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OZET

Kronik Hepatit B enfeksiyonu; karaciger sirozu ve hepé,toseilﬁler karsinom riski
nedeniyle morbidite ve mortalitesi yiiksek bir hastahiktir. Hastalifin tedavisi ve
tedaviye direnc gelisimi giincel arastirma konularidir. llag direncini agiklayan bircok
hiicresel mekanizma vardir. Multidrug Rezistans Gen (MDR) driindi olan P-
glikoprotein (P-gp)’nin artmig salinimi, MDR fenotipini olusturan mekanizmalar
iginde en iyi arastirilms olamidir. MDR geni C1236T polimorfizmi azalms P-gp
fonksiyonu ile iliskilidir. MDR gen mutasyonu, hepatit B’li hastalarda tedaviye yanit
oranlar: ve hastaligin klinik seyrini etkileyebilir. Caligmamizda lamivudin kullanan
Kronik Hepatit B hastalarinda MDR gen polimorfizminin tedaviye yamit ve klinik
seyri tizerindeki etkilerini aragtirmak amaglandi.

Calismaya kronik hepatit B tamsi almig 90 (E/K:69/21) hasta almdi. Yag
ortalamalar: 49.8+12.6 (aralik:22-75) yild1. Hastalar lamuvidin tedavisi sirasinda 24.
haftada HBV-DNA negatiflesen tedaviye yamtli (Grup 1) ve 24. hafta ve sonrasinda
HBV-DNA pozitif olan tedavi diren¢li (Grup 2) hastalar olmak fizere 2 gruba ayrilds.
Grup 1, 51 (E/K:38/13) ve grup 2, 39 (E/K:31/8) hastadan olusuyordu. Iki grubun
yas ortalamalari ve cinsiyet dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmnadt. Grup 2°deki hastalarmn histolojik aktivite indeksleri (HAD), total
biliritbin, AST ve ALT diizeyleri, HBV-DNA titreleri Grup 1’den anlamh derecede
yiiksekti (p<0.05). Tedaviye direngli hastalarm bir kisminda (n:19) YMDD
mutasyonu bakildi. YMDD mutasyonu tedaviye direncli 11 hastada saptandi. Hasta
gruplari, MDR-1 geninde C1236T allel sikhigi ve CC, CT, TT genotip dagilim
acisindan karsilastiriid.

Genotip dagihmlary; Grup 1°de 8 {%15.7) hastada CC, 37 (%72.5) hastada
CT, 6 (%11.8) hastada TT, grup 2’de 13 (%33.3) hastada CC, 21 (%53.8) hastada
CT, 5 (%12.8) hastada TT gen mutasyonlar: saptandi. Gruplar arasinda MDR-1 gen
polimorfizminde genotipik dagilim agisindan anlamh fark bulundu (p=0.044).
Tedaviye direngli olan grupta, yanith gruba kiyasla daha fazla oranda CC genotipi
saptanmistir. Grup 1 ve 2°de C ve T allel sikliklars sirasiyla; %51.96 ve %60.26,
%48.04 ve %39.74 olarak saptandi (p>0.05).

Tedaviye direncli grupta YMDD mutasyonu bakilan ve pozitif olan 5 (% 45)
hastada CC, 5 (% 45) hastada CT, 1 ( % 9) hastada TT; YMDD negatif olan 3 (%37)



hastada CC, 5 (%63) hastada CT gen mutasyonlar1 saptandi. Tedaviye direngli
YMDD mutasyonu pozitif hastalarda tedavi yanitli gruba gore CC genotipi daha
fazlaydi ( p=0.043). Tedavinin 12. aymnda tedaviye yamitsiz olduklarn kabul edilen
grup ile tedaviye yamth grup karsilastinldiginda CC genotipi agisindan gruplar arasi
fark anlamh bulundu { p=0.042).

Sonug olarak MDR-1 gen ve tiriinit P-glikoproteinde goriilen polimorfizmler
kronik hepatit B seyrinde tedavi yanitim etkileyen Snemli faktorlerdir. Caligmamizda
MDR C1236T CC genotipi lamuvidin direngli grupta daha sik goriilmigtiir.
Gelecekte kronik hepatit B tedavisinde MDR gen polimorfizmleri tedavi seciminde
ve siiresinde klinisyenlere yon verecektir. Bu konuda yapilacak daha genis kapsamli

calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B, lamivudin direnci, MDR 1 gen polimorfizmi.
Destekleyen kurumlar: GOU-BAP 2012/32
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The effects of MDR-1 gene polymorphisms on the clinical course of
chronic hepatitis B infection.

SUMMARY

Chronic HBV infection is associated with high morbidity and mortality rate due to
increased risk of hepatic cirthosis and hepatocellular cancer. Treatment modilities
and resistance is currently investigated. Several mechanisms were underlying in drug
resistance. P-glycoprotein (P-gp), the product of multidrug resistance gene (MDR-1),
is well-known mechanism of MDR phenotype. MDR gene C1236T polymorphism 1s
associated with decreased p-gp function. The mutation of MDR gene can affect the
clinical course of disease and response rate to treatment. It was aimed to investigate
the relationship between MDR gene polymorphism and clinical course and treatment
responses in chronic HBV infection in our study.

A total of 90 (malefemale:69/21) patients with chronic HBV infection under
Lamivudine treatment was enrolled in this study. Mean ages were 49.8+12.6
(range:22-75) years. The patients were cafegorized as: Treatment responded (group
1: HBV-DNA is negative at 24th week) and treatment refractory (group 2: HBV-
DNA is still positive after 24th week). Group 1 was consisted of 51 (M/F: 38/13) and
group 2 was consisted of 39 (MF: 319) patients. There was no significant difference
between ages and genders of two groups. Histologic activity indexes (HAI), total
bilirubin, AST and ALT levels, HBV-DNA titers were significantly higher in the
patients in group 2 than group 1 (p<0.05). YMDD mutation was investigated in a
total of 19 patients of group 2. YMDD mutation was positive in 11 patients. MDR-1
gene C1236T alleles’ frequencies and CC, CT, TT genotype distributions were
investigated in two groups.

Genotype distributions; homozygous CC genotype was in 8 (15.7 %),
heterozygous CT genotype was in 37 (%72.5), homozygous TT genotype was in 6
(11.8%) in patients at group 1. Homozygous CC genotype was in 13 (33.3%),
heterozygous CT genotype was in 21 (53.8%), homozygous TT genotype was in 5
(12.8%) in patients at group 2. CC genotype was more cOmmon in group 2 than
group 1 (p=0.044). C and T alleles’ frequencies in the group 1 and 2 were 51.96%
and 60.26%, 48.04% and 39.74%, respectively (p>0.03).
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The patients with YMDD mutation positive at group 2 (m:11), 5 (45%) had
have CC- genotype, 5 (45%) had have CT, 1 (9%) had have TT genotype. The
patients with YMDD mutation negative at group 2 (n:8), 3 (37%) patients had have
CC and 5 (63%) patients had have CT genotype. CC genotype was more common in
the patients with YMDD mutation positive than group 1 (p=0.043). Moreover, CC
genotype was more common in the patients with HBV-DNA positive at 12nd month
of Lamivudine treatment than group 1 (p=0.042).

Consequently; MDR-1 and p-gp polymorphisms are important factors in the
clinical course of chronic HBV infection and may influence the treatment responses.
In the current study, it was found that the CC genotype of MDR-1 gene C1236T was
more common in the patients with lamivudine resistant HBV infection. In the future,
MDR gene polymorphisms will help to the clinicians to determine the treatment

choice and duration. It must be investigated in the further studies.

Key words: Hepatitis B, Lamivudine resistance, MDR-1 gene polymorphism.

The effects of MDR-1 gene polymorphism on clinical course of chronic hepatitis B
infection.
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KISALTMALAR

ABC : ATP baglayan kaset (ATP binding cassette)
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1.GIRIS VE AMAC

Kronik hepatit B, bu giin diinyada 400 milyon kisiyi ilgilendiren Onemli bir
saglik problemi ve en yaygin enfeksiyon hastahiklarindan biridir. Diinya Saghk
Orgiitii'ne gdre, diinya niifusunun iigte biri hepatit B virusu ile enfektedir ve
bunlarm % 5°i kronik Hepatit B hastasidir. Kronik hepatit B hastalarinin %25’inde
slimeiil karaciger hastaliklari olan karacifer sirozu ve Kkaracifer kanseri
gelismektedir. Hepatit B virusuna bagl tiim diinyada yilda 1 milyon kisi hayatim
kaybetmektedir (1, 8).

Onemli bir morbidite ve mortaliteye sahip kronik hepatit B gelismini nlemek
igin yapilan arastirmalar sonucu % 95 koruma etkinligi olan ve giivenilir bir ast
gindeme gelmistir. Doksandan fazla tilkede, yenidoganlarin asilanmas kural olarak
kabul ediimistir.

Hepatit B viriisii ile enfeksiyon neticesinde meydana gelen kronik hepatit
hastaligs, yillar icerisinde karaciger yetersizliine ve hepatoseliller kansere
ilerlemektedir. Karaciger kanseri olgulart incelendiginde; hastalarn % 82’sinde viral
etiyoloji goriilmekte, bunlarin da 2/3°iinii hepatit B olugturmaktadir. Kronik hepatit B
de, kronik hepatit C’ye benzer sekilde parenteral yollardan insanlara bulagmaktadr.
Hepatit B enfeksiyonun edinilme yag: arttikga kroniklesme riskinin azalir, yenidogan
ve ilk 1 yasta gegirilen enfeksiyon % 90 kroniklesmekte, bu oran 1-5 yas arasinda %
30’a inmekte, daha eriskin yaslar i¢in % 2 civarinda bulunmaktadir (1, 2).

Bilinen olast hepatit B viriisti bulag yollari, anneden bebege dogum esnasinda
gecis, seksiiel temas, intravendz ilag kullammi, akupunktur yOntemleri uygulamasi
ve kan transfiizyonlar1 sirasinda meydana gelen gegislerdir. Aile i¢i temas ile de
bulagabildigi tahmin edilmektedir.

Lamivudin (beta- L- 2°,3’-dideoksy thiacytidine), kronik hepatit B
tedavisinde onay alan ilk niikleozid analogudur. Hastalar tarafindan iyi tolere edilir
ve kullanimim kisitlayacak 6nemli ve sik goriilen yan etkileri de yoktur. Hepatit B
viris DNA’siin replikasyonunu saglayan “revers transkriptaz’ enzimini bloke
ederek viriisiin replike olmasim énler. Lamivudin ile tedavi edilen kronik hepatit B’li
hastalarin karaciger enzim diizeyleri normallesir, serumda HBV-DNA yiikii azalr ve

hepatitin nekroinflamatuar aktivitesi geriler.



Ancak; tedavi kesildikten ortalama 3-6 ay sonra hastahigin relaps
gisterebilmesi ve ilaca karsi direng geligimi, lamivudin tedavisinin olumsuz
dzellikleri olarak karsimiza gikmaktadir (1).

MDR1 gen mutasyonu, hepatit B’li hastalarda tedaviye yamt oranlarini ve
klinik seyri etkileyebilir. Tlaclara yanit ve ilaglara bagl yan etkiler ilag metabolize
eden enzimlerdeki genetik degisikliklere bagh olarak aym toplumdaki bireyler
arasinda farklilik gdsterir. Bu fark ilag direnci olusturan MDR genlerinin artmis
ekspresyonuna bagl olabilir. P-glikoprotein (P-gp) insanda MDRI geni tarafindan
kodlanmaktadir ve MDR” in bir iriintidiir (9).

MDR]1 geninde gosterilmis olan tekli nitkleotid polimorfizmlerinden C3435T,
C1236T ve G2677T polimorfizmlerinin  P-gp ekspresyonunda  ve/veya
fonksiyonunda degisimlere neden oldugu cesitli caligmalarda bildirilmistir (10).

