kanistirilip 3000 rpm’de 10 saniye santriftij yapildi ve 0.2 ml'lik PCR
tliplerine 49 pl olacak sekilde dagitildi. Daha sonra Ustlerine ilk tur PCR
drtininden 1 pl eklendi ve 1s1 dongu cihazinda birinci tur ile ayni reaksiyon

kosullarinda amplifikasyon islemi gergeklestirildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. ikinci Tur PCR Bilesenleri ve Reaksiyon Kosullari

Bilesenler Kosullar

10X Tampon 5 ul 94°C’ de 15 dakika

MgCl; (25 mM) 3ul 94°C’ de 1 dakika

dNTP (2 mM) 5 4 45°C’ de 2 dakika } 35 doned
Primerl (25 pmol) | 1 pl 72°C’ de 2 dakika

Primer2 (25 pmol) | 1l 72°C’ de 7 dakika

Taq Polimeraz 0.5 ul

ddH,0 33.5 pl

1. Tur PCR Urind 1l

Toplam hacim 50 ul

Agaroz Jel Elektroforezi

iki turlu PCR ile elde edilen iriinlerin gériintiilenmesi icin 6nce %2'lik
agaroz jel hazirlandi. Bunun igin 2 gr agaroz 100 cc 1X TAE [50x TAE: 242 gr
Tris baz + 57.1 ml asetik asit + 100 ml 0.5M EDTA (pH: 8) + 600 ml distile
su — pH 7.8'e ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve 50
kat sulandirilarak kullanildi] solisyonu ile kanstinhp mikrodalga firinda
(Arcelik MD551, Tirkiye) homojen seffaf hale gelinceye kadar isitildi ve
taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavasca dokiildi. Katilasincaya kadar oda
Isisinda bekletildi; daha sonra elektroforez tankina vyerlestirilerek PCR
orneklerinin ylklenmesine hazir hale getirildi. Daha 6nce PCR islemi yapilan
ve 4°C'de bekletilen 6rneklerden 5%er ul alinarak parafilm Gzerinde 2 ul
yukleme tamponu (100 mg Orange G + 55 ml gliserol + 45 ml 1x TAE ile
hazirlanmis stok soliisyondan) ile iyice karistinldi. Daha sonra elektroforez
tankina vyerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiklendi. Tankin kapadi
kapatildiktan sonra ornekler elektroforez cihazinda (Consort EV243, Belgika)
50 mA akim verilerek 45 dakika yUritildi. Ardindan jel %1 etidyum bromir
(10 mg/ml olacak sekilde hazirlanan etidyum bromir sollisyonundan 200 pl

alinip, 2000 ml 1xTAE cozeltisi igine eklendi) iceren solisyonda 15 dakika
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ve Biospectrum (Cambridge, Ingiltere) gdriintileme cihazinda

incelendi. Bant gbzlenen drnekler ile caligmaya devam edildi.

c) Saflastirma Asamasi

Bant gozlenen amplifikasyon ({riinleri, Invisorb Rapid PCR® Kkiti

(Invitek,

1.

6.

Almanya) ile saflastinldi. Bu amagla asagidaki islemler uygulandi:

PCR UrinG Uzerine 130 pl Buffer P eklenerek tlip icerigi spin filtre

tlpline aktarildi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

. 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

. Kolonlar temiz alt tiiplere aktarildi. Uzerlerine 700 pl yikama

tamponu eklendi ve 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

. Kolonlar temiz alt tiplere aktarldi ve 3 dakika 13.000 rpm’de

santrifij edildi.

Son olarak kolonlar steril 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tliplerine konuldu
ve Uzerlerine aynstirma solisyonundan 30 ul eklendi. Oda
sicakhginda 3 dakika inkiibe edildikten sonra 10.000 rpmde 1
dakika santriftj edildi.

Saflastirma rtnleri %2'lik agaroz jelde yuritilerek kontrol edildi.

d) Dizi Analizi Reaksiyonu

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,

Foster City, ABD) ile 2. tur sens primeri kullanilarak dizi reaksiyonu

gergeklestirildi. Bu amacla, her érnek icin 8 pl hazir reaksiyon karigimi, 0.5 pl
nested PCR 2. tur sens primeri ve 8.5 pl ddH,0 PCR tlplerinde karistirildiktan

sonra Uzerlerine 3'er pl 2. tur PCR Urlnlerinden konuldu ve 1si déngi cihazina

yerlestirildi. Isi dongl cihazinda 96°C'de 10 saniye, 50°C'de 5 saniye ve

60°C'de 4 dakika 25 dongl olacak sekilde tutuldu. Dizileme sonrasi Urinler,

artiklardan temizlemek igin sodyum asetat (NaAc)/etanol presipitasyon

yontemiyle saflastirma islemine tabi tutuldu. Bu islem asagidaki sekilde

uygulandi:
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1. Elimizdeki PCR UrlnU tGzerine 3 mM NaAc (pH: 4.6)'dan 2 ul eklendi.

2. Bunun Uzerine 50 pl %95'lik etanol eklenerek karisim 1.5 ml'lik ependorf
tlplne aktarildi ve hafifce elle vurularak kanstirildi. Saflagtirma isleminin

hicbir asamasinda vorteks kullaniimadi.

3. Buz (zerinde 15 dakika inklbasyona birakildi. Sire sonunda hig
bekletiimeden 13.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

4. Ust sivi cekildi ve (izerine 250 pl %70k ETOH eklendi ve yine elle
hafifge karistinidi.

5. 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust sivi tamamen atildi ve oda

Isisinda kurumaya birakildi.

6. Kuruyan ornekler (zerine 20 pl formamid eklenerek vortekslendi.
95°C'de 5 dakika denatlire edilip hemen buza alindi, 1-2 dakika

bekletildikten sonra cihaza ylklemeye hazir hale getirildi.

Saflagtirma islemi sonrasi dizileme reaksiyonu urlnleri ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (AppliedBiosystems, Foster City, ABD) cihazinda analiz
edildi. HBV polimeraz geninin 470. niikleotid ile 720. nikleotidleri arasinda
yer alan 250 baz uzunlugundaki kismi Bioedith yazimi kullanilarak
dizilendikten sonra referans dizi ile karsilastirildi ve direncle iligkili mutasyon

varligi arastirildi.
3.3.2. Inno-Lipa HBV DR v2 ilac Direnc Testi
3.3.2.1. Yontemin Mekanizmasi

Line Prob hibridizasyon esasina dayanan Inno-Lipa (Innogenetics,
Belgika), membrana bagl sokak susu dizileri ile bilinen ilag direngli mutantlar
ayirdedici oligonuikleotid problara karsi 6zel hedeflerin hibridizasyonuna dayali
bir ydntemdir. Bir membran bandi (zerinde paralel olarak fikse edilmis ¢ok
sayida probdan olusmaktadir. Bu yéntemde, biyotinlenmis problar kullanilarak
bir PCR Urlnd olusturulur; cift iplikli PCR Grind alkali ortamda denatire edilir

ve uygun hibridizasyon tamponu igerisinde banda eklenir. Hibridizasyon ve
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kuvvetli yikamanin ardindan streptavidin konjugat ve substrat eklenerek prob
hizasinda aclkk mor ya da kahverengi rengin ortaya cikmasi ile hibridler
belirlenir (123, 136). Hibridizasyon paternleri kolorimetrik olarak goézle
degerlendirilir (Sekil 3.1).