MDRI1 gen iiriinil olan P-gp’nin artmis salmimi, MDR fenotipini olusturan
mekanizmalar i¢inde en iyl arastilmig olamdir. P-gp ekspresyonunu  P-gp
polimorfizmi etkilemektedir ve en sik (C3435T, C1236T polimorfizmlerine
rastlanmaktadir. Bazi allellerde P-gp ekspresyonunun yiiksek oldugu, bu durumun
ilaglara ve bazi maddelere kars1 olusan direngten sorumlu oldugu diigtiniitmektedir
(11). P-gp cesitli organlarda exprese edilmektedir ve intestinal eritrositlerde, beyin
kapillerlerinin endotel hiicrelerinde, bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde ve
karaciger kanalikiiler hiicrelerde ilag dagilum ile iligkilidir (12).

P-gp’nin kronik hepatit B tedavisinde kullanilan niikleozid analogu ilaglarin
dagiliminda ve bu ilaglara karst olusan direncte rolit olabilir. MDR gen mutasyonu,
hepatit B’li hastalarda tedaviye ozellikle niikleozid analoglarma yanit oranlarini
etkileyebilir.

Bu calismada, kronik hepatit B hastalarinda tedaviye yamit oranlari ile MDR1

gen polimorfizmi arasindaki iligki arastinildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit B Viriisi

2.1.1. Hepatit B Viriisii Yapist ve Ozellikleri

Hepatit B virtisii ilk defa 1965 yihinda Bulumberg ve arkadaslan tarafindan
“Avusturalya Antijeni” adi verilen bir serum proteini olarak rapor edilmis, 1970
yilinda tiim virionun elektron mikroskobi goriintiileri saptanarak, HBV’niin esas
enfeksiydz partikiili olan “Dane .Partikﬁileri” admi almugtir. HBV’ntin 42 nm
batyikligiindeki Dane partikiilleri diginda, 22 nm bitytklagiinde sferik ve 22x100-200
nm biiytikliigiinde filamantéz partikiilleri de elektron mikroskobunda tarif edilmis, bunu
izleyen yillarda gesitli ¢aligmalarda virlisiin genomik yapist ve proteinleri karekterize

edilmistir (13).

Hepatit B viriisii, Hepadnaviridae ailesinin orthohepadnaviriis cinsi i¢inde yer
alan hepatotropik, zarfli ve kismen ¢ift sarmalli bir deoksi ribontikleik asit (DNA)
virtistidiir. Sadece, 3200 nitkleotidden olusan genomik yapis1 nedeniyle, bilinen tiim
DNA viriislart icinde en kiigiik olamidir. Hepadnaviridiae ailesinin iiyeleri iginde
insanlarda enfeksiyon olusturan tek tiir HBV dir. Enfekte hiicrelerde ii¢ farkh HBV
partikiilii gdsterilmistir. Dane partikiili olarak isimlendirilen, yaklagtk 42 nm
capindaki kiiresel sekilli partikiil enfektif ozelliktedir. 22 nm capindaki kiiresel
partikill ile tiibiiler partikiiller ise niikleik asit icermeyip enfektif degildirler (14).
Dane partikilliiniin gekirdeginde bulunan viral genom gember seklinde ve kismen ¢ift
iplikeikli DNA yapisindadir. Iplikgiklerden uzun olant L veya negatif zincir, kisa
olani ise § veya pozitif zincir olarak isimlendirilir. Genetik bilginin tamami uzun
sarmal tizerinde kodlanmus olup bu sarmal {izerinde S, C, X ve P kisaltmalan ile
gosterilen dort degisik protein kodlayan niikleik asit dizisi (Open Reading
Frame=ORF) tanimlanmigtir (15, 16).

1.S geni: Pre-S1, pre-S2 ve S bolgelerinden olusup, viriis ylizey antijenini (hepatit B
yiizey antijeni-HBsAg) kodlayan gendir. HBsAg'nin a, d, y, w ve r aminoasitlerinden
a antijenik yapis: tim HBsAg pozitif bireylerde mevcut olup, buna karsin olugan

anti-HBs notralizan antikoru bagisiklig1 saglar.



2.C geni: Kor ve nilkleokapsid genidir. Kor partikiili iginde toparlanan hepatit B kor
antijenini (HBcAg) kodlar. HBcAg, sadece karaciger hitcresinde tespit edilebilir. Bu
antijenin karboksi terminalinin bir bslimiinden hepatit B e antijen (HBeAg)'i
kodlanarak extraselliiler bolgeye salmir. HBeAg, replikasyon ve enfeksiyOzitenin
gostergesidir. C gen organizasyonu pre C bolgesinden baglarsa HBeAg, C
bolgesinden baglarsa HBcAg sentezlenmektedir.

3.P geni: P proteini=polimeraz (Pol) geni, viral genomun bityiik bir kismin (3/4)
kaplar. DNA bagimli DNA polimeraz ve riboniikleik asit (RNA) bagimh revers
transkriptaz aktivitesindeki temel bir polipeptidi kodlar.

4X geni: Viral replikasyon icin &nemli olan iki transkripsiyon aktivatorinii
kodladign diginiilen kiigik bir gendir (17). $ekil 1’de HBV  genomunun

organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar goriilmektedir.

Sekil 1: HBV’nun genomik organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar (3)

Hepatit B viriistiniin konak hiicreye baglanmasmnda bazi konak doku
faktorlerinin ol oynadign diistinilmektedir. Fibronektin, transferrin reseptoril,
apolipoprotein H, insan serum albumini, pre S2 glikan ve HBYV baglayan faktor gibi
birgok reseptor aday: tammlanmistir (18). Hiicre ylizey reseptorii yolu ile HBV
hepatosite girer ve sonra HBV zarfi soyularak HBV cccDNA formu ortaya gikar.

cccDNA, hepatositin niikleosunun igine hareket eder ve viral replikasyon sirasinda



RNA’nin kopyalanmas: i¢in kalip gorevi yapar. Kor viriis partikiilleri HBsAg ile
sartlir ve HBV virionu salir (17).

2.1.2. Epidemiyoloji

Hepatit B viriis enfeksiyonu halen tiim diinyada en onde gelen saglik
sorunlarindan biridir. Diinya niiffusunun yaklagik tigte biri serolojik olarak eski veya
yeni enfeksiyon delillerine sahiptir (1,7). Hepatit B Viriisii akut hepatit, kronik
hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinomun en énemli etkenlerinden biridir. Degisik
bslgelerden yapilan prevelans ve hastalik sonuglan ile ilgili ¢ahgmalar HBV niin tiim
siroz vakalarmm %30’ undan, tiim hepatoselliiler kanser (HCC) vakalarinin ise % 53
inden sorumlu oldugunu gostermektedir (19). Tim diinyada 400 milyonu agkin
sayida kisinin HBV ile kronik olarak enfekte oldugu ve her sene global olarak
izlenen 530.000 hepatoseliiler karsinom olgusunun 316.000°inin HBV ile iligkili
oldugu bilinmektedir. KHB diinyada tiim ktalarda goriiliir, fakat prevalans: farkh
coprafik bolgelerde endemikten (>%8) disik seviyelere (<%2) kadar degisir.
HBV’niin diinya tizerindeki prevalans: iilkelerin gelismislik diizeyi ile ilgili dzellikler
gosterir (19). Her yil diinyada 1.000.000°a yaklagan sayida kisi, HBV enfeksiyonu ile
ilgili komplikasyonlardan kaybedilmektedir. Etkili bir agis1 olan HBV enfeksiyonu
ciddi bir halk saglig1 sorunu olarak énemini stirdiirmektedir (20 - 22).

Kronik Hepatit B Tiirkiye’de de halen 6nemini koruyan ciddi bir saglik
sorunudur. Ulkemiz ntfusunun vaklasik %35-6’s1 HBV tasiyicis: ve en az 3 kisiden
birisi de HBV enfeksiyonu ile kargilagmustir. Tiirkiye’de HBsAg (HBV ylizey
antijeni) seroprevalansi 9%3,9-12,5 arasmnda olup yaklagtk 3-4 milyon insanin
HBV’nii tasidif: tahmin edilmektedir. Anti-HBs pozitifligi ise %20,6 ile %56,3
arasindadir (23, 24). Tirkive HBsAg tagiyicilign bakimindan diinyada orta derecede
endemik sayilabilecek durumda olup bulag daha ¢ok gocukluk ¢aginda olmaktadir ve
cocukluk caginda alman enfeksiyonun kroniklesme oram daha fazladir. Ulkemizde
en stk kronik viral hepatit etkeni hepatit B viriisiidiir ve kronik hepatitli hastalarin
%45°%inde, karaciger sirozlu hastalarin ise %35’inde etyoloji tek bagina HBV dir (24,
25). HBV’nin bulagmasinda tagtyicilarin yamsira, akut ve kronik enfeksiyonlu
bireylerin kan ve viicut sivilan Snemli rol oynar (26, 27). Insan viicut stvilarindan

kan, semen ve vajinal sekresyonlarda &nemli oranda HBV bulunurken (HBsAg ve



HBV DNA poritifligi) ter, gbzyas, tikriik, siit ve difer viicut srvilaninda da virlis
tespit edilmis olup, bu sivilar da potansiyel olarak enfeksiydz kabul edilmektedir.
Bununla birlikte enfeksiyéz HBV partikiilleri yalmizea serum, tiikkriik ve semende
kesin olarak gosterilebilmigtir (27, 28). -20 °C’de uzun stire saklanabilir ve 60 °C’de
4 saat yasayabilir, 100 °C’de ve sodyum hipokloritle muamele ile 10 dakikada
inaktive olur. HBV enfeksiyonunun baglica bulasma yollar1 ve bulasma yollarma
gore risk gruplar asagida 6zetlenmistir (26).
1- Parenteral (perkiitan) bulasma

- Cogul transflizyon yapilan hastalar

- Hemodiyaliz hastalan

- Damar i¢i uyusturucu bagimlilar

- Dévme (tatuaj) yaptiranlar

- Safhk personeli
2- Cinsel temasla bulasma

- Erkek es cinseller

- HBYV tasiyicilarmun cinsel partnerleri

- Multipartneri olanlar

- Cok partnerli heteroseksiieller
3~ Perinatal-vertikal bulasma

- HBV tagiyicisi annenin bebekleri
4- Horizontal bulasmﬁ

- Kotl hijyen ve diisiik sosyoekonomik durum

- Mental 6ziirliiler

2.1.2.1. Diinyada HBV Enfeksiyonu Prevalans

HBYV enfeksiyonu prevalans: tiim diinyada oldukga iyi aragtirlmistir. HBsAg
ve anti-HBs pozitifligi oranlan, enfeksiyonun alinma yaéi, en sik goriilen bulagma
yolu gibi kriterler gézbniine alinarak diimya, sekil 2° de oldufu gibi diisiik, orta ve

yiiksek endemisite bolgelerine ayrilmustir (26).



ekil 2: onik Hepatit B prevelansi (2006 UptoDate)

1. Diisiik Endemi: HBsAg prevalansinin < %2 oldugu cografik bolgelerdir: Kuzey
Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa, Yeni Zelanda, Avustralya gibi geligmis titkelerdir
(26). Bu iilkelerde genel populasyonda hepatit B insidans: diistik olup cinsel temas en
onemli bulas yoludur. Bu bolgelerde, geng erigkin dénemde parenteral yolla,
szellikle ortak enjektorle intravendz ilag kullanim ve yiiksek riskli-giivenki olmayan
cinsel temasla gelisen enfeksiyon neticesinde kroniklesmenin daha 6n planda oldugu
goritlmektedir. Intravendz ilag bagumliligs, homoseksiieller, kronik bobrek
yetmezlikli hastalar ve bunlara hizmet veren diyaliz personeli, ¢ok sayida cinsel
partneri olan kisiler, kronik HBV enfeksiyonu olan kigilerle aym evde yasayanlar,
bakimevierinde izlenen mental retarde bireyler, saglik personelleri riskli grubu

olusturmaktadir (15).

2. Orta endemi: HBsAg prevalans1 %2-7 oramndadir. Yetigkinlerin %20- 60’inda
anti-HBs pozitiftir. Dogu Avrupa, Fransa hari¢ Akdenize kiyis1 olan Giiney Avrupa
iilkeleri, Rusya, Ispanya, Israil, fran, Suriye, Irak, Hindistan’m yer aldi§1 Giiney Orta
ve Giiney Bati Asya orta endemisiteye sahiptir. Enfeksiyon gogunlukla g¢ocukluk,
ergenlik ve geng erigkinlik doneminde almir. Baslica bulas yolu horizontaldir.

Perinatal bulag % 10-20 oraninda gorilmektedir (15, 30).



3. Yiiksek endemi: Afrika, Giineydogu Asya, Cin, Alaska’da HBsAg pozitiflii %5-
20 oramindadir ve yetiskinlerin %70’ ten fazlasi enfeksiyona karst bagisiktir. Perinatal-
ve horizontal bulas ana bulas yoludurl. Asya’da perinatal bulasma, Afrika’da
horizontal bulasma &n plandadir (15, 29). Cocukluk dénemindeki enfeksiyonlarin
¢ogu asemptomatiktir ve bu dénemde hepatit B ile ilgili akut enfeksiyon belirtileri
siliktir, fakat erigkinlerde kronik karacifer hastalifi ve karacifer kanseri oram
yitksektir (30).

2.1.2.2. Tiirkiye’de HBV Enfeksiyonu Prevalansi

Tirkiye, yaklasik %6 (%3.9-12.5) prevelansla (yaklagik 3.5 milyon kisi) orta
endemisiteye sahip bolgeler arasinda yer almaktads. Ulkemizde yapilan
epidemiyolojik calismalar HBV niin ¢ocukluk ve genclik gaginda aile ve toplum
icinde horizontal yolla alindigim ve 18-20 yaslarinda toplumun tagtyicilik oranmna
ulagildigim gbstermektedir (26).

2.1.3. HBV Genotipleri ve Serotipleri

Cografik ve etnik orjine gore HBV nin farkli genotipleri vardir. Bunlar A-H
arasinda 8 farkli genotip olup, Tirkiye’de genotip D hakimdir. Genotip A, Kuzey
Amerika, Afrika ve Kuzey Avrupa’da; B ve C, Asya-Pasifik’te; D, Akdeniz {ilkeleri
ve Hindistan yarimadasi’nda; E, Sahra alt1 Afrika’da; F, Orta ve Giiney Amerika’da
yaygin goriilmektedir. Genotip G’nin yogunlastign bolgeler bilinmemek ile birlikte,
Kuzey Amerika ve Fransa’da tesbit edildigi, Tayvan’da hepatoselliiler kanserli
hastalarda genotip C ile kombine olarak saptandigina dair yaymlar mevcuttur (31).
Genotip H’nin dagilinu hentiz anlasilamamistir. S geninde % 4, diger tim genom
dizisinde de % 8 oraninda goriilen varyantlar HBV niin genotipleri olarak tammlanr.
Genotiplerin tahmin edilen prevelansi genotip A igin % 35; genotip B igin % 22;
genotip C icin % 31; genotip D igin % 10 ve geriye kalanlar igin % 2 civarnindadir
(31).

Hepatit B viriisii, HBs antijeninin yapisal farkliliklarina gore ise serotiplere
ayrilmustir. Bu serotipler 9 adet olup her biri ortak “a” determinanti tasimaktadirlar.
Virusun cografi dagihrmu ile genotip arasinda uyumluluk goériilmektedir, Farkli
genotipler ile ko-enfeksiyonun mimkin oldugu bazi galigmalarda gdsterilmistir.

Genotipler arasmda rekombinasyon olasihfi da minmkiindiir (1, 2, 34). Tirkiye’de



yapilan bir caligmada akut hepatit B etkenlerinin timiniin genotip D oldugu tesbit
edilmistir (4).
2.1.4. Hepatit B nin Dogal Seyri ve Klinik Ozellikleri

Hepatit B viriisti ile enfeksiyon sonrast, 6 aydan uzun siiren HBsAg pozitifligi
kronik hepatit B’ye isaret eder. Bu durum, karacigerde viral replikasyonun devam
ettigi, hem karaciger hem de kanda titreleri farkl olmak kayd: ile viremi oldugu
anlamina gelmektedir. Karacigerde hepatosit oliimiine eslik eden inflamatuar
infiltratlarin  varligs, kronik viral hepatit igin karakteristiktic (32). HBV
infeksiyonunun kroniklesme olasilifi, infeksiyonun bulasma yolu ve bulasma yasina
gtre degiskenlik gosterir. Yitksek endemik alanlarda infekte anneden yenidogana
perinatal infeksiyon ve erken gocukluk ddneminde HBsAg pozitif aile tyelerine
temas sonucu horizontal infeksiyon HBV bulagindaki ana yollar: olusturur (32).
infeksiyon; venidogan ve siit gocuklugu déneminde kazanildigmda % 95 civarinda
kroniklesme goriiliirken, bu dénemden itibaren ilk 6 yas icerisinde kazanldignda ise
kronikiesrhe orant % 30 civarna inmektedir. Erigkin d6nemde infekte olunmasi
durumunda kroniklesme riski % 5-10 civarinda gorilmektedir (1, 32-34).

Viral hepatitlerde viriisiin karacigerde direk sitopatik etkisinin olmadigy,
hastalik tablosunun immiinolojik oldugu goriisii hakimdir (35, 36). HBV’ye bagh
olarak karacigerdeki hasar ve HBV nin temizlenmesi immiin sistem ile ilgilidir (37,
38). Konagin HBV’ye kars1 immiin yamti klinik patolojinin ve virisden kurtulmann
temel nedenidir. HBV viriisiine karst konak¢min immiin yaniti karacigerde hasara

neden olmaktadir, Hiicresel immiin yanut iki yolla olmaktadir (39, 20, 40):

1. Human leucocyte antigen (HLA) class 1 CD8+ zayif sitotoksik T lenfosit
(CTL) kontroliindeki yoldur. Bu yoldaki hiicresel imumiin yanitta hepatit B viriisiinlin
kiiciik proteinleri (6zellikle HBcAg) CD8+’e sunulmak i¢in hepatosit iginde belirli
siireclerden gecirilir. Bu siireglerden sonra olusan proges hepatosit ylizey
membranina getirilir. Hepatosit yiizey membramndaki bu progesler direkt olarak
CD8+ sitotoksik T lenfositler ile birlesir ve enfekte hiicrenin 6ltmiine neden olur
(39). HBV proteinlerin residii peptidlerini diizenlemek sinirh oldugundan, class 1
_ deki baglanma oldugunda degisiklik yapilarak, bu residii peptidlerin baZlanmalar
saglénabilir. Gliniimiizde Major-Histokompotabilite-Komplex (MHC) deki baglanma



alanlarimn polimorfik natiirde olmas1 bunu desteklemektedir ve bu immiindominant
hepatit B viriis peptidlerinin ¢ok ¢esitli baglanmalara afinitesi oldugundan akut HBV

enfeksiyonu sonrasinda, viriise karg: gelisen immiin yamtmn seklini belirler.

2. Hepatosit digindaki viral proteinlerin peptid pargaciklart karacigere Szgi
olmayan antijen sunan hiicreler (6zellikle makrofajlar) tarafindan hiicre i¢ine alimr.
Bu antijen sunan hiicrelerin sitoplazmasinda yine benzer sekilde progesler olusturulur
ve bu progesler hiicre membranma getirilir. Bu progesler CD4+ T hiicreleri ile
birlesir, bu birlesim T hiicre gogalmasini, T hitcreleri tarafindan sitokin (bu sitokinler
hepatositlerde hasara ve antijen sunan hiicrenin 6liimiine neden olur) salgilanmasimn:
ve B hiicrelerinin uyariimasint tetikler (20). Bu farkl immiin yanitlar sonrasinda
virlis bagarili sekilde temizlenir, viriisiin bagaril sekilde temizlenmesi icin konakta
MHC molekiilii, spesifik T hiicrelerine antijen sunumu ve T hiicreleri arasmdaki
uyuma (vani konakta higbir immiin yetmezlik durumunun olmamasina) baghdir.
Eger bu tamnmada ve aktive olmada yetmezlik olursa, enfekte tim hiicreler
pargalamr, viral replikasyon triinleri agia cikar ve HBsAg’e karsi olusan antikor
hepatositlerin yeniden enfekte olmasmi Onleyemediginden, baska hepatositler
enfekte olur. Yani, yeterli immiin yanit olmazsa enfeksiyon devam ederek, enfekte
hepatositleri dldiirmeden HBV yi inaktive ederler (40).

HBV enfeksiyonunun klinik spektrumu hem akut hem de kronik hastalikta
depiskenlik gostermektedir. Akut fazda subklinik veya anikterik hepatitten ikterik
hepatite, bazi vakalarda ise fulminan hepatite kadar degisik klinik ile
seyredebilmektedir. Kronik faz sirasinda ise asemptomatik tasiyict durumundan,
kronik hepatit, siroz, hepatoselliller karsinoma kadar degisen bir seyir
cizebilmektedir. Ekstrahepatik belirtiler akut ve kronik enfeksiyonlarin her ikisinde
de goriilebilmektedir (41-43) (Sekil 3).

10



ﬁ "‘ﬁ:ﬁ»—}_?,‘j:

Sekil 3: Hepatit B viris enfeksiyonunda klinigin dogal seyri
(Viral Hepatitle Savagim Dernegi - Hepatit B 2009)

HBV’ niin replikasyonunu hiicreye entegre olarak gergeklestirmesi onun
sitopatik etkinliini gdstermekte ancak HBV ta§1yzcﬂénmn bir¢ogunun bu yogun
viriis replikasyonuna ragmen minimal karaciger hasan ile birlikte asemptomatik
olmalarn HBV’ niin dogrudan sitopatik olmadifim desteklemektedir (41-43).
Hepatoselliler hasarm ciddiyeti, konakg1 immiin yamtin giicii ile belirlenmektedir.
Fulminan HBV enfeksiyonu olan hastalarda siddetli bir immiin yanit ve izl viral
klirens &liimeiil tablolara yol agabilmektedir. Oysa ki immatiir bir immiin sisteme
sahip yenidoganda HBV maruziyeti siklikla minimal akut karaciger hasarina neden
olmakta ancak % 90 dan fazla kronik enfeksiyon olma ihtimali meveuttur (44-46).
Onceleri HBV enfeksiyonu gecirip viral antijenleri kaybolmus anti viral antikor ve
spesifik sitotoksik T lenfosit olusturmus ve virlisten kurtulmug oldugu diistiniilen
kisilerin serumlarmda HBV DNA tespitine yonelik hassas yontemlerin geligtirilmesi
ile 10 — 15 yil sonra bile HBV genomu izlerine rastlanmasy; kemoterapi veya organ

transplantasyon sonrast immiin stipresif tedavi alan bu gibi hastalarda HBV
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replikasyonunun reaktive olmast HBV’ niin akut enfeksiyon sonras: nadiren
tamamen eradike oldugunu distindlirmektedir (47, 48). Virtisin hepatosite
girmesinden sonra HBV enfeksiyonu bazi immiinolojik belirleyicilerin belirledigi,
birbirini izleyen dort evrede gelisir ve sonlanir (28, 20) (Sekil 4).

e Evre 1 Immiintoleran Faz: Enfeksiyonun semptomsuz inkitbasyon
dénemine uyar. Bu dénemde virlis replikasyonuna ragmen, olusan immiintolerans
nedeniyle karaciger hasan ortaya ¢ikmaz. HBsAg, HBeAg ve HBV-DNA yiiksek
titrelerde saptanirken, transaminaz seviyeleri normaldir. Karacifer biyopsisi
normaldir veya minimal hepatit bulgular1 gbsterir (49).

e Evre 2 immiinklerens Faz (HBeAg + Kronik Hepatit B): Aktif hepatit
ile karakterize olup HBsAg, anti-HBc IgM ve IgG pozitif ve transaminazlar
vitksektir. HBV-DNA miktar1 azalmigtir. Bu evre kronik hastalarda yillarca siirer,
hastalik siroz ve hepatoselliller kanserle sonuclanabilir. Karacier biyopsisinde
belirgin enflamatuvar aktivite tespit edilir. Sonunda anti-HBe serokonversiyonu
geligebilir (20).

e Evre 3 Diisiik veya Nonreplikatif Faz (Inaktif HBs Tagtyrest): Konak
immiin yamtinin gelismesi ile karakterize olan bu evrede HBsAg pozitif olmakla
birlikte HBV-DNA negatiflesmigtir. Normal ya da normale yakin transaminaz
seviyeleri olup karacier biyopsisinde nekroinflamatuvar aktivitenin azalmus oldugu
gérliir. Birgok ta$1y'101 hayatlar: boyunca HBeAg negatif, anti-HBe pozitif olarak
yasar (50).

e Evre 4 Reaktivasyon faz (Reaktivasyon Dénemi): Inaktif HBV
tasiyicilarinin 1/3’tinde HBe Ag’nin tekrar pozitiflesmesi gozlenmeden kronik
hepatit olugabilir. Bu tasiyicilarin bir kismu HBV varyantlarmdan birini tagimakta
olup HBV genomunun prekor ve kor-promotor bolgelerinde olusan mutasyonlardan
dolay1 HBeAg salgilanmamaktadir. Hastalarin bir kisou HBeAg negatif kronik
hepatitten direkt olarak HBeAg pozitif kronik hepatite gecerken ¢ogu bu déneme
degisken siireli bir inaktif tagiyicilik durumundan sonra girmektedir. Bu dénem
HBeAg yoklugu ve anti-HBe antikorlar varhg, saptanabilir diizeylerde HBV-DNA
mevcudiyeti, serum ALT diizeyleri yiiksekligi ve histolojik olarak karaciferde

devam eden nekroinflamasyon ile karakterizedir (51).
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Sekil 4: KHB enfeksiyonunun seyrinde dort ddnem goriiliir: immun tolerans, immun

klirens (HBeAg pozitif KHB), inaktif tasiyicilik, reaktivasyon (HBeAg negatif

KHB).