marker line
Konj.kont.
Amp kont. Kromojen
(NBT/BCIP) Mor presipitat

Alkalen Fosfataz

Streptavidin

Codgaltilmig
hedef

V3353
TTTTT

e

DNA-prob L5355

\ M555
Nitroselluloz strip

1555

Sekil 3.1. Line Prob Hibridizasyon Testinin Prensibi

3.3.2.2. Yontemin Uygulanmasi
a) Amplifikasyon

Daha dnce High Pure Viral Nucleic Acid Kit kullanilarak elde edilen ve
sonrasinda saflastirilan DNA &rnekleri, biotinle isaretlenmis primerler (bu
primerler HBV po/ geninin A-F kangallari arasinda bulunan bdlgeyi
cogaltmaktadir) kullanilarak amplifiye edildi. Amplifikasyon karisimi, her bir
ornek igin 2U HotStar Tag® polimeraz (Qiagen®), 5 pl 10X PCR tampon
(Qiagen®), 0.2 mM dNTP, 0.5 Mm MgCl,, 1 pl primer ve 22.2 pl steril distile
suyun 1.5 mllik ependorf tlipinde karistirimasiyla hazirlandi. Bu karigim

hafifce vortekslendi ve 0.2 ml'lik PCR tipleri numaralandiriidiktan sonra 30ar



52

Wl dagitildi. Tiplerin (izerine saflastiriimis DNA 6rneklerinden 20 pl eklendi.
Ayrica 20 pl distile su iceren baska bir tlip, negatif kontrol olarak isaretlendi
(Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Inno-Lipa Testi PCR Bilegenleri

10X Tampon 5 ul
MgCl, (25 mM) 1 pl
dNTP (25 mM) 0.4 pl
Primer 1l

HotStarTaq DNA Polimeraz (5 U/ul) | 0.4 pul

ddH,0 22.2 ul
Saflastirilmis DNA 20 ul
Toplam hacim 50 ul

Tlpler amplifikasyon icin 1si dongu cihazina yerlestirildi. 95°C'de 15
dakika 6n denatiirasyon isleminden sonra, 94°C’de 30 saniye, 55°C'de 30
saniye ve 72°C'de 40 saniye olacak sekilde 50 dongl uygulandi. Ardindan
DNA zincirinin uzamasi icin 72°C’de 10 dakika tutulduktan sonra, son olarak

IsI 4°C'ye dusUrilerek reaksiyon tamamlandi.

PCR reaksiyonu ile elde edilen amplikonlarin gdérintilenmesi igin
urlinler %2'lik agaroz jelde yuritildi. 867 baz cifti blylkliginde bant

olusturan drtnler hibridizasyon galismasina alindi.
b) Inno-Lipa HBV DRv2 Testinin Uygulanmasi

Testin tim basamaklari AutoBlot 3000 H (MedTEC, ABD) cihazinda
caligildi. Bunun icin dnce cihaz acildi ve 6nceden hazirlanmig test protokoli
secildi. Hibridizasyon ve Stringent Wash sollsyonlari yerlerine yerlestirildi ve

calisma o6ncesi 30 dakika 6n isitma yapildi. On isitma sirasinda calisma
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sollisyonlar hazirlandi (denattirasyon sollisyonu, hibridizasyon soliisyonu,
Stringent Wash soliisyonu, konjugat 100x, konjugat diliient, substrat
sollisyonu 100x, substrat tamponu, rinse sollisyonu 5x) ve cihazin arkasinda

bulunan uygun pompalara yerlestirildi.

On i1sitma isleminden sonra 6zel tepsi (¢ray) icindeki béimelere 10ar
Ml denatiirasyon solisyonu dagitildi ve Gzerlerine 10 pl PCR Urinlerinden
konuldu. Ardindan penset yardimi ile seritler (strip) (Sekil 3.2) yerlestirildi
ve 5 dakika oda isisinda bekletildi. Bu arada her pompa islemi icin basglatma
(prime) islemi yaptirildi. Sisteme serit sayisi girildikten sonra tepsi cihaza
yuklendi ve reaksiyon bagslatildi. Reaksiyon sonunda seritler cikariip temiz
bir kadit tizerine alindi. Uzerlerine drnek numaralar yazildiktan sonra plastik
okuma karti (Sekil 3.3) kullanilarak aclk mor ya da kahverengi bant

olusumlari gorsel olarak degerlendirildi.
c) Inno-Lipa HBV DRv2 Testinin Degerlendirilmesi

Test seridi Gzerinde, en Ustte yer alan mavi gosterge cizgisi (marker
line), seridin dogru yerlestirildigini géstermektedir (Sekil 3.2). Bunun altinda
1'den 34e kadar numaralandiriimis gizgiler bulunmaktadir. Birinci ¢izgi
konjugat kontrol, 2. gizgi ise amplifikasyon kontroll igin kullaniimaktadir
(Sekil 3.2). Konjugat kontrol cizgisi, test sirasinda konjugat ve substrat
sollisyonlarinin cgalisip calismadiginin kontroliinii saglar. Bu ¢izgi calisma
sonunda daima pozitif olmali ve ayni galisma igin her serit izerinde ayni
yogunlukta olmaldir. ikinci pozitif cizgi olan amplifikasyon kontrol cizgisi,
amplifiye Urlintin hibridize olup olmadigini kontrol eder (Sekil 3.2). Eger
ornekte HBV DNA varsa ve 0©rnek dogru islenmisse amplifikasyon
olustugunu gosterir ve sonra hedef amplikon bu kontrol gizgisinde hibridize
olur. Ug numaradan 34’e kadar olan cizgiler ise prob cizgileridir (Sekil 3.2).
Negatif kontrol igin kullanilan seritlerde, konjugat kontrol cizgisi disinda
herhangi bir bant gdrtlmemelidir. Bu c¢izgi, test sirasinda olusabilecek

kontaminasyon olayinin kontrol edilmesini saglar.
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L180/V181 ——
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M180/V181 ———_

M204
M204 ——
V204
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Sekil 3.2. Inno-Lipa HBV DR v2 Test Seridi (Innogenetics, Belgika)
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BULGULAR
4.1. Demografik Bulgular

Calismada, kronik hepatit B tanisi ile bir yil ve daha uzun sire tedavi
alan 38 hastada antiviral ilaca direng olusturan mutasyon varligi, DNA dizi
analizi ve INNO-LiPA HBV DR v2 testleri ile dederlendirilmistir. Calismaya
alinan hastalarin 24'G (%63) erkek, 14’ (%37) kadin olup, yaslar 13-65 yil
arasinda (yas ortalamasi 39.7+2.51 yil) degismektedir (Sekil 4.1).

Kadin
37%

Sekil 4.1. Calismaya alinan hastalarin cinsiyet dagilimi

4.2. Hastalarin HBV Serolojik Gostergeleri, HBV DNA ve Karaciger
Enzim Diizeyleri ile Ilgili Bulgular

Calismaya dahil edilen 38 hastanin hepsinde HBsAg pozitif olup, bir
hastada ek olarak anti-HBs pozitifligi (14.76 IU/ml) de saptanmistir.
Hastalarin 10'unda (%26.3) HBeAg ve 27'sinde (%71) anti-HBe pozitifligi
bulunurken, bir hastada HBeAg ve anti-HBe'nin her ikisi de negatif olarak
belirlenmistir. Anti-HBc total, hastalarin 37'sinde (%97.4) pozitifken, bir
hastada negatif bulunmustur (Tablo 4.1).

Hastalarin ortalama ALT dlzeyleri 117.71 U/L (arahk: 12 - 835 U/L),
ortalama HBV DNA dlzeyleri ise 64431282.88 IU/ml (aralk: <12 -
579.000.000 IU/ml) olarak saptanmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Calismaya Alinan Hastalarin Demografik Ozellikleri ve

Laboratuvar Bulgularr*

Sira Cins/ HBe Anti- | Anti-HBc | Anti- HBV DNA ALT Diizeyi
no Yas Ag HBe total HBs IU/ml (U/L)
1 E/45 N P P N 399000000 815
2 E/62 N P P p* 250 12
3 E/27 P N P N <12 45
4 K/32 P N P N 279000000 25
5 K/13 N P P N 246000 43
6 E/22 P N N N <12 17
7 E/51 N P P N 22500 27
8 E/48 N P P N 48000 113
9 E/45 N N P N <12 57
10 E/31 P N P N 554000000 86
11 E/19 P N P N 579000000 61
12 K/31 N P P N 806 28
13 E/54 N P P N 780 478
14 E/56 N P P N 13.6 268
15 E/47 N P P N 295 210
16 E/50 N P P N 124000 76
17 K/58 N P P N 172000 189
18 K/29 N P P N 12 18
19 E/41 N P P N 6380000 69
20 K/59 N P P N 360000 65
21 K/44 N P P N 1670 21
22 E/64 N P P N 348 17
23 E/25 P N P N 18.4 29
24 E/50 P N P N 12600 56
25 K/33 P N P N 1050000 835
26 E/65 N P P N 151 103
27 E/65 N P P N 8610 21
28 E/52 P N P N 14000 48
29 K/59 N P P N 25900 28
30 K/15 N P P N 371000000 178
31 K/23 N P P N 20 30
32 K/29 N P P N 65800 14
33 K/29 N P P N 674 22
34 E/30 N P P N 128000 108
35 E/29 N P P N 36.8 37
36 K/36 N P P N <12 15
37 E/21 P N P N 811 25
38 E/20 N P P N 322 184