Tablo 1: Kronik Hepatit B nin dénemlerine gore virolojik parametrelerin

gosterilmesi

Immiin tolerant | HBeAg pozitif Inaktif HBsAg HBeAg negatif
faz KHB tasiy1cis KHB*

HBsAg + + T

HBeAg + + - i

Anti-HBe - - + +

ALT Normal Yiiksek Normal Yiiksek/Dalgah

BV DNA | 510° kopyaml | >10° kopyainL | <10°kopyamL | >10° kopyafnL

Histoloji NormalHafif Aktif Inaktif Aktif

*Precore mutant

2.2. HBV Enfeksiyonunun Mikrobiyolojik Tamsi

HU: 5 kopyanL

2.2.1. Serolojik Tam Yéntemleri

HBV’niin serolojik tamisi, viriis tarafindan kodlanan antijen ve bu antijenlere

kars1

konak

savunma

mekanizmast

tarafindan

olusturulmus

antikorlarin

saptanmasina dayanir. HBsAg’ye karst anti-HBs, HBeAg'ye karst anti-HBe ve
serumda serbestge dolasmayan HBcAg’ye karsi anti-HBc saptayabildigimiz
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belirteglerdir (52). Sekil 5° te hastaifin dénemlerine gdre saptanabilen antijen ve
antikorlar belirtilmektediz,

2.2.1.1. Akut Enfeksiyon

Akut HBV enfeksiyonu sirasinda virusa ait ilk saptanan antijen HBsAg dir.
Hastalk semptomlan ortaya gikmadan 3-5 hafta dnce serumda HBsAg saptanir
diizeye u3a$mékta, sevivesi giderek yilkselerek akut infeksiyon sirasinda en fist
seviyeye ¢tkmaktadir. lyilesme ile sonlanan olgularda 2-6 ay i¢inde azalarak ortadan
kaybolmaktadir. Kaybolduktan bir miiddet sonra serumda HBsAg’ye kars1 olusan
koruyucu anti-HBs antikorlari ortaya ¢ikmakta ve genellikle hayat boyu saptanabilir
bir diizeyde kalmaktadirlar, Akut ddnemde anti-HBs antikorlarmm daha erken
olustugu ancak ¢ok fazla miktarda HBsAg bulunmasi dolayisiyla olusan immiin
komplekslerin bunlar1 maskeledigi diistiniilmektedir. HBsAg’ nin ortadan kayboldugu
ve heniiz anti-HBs antikorlarinin saptanamadigi bu déneme “pencere dénemi” ismi
verilmektedir. Bu dénemde hem HBsAg hem de anti-HBs antikoru negatif olarak
bulunmaktadir. Akut HBV infeksiyonundan sonra anti-HBs antikorlarmin olugmast,
hastaligin iyilesme ile sonlandigini ve bagigiklik olustugunu gostermektedir. Kronik
HBV enfeksiyonlarinda ise genellikle anti-HBs antikorlar saptanmamaktadir. Akut
HBV enfeksiyonu diginda hepatit B asilanmas1 sonrasinda da anti-HBs serumda
tespit edilebilir. Hepatit B imunglobiilin verilmesi, kan transfiizyonu ve anneden
bebege pasif olarak gecis sonrasinda da serumda anti-HBs saptanabilmektedir. Pasif
olarak alinan bu antikorlar birkag ay i¢inde ortadan kaybolmaktadirlar. Serumda anti-
HBs seviyesinin 10 mIU/mL nin fizerinde olmast bagigiklik seviyesinin lizerinde bir
antikor titresinin var oldugunu ve kisinin bagisik oldugunu gosterir. Akut HBV
enfeksiyonundan sonra 6 aydan daha uzun sire serumda HBsAg pozitif olarak

kaliyor ise hastaligin kroniklestigi diistiniilmektedir (52).
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Sekil 5: Akut HBV enfeksiyonunda tamsal belirtegler (Piccini & Nilsson: The Osler
Medical Handbook, 2. edisyon’dan alinmigtir)

Akut enfeksiyon sirasmnda HBsAg nin ortaya ¢ikmasmdan kisa bir siire sonra
serumda HBeAg ortaya cikmakta, HBsAg ortadan kaybolmadan &nce ortadan
kaybolmaktadir. Serumda HBeAg’nin varligi bulasicilik, enfektivite ve aktif viral
replikasyon ile iliskilidir. HBeAg'nin kaybindan kisa bir siire sonra anti-HBe
antikorlar: ortaya ¢ikmaktadir. Anti-HBe antikorlarmm serumda tespit edilmesi viral
replikasyonun azaldif1 ve hastaligin iyilesmeye dogru gittigi anlamina gelmektedir.
Ancak prekor bolgesinde mutasyon sonucu olusan mutant suglarin meydana getirdigi
enfeksiyon sirasmda hasta serumunda anti-HBe pozitif olmasina ragmen aktif viral
replikasyon ve enfeksiyon tablosu devam etmektedir. Bunun diginda olusan bir diger
farklh durum ise serumda HBeAg pozitif olmasma ragmen viral replikasyonun
gbstergesi olan HBV-DNA’nin saptanamarmasidir. HBeAg'nin serumdaki varhigumn
3-4 aydan uzun sirmesi kronik enfeksiyona gidisi gOstermektedir. Kronik
enfeksiyonda HBeAg nin pozitifliginin stirmesi ise agir karaciger hastalift gelisme

riskini artirmaktadar (52).
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Serolojik tamda kor bolgesi ile ilgili kullamlan gosterge anti-HBc
antikorlardir. Anti-HBe antikorlari serumda HBsAg tespit edildikten kisa siire sonra
ve anti-HBs ortaya cikmadan Once goriilmektedirler. Ik basta anti-HBc,
immunoglobiilin M simfindandir. Anti-HBc IgM infeksiyon basladiktan birkag hafta
sonra en iist seviyelere ulagir, daha sonra titresi azalmaya baglar ve ortalama 6-8 ay
sonra tespit edilemez hale gelir. Buna gore HBsAg pozitif olan bir olguda, anti-HBc
IgM negatif bulunuyor ise o kiside akut enfeksiyon olasihf stz konusu degildir.
Anti-HBc IgM smifi antikorlarin gdriilmesinden kisa bir siire sonra IgG sunfi
antikorlar da ortaya gikar ve bunlar genellikle hayat boyu tespit edilebilir diizeyde
kalir. Anti-HBc IgM antikorunun en Onemli Ozellifi, enfeksiyomun pencere
doneminde tek olciilebilir belirteg olmasidir. Diger nemli ozelligi ise kronik
enfeksiyonun akut alevlenmeleri swrasmda, ¢ok digtik bir titrede de olsa
pozitiflegebilmesidir (52).

Biitiin serolojik gostergeler negatif olmasina karsilik, tek bagina anti-HBc IgG
pozitifligi su durumlarda saptanabilir :

a) Hepatit B enfeksiyonu iyilesmis ancak serum anti-HBs  diizeyi
saptanamayacak

kadar azalmus olan kisiler.

b) HBsAg diizeyi saptanamayacak kadar diistik olan kronik enfeksiyonlu kisiler.
¢) Uzamig pencere doneni. | |

d) Yalanc pozitiflik.

e) Pasif olarak anti-HBc IgG kazamlmasi.

2.2.1.2. Kronik Enfeksiyon

Kronik enfeksiyonlu hastalarda, HBV replikasyonunun seviyesini ve
enfektivite potansiyelini saptamak igin serumda HBeAg ve anti-HBe diizeyleri
incelenmektedir. HBeAg pozitif olan kronik hasta serumlari, anti-HBe pozitif
serumlara gore belirgin olarak daha fazla konsantrasyonlarda virlis icermektedirler.
Yani, HBeAg pozitif hastalarin cinsel iliski yoluyla, aile ig¢i temas yoluyla ve

perinatal olarak HBV nil bulagtirma ihtimalleri gok daha fazladir. (52).

16



2.2.2. Molekiiler Tani Yontemleri

HBV enfeksiyonunun tanisinda molekiiler tam yontemleri HBV-DNA diizeyi,
HBV genotipi, tedavi etkinliginin izlenmesi, HBV mutasyonlarimn saptanmasi ve
serolojik yontemlerle tam koymakta zorlandigimiz baz durumlarn aydinlatilmasinda
bize yardimer olan yontemlerdir. Gegmisten giintimiize bu konuda cesitli aragtirma
yontemleri kullamlmistir. Bu yontemler baslangigta kalitatif veriler elde etmemizi
saglamakté iken, teknolojinin gelismesi ile birlikte kantitatif veriler de elde
edilmesine olanak vermektedirler. Molekiiler tam: konusundaki en &nemli gelisme
HBV-DNA testlerinin sensitivitesini arttran “real time PCR” tekniginin ortaya
cikmasi ve geligmesidir. Bu yontem sayesinde sonuglar kantitatif olarak daba kisa ‘
zamanda verilmekte ve farkli HBV genotiplerini saptamak miimkiin olmaktadir.
Ancak cesitli kantitatif test sonuglan arasinda standardizasyon sorunu bulunmaktadir.
Molekiiler yontemlerin en gok kullanim alanlan sunlardir ( 52, 53):
a) Serolojik tamnin yetersiz kaldigi ve molekiiler yontemlerle HBV-DNA’sinin
arastirildigi durumlar.
b) Tedavi etkinliginin izlenmesi.
¢) Mutant viriisiin tanisi.
d) Antiviral ilag direncinin saptanmasi
a) Serolojik tanmin yetersiz kaldigi ve molekiiler yontemlerle HBV-DNA’sinin
arastirildigas durumlar
- HBsAg negatif HBV enfeksiyonunun tanist
- HBeAg negatif / anti-HBe pozitif HBV enfeksiyonunun tanisi : Normalde
bu durum HBeAg serokonversiyonunu diigiindiirmektedir. Ancak HBV’nin prekor
bolgesindeki mutasyonlar sonucu olugan mutant suslarla meydana gelen enfeksiyon
sirasinda HBeAg iiretimi kesintiye ugramaktadir. Anti-HBe varlifina rafmen HBV-
DNA pozitif tespit edilmektedir.
- Anti-HBs pozitif HBV enfeksiyonunun tanisi
b) Tedavi etkinliginin izlenmesi
HBV-DNA miktarmin kantitatif olarak 8l¢tilmesi, kullamlan tedavi semasinin ‘
etkili olup olmadigim anlamanuza, tedavi siiresini ve dozunu belirlememize ve

gerektigi durumlarda tedavi protokoliinii degistirmemize yardimei olmaktadir.
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¢) Mutant virusun tanisi

HBV-DNA'nin sekans analizi ile, ilgili gen bolgelerindeki mutasyonlar
saptanabilmektedir.
d) Antiviral ila¢ direncinin saptanmasi

HBYV ilag direnglilik testleri; tek veya goklu mutasyonlari saptayan genotipik
testler veya viral genomun ilgili vektorlerle hilcre igerisine konulmasi ve ilag
varhginda HBV’niin replikasyonunu direkt olarak Slgen fenotipik testlerdir. Duyarlt
testler kullanilarak yapilan HBV direng tayininin, HBV-DNA miktarinin ve
transaminaz diizeylerinin yiikselmesinden daha Once Dbelirlenebilecegi cesitli
calismalarla gosterilmistir. Ilag direnci gelistifinde hastaligin aktivitesinde artig
kaydedildiginden, ilag direncinin bu aktivite gdrilmeden saptanmasi Onem arz

etmektedir.