*TUm hastalarda HBsAg pozitiftir. 2 no’lu hastanin anti-HBs degeri 14.76 IU/ml'dir.
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4.3. Antiviral Ilac Direncine Neden Olan Mutasyonlarin

Saptanmasinda Kullanilan Testlerin Bulgulan

DNA dizi analizi galismasinda, kit Ureticisinin 6nerilerine uygun olarak
HBV DNA dizeyi 1000 kopya/ml'nin altinda olan 10 hasta Ornegi
degerlendirme disi birakilirken, HBV DNA diizeyi 1000 kopya/ml'nin lzerinde
oldugu halde sagliki kromatogram elde edilemeyen 6 hasta ornegi (2, 15,
22, 33, 37, 38 no'lu Ornekler) ise mutasyon analizine alinamamistir. Bu
nedenle 38 hasta o©rnedinin 22'si, antiviral ilag direncine yol agan

mutasyonlari saptamak igin dizi analizi ile degerlendirilebilmistir (Sekil 4.2).

PCR sonrasi 38 hasta orneginden 25inde 867 baz cifti (bg)
bliylkliginde bant olusturan Uriin saptanmis ve bu érnekler hibridizasyon
ile dederlendirmek amaciyla Inno-Lipa HBV DR v2 testine alinmistir (Sekil
4.2).

' Dizi Analizi
2

Sekil 4.2. Kullanilan yéntemlerde calismaya alinan hasta sayilari

DNA dizi analizi ile mutasyon arastirilan hasta érneklerinde ortalama
HBV DNA dizeyi 99.575.484,82 IU/ml iken, Inno-Lipa HBV DR v2 testi ile
calisilan hasta orneklerindeki ortalama HBV DNA dilizeyi 75.540.087,72
IU/ml olarak bulunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Mutasyon analizi yapilan hasta érneklerinin ortalama HBV DNA

dizeyleri

4.3.1. HBV DNA Polimeraz Bolgesinin Dizi Analizi ile Elde Edilen
Bulgular

Calismada, dizi analizi ile dederlendirilen 22 hasta 6rneginin 7'sinde,
antiviral ilag direncine yol actigi bilinen aminoasit degisiklikleri saptanmistir.
Aminoasit sembolleri ve nikleotid kodonlari dikkate alinarak (Tablo 4.2)

yapilan analiz sonunda aminoasit degisiklikleri belirlenmistir.

Hasta o&rneklerinin 2'sinde adefovire direngle iligkilendirilen bir
sekonder mutasyon, birinde adefovire direng olusturan bir primer mutasyon,
birinde lamivudine direng olusturan bir primer mutasyon, 2'sinde lamivudine
direnc olusturan primer ve onarici mutasyonlar saptanirken, bir drnekte
lamivudine direng olusturan primer ve onarici mutasyonlara ek olarak
entekavire karsi dirence neden olan bir adet mutasyon tespit edilmistir
(Sekil 4.4).
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Tablo 4.2. Aminoasit Sembolleri ve Niikleotid Kodonlari

Aminoasit Uc Harfli Tek Harfli  Kodon
Sembol Sembol

Alanin Ala A GCT, GCC, GCA, GCG

Arjinin Arg R CGT, CGC, CGA, CGG, AGA,
AGG

Asparajin Asn N AAT, AAC

Aspartik asit Asp D GAT, GAC

Sistein Cys C TGT, TGC

Glutamin GIn Q CAA, CAG

Glutamik Glu E GAA, GAG

asit

Glisin Gly G GGT, GGC, GGA, GGG

Histidin His H CAT, CAC

Izolésin Ile I ATT, ATC, ATA

Ldsin Leu L CTT, CTC, CTA, CTG, TTA,
TTG

Lizin Lys K AAA, AAG

Metiyonin Met M ATG

Fenilalanin Phe F TTT, TTC

Prolin Pro P CCT, CCC, CCA, CCG

Serin Ser S AGT, AGC, TCT, TCC, TCA,
TCG

Treonin Thr T ACT, ACC, ACA, ACG

Triptofan Trp W TGG

Tirozin Tyr Y TAT, TAC

Valin Val \" GTT, GTC, GTA, GTG

Stop

TAA, TAG, TGA
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162-187+

HBV7

HBVS
HBV1é ...
HBV20 ...
HBV2S .
HBV27
HBV34

Hst
Hst
Hst
Hst
Hst
Hst
Hst

188-213¢

Referans®
Hst HBV7

Hst HBVS e
Hst HBV1é ...
Hst HBV20 ...
Hst HBV2S ...
Hst HBV27 ...
Hst HBV34

214-2372 Val Gln His Leu
Referans® GTA CAG CAT CTT
Hst HBV7 SR R
HSE HAYE on sms awe o
HSE HBVI6 ... B s wuvs
HSE S HBY20. o oe; iviors ssisges inceim
Hst HBV2S ... ... ... ...
Hst BRV2T s w35 sss a5
Hst HBV34 . uun wws was

...... « 8.5

Glu Ser Leu Phe Thr Ala Val Thr Asn Phe Leu
GAG TCC CTT TTT ACC GCT GTT ACC AAT TTT CTT

Ile Ile Leu Gly Phe Arg Lys Ile Pro Met Gly Val Gly Leu Ser Pro Phe Leu Leu Ala Gln Phe Thr Ser Ala Ile
Referans® ATC ATC CTG GGC TTT CGG ARA ATT CCT ATG GGA GTG GGC CTC AGC CCG TTT CTC CTG GCT CAG TTT ACT AGT GCC ATT

o« Ao
« N..

“es e
ceoe Waa

Cys Ser Val Val Arg Arg Ala Phe Pro His Cys leu Ala Phe Ser Tyr Met Asp Asp Val Val Leu Gly ARla Lys Ser
TGT TCA GTG GTT CGT AGG GCT TTC CCC CAC TGT TTG GCT TTC AGT TAT ATG GAT GAT

- Bes

Leu Ser Leu Gly Ile His
TTG TCT TTG GGT ATA CAT

“ e e e ...

GTG GTA TTG GGG GCC ARG TCT

Leu Asn Pro
TTA AAC CCT

Sekil 4.4. DNA dizi analizi ile hasta drneklerinde saptanan

mutasyonlar (a. Aminoasit dizisi; b. Nukleotid dizisi.

dizi AY721609'dan alinmistir. YMDD motifi 203, 204, 205 ve 206. aminoasitleri icermektedir)

Referans
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Dizi analizi ile saptanan mutasyonlar ve neden olduklar etkiler Tablo

4.3'de gosterilmistir.