2.3. Kronik Hepatit B*de Klinik Bulgular

HRV ile enfeksiyon sonrasi, 6 aydan uzun siiren HBsAg pozitifligi kronik
hepatit B’ye isaret eder. Bu durum, karacigerde viral replikasyonun devam ettigi,
hem karaciger hem de kanda titreleri farkli olmak kaydi ile viremi oldugu anlamina
gelmektedir. Karacigerde hepatosit Sliimiine eslik eden inflamatuar infiltratlarin
varligs, kronik viral hepatit icin karakteristiktir (32).

HBV enfeksiyonunun kroniklesme olasihig, enfeksiyonun buia§ma yolu ve
bulagma yagina gore defigkenlik gosterir. Yiksek endemik alanlarda enfekte
anneden yenidogana perinatal enfeksiyon ve erken cocukluk déneminde HBsAg
pozitif aile iiyelerine temas sonucu horizontal enfeksiyon HBV bulagindaki ana
yollar1 olugturur (32). Enfeksiyon yenidogan ve st g¢ocuklugu doneminde
kazamldigmda % 95 civarmda kroniklesme goriilirken, bu dénemden itibaren ilk 6
yas icerisinde kazanildiginda ise kroniklesme orani % 30 civarina inmektedir. Erigkin
dénemde enfekte olunmasi durumunda kronikle§mé riski % 5-10 civarmda
goriilmektedir (1, 32, 33).

Kronik viral hepatitli hastalarmn biiyik ¢ogunlugu asemptomatiktir, bu
nedenle de hastalar genellikle enfekte olduklarmmn farkinda degildirler. Baz
hastalarda halsizlik, yorgunluk, bulants, tist abdominal agr1, kas ve eklem agrilan gibi

nonspesifik sikayetler olugabilir. Bununla birlikte anksiyete basta olmak fizere bir
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takim psikiyatrik semptomlar, endige hali, diistincelerini yogunlastirmada glicliik, kas
gerginligi, uyku bozukluklari ve-depresyon gbriilebilir. Bu bulgularin hastalarin
yasam Kkalitesini olumsuz etkiledigi, mental ve genel saghik skorlarinda normal
insanlara gore daha diisiiklie sebep oldugu gosterilmistir (32).

Bazi faktorler kronik hepatit B kliniginin agirligmm tahmin etmek igin &n
belirleyici olarak kabul edilmigtir. Enfekte kisinin ileri yasta olmasi, HBV genotip C
ile enfekte olmasi, HBV-DNA diizeylerinin yiiksek olmasi, alkol aligkanhgmn
olmasi ve HCV, HDV ya da HIV ile koenfeksiyon olmas, siroza ilerleme riskinin
yitksek oldugunun gostergeleridir. Hepatoseliiler karsinoma ilerleyigi i¢in risk
faktorleri ise; erkek cinsiyet, ailede hepatoseliiler karsinom Oykiist, ileri yas, anti-
HBe’nin HBeAg’ye geri donme dykiisi, siroz varlifs, HBV genotip C ile enfeksiyon,
kor promoter mutasyonu ve birlikte HCV enfeksiyonunun {rarlxg1 seklinde
sralanabilir. Bazi gevresel faktorler de kisiden bagimsiz olarak siroza ya da
hepatoseltiler karsinoma ilerleme olasihgmm artirabilir, Bu gevresel faktdrler agin
alkol alimi, sigara kullanim ve aflatoksin gibi karsinojen maddeler ile maruziyet
olarak siralanabilir (34).

Kronik hepatit B’li olgularda transaminaz diizeylerin yiiksek ve viral
replikasyon parametrelerinin pozitif saptanmasi hastahgin ilerledigini gosterir. Bu
ilerlemenin en Gnemli komplikasyonlart siroz, hepatoseliiler karsinom, portal
hipertansiyon, asit, Ozefagus varis kanamasi ve hepatorenal sendrom olarak
siralanabilir. lerlemekte olan hastalarm % 15-20"sinde 5 yil igerisinde siroz geligimi,
sirozlu hastalarin da % 20°sinde hepatoselliiler karsinoma saptamr (1, 32).

Kronik hepatit B*de diger ileri evre karaciger hastaliklarinda gortilen sanlik,
rimcek neviis, splenomegali ve asit gibi bulgular da saptanabilir. Immun
kompleksler nedeniyle, extrahepatik organlarm etkilenmesine bagh olarak
poliarteritis nodoza, vaskiilitik ras, glomerulonefrit ve poliartralji bulunabilir (32).

Kronik hepatit B hastalanmin %1-10 kadarinda yillik spontan HBeAg /
AntiHBe serokonversiyonu goriiliir ve genellikle karaciger hastahifinda alevlenme ile

birliktedir. HBsAg kayb: goritlme olasihr ise yillik % 1-2 civarnndadir (32).
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2.4. Kronik Hepatit B Giincel Tedavisi

Kronik HBV enfeksiyonlu hastanin ilk degerlendirilmesinde detayl bir fizik
muayene yapilmali ve hastalik oykiistt derinlestirilmelidir. Ozellikle koenfeksiyon
acisindan risk faktorleri, alkol kullamimu, ailesel HBV enfeksiyonu ve karaciger
kanseri hikayesi sorgulanmalidir. Karaciger hastalifimn degerlendirilmesi igin
karaciger fonksiyon testleri, HBV replikasyon belirtecleri ve risk tarif edenlerde
HIV, HDV ve HCV koenfeksiyonu arastirilmas: igin gerekli testler gibi laboratuar
testleri ve {ist abdomen ultrasound istenmelidir. Eger gegirilmemis ise .hepatit A icin
ag1 yaptlmalidir (33, 34).

Kronik hepatit B tedavisinde amag¢ HBV replikasyonunu baskilamak ve
karaciger hastaligimn siroza, karaciger yetmezlifine veya HCC’ve ilerlemesini,
transplantasyon ihtiyact olusmasim engellemektir (54, 55). HBeAg pozitif veya
negatif hastalarda ideal tedavi amact HBsAg’nin kaybi ve/veya Anti HBs
olusumudur. Ancak antiviral tedavi ile HBsAg serokonversiyonu nadiren
saglanabildiginden antiviral tedavinin gergek¢i amaclari arasinda degildir. Tedavi ile
HBeAg pozitif hastalarda HBeAg serokonversiyonunu ve bunun devamlilifim
saglamak amaclamir. HBeAg negatif hastalarda ve HBeAg pozitif olup HBeAg
serokonversiyonu saglanamamus hastalarda tedavi ile HBV DNA nm dlgtilemeyecek
diizeye inmesi ve bu diizeyde devamliligin saglanmasi da amaclar arasindadir (56-
58).

Antiviral tedaviye baglama karar verilirken serum ALT diizeyi, HBV DNA
diizeyi ile karacigerin histopatolojik incelemesi énemli rol oynamaktadir. Ancak
KHB tedavisinde HBeAg (+), HBV DNA seviyesi yiiksek ancak ALT diizeyleri
normal olan hastalara tedavi verilip verilmeyecegi gibi netlesmemis baz1 noktalar

bulunmaktadir (54).
“ ilk degerlendirmeden sonra bazi hasta gruplarmi tedavi vermeden izlemek
gerekebilir. Bu hastalar; inaktif HBsAg tasiyicilart ve HBeAg pozitif, HBV-DNA’s1
20.000 IU/mL’den fazla ve ALT diizeyi normal olan grup olarak iki sekilde
simflandmlabilir. ki gruptaki hastalarda da hepatoseliiler karsinom igin tarama

yapilmasi gereklidir (33, 34).
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2.4.1. inaktif HBsAg Tasiyicilarinda izlem Nasil Olmahdr?

Inaktif HBsAg tagtyicilan
Tamm:
1. HBsAg+ > 6 ay

HBeAg (-), anti-HBe (+)
Serum HBV DNA < 2.000 IU/ml
Normal ALT/AST

HDV’nin negatif olmasi

AN S

6. Tleri karaciger hastalifim destekler kamtlarin olmamast (trombosit sayisi,
albumin ve protrombin zamanmin nommal olmasi, eger yapilirsa karaciger
histolojisinin normal veya normale yakin olmas)

[zlem:

Tiirkiye’de yasayanlarda ALT normal degeri ile genis capl galigma sonuglart
elde edilene kadar, ALT diizeyi igin smur deger olarak, ¢alisan ybntemin referans
araliklarmun  kullanilmasi  nerilir.  Kronik hepatit B’de HBV DNA  diizeyi
dalgalanma gosterebilecegi igin, HBV DNA diizeyinin tek lctimii ile inaktif HBsAg
tagtyicist tamist koyulmamahdir. Hastalar ilk yil 3 ay arayla ALT yoniinden
izlenmelidir. ALT seviyesi normal devam eden olgularda ise 6-12 ayda bir ALT
diizeyi olgiilmelidir. fnaktif HBsAg tagtyicilarinda HBV DNA diizeyi 6-12 ay ara ile
dliilmelidir (1, 3, 9, 10). Hepatoselliiler kanser (HSK) igin 6 ayda bir kez US ve
AFP kontrolii ile izlem yapilmalidir (59-61). Transaminazlarda yiikselme saptanirsa
HBV-DNA bakilmahdir (59-61).

2.4.2. Kronik Hepatit B Enfeksiyonunda Kimler Tedavi Edilmelidir?

Genel olarak tedavi baslama karar1 verirken normal ALT diizeyinin erkelerde
<30 TU/ml, kadinda <19 IU/ml olarak kabul edilmesi onerilmektedir (54). Saglikh
géniillillerde 'AST ve ALT normal degerlerinin erkekte <30 IU/ml, kadinda <19
IU/ml oldugu bildirilmigtir (54, 62, 63).

Serum ALT diizeyi tedavi aday: hastalarin tanimlanmas: igin Snemlidir.
Yiiksek ALT diizeyi antiviral tedaviye yamt igin nemli bir gbstergedir (64, 65).
Ancak ALT yiiksekligi ile karaciger nekrozu arasmda korelasyon yoktur. ALT
yitksekligi tek bagma nekroinflamatuvar aktivite veya fibrozisi gostermez (62).

Vﬂéui kitle indeksi, cinsiyet, lipit anormallikleri, yagh karaciger ve iiremi gibi
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faktorler ALT diizeyini etkileyebilmektedir (62, 63). Kendiliginden veya antiviral
tedavi ile olusan HBeAg kaybi sirasinda veya diger viral enfeksiyonlar nedeniyle
ALT diizeyi ylikselebilir (66).