Tablo 4.3. DNA Dizi Analizi ile Saptanan Mutasyonlar ve Olusturduklari

Etkiler
Ornek No | Mutasyon Etki
7 215 CAG/TCG (Q/S) Adefovir direnci (sekonder)
8 180 CTG/ATG (L/M) Onarici mutasyon
204 ATG/GTG (M/V) Primer lamivudin direnci
202 AGT/GGT (S/G) Entekavir direnci
16 215 CAG/TCG (Q/S) Adefovir direnci (sekonder)
20 180 CTG/ATG (L/M) Onaricl mutasyon
204 ATG/ATT (M/I) Primer lamivudin direnci
25 236 AAC/ACC (N/T) Adefovir direnci
27 180 CTG/ATG (L/M) Onarici mutasyon
204 ATG/ATT (M/I) Primer lamivudin direnci
34 204 ATG/ATT (M/T) Primer lamivudin direnci

4.3.2. Inno-Lipa HBV DR v2 Testi ile Elde Edilen Bulgular

Inno-Lipa HBV DR V2 testi ile dederlendirmeye alinan 25 hasta

ornegi, PCR sonrasi 867 bg biytkliginde bant olusturan (rinlerin

saptandigi rneklerdir (Sekil 4.5). Bu drneklerin 6'sinda Inno-Lipa HBV DRv2

testi ile lamivudin icin direng olusturdugu bilinen mutasyonlarla beraber

onarici mutasyonlar saptanirken, bir hasta 6rnegdinde lamivudin direnciyle
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iliskili bir primer mutasyon saptanmistir. Hicbir hasta érnedinde adefovir

direncine neden olan mutasyon izlenmemistir.

12 3 45 6 7.8 .9 10

Sekil 4.5. Agaroz jel elektroforezi ile degerlendirmede 867 bg
blylkliginde bant olusturan o©rneklerden bazlari (Sira 1: Molekiler

belirteg, Sira 2-9: Hasta drnekleri, Sira 10: Negatif kontrol)

Inno-Lipa testi ile calisilan érneklere ait seritler, saklanmak amaciyla
uretici firma tarafindan temin edilen veri rapor kagitlarina yapistiriimis ve

bunlarin gérintileri Sekil 4.6'da verilmigtir.
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Sekil 4.6 (a). Inno-Lipa testi calisma sonuglarini gésteren 1 no’lu rapor
kagidi (1. ve 5. sirada bulunan seritlerin ait oldugu sirasiyla 1 ve 8 no'lu

hasta drneklerinde ilag direnci ile iligkili mutasyonlar saptanmistir)

INNO-LIPA HBV DR vZ 7
Lr
Data reporting sheet
1 2 3 E 6 7 8 9 10
b o= =85 - ; — -

Marker line — - — - —_ o —_— Marker |
Con). control - 1 e -~ - — P ] 3 — 1- Conj, co
Amp. control - 2 p— - P - p~ — — 2-Amp. cof

3 - 3
L8O .4 B | . 4 ‘er
veo -5 | 5. vao
- 6
0 {5 [ 7. Fe0
vizs -8 b 8- vir3
G173 9 - ﬁ 9- G173
L7’ -10 T 10- L173
L1B0AI8T - 11 - + = t o M- 180
Lisomier |- 12 X X [ [ 12-1 L yson]
1-13 . 5 } o . . I 13-F
L1BOVIBT - 14 3 ’ I | . { b 14- L180M
M1B0A18T - 15 . . t = - b 15 M180/)
M1BOT1B1 - 16 .- - . o I . 3 ¢ 16- M180/|
MisovietT - 17 + . 13 3 17 M180/
- . -t - 18
waos {18 oy [ o : : [ ! o | M204
20 A ol g 3 o I b 20
vaos {29 I o s : S I B 21 Fvaos
-22 " . : [ i 2-
1204 4-23 - - 23- 1204
2 b t 2
s204 -25 t b b 25- S204
26 - o } |~ e v f— pomm o, 2
27 —t - eseanaans b I 27-
N236 28 1 T o 4 r 28 N236
‘29 & d Bl B f ks 2-
30 . : ” . : o | . b 30-
3 X 7 : : a5 | Basss i 3.1
2 : 3 i o Es o B " | s 2
" | . . e e L t %
b L L L e L

Sekil 4.6 (b). Inno-Lipa testi calisma sonuglarini gbésteren 2 no’lu rapor
kagidi (3, 7, 8 ve 9. seritlerin ait oldugu sirasiyla 20, 25, 26 ve 27 no’lu

hasta drneklerinde ilag direnci ile iligkili mutasyonlar saptanmistir)
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Sekil 4.6 (c). Inno-Lipa testi calisma sonuglarini gosteren 3 no’lu rapor

kagidi (4. seridin ait oldugu 34 no'lu hasta 6rneginde ilag direnci ile iliskili

mutasyonlar saptanmistir.



Inno-Lipa

testi ile mutasyon

saptanan hasta Ornekleri

mutasyonlarin etkileri Tablo 4.4'de sunulmustur.
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ve

Tablo 4.4. Inno-Lipa HBV DR v2 Testi ile Saptanan Mutasyonlar ve

Etkileri
Ornek Saptanan Etki

No Mutasyonlar
1 L8OV, L80I Onaricl mutasyonlar

M2041 Lamivudine direng mutasyonu
8 L180M Onaricl mutasyon

M2041 Lamivudine direng mutasyonu
20 L80I, L180M Onaricl mutasyonlar

M2041 Lamivudine direng mutasyonu
25 M204V Lamivudine direng mutasyonu
26 L80I Onarici mutasyon

M2041 Lamivudine diren¢g mutasyonu
27 L80I, L180M Onaricl mutasyonlar

M204I Lamivudine direng mutasyonu
34 L8OV, L80I Onarici mutasyonlar

M204I Lamivudine direng mutasyonu
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Calismamizda uygulanan her iki yontem ile elde edilen bulgular ise

karsilastirmall olarak Tablo 4.5'de gértlmektedir.

Tablo 4.5. Dizi Analizi ve Inno-Lipa Testleri ile Saptanan Mutasyonlarin

Karsilastirmali Degerlendirilmesi

Ornek no. Saptanan Mutasyonlar*
Dizi Analizi Inno-Lipa
1 Negatif M2041
Q215S Negatif

8 M204V, S202G M2041
16 Q215S Negatif

20 M2041 M2041
25 N236T M204V
26 Cahlisiimadi M2041
27 M2041 M2041
34 M2041 M2041

*Kirmizi renk ile belirtilen mutasyonlar lamivudin, mavi renk ile belirtilen
mutasyonlar adefovir, yesil renk ile belirtilen mutasyon entekavir direncini
ifade etmektedir. gosterilmistir.
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TARTISMA

Viral enfeksiyonlarin  tedavisinde antiviral ilaglarin  kullanimi,
antibiyotiklerin gesitlilik ve yayginiigi ile karsilastirldiginda oldukga sinirlidir.
Bunun en o©Onemli nedeni, viruslarin yapisal Ozelliklerinin farkhhg ve
replikasyon icin hiicreye bagimli olmalandir. Iyi bir antiviral ilacin, konak
hiicreye en az zarar ile mimkiinse sadece virusa ait 6zgil bir fonksiyonu
inhibe etmesi arzu edilmektedir (16). Bu amag, gerek okaryotik gerekse
prokaryotik hicrelerde mevcut olmayan ve RNA’dan DNA sentezi yapan viral
ters transkriptaz (Reverse transcriptase; RT) enziminin tanimlanmasi ile
gergeklesmistir. Ters transkripsiyon fonksiyonuna sahip viral polimerazlari
hedef alan antiviral ajanlarin kesfi ve kullanima girmesi, HIV ve kronik HBV
enfeksiyonu olan hastalarin tedavisinde bir devrim yaratmistir. Ancak bu
tedavilerin klinik yarari, polimeraz geninde 6zgliin mutasyonlar tasiyan direngli

viral suslarin ortaya gikmasi ile tehlikeye dlismustir (128).

Bir DNA virusu olmasina ragmen HBV replikasyonunun en olagandisi
ozelligi, viral DNA'nin pregenomik bir RNA molekiiliinden ters transkripsiyon
ile sentezlenmesidir (18). Bu olayda yliksek hata oranina sahip RT enziminin
gbrev almasi nedeniyle, hepadnaviruslarin yilllk mutasyon hizlarinin 10% - 10°
baz degisimi/bolge oldugu tahmin edilmektedir. Bu hiz diger DNA
viruslarindan 100 kat fazla, RNA viruslarindan ise 100-1000 kat daha azdir
(51). Genotipik farkliiklara gbére mutasyon hizlari da farkhhklar
gostermektedir. Bazi mutasyonlar virusun gogalmasi igin sorun olustururken,
bazilari gerek virllans artisi gerekse antiviral ilag direnci agisindan virusa

avantaj saglayabilmektedir (58, 60).

Antiviral ilaglara karsi direng gelisiminde virusa ait farkli fonksiyonlar
etkili olabilmektedir. Bunlar arasinda; viral replikasyon hizi, viral mutasyon
hizi, antivirallerin hedef bdlgesindeki mutasyona yatkinlk, ilaclarin segcici
baskisi, replikasyon uyumu veya ilaca direngli mutant suslarin dogal tip (wild
type) virusa gore sahip olduklari replikasyon kapasitesi ve replikasyon

bélgesinin uygunlugu sayilabilir (60). Bunlardan 6rnegin, yiiksek virus yikiine
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(10™ - 10') sahip bireylerde giinliikk %50°ye varan déngi (turnover) orani
s6z konusudur. Bu olgularda her ters transkripsiyon doéngiisiinde 10* - 10°
mutasyon beklenmekte ve tek nokta mutasyonlarinin yaninda, 2-3 noktada
mutasyonlar gelisebilmektedir (60). Sonucta HBV ile enfekte bir hastanin
hepatositlerinde, genomlarinin degisik yerlerinde degisik mutasyonlara sahip
HBV varyantlan bir arada bulunmaktadir. Hepatositlerde bulunan bu viral
genetik cesitlilik  “tlirimst” (quasispecies) olarak adlandiriimaktadir.
Dolayisiyla ilaca direncli tirimsulerin tedavi éncesi dénemde de bulunmasi
kuvvetle muhtemeldir (60, 136).

Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan antiviral ilaglarin temel hedefi,
aktif replikasyon basamaginin yani uzayan zincirin sonlandiriimasidir. Bu
ajanlanin varliginda HBV replikasyonunun baskilanabilmesine karsin, enfekte
hepatositlerin ¢ekirdeginde bulunan ve viral mRNA’larin transkripsiyonunda
kalip gorevi géren cccDNA havuzunun temizlenmesi séz konusu degildir (21,
43). Dolayisiyla kronik hepatit B'li hastalarda, virus replikasyonunun stirekli
olarak baskilanabilmesi icin uzun sureli tedavilere ihtiyag duyulmaktadir. Uzun
sureli tedavinin en blylk dezavantaji ise, viral polimerazin hata dizeltme
aktivitesinin olmamasi nedeniyle ilaca direngli mutantlarin ortaya ¢gikmasi ve
secilebilmesidir. Bu nedenle HBV enfeksiyonlarinin kontroliinde, tedavi
rejiminin degismesiyle birlikte viral havuzda segilebilecek ve majér HBV
varyanti konumuna gegebilecek olasi direng mutasyonlu minér HBV
varyantlarinin, tedavi Oncesinde ve sirecinde saptanmasi blylk ©6nem
tagimaktadir (51, 137).

Ilaca direngli HBV suslarinin tanimlanmasi, serumda HBV DNA'y tespit
eden duyarli molekiler yontemlerin gelistirilmesi ile ivme kazanmigtir. Bu
yontemlerle, antiviral tedavinin etkisiyle vireminin ¢ok disik oldugu
zamanlarda dahi HBV DNA diizeylerinde minér degisikliklerin (<0.5 logio)
olabilecegi gosterilmistir (128). Ila¢ direnci, vireminin kalici olmasi ya da
ilerleyen artisi olarak tanimlanmakta ve bu da tedavi sirasinda serum HBV

DNA dizeylerinde en az 1 logyp artis olarak ifade edilmektedir. Tedaviye
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uyumun dogrulanmasi sartiyla bu gibi durumlarda direng testlerinin yapiimasi
Onerilmektedir (111, 128). Viral polimeraz inhibitorlerine karsi HBV direncinin
gosterilmesinde, RT geninde direng ile iliskili mutasyonlar saptayan
genotiplendirme yodntemleri [Direkt DNA dizi analizi, klonal analiz, RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), DNA hibridizasyonu, ilag
varliginda virusun replikasyon yeteneginin inhibisyonunu degerlendiren
fenotiplendirme ydntemleri ya da indirekt yontemler (Kantitatif HBV DNA)
kullanilmaktadir (3, 6, 88, 128).

Sunulan bu calismada, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ic
Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Unitesi'nde kronik hepatit B tanisi
ile takip edilen ve bir yil ve daha uzun suredir lamivudin (LVD) tedavisi alan
38 hastada, ilag direncinden sorumlu ana mutasyonlarin saptanmasi
amaciyla, genotipik yontemler olan DNA dizi analizi ve ters hibridizasyon
temeline dayall ticari bir Line Prob ydntemi (Inno-Lipa HBV DRv2)
kullanilmigtir. HBV genom dizi analizi, yeni testlerin gelistiriime ¢alismalarinda
altin standart olarak kabul edilmektedir (88, 110). Bu ydntem, hedeflenen
viral gen bodlgesinin PCR ile amplifikasyonundan sonra, elde edilen gen
dizilerinin analizi ile viral genotip, prekor/kor, bazal kor promotor ve
polimeraz bélge mutasyonlari hakkinda bilgi edinilmesini saglar (6). Inno-Lipa
testi ise, hedef bdlgenin PCR ile amplifikasyonundan sonra, ilgilenilen
mutasyonlar icin tasarlanmis 6zgul problar kullanilarak, bu mutasyonlarin
saptanmasina olanak vermektedir. Bu yontemin birinci kusak testleri,
polimeraz geninin sadece B ve C kangallarindaki LVD' ye direng
mutasyonlarini saptarken, gelistirilen ikinci kusak testleri (Inno-Lipa HBV
DRv2; version 2), HBV polimerazin A kangalindan F kangalina kadar olan
bélgesinde bulunan LVD direng mutasyonlarini ve ek olarak adefovire (ADV)
direng olusturan 6zgin mutasyonlari da saptayabilmektedir. Bu test L80V/I,
V/G173L, L180M, A181T/V, M204V/I/S ve N236T kodonlari icin yeni ve
klinikle iligkili dogal tip ve mutant motifleri icermektedir (136).
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Calismamizda uygulanan DNA dizi analizi yéntemi ile, viral polimeraz
bélgesinin 470 ile 720. nikleotidleri arasinda kalan 250 baz ciftlik bdlgesi,
antiviral ilagc direnci olusturan mutasyonlarin saptanmasi amaciyla
degerlendirilmistir. Bu bolge, lamivudin, adefovir, entekavir ve tenofovir
direnci ile iligkilendirilen primer mutasyon bdlgelerini icermektedir. Calismada,
HBV DNA dizeyi 1000 kopya/ml (IU/ml x 5.82 = ~172 IU/ml)'nin altinda olan
10 hasta oOrnegi dederlendirme digi birakimis; HBV DNA diizeyi 1000
kopya/ml'nin (zerinde olan 28 hasta 6Orneginin ise altisinda tekrarlayan
uygulamalarda saglikh kromatogram elde edilemediginden, mutasyon analizi

sadece 22'si icin yapilabilmigtir.