Kronik hepatit B hastasinda evre 2 fibrozis (2F2) wveya ciddi
nekroinflamasyon varsa tedavi diistintilebilir. HBV DNA 220.000 IU/ml ve ALT
seviyesi normal degerin 1-2 kati yiksek olan hastalarda karaciger biyopsisi
yapilmasa bile tedavi verilmelidir (54). Klinik galismalarda HBV ile enfekte kisilerde
ALT degeri <40-45 TU/ml olanlarda ciddi karaciger hastalig: riski oldufu ve ALT
degerleri 20-30 IU/ml arasinda olanlarda karacifer komplikasyonlarina bagli
mortalitenin arttigs bildirilmektedir (67, 68). Hong Kong’da 3233 KHB hastasimn
uzun donem izleminde ALT seviyesi ve hastalifin ilerlemesi arasinda iligki oldugu
gosterilmistir (69). HBV DNA diizeyi yitksek ve ALT diizeyi normal olan kisilerde
genellikle karaciger biyopsisinde diigiik miktarda f{ibrozis goriilmekte ve antiviral
'tedaviye yamt daha distik olmaktadir. Bu nedenle bu gruptaki hastalara tedavi
baslanmas: onerilmez (54). Normal ALT diizeyi olan hastalarda tedavi karar
verilirken hastanin serum HBV DNA diizeyi ve yast goz oniinde bulundurulmalidir.
Devam eden normal ALT seviyelerine ragmen hastalarm 1/3° iinden fazlasinda
ozellikle hastanin yas1 >35-40 ise karaciger biyopsisinde fibrozis veya inflamasyon
saptanmaktadir (54, 70). HBV DNA diizeyi >20.000 IU/ml, ALT diizeyi devamh
normal olan hastalarda ise tedavi konusu tartigmalidir. Tedavi verilmesi gerektigini
diisiinenler olmasina ragmen uzmanlarin birgogu bu hastalara karacifer biyopsisi
yapiimasim ve 3-6 ayda bir takip edilmesini eger biyopside >F2 veya ciddi
nekroinflamasyon saptamrsa tedavi verilmesini 6nermektedirler.

2.4.2.1. Siroz Olmayan Hastalarda Tedavi

HBV DNA diizeyi 2000 IU/ml veya ustiinde olan ve asagidaki ozellikleri
gbsteren hastalar, k‘ontrendikésyon olmadikea karacifer biyopsisi yapilarak tedavi
yoniinden degerlendirilmelidir (59, 71-73):

1. ALT normalin iistiinde olan hastalar

2. ALT siirekli normal olan hastalardan

~ 35 yas veya lizerinde olanlar
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- leri karaciger hastahgi kuskusu uyandiracak belirtileri olan hastalar
(trombosit diigikliigii, AST>ALT olmasi; globulin yliksekligi, albumin diistiklisgi,
protrombin zamaninda uzama gibi)

Biyopsisinde ISHAK skoruna gore Histolojik Aktivite indeksi (HAI;Grade) >
6 veya Fibrozu (stage) > 2 olan hastalara tedavi verilmelidir (59, 71-73). ALT
seviyesi normal olan olgularda 3-6 ayda bir ALT kontrolii, 6-12 ayda bir HBeAg
kontrolii yapihir (59).
2.4.2.2. Siroz Olan Hastalarda Tedavi

Dekompanse veya kompanse sirozu olan (klinik veya biyopsi yapilabilenlerde
biyopside siroz ve/veya evresi 5-6/6 olanlar) hastalarda 6lciilebilir HBV DNA’s1
olanlara tedavi verilmelidir. Dekompanse sirozlu hastalarda biyopsi yapilmaz.
Kompanse siroziu hastalarda siroz tamsim koymaya yetecek delillerin varhginda
biyopsi yapmaya gerek yoktur. (59, 72, 73).

2.4.3. Kronik Hepatit B’de Tedavi Onerileri

Kronik hepatit B tedavisinde, standart interferon alfa-2a ve 2b, pegile
interferon alfa-2ave 2b, lamivudin, adefovir, entekavir, tenofovir ve telbivudin
iilkemizde meveut olan ve kullanim onay: almis ilaglardr (74, 75, 77). Bu ilaglarin
etkinlikleri randomize kontrolli calismalarda degerlendirilmistir.  Birebir
karsilagtirilmali galismalar olmasa da HBeAg (+) naif hastalarda 1 yilik tedavi
sonrast virolojik cevap (HBV DNA da negatiflesme) pegile interferon alfa,
lamivudin, adefovir, entekavir, telbivudin ve tenofovir igin sirast ile % 25, % 40-44,
% 21, % 67, % 60 ve % 76 oranlarmda bildirilmistir. HBeAg. serokonversiyonu ise
pegile interferon ile % 27 vakada saptanabilirken bu oran oral antiviral kullananlarda
9% 16-20 oranlarinda kalmaktadir. Bir yillik tedavi sonrasi HBsAg kaybi pegile
interferon ile % 3 oramnda olurken bu oran lamivudin kullananlarda % 1, adefovir ve
telbuvidin kullananlarda % 0, entekavir kullanlarda % 2 olurken tenofovir tedavisi
alanlarda % 3,2 oraminda bildirilmistir (76, 78-80).

‘A. HBeAg poritif hastalar

HBV-DNA diizeyi >20.000 IU/ml ve HBeAg (+) olan hastalar ALT
diizeylerine gore tedavi edilir. Bu grup hastalardan ALT diizeyleri yiiksek olanlar
tedavi icin uygun adaylardir. HBV-DNA diizeyi <20.000 IU/ml ve HBeAg (+) olan
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hastalar atipiktir ve nadir goriiliir. Bu hastalarin ¢ogunda hastaltk inaktif olacagy icin -
tedavi baslanmaz ancak vaka bazinda degerlendirme yapilmast uygundur. Bu
hastalarda karaciger biyopsisi planlanmali ve ciddi karaciger hastalifl agisindan
histolojik kantt1 varsa tedavi diigiiniilmelidir. Tedavi edilmeyen hastalar ise ilk yil 3
ayda bir HBV-DNA ve ALT diizeyleri agisindan takip edilmeli, olclimler uygun
seyrederse takipler 6-12 ayda bir yapilmalidir (54).

HBV-DNA diizeyi >20.000 IU/ml ve HBeAg (+) olan hastalar dzellikle 35-40
yasin tizerinde ise ve ALT diizeyi normal ise biyopsi yapilabilir. Eger biyopsi
sonucunda nekro-inflamatuvar aktivite veya fibroz saptanirsa tedavi baglanmalidir.
HBV-DNA diizeyi >20,000 IU/ml ve ALT diizeyi yliksek olan hastalarda ilk segenek
ilaglar peg- IFN alfa-2a/2b, entekavir, veya tenofovirdir (54). Ancak serum HBV-
DNA diizeyi yiiksek ve/veya ALT diizeyi normal olan hastalarda IFN’a yanit oranlan
diigik oldupu i¢in bu hastalarda entekavir veya tenofovir tercih edilmelidir.
Lamivudin ve ADV HBeAg (+) hastalarda ilk tedavi secenegi olarak dnerilmez.

B. HBeAg negatif hastalar

HBeAg (-) olan hastalarda serum HBV-DNA diizeyleri HBeAg (+) olan
hastalardan daha diisiik diizeylerde saptanmakta ve HBVDNA diizeyi >2.000 IU/ml
olan hastalarin tedavi edilmesi onerilmektedir (Tablo 3). HBeAg (-) hastalarda
tedavide ilk tercih edilecek ilaglar peg-IFN alfa-2a/2b, entekavir ve tenofovirdir. Bu
grup hastalarda uzun sureli tedavi gerektigi igin yiksek direng gelisimi nedeniyle
lamivudin onerilmez (83). Tenofovir adefovire gbre daha Ustindir ve tedavide
adefovir yerine tenofovir tercih edilir (Sekil 6) (34, 54, 55, 82, 83). HBeAg (-)
hastalarda HBeAg serokonversiyonu olmadigt i¢in tedavinin son noktasint saptamak
HBeAg (+) hastalara gére daha zordur. Tedaviye yamtn pratik gostergeleri HBV-

DNA baskilanmas: ve ALT normallesmesidir.

2.5. Kronik Hepatit B Tedavisinde Niikleozid Analoglar

Niikleozid analoglar seliiler DNA polimerazlara baglanmak i¢in dogal
substratlar ile yangan, bu yolla yeni yapilmakta olan DNA’ya baglanma sonucunda
DNA zincir sentezini durdurup viral replikasyonu dnleyen bilesiklerdir. Niikleozid
analoglarimn  ¢ogu  sitoplazmada bulunan enzimler tarafindan niikleozid 5°-

trifosfatlara fosforillenir; ardindan viral polimerazlar ile etkilesir. Kronik hepatit B
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tedavisinde ilk denenen DNA polimeraz inhibitdrleri adenin arabinosid ve akéz

monofosfat- tiirevidir. Her ikisi de smul etkileri ve ndromiiskiller toksisiteleri =

nedeniyle tedavide fazla kullaniimamislardir. FDA tarafindan kronik hepatit B
tedavisinde onay verilen nitkleozid analoglar1 1998°de lamivudin, 2002°de adefovir
dipivoksil ve Mart 2005°te entekavir olmak iizere 3 tanedir. Bu ajanlar givenilirlik
ve oral kullamilabilme avantajina sahiptirler. Ancak tedavi kesildikten sonra
hastalarin az bir kisminda kahci cevap olusur. Bu nedenle hastalarin biyiik bir
bolimiinde uzun siire kullanilmaktadirlar. Uzun stireli kullanim ise ilaca direncli
HBV mutantlarinin sikliginda artisa ve ilacin etkinliginin simrlanmasina sebep
olmaktadir (84, 85).

1. Lamivadin

Lamivudin, 2’-3> dideoksi 3’-tiyasitidin’in negatif enantiomeri olan bir
niikleozid analogudur. Hiicre igerisinde enzimatik yolla kendisine eklenen aktif
trifosfat sayesinde DNA zinciri igerisine girmesi sonucunda, olgunla$mam1$ zincir
sonlanmasina sebep olarak HBV DNA sentezini inhibe eder (34, 86-89).

Lamivudin monoterapisi, karacifer hastalanimn iyilestirilmesinde ve HBV
replikasyonunun baskilanmasinda etkilidir. Bir yillik lamivudin tedavisinden sonraki
HBeAg serokonversiyonu 16 haftalik standart interferon alfa tedavisinin sonuglarina
benzer, 1 yillik pegile interferon alfa tedavisi kadar tstlin bulunmamustir (34),
HBeAg pozitif, kalic1 veya aralikli transaminaz yiiksekligi olan kronik hepatit Bl
hastalar ile yapilan 731 ¢alismanin sonuglari degerlendirildiginde, 1 yil boyunca
lamivudin alan hastalardaki HBeAg serokonversiyonu orami % 16-18 arasinda olup
bu oran tedavisiz kontrollere gbre 3-4 kat daha fazladir. Histoloji yamt agisindan 2
puan ve {izeri nekroinflamasyon diizelmesi yanit kriteri olarak alindifinda; kontrol
grubunda % 23-25 civarinda, tedavi alan hastalarda ise % 49-56 arasinda histolojik
yanit rapor edilmektedir. HBeAg serokonversiyonu orani tedavi stiresiyle dogru
orantili olarak artar ve 5 yilda % 50’ler civarma yiikselir. 358 hasta ile yapilan bir
calismada, HBeAg serokonversiyonu oramm arttirabilecek faktorler arasinda
tedaviye interferon eklenmesi gsterilmis, tedavi Oncesi transaminaz diizeyinin
HBeAg serokonversiyonu agisindan giiclii bir prediktif olgii oldufu gérilmistiir.

Yas, cinsiyet, tedavi oncesi beden-kitle indeksi ve tedavi dncesi histolojik aktivite
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indeksi ile HBeAg serokonversiyonu arasinda bir etkilesim gdriilmemistiv (34, 84,
85, 90).

Transaminaz diizeyi normalden 1-2 kat yiiksek olan hastalarda 1 yillik tedavi
ile HBeAg serokonversiyonu orant % 10’dan az olup, 3 yillik tedavi sonunda % 19°a
kadar yiikselebilmektedir. Diinyamn degisik yerlerinde yapilan ¢aligmalarda benzer
sonuclar bulunmustur (34). HBeAg negatif kronik hepatit B’de lamivudin tedavisinin
stiresi konusunda kesin bir fikir birligi yoktur. Son zamanlardaki caligmalar 1 yillik
tedavi sonunda serum HBV-DNA baskilanmasi orammmn % 60-70 civarinda
oldugunu rapor etmektedirler. Bununla beraber tedavi sonlandirildiktan sonra
hastalarm % 90 gibi bityiik bir bolimiinde relaps oldugu goriilmektedir. Oneriler
HBV-DNA negatiﬂegmeéinden sonra en az 6 ay daha tedavinin strdiirtdmesi
yontindedir (34). Bunun diginda lamivudin, interferon alfa tedavisine cevapsiz
hastalarda, kompanse sirozlu ve dekompanse sirozlu hastalarda da giivenle
kullanilabilir (34).