Calismada uyguladigimiz diger yontem olan Inno-Lipa HBV DRv2 testi
ile, HBV DNA duizeyi 1000 kopya/ml’nin altinda olan 10 érnekten dokuzunda
amplifikasyon sonrasi jel elektroforez gériintiisiinde 867 bg biyikliglinde
bant tespit edilmemis, ancak HBV DNA dizeyi 151 IU/ml olan 26 numarali
ornekte 6zgul bant olusumu izlenmistir (Tablo 4.1). Bu 6rnek, mutasyon
analizi icin hibridizasyon galismasina alinmis ve calisma sonunda antiviral
direnc ile iligkili iki mutasyon saptanmistir (Tablo 4.4). HBV DNA dizeyi 1000
kopya/ml'nin {zerinde (ortalama 450 IU/ml = 2619 kopya/ml) oldugu halde,
DNA dizi analizi ile mutasyon analizi yapilamayan alti hasta (2, 15, 22, 33, 37,
38 no'lu 6rnekler) drneginden (glinde (15, 22, 37 no'lu 6rnekler) Inno-Lipa
testi ile degerlendirme yapilabilmistir. HBV DNA diizeyi 780 IU/ml (4540
kopya/ml) olan 13 numaral hasta 6rneginin ise jel elektroforez incelemesinde
bant goriintlisi elde edilmediginden Inno-Lipa HBV DRv2 testi ile analizi
yapllamamistir. Bu durumda, calismaya alinan toplam 38 hastanin 22’si dizi
analizi ile ve 25'i Inno-Lipa testi ile degerlendirilebilmistir (Sekil 4.2). Inno-
Lipa testi ile degerlendirilen hasta 6rneklerinin ortalama HBV DNA diizeyleri,
dizi analizi ile degerlendirilen hasta érneklerinin ortalama HBV DNA dizeyleri
ile karsilastiriidiginda daha disiik bulunmustur (Sekil 4.3). Nitekim Lupo ve
arkadaglarinin  LVD ve ADV'e direngli suslarin  kantitasyonunun

belirlenmesinde segici RT-PCR (selective Real-Time PCR, sPCR) ydntemini
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degerlendirdikleri bir calismada, viral yiikiin 10* kopya/ml'nin altinda oldugu
durumlarda Inno-Lipa HBV DRv2 testinin, dizi analizi ve sPCR ydntemlerine

gore daha duyarl oldugu bildiriimektedir (138).

Calismamizda, dizi analizi ile degerlendirilen 22 hasta 6rneginin
yedisinde, antiviral ilag direncine yol actigi bilinen aminoasit degisiklikleri
saptanmistir. Aminoasit sembolleri ve nikleotid kodonlari dikkate alinarak
(Tablo 4.2) yapilan analiz sonunda aminoasit degisiklikleri belirlenmistir.
Hasta O&rneklerinin Uglinde ADV’ e direng ile iligkilendirilen mutasyon
saptanmistir. Bunlardan ikisi, 7 ve 16 numarali 6rneklerde saptanan Q215S
mutasyonudur (Tablo 4.3, Sekil 4.4). Ancak calismamizda kullanilan Inno-
Lipa HBV DRv2 test seridi, Q215S mutasyonunu kapsamadigindan, 7 ve 16
numarall 6érneklerde bu mutasyon godsterilememis ve bu Orneklerde baska

mutasyonlar da saptanmamistir (Tablo 4.5).

Q215S mutasyonu, 215. kodonda bulunan glutamin aminoasidinin
yerini serin aminoasidinin almasi ile olusmaktadir (3). Yapilan calismalarda,
ADV alan hastalarda ©onemli bir oraninda goésterilmesine ragmen, bu
mutasyonun klinikle iligkisi hentiz tam olarak acgiklik kazanmamigtir (139-141).
Dolayisiyla Q215S mutasyonu, primer ilag direncinden ziyade LVD ve ADV
direnciyle iliskili sekonder mutasyon olarak tanimlanmaktadir (138, 139).
Amini-Bavil-Olyaee ve arkadaslar, bu mutasyonun molekiler ve fonksiyonel
etkilerini in vitro olarak degerlendirmisler ve sonugta bu mutasyonun virusun
replikasyon yetenegini etkilemedigini ve LVD ve ADV’ e olan duyarlihdi da
degistirmedigini  gOstermiglerdir  (141). Arastiricllar  ayrica, Q215S
mutasyonunun D genotipi ile enfekte hastalarda siklikla gorildiigiini ve hatta
hic tedavi almamis hastalarda da ortaya ciktigini belirtmisler, dolayisiyla
klinikle iligkili direng mutasyonlarindan ziyade arka planda bulunan
polimorfizmleri temsil ettigini ifade etmislerdir (141). Ulkemizde Sayan ve
arkadagslarinin tedavi alan ve hig tedavi almamig kronik hepatit B'li hastalarda

direnc mutasyonlarini arastirdiklari calismada; tedavi alan grupta ilag direnci
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mutasyonlari %7.7 oraninda bulunurken, tedavi almamis grupta bu oran
%?3.8 olarak saptanmistir (140).

Adefovire direnc ile iliskilendirilen bir diger mutasyon, viral polimerazin
236. kodonunda bulunan asparajin aminoasidinin treonine ddéntsmesi ile
olusmakta ve N236T olarak gosteriimektedir. Bizim c¢alismamizda, 25
numarall hasta orneginde dizi analizi yontemi ile bu mutasyonun varhgi
saptanmig; ancak bu Ornekte Inno-Lipa HBV DRv2 testi ile saptanan
mutasyon, LVD direnci ile iliskili primer mutasyon olan M204V olmustur
(Tablo 4.5).

Adefovir dipivoksil (ADV), kronik HBV enfeksiyonunun tedavisinde etkili
bir antiviral ajandir. Uzun siren LVD tedavisi sirasinda ortaya c¢ikan direng
oraninin yiksek olmasi nedeniyle kronik hepatit B'li hastalarin tedavisinde iyi
bir secenek olmustur (60,79). Bununla birlikte ADV icin de, tedavinin ilk
yllinda %1-2 olan direng oranlarinin, besinci yilda %29'a kadar ulasabildigi
gorulmustir (142). ADV direncine neden olan primer mutasyonlar rtA181V/T
ve rtN236T olarak tanimlanmistir ve bunlar sirasiyla viral polimeraz geninin B

ve D kangallarinda yer almaktadir (123).

Osiowy ve arkadaslarinin ADV’e direng mutasyonlarini saptamak igin
yaptiklari calismada, ADV ile tedavi edilen 38 kronik hepatit B hastasindan 6
aylk aralar ile 124 6rnek alinmig ve hem dizi analizi hem de Inno-Lipa HBV
DRv2 testi ile degerlendirilmistir (123). Arastiricilar, alti hastada rtA181V/T ve
rtN236T mutasyonlarini birlikte saptamig; (¢ hastada rtA181V/T ve (g
hastada da rtN236T tekli mutasyonlarinin varhigini gostermislerdir. Bu
calismada rtN236T mutasyonu saptanan toplam dokuz hastadan yedisinin
daha once LVD tedavisi aldigi belirlenmis ve bu hastalarda ADV tedavisine
baslamadan dnce LVD’ ye karsi gelisen direng genotipik ve fenotipik olarak
dogrulanmistir (123). Inno-Lipa sonuclarina gore arastiricilar, rtN236T ve
rtM204V/1/S mutasyonlarinin LVD tedavisinin ADV ile degistiriimesinden sonra
birlikte ortaya ciktigini diisinmislerdir. Ayrica, LVD’ ye direncli yedi hastadan

alinan 16 6rnegdin 13‘lnde Inno-Lipa ile rtN236T mutasyonunun da saptanmis
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olmasi, ardisik olarak gelisen genotipik LVD ve ADV direnci ile ilgili daha

onceki raporlar desteklemektedir (143).

Adefovir tedavisi alan 38 hastanin dahil edildigi Osiowy ve
arkadaslarinin calismasinda, Inno-Lipa ile dizi analizi sonuglar arasindaki
uyumun dederlendirilmesi sonucu, 236. kodon mutasyonunu saptamada her
iki test arasinda %90.5 oraninda tam uyum tespit edilmistir (123). Calismada,
bir hastadan alinan tek zamanli bir érnekte dizi analizi ile rtA181V ve rtN236T
mutasyonlari birlikte saptanirken Inno-Lipa ile mutasyon belirlenmemis; alti
aylik ardisik drnekleri olan -li¢ hasta harig- diger hastalarda ise her iki testin
sonuglari tam olarak uyumlu bulunmustur. Bu arastiricilar, Inno-Lipa HBV
DRv2 testinin ADV direnci ile iligkili rtN236T mutasyonunu saptamada ¢ok
0zgul ve duyarli bir yéntem oldugunu belirtmisler ve ayrica bu testin rtN236T
mutasyonunu dizi analizine gbére 6 ay O©nceden belirleyebildigini
vurgulamiglardir (123). Niesters ve arkadaslarinin ¢alismasinda da, Inno-Lipa
HBV DRV2 testinin tanisal duyarlilik ve dogrulugu degerlendirilmistir (136). Bu
arastirmada tanisal duyarlilik, Lipa seritleri Uzerinde pozitif amplifikasyon
bandinin tespiti olarak tanimlanmis ve Inno-Lipa HBV DRv2 ydnteminin
tanisal duyarliigi baslangic testinden sonra %94.8, birinci tekrar testinden
sonra ise %96.3 olarak bulunmus; ikinci tekrar testinden sonra bu oran
%100’e ulasmistir (136). Bizim galismamizda da viral yika disitk (151 IU/ml
= 879 kopya/ml) olan 26 numarali 6rnekte Inno-Lipa testi ile pozitif bant elde
edilebilmis; ancak HBV DNA diizeyi 780 IU/ml oldudu halde amplifikasyon
sonrasi bant izlenmeyen 13 numarali hasta Orneginin tekrar calisiimasi

mumkin olamamistir.