Lamivudinin kronik hepatit B tedavisinde Onerilen giinlik dozu 100
mg/giin’diir. Kreatinin klirensine gore doz ayarlamast yapilabilir. Buna gbre
kreatinin klirensi 50 ml/dk seviyesine kadar 100 mg/giin verilebilir. Eger kreatinin
Klirensi 30-49 ml/dk arasinda ise ilk doz 100 mg/giin olmak tizere 50 mg/giin, 15-29
ml/dk arasinda ise ilk doz 35 mg/giin olmak tizere 25 mg/glin, 5-14 ml/dk arasinda
ise ilk doz 35 mg/giin olmak tizere 15 mg/giin, 5 ml/dk’nin altinda ise yine ilk doz 35
mg/giin olmak tizere 10 mg/giin olarak verilebilir (34). Lamivudin genellikle ¢ok iyi
tolere edilen bir ajandir. Yapilan ¢ahismalarda ilacin kesilmesini gerektiren bir yan
etkiye rastlanmamus olup sadece ilaca alerjik reaksiyon gelisen kigilerde tedaviye
devam edilmemesi 6nerilmektedir (34).

Kronik hépatit B tedavisinde, lamivudin kullantmint sinirlandiran en Snemli
szellik ise, kullamm stresi ile dogru orantih olarak artan ilaca kargi direng
gelisimidir. HBV polimerazinn primer katalitik bolgesi olan revers transkriptazin C
domainindeki YMDD motifinde meydana gelen bir mutasyon sonucunda revers
transkriptaz lamivudini DNA zincirine eklemeyecek Ozellik kazamr. Bu sayede de
HBYV replikasyonu ilaca ragmen devam eder. [laca direng geligiminin en tehlikeli
sonucu hastalifin aktivasyonu ile biyokimyasal, viral ve histolojik olarak bir ké&tilye

gidis meydana gelmesidir. Bu durum, mevcut hastaligt tedavi &ncesi doneme geri
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dondiirebilecegi gibi daha kotii bir seviyeye de gdtlirebilir (74, 89, 91, 92).
Lamivudin tedavisinin baslanmasindan itibaren-6 ay sonra mutant tipler goriilmeye
baslar ve tedavi siiresi arttikga mutasyon oranlart artarak devam eder. Bundan dnceki
caligmalarda 1. yil % 12-15 kadar olan lamivudin direng oraninin, 2. yilda % 35-45,
3.y1lda % 45-50, 4. yilda % 50-60 ve 5. yilda % 60-70 civarlarma yiikselecek sekilde
tedavi stiresi ile iligkili olarak aritif1 rapor edilmistir (72-80). Direng gelisen
hastalarda hepatit klinigi yeniden ortaya ¢ikar. Lamivudin tedavisi sirasinda meydana
gelen transaminaz diizeylerinde ani ylikselme, karaciger fonksiyonlarinda bozulma,
HBV-DNAnin serumda tekrar 8lgiilebilir hale gelmesi ve karaciger histolojisinde
kotiilesme gibi ciddi problemlerin lamivudin direnci ile iligkili oldugu kanitlanmugtir.
Direng ortaya ciktiktan sonra meydana gelen ani transaminaz yikselmesi ve
karaciger fonksiyonlarmin bozulmasmna “biyokimyasal breakthrough”, HBV-
DNA’nm tekrar serumda olglilebilir hale gelmesine ise “viral breakthrough”
denmektedir (80, 94-97). 24 ay lamivudin tedavisi alan 61 tane HBeAg pozitif hasta
ile yapilan bir calijmamn sonunda, tedavi sonras: relaps ve kalci cevabm
belirlenmesindeki 6n belirleyici faktorler geng yas, lamivudin tedavi siiresinin
uzunlugy, erken HBeAg serokonversiyonu zamant ve prekor mutasyonunun varlif
oldugu rapor edilmistir. Bu galigmada viral breakthrough olugmasina sebep olan tek
etkenin ileri yas oldupu gorilmilg, cinsiyet, tedavi Oncesi ALT ve HBV~DNA
diizeyleri, HBeAg serokonversiyonu zamam ve tedavi Oncesi histolojik aktivite
indeksinin bir etkisi olmadig: saptanmustir (98). Lamivudin tedavisi almayan
hastalarda da bazen YMDD motif mutasyonu oldugunun goriilmesi sonrasinda
yapilan bir ¢aligmada, HBeAg prekor mutasyonu meydana gelmis olan hastalarda
YMDD motif mutasyonu ile HBeAg prekor mutasyonu arasinda bir iliski olmadig
tespit edilmistir (99). Benzer gekilde uzun dénem lamivudin monoterapisi alan
hastalarda 52 haftalik tedavi sonras: hastalarin %16-32’sinde HBV DNA polimeraz
geni YMDD motifinde viral mutasyon gelistigi bildirilmistir. Bu mutasyonlarin
sikliginin sonra gelen her yil igin yaklagik olarak %15 arttif1 ve tedavinin 4. yilinda
%67 ye ulastigl gosterilmigtir (101). 5 yillik lamivudin tedavisi sonrast hastalann
%70%inde YMDD mutasyonu goriilmiistiir (102). Lamivudin direnci geligmesi ile
ilgili risk faktdrleri asagida Szetlenmistir: (100).
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1. Baslangigta yiiksek HBV-DNA diizeyi olmasi

2. Vicut kitle indeksinin fazla olmas:

3. Daha once famsiklovir almis olmak

4, Baslangig virolojik yanitin yetersiz olmasi

Yapilan cesitli calismalarda lamivudin tedavisi srrasmda HBV polimerazin
YMDD motifinde mutasyon saptandiktan sonra klinik kotilesme oldugu,
transaminaz ve HBVDNA diizeylerinin yiikseldigi, karaciger histolojisinin de
uyumlu olarak kétillestigi rapor edilmistir. ~ (100).

2. Adefovir dipivoksil

Antiretroviral, revers transkriptaz inhibitdrli olan adefovir dipivoksilin on
maddesi olan adefovirin, adenozin monofosfatin fosfanat niikleotid analogudur. Oral
alimdan sonra bagirsaklarda hizla aktif metabolit olan adefovire gevirilir. Plazma
yarilanma omrii 7,5 saat olup bobrek yetersizliginde uzar. Atthmi idrar yolu ile olur.
Esasinda HIV tedavisi igin kullanldigs dozlarda nefrotoksiktir, ancak kronik hepatit
B tedavisinde disiik dozda kullanildigindan dolay1 bu yan etkisi az gbrilir (34).
Adefovir, lamivudin ve entekavire direngli suslara da etkilidir. Etkinligi lamivudine
gore daha azdwr, ancak direng gelisme oramt lamivudine gore oldukca az
bildirilmektedir. 1, 2, 3, 4 ve 5 yillik tedavi sonrast direng oranlar sirasiyla; % 0, %
3,% 11, % 18 ve % 29 olarak bildirilmistir. HBV polimerazinin D domaininin 236.
kodonunda meydana gelen N2367T ve B domaininin 181. Kodonunda meydana gelen
A181V mutasyonlari adefovir dipivoksil direnci ile iligkilendirilmektedir. ( 34, 84).

Adefovir dipivoksilin eriskin dozu 10 mg/giin’diir. Pediyatrik emniyetli dozu
bilinmemektedir. Karaciger yetersizliginde doz ayarlanmasi gerckmez. Bobrek
hastaliginda ise kreatin klirensi 50 ml/dk altina indiginde doz ayarlamas: gerekir.
Kreatinin klerensi; 20-49 ml/dk arasinda iken gin asgtri 10 mg/giin, 10-19 ml/dk
arasmda iken 3 ginde bir 10 mg/giin, hemodializ hastalarinda ise hemodializden
sonra haftada bir 10 mg/giin Snerilmektedir (34, 84).

Adefovir dipivoksil 6zellikle obez kadmlarda tedavinin uzun stirmesine bagli
olarak hepatotoksisiteye neden olabilir. Bu durumlarda tedavinin kesilmesi gerekir.
Nefrotoksisite riski nedeni ile diizenli araliklar ile bdbrek fonksiyonlar
degerlendirilmelidir (34, 84).
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3. Entekavir

Entekavir, - 2’- deoksignanozinin karboksilik analogudur. Adefovir ve- -

lamivudinden farkli olarak HBV polimerazina spesifiktir, HIV ve difer DNA
viriislerine etkili degildir. HBV replikasyonunu; pregenomik RNA’dan negatif HBV-
DNA ipliginin revers transkripsiyonunu, DNA polimerazin hazilik safhasii ve
pozitif HBV-DNA zincirinin sentezini engelleyerek 3 farkh yol ile inhibe eder. In
vitro cahismalarda entekavirin lamivudin ve adefovirden daha etkin oldugu
gosterilmistir. Vahsi tip HBV na kiyasla lamivudine direngli suslarda etkinligi daha
azdir ve direng gelistirme riski yiiksek oldugundan bu suslarda daha yitksek doz
* kulamlmast gerekir (34, 84).

Entekavir genellikle iyi tolere edilir. Yemekler emilimini azaltir. Onerilen
giinlitk dozu 0,5 mg/giin’diir. Kreatin klirensi 50 ml/dk’mn altinda olan hastalarda
doz ayarlanmas: gerekir. Yan etki profili ve glivenlik agisindan lamivudine benzerdir
(34, 84). _

4. Telbivudin ( L-deoksitimidin)

HBV’na karst etkin antiviral aktiviteye sahip bir niikleozid analofudur.
Klinik caligmalar HBV replikasyonunun baskilanmasinda lamivudine gbre daha
etkili oldugunu gostermektedir. Bununla beraber telbivudine karst direng geligme
riski yitksektir ve telbivudine dirence neden olan mutasyonlar, lamivudin ile ¢apraz
direng gosterir. Bu yitzden kronik hepatit B tedavisinde kullanimi kisitlidur. Onerilen
giinlik dozu, 600mg/giin ‘diir. Kreatin klirensi 50 ml/dk’nin altinda olan hastalarda
doz ayarlanmas1 gerektirir. Giivenlik profili lamivudine benzerdir ve iyi tolere edilir
(34).

5. Tenofovir Disoproxil Fumarat

Oncelikle HIV/AIDS ve HIV/HBV koenfekte hastalarda kullamma giren
tenofovir, yapilan ¢aligmalarda hem {fahsi hem de lamivudin direngli kékenlere kars:
etkili oldugunun saptanmasi tizerine 2008 yilmda A.B.D ve tilkemizde kronik hepatit
B’nin tedavisinde ruhsat alarak kullanima girmistir. Iki bin dokuz yilinda yine
HIV/AIDS tedavisinde kullamlan ve iginde tenofovirin yer aldig bir kombine ilag
olan tenofovir+emtrisitabin (Truvada)’in aym alanda ruhsat alarak kullanmima girmesi
planlanmaktadir (34). Tenofovir ile ilgili ilk klinik deneyimler, HIV/HBV koenfekte
hastalar ile lamivudin direncli HBV hastalanindadir. HBV ile enfekte hastalarm 206
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hafialk izlemlerinde, HBV-DNA’yr 4.8 ile 9.5 logl0 kopya/ml diizeyinde
- diigtirdiigiintin saptanmasi {izerine bu antiviral ile ilgili caligmalar genisletilmistir
(34, 84). Tenofovir, adefovir gibi bir asiklik nitkleotit analogudur ancak daha az
nefrotoksik olmasi sayesinde giinde 300 mg kullanilabilmesi, daha giiglii bir antiviral
olarak kullammina imkan saglamistir. Kuk sekiz haftalik tenofovir veya adefovir
tedavisi sonunda HBV-DNA diizeyinin <105 kopya/ml olmasi yoniinden iki ilag
kargilagtirildiginda, tenofovirin adefovirden daha tistiin oldugu saptanmustir (%100°e
kars1 %44). Nikleozit analoglarina karg: capraz direng gbstermemesi avantajinin
yaninda DNA polimerazdaki mutasyonlara karsi yitksek genetik bariyere sahip
olmasi, direng agisindan daha az sorun yaganacagini diigtindiirmektedir.