Calismamizda dizi analizi ile 8, 20 ve 27 numarali hasta érneklerinde
LVD direnciyle iligkili primer ve onarici mutasyonlar birarada tespit edilirken,
34 numarall 6rnekte LVD direnciyle iligkili bir adet primer mutasyon
saptanmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.4). Bu mutasyonlar 8 numarali hasta
orneginde L180M+M204V olarak tespit edilmistir. Ayrica bu ornekte, dizi

analizi ile entekavir ilag direnci ile iliskili S202G (202. kodonda serin — glisin



75

degisimi) olarak ifade edilen bir baska mutasyon da gosterilmistir. 20 ve 27
numarall hasta Orneklerinde ise L180M+M204I mutasyonlarinin varligi

saptanmigstir.

Hepatit B virusu polimeraz enziminin C bdlgesinde 203-206. kodonlarin
yer aldigi YMDD (tirozin-metiyonin-aspartat-aspartat) motifinde metiyoninin
valin, 16sin ya da nadiren serin ile yer degistirmesi sonucu olusan ve
rtM204V/1/S olarak ifade edilen mutasyonlarin (YVDD, YIDD, YSDD) LVD' ye
kars! direng gelisimine neden oldugu bilinmektedir (3, 60, 121, 135). Bunlarin
disinda, LVD' ye direncli HBV mutantlarinin genotiplendirilmesi ile polimeraz
proteininde gok sayida baska aminoasit degisiklikleri de ortaya konulmustur
(126, 138, 142). Ancak bu mutasyonlarin gogunun ilag direncine énemli bir
katkida bulunmadigi, biiylik olasilikla direngle iliskili enzimatik eksiklileri telafi
etmeye yodnelik islev (compensatory) gordikleri ifade edilmektedir (3).
Ornegin, bunlardan biri olan ve 180. kodonda l6sin aminoasidinin metiyonin
ya da sistein ile yer degistirmesi (L180M/C) sonucu olusan mutasyonun, tek
basina LVD direnci olusturmada vyeterli olmadidi, ancak rtM204V/1/S ile
birlikte bulundugunda hem replikasyonu hem de LVD direncini artirdigi
gosterilmistir (135). Bizim galismamizda L180M mutasyonu higbir 6rnekte tek
basina saptanmamis; dizi analizi ile 8 numarali hasta 6rneginde L180M
mutasyonu YVDD motifi ile birlikte bulunurken, 20 ve 27. érneklerde YIDD
mutasyonu ile birarada tespit edilmistir. 34 numarall hasta 6rneginde ise dizi
analizi ile tek basina YIDD mutasyonunun varligi gosterilmistir. Yapilan
calismalarda, YVDD mutasyonuna hemen daima L180M mutasyonunun eglik
ettigi, YIDD tipi mutasyonlarin ise tek basina da goriilebilecegi bildiriimektedir
(144). Inno-Lipa HBV DRV2 testi ile alinan sonuglarimiz degerlendirildiginde;
1, 8, 20, 26, 27 ve 34 numarall hasta 6rneklerinde LVD direnciyle iligkili
primer ve onaricl mutasyonlar birarada bulunurken, 25 numaral érnekte tek
basina YVDD mutasyonu saptanmistir (Tablo 4.4). Bu durum, YVDD
mutasyonu igin yukarida bahsedilen bilgiyle celigkili gériinmektedir. Ancak

ulkemizden bildirilen iki calismada da YVDD mutasyonu tek basina bulunmus
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ve bu mutasyonlara ileride L180M mutasyonunun eslik edebilecegi
belirtilmistir (145,146).

Genis gen dizileri iceren veri tabanlarinin analizi ile rtL80V/I
mutasyonunun LVD direnci ile iliskili oldugu ve LVD’ ye direncli izolatlarin
%385'inin rtL80I kodladigi tespit edilmistir (61). Warner ve arkadaslari, rtL80I
mutantinin dogal virus tipi (wild type) ile karsilastirildiginda, kendi basina
daha az etkinlikte replike oldugunu ve LVD’ ye asir duyarl olmakla birlikte,
LVD direncini etkilemeden rtM204V/I mutantlarinin replikasyon yetenegini
artirdigini - gostermislerdir  (61). Baska bir calismada da, rtL80V/I
mutasyonlarinin LVD" ye direngli hastalarda ADV’ in antiviral etkisini
degistirebilecegi bildirilmistir (147). Bizim calismamizda, DNA dizi analizi
yonteminde 80. kodon bdlgesi dederlendirme alanimiz  iginde
bulunmadigindan, bu bdlgedeki mutasyonlar belirlenememistir. Buna karsin
Inno-Lipa HBV DRv2 ile yaptigimiz dedgerlendirmede; 1 ve 34 numarali
orneklerde L80V/I mutasyonu YIDD mutasyonu ile birarada saptanmis, 26
numarall érnekte YIDD mutasyonuna sadece L80I mutasyonu eglik etmistir
(Tablo 4.4). 20 ve 27 numarali Oorneklerde ise mutasyon paterni
L80I+L180M+M204I1 olarak bulunmustur. Dizi analizi ile
L180M+M204V+S202G mutasyon paterni saptanan 8 numarali hasta
orneginde L180M+M204I mutasyonlari Inno-Lipa testi ile de belirlenmis;
ancak entekavir direnci ile iligkili olan S$202G mutasyonu, calismada
kullandigimiz ikinci kusak Inno-Lipa testi iceriginde yer almadigindan

gosterilememigtir (Tablo 4.5).

Yeni bir deoksiguanozin analogu olan entekavir (ECV), daha 6nce hig
tedavi almamis ya da LVD' ye direngli kronik hepatit B hastalarinin
tedavisinde kullanilmasi 6nerilen bir antiviral ajandir (4,115). Yapilan in vitro
ilag duyarhhk ve klinik calismalarin sonuglarina gore, primer LVD direncinden
sorumlu rtM204V/I mutasyonunun secilmesi ile ECV'e karsli gapraz direng
gelismektedir (3,60). Bu nedenle, ECV'in tedavi secenegi olarak disinildigi

durumlarda, LVD’ ye direncli varyantlarin varligi énem kazanmaktadir. Sayan
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ve arkadaslari, LVD tedavisi almis ve LVD direng mutasyonlarinin
(rtM204V/1+L180M) gelistigi ECV naif kronik hepatit B hastalarinda ECV'e
karsi direncin gelisebildigini belirtmislerdir (148). Calismamizda da LVD
tedavisi alan 8 numarall hasta 6rnedinde S202G mutasyonu, LVD direnci
olusturan rtM204V/I+L180M mutasyon profili ile birlikte saptanmistir (Tablo
4.5).

Libbrecht ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinlanan calismasinda, 1-3
yil slire ile LVD alan 80 kronik hepatit B hastasina ait 336 serum 6rneginde
LVD’" ye direng olusturan mutasyonlar Inno-Lipa HBV DRv2 testi ile
arastinlmis ve sonuglar dizi analizi verileri ile kargilastinlmigtir (149).
Calismada, 336 6rnegin 328'inde PCR ile amplifikasyon sonrasi 867 baz cifti
blylkligiinde 6zgil bantlar gézlenmis; HBV DNA dizeyi 1000 kopya/ml'nin
altinda olan 43 o6rnegin 37'sinin pozitif bant verdigi tespit edilmistir. Bant
olusumu izlenmeyen sekiz drnekten altisinda viral yikin 1000 kopya/ml'nin
altinda oldugu; bir ornekte 1430 kopya/ml olarak belirlenen HBV DNA
diizeyinin bir diger 6rnekte 2000 kopya/ml'den diisiik olarak saptandig
izlenmigtir (149). Bu calismada dizi analizi yontemi altin standart olarak kabul
edilmis ve buna goére sonuglar “tam uyumlu”, “kismi uyumlu”, “kismi
uyumsuz” ve “tamamen uyumsuz” olarak 4 grupta irdelenmistir. Arastiricilar,
Inno-Lipa ve dizi analizi ydontemleri arasinda %90.9 oraninda tam uyumlu,
%38.2 oraninda kismi uyumlu ve %0.2 oraninda kismi uyumsuz sonuglar elde
etmis, tamamen uyumsuz sonuca ise rastlamamiglardir. Bu veriler i1siginda
Inno-Lipa HBV DRv2 testinin, lamivudine direng olusturan primer ve onarici
mutasyonlarin yaninda ADV direncine yol acan mutasyon gelisiminin de
saptanmasinda ve klinik agidan ©6nemli bilgilerin  saglanmasinda
kullanilabilecek duyarli ve 6zgiil bir test oldugu sonucuna varilmistir (149).
Libbrecht ve arkadaslarinin galismasinda dikkat cekici olan diger bulgu, ADV
tedavisi almadigi halde alti hastada ADV direng mutasyonlarinin gdsterilmis
olmasidir (149). Dolayisiyla LVD monoterapisi uygulanan hastalarda dahi

adefovire direng olusturan mutasyonlarin var olabilecedi akilda tutulmali ve
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ileride LVD basarisizhdi nedeniyle tedavinin adefovire degistirilmesi

disiindldigliinde bu durum g6z 6niine alinmalidir.

HBV tedavisinin optimizasyonu icin, HBV suslarina replikasyon
kapasitesi kazandiran mutasyonlar ortaya ¢cikmadan dnce, en erken dénemde
ilac direncini tespit etmeyi saglayan duyarli yontemlere gereksinim vardir
(150). Genotipik direncin izlenmesi, fenotipik direncin gelisimini dnceden
tahmin etmek ve dogrulamak, sonucgta yeni tedavi seceneklerini
belirleyebilmek acisindan bilylik 6nem tasimaktadir. Genotipik direncin
belirlenmesinde kullanilan DNA dizi analizinin en dnemli avantaji, heniz
direng mutasyonunun bilinmedigi yeni antiviral ilag alan hastalarda herhangi
bir yeni mutasyonu saptayabilmesidir (6). Bu ydntemin majér dezavantaji ise
zaman alic olmasi ve yogun emek gerektirmesidir. Ayrica dizi analizi
sirasinda, fenotipe etkisi olmayan tek nukleotid polimorfizmlerinin prob
baglanmasini  bozabilecedi ve yanlis negatif sonuglar olusturabilecegi
belirtiimektedir (88). Bu yontemin ayni zamanda, tim HBV popilasyonunda
%30'dan az oranda goriilen mindr tirleri tespit etmede yetersiz kaldigi da
vurgulanmaktadir (3). Inno-Lipa testi ise viral popllasyonda %5 kadar az
oranda ortaya ¢ilkan mutantlari da tespit edebilen, 6zgulligi, duyarliligi ve
tekrarlanabilirligi yliksek bir test olarak tanimlanmaktadir (136, 138). Ancak,
sadece bilinen mutasyonlari saptayabilmesi ve bu nedenle de her yeni
antiviral ilag direnci tanimlandiginda gtincellestiriimeye gereksinim duymasi,
bu yontemin en o6nemli dezavantajidir (3). GCalismamizda bu testin
hibridizasyon, ylkama ve renk gelisim basamaklarinin timi tam otomatik
olarak yapilmig, bu da 6nemli 6lglide calisma kolayligi saglamistir. Bunun
disinda, sonuglarin objektif olarak dederlendiriimesi ve dogru olarak
yorumlanmasi igin, bilgisayar destekli bir tarama programinin eklenmesi ile
test yonteminin standardize edilmesi, veri toplanmasina yardimci olabilir ve
kisisel hataya bagli olarak gelisebilecek belirsiz ya da negatif sonuglari

onleyebilir.
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DNA dizi analizi ve Inno-Lipa HBV DRv2 ydntemleri ile HBV'nun
antiviral ilaclara karsi direncg gelistirmesine yol acan mutasyonlarin arastirildigi
bu calismada elde ettigimiz veriler karsilastirmali olarak Tablo 4.5%te
sunulmustur. Buna gore; dizi analizi ile 7 ve 16 numaral 6rneklerde saptanan
Q215S ve 8 numarali 6rnekte saptanan S202G mutasyonlarinin Inno-Lipa
testinin degerlendirme kapsami icinde olmadigi géz 6niinde bulundurularak,
mutasyon cesitliliginin saptanmasinda Inno-Lipa testinin daha basarili oldugu
gorilmektedir. Uyumsuz sonuclar irdelendiginde; 8 numaral hasta érneginde
dizi analizi ile saptanan YVDD mutasyonuna karsilik Inno-Lipa ile YIDD
mutasyonunun tespit edildigi izlenmektedir. Lok ve arkadaslarinin
calismasinda, bir hastada YIDD mutasyonunun YVDD’ye donlisim gosterdigi
ve bu hastanin ayni zamanda L180M mutasyonu tasidigi bildirilmistir (150).
Calismamizin bir diger ilgi gekici bulgusu, HBV DNA diizeyinin ¢ok duisiik
(<1000 kopya/ml) oldugu 26 numarali ornekte Inno-Lipa testi ile pozitif
sonucun elde edilmis olmasidir. Géze carpan en uyumsuz sonug ise, 25
numarall ornekte dizi analizi ile ADV direncine neden olan bir mutasyon
(N236T) gdzlenirken, Inno-Lipa testi ile LVD direnci olusturan primer

mutasyonun (M204V) saptanmasidir (Tablo 4.5).

Calismamizin  sinirlamalart  arasinda, mutasyon analizlerinin her
hastadan alinan tek bir serum Orneginde vyapilabilmesi, sonuglarin
dogrulanmasi ve takibi icin ardisik 6rneklerin alinamamasi ve uyumsuz
sonuglarin tekrar test edilmemis olmasi sayilabilir. Ayrica diger 6nemli bir
sinirlama da, hastalar ile ilgili klinik bilgilere ve uygulanan antiviral tedavi
protokollerinin ayrintilarina ulasilamamis olmasidir. Bu sinirlamalarin nedenleri
ise, dizi analizi ve dzellikle de ticari Inno-Lipa testinde kullanilan kit ve sarf
malzemelerinin teminindeki ekonomik sikintilar, hastalarin poliklinik izlemleri
sirasindaki sorunlar ve duzenli izlemin yapilamamasi, poliklinik disinda 6zel
olarak izlenen hastalarin bilgi ve dosyalarina erisiiememesi olarak

siralanabilir.
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Sonug olarak sunulan bu calismada, bir yil ve/veya daha uzun sdreli
lamivudin tedavisi alan hastalarda, antiviral ilac direnci olusturan
mutasyonlarin saptanmasinda dizi analizi ve Inno-Lipa HBV DRv2 ydntemleri,
bir hasta 6rnedi disinda uyumlu sonuglar vermistir. Calismamizda ilag
direncine neden olan mutasyon profilleri, literatlirdeki veriler ile benzerlik
gostermistir. Dizi analizi ile, bu calismada kullanilan ikinci kusak Inno-Lipa
testinin kapsaminda olmayan, ancak giincellenmis Uglncli kusak teste
eklenmis olan bir mutasyon daha saptanabilmistir. Buna karsin Inno-Lipa
testinin uygulama ve degerlendirme basamaklari, dizi analizine gére daha
hizli, kolay ve pratiktir. Calismamiz, Universitemizde bu konuda yapilan ilk
caisma olup, bundan sonraki arastirmalar icin veri saglayacadi

disunulmektedir.
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