HBV/HIV koenfekte iki hastada tenofovire DNA polimerazin B domaininde
tA194T direnci saptanmustr (54, 84, 85). Ancak bu mutasyonun, tenofovirin
etkinligini azaltict yonde bir etkisinin olup olmadif: net olarak belirlenmemistir.
Lamivudin direngli mutantlarm (rtM2041/V, rtL180M ve rtL173M) tenofovire
duyarls olduklari yani gapraz direng olmadif: bilinmektedir. Adefovir direncinden
sorumlu mutasyonlardan ise rtA181V/T direncinden tenofovir etkilenmezken,
rtN236T direnci varhginda ise tenofovire duyarhilik azalmas: bildirilmektedir. Ancak
giiniimiizde klinik olarak tenofovir direncinden bahsedilmemektedir.

Kronik hepatit B tedavisinde ‘kulamimam beklenen diger ajanlar ise;
emtrisitabin, klevudin ve timosindir. Bu ajanlar ile ilgili klinik ve hayvan ¢aligmalar
devam etmektedir (34,84). Giiniimiiz kronik hepatit B tedavisinin en dnemli sorunu
niikleozid analoglarina kargt direng geligimidir. Bir nikleozid analoguna direng
gelistiginde bagslanacak bagka bir niikleozid analofuna direng gelisme riski

yikselmektedir.

2.6. Tedavi Yanitimn Takibi ve Diren¢ Yonetimi

KHB tedavisinde direnc tammlar Tablo 2° de verilmistir (33). llag direnci
olan hastalarda uygun tedavi yaklagimu belirlenirken bu tedavilerin gelecekte direnc
gelisim riskini artirmayacak sekilde diizenlenmesi Snemlidir (54,55). Giinlimiizde
Peg-IFN ile diren¢ gelisimi bildirilmemistir (82). Ancak oral niikleotid veya

niikleozid ajanlarla wzon sureli tedavi antiviral direng gelisimi ile iligkilidir (103).
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Tablo 2: Niikleozid/Niikleotid analoglan igin antiviral diren¢ tanimlar

- Virolojik Breakthrough: Tedavi sirasinda virolojik yanit ahindiktan soﬂra serum
HBYV DNA seviyelerinde 1 log10 IU/ml’den daha fazla arti§ olmas:

- Viral Rebound: Tedavi sirasinda virolojik yamit alindiktan sonra serum HBV
DNA seviyelerinin >20.000 IU/m] veya tedavi 6ncesi dénemin {izerine gikmast

- Biyokimyasal Breakthrough: Tedavi sirasnda ALT normalizasyonu sagladiktan
sonra ALT diizeylerinin normalin tist suurindan daha yiiksek seviyelere ulasmast

- Genotipik Direng: Kullamilan ilaca karst in vitro direng mutasyonlarinin
saptanmasi

- Fenotipik Diren¢: Kullanilan ilaca kars: in vitro azalmis duyarlilifin saptanmasi

(inhibitér konsantrasyonda artig)

Antiviral direng geligimi; tedavi dncesi HBV-DNA diizeyi, antiviral ajamn
etkinligi, 6nceden niikleotid veya nitkleozid tedavisi almig olmasi, tedavinin suresi ve
kullanilan ilacin genetik bariyer derecesi gibi birgok faktére baghdur. Uzun sureli
kullanimda en yiiksek direng lamivudinde (4-5 yilda %65-70), orta diizeyde direng
telbivudinde (2 yil tedavi ile HBeAg pozitif hastalarda %25 ve HBeAg negatif
hastalarda %11), daha diisik direng adefovirde (5 yilda %29) ve en digiik direﬁg
entekavirde (eger oncesinde lamivudin direnci yoksa 5 yilda %1.2) ve tenofovirde
(naif hastalarda 2 yilda %0) goriilmekiedir. Tenofovir ile hentiz direng
bildirilmemistir (54, 104, 105). Lamivudin direngli hastalarda ise 5 yillik entekavir
tedavisinden sonra % 51 oraninda yeni mutasyonlar gelismektedir (54). Direng
gelisimi, baglangicta olusan yanrtin kaybr ve HBV-DNA'nin yeniden artmas ile
iligkilidir. Bunu biyokimyasal breakthrough ve histolojik iyilesmenin geriye doniigli
izler. Baz: vakalarda ilerleyici karaciger hastalif ve ciddi alevlenmeler olusabilir. Bu
nedenle nitkleozid naif hastalarda diisik genotipik direng olusturan ve etkili
nitkleotid veya niikleozid analogu ilaglardan birini kullanmak en dogru yaklasim
olacaktir (54). Direng gelisen hastalarda tercih edilecek tedavi yaklagimlar Sekil
6°da belirtilmistir (34, 54, 106).
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Direng ~ EASL1 ©OAASLIY 0 ABIY Algeritmas

Lamivudin  Tenofovir ekle Adefovir veya tenolovir Lantvodine devanm ef,
ekle; lomivading kes ve adefvedr veya tenofovie
terndovics emirisitabin ekl teninfovir +
kombinasyorena geg emirisitabing geg

Tarafvuding kes ve
entekavire geg (lamivedin
direnct olmas entekavir
divencind artiee )

Adefovie  Tenofpvire gec Lamivodin elle; sdefosint  Adefovire devam e,
Vi UYELns: kes, fenofovir £ lamivudin veva
capraz direny emtrisitabineg geg teibivudin okls;
olmayan ikinc entekavire geg veva ekle  entekavire geg veya
bir ilag ekle; glde fefor dingcesinde
NIZAGT direnci lambiudin dirend
varas Jamivuding yoksal

veya entekavir
veya telbivadin
ckle yada tedaviyi
tenofovir +
emtricitabine
kombinasvonuna
degistir
Frtelavir  Tenofovie ekle Adefovire veya tenofovire Adefovire veva
geo veva ekle tenofovize geg veya ekle

Sekil 6: Oral antivirallere direngli hastalarda tedavi yaklasim

2.7. Tedavi Siiresi

HBeAg (+) hastalarda: HBeAg (+) hastalarda antiviral tedavinin HBV-DNA
diizeyi PCR ile dlgtilemeyecek diizeylere inene ve HBeAg serokonversiyonu olusana
kadar verilmesi; sonrasinda ise tedaviye 12 ay devam edilmesi dnerilmektedir.
HBeAg serokonversiyonu olan ancak HBV-DNA slgiilebilir diizeyde olup aymi
seviyede sebat eden hastalarda tedaviye 6 ay daha devam edilmesi dnerilir sonrasinda
hasta siroz degilse tedavinin kesilebilir. HBeAg (+) hastalar, HBeAg kaybolmazsa
uzun sure tedavi edilmelidir ¢linkii bu hastalarda tedavinin ilerleyen zamanlarmda
HBeAg serokonversiyonu saglanabilmektedir. Aynca bu hastalarda HBeAg
serokonversiyonu olmadan tedavi kesilirse vireminin tekrarlama riski yilksektir.
Relaps gelisen hastalarda tekrar tedavi verilebilir (54).

HBeAg (-) hastalarda: Tedavi baglanan HBeAg (-) hastalarda 6-ayda bir

takip Onerilir. Peg-IFN’la virolojik yanitin devamliligy acisindan uzun sureli tedavi
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(12 ay), kisa sureli tedaviye (4-6 ay) gore daha yararhidur. Entekavir ve tenofovir ile
~ uzun siireli tedavi gerekir ancak kalier virolojik yamiti saglamak- i¢in yeterli siire-
hakkinda kesin bir bilgi yoktur (54). HBeAg (-) hastalarda tedavinin giivenli bir
bicimde sona erdirilme zamani tam olarak belirlenememektedir. Peg-IFN tedavisi ile
serum HBsAg konsantrasyonu azalirsa kalici virolojik yanitin olugma olasihifi
yiiksektir. HBeAg negatif KHB’li hastalarda serum HBV-DNA negatifligi uzun stire
devam etse bile relapslar sik gorilir (54, 82, 105, 107). Bu hastalarda saptanamayan
HBV DNA diizeylerine ulagildiktan sonra oral antivirallerle (LAM ve ADV harig)
uzun siireli tedavi verildiginde relaps gelisme oram daha dusiikttr (105, 107). Bu
hastalarda uygun tedavi siiresi halen bilinmemektedir bu konuda yeni galismalara

ihtiyag vardir.
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Tablo 3: Kronik Hepatit B algoritmas1 (2011 UpToDate)

Hbe

Ag

ALT ©

" HBV DNA

ONERILER

+

<2 x NUS

>20.000 TU/mL

Giincel tedavi etkisi dugiktir, Izle, ALT dizeyi
yiikseldiginde tedavi i¢in  deZerlendir. Karaciger
hastaligimm aile dykisit var veya kigi 40 yagin Uistiinde ve
kalict 1-2 kat yiksek ALT duzeyleri var ise karaciger
biyopsisi i¢in degerlendir.

Biyopsi belirgin fibroz veya orta/siddetli inflamasyon
gosteriyor ise tedavi igin degerlendir.

>2 x N[I§

>20.000 TU/mL

3-6 ay izle, spontan HBeAg kaybi yok ise tedavi basla.
Kompanse ise tedaviden dnce karaciger biyopsisi igin
degerlendir.

Klinik dekompansasyon veya sanhik var ise acil tedavi
basla.

Baglangig tedavisi igin IFNa/peg IFNa, lamivudin,
adefovir, entekavir veya telbivudin kullamlabilir (llag
rezistans orammn yiiksekligi nedeniyle lamivudin ve
telbivudin tercih edilmez).

Tedavinin son noktas:t HBeAg serokonversiyonudur.
Tedavi stiresi IFNa i¢in 16 hafta,peg IFNa igin 48 hafta,
lamivudin, adefovir ,entekavir ve telbivudin igin en az 1
yil onerilmektedir (HBeAg serckonversiyonundan sonra 6
ay devam edilmelidir).

IFNo’ya cevapsiz veya kontrendike ise adefovir veya
entekavir ile IFNa degistirilebilir

> 72 x NUS

>20.000 JU/mL

Baslangic tedavisi igin IFNa/peg IFNo, famivudin,
adefovir, entekavir veya telbivudin kullamlabilir (llag
rezistans oranmin yikseklifi nedeniyle lamivudin ve
telbivadin tercih edilmez).

Tedavi son noktas belirsizdir.

Tedavi siiresi [FNe/peg IFNa igin 1 yil, Tamivudin,
adefovir entekavir ve telbivudin igin 1 yidan fazla
énerilmektedir, ‘

IFN@’ya cevapsiz veya kontrendike ise adefovir veya
entekavir ile IFNg degistirilebilir,

>1-2 x NUS

>2.000 IU/mL

Karaciger biyopsisi igin deferlendir, biyopsi belirgin
fibroz veya orta/siddetli inflamasyon gosteriyor ise tedavi
icin degerlendir.

<NUS

<2.000 TU/MmL

HBV-DNA veya ALT yiikselirse tedavi et.

A/

saptanabilir

Siroz

Kompanse:

HBV-DNA > 2.000 IU/mL ise lamivudin, adefovir,
entekavir veya telbivudin ile tedaviye baslanabilir (Ilag
rezistans oranmn yitksekligi nedeniyle lamivudin ve
telbivadin tercih edilmez).

HBV-DNA < 2.000 IU/mL ise ALT yiikselince tedavi
i¢in degerlendir.

Dekompanse:

Lamivudin + adefovir veya entekavir

+fe

saptanamaz

siroz.

Kompanse ise izle.
Dekompanse ise karaciger transplantasyonu igin sevk et.
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2.8 Multi-Drug Rezistans Gen Polimorfizmi

flac direncini agiklayan birgok hiicresel mekanizma tanmmlanmigtir. Bu
mekanizmalar, insan multi-drug rezistans iligkili protein (MRP) tarafindan ilaclarin
artan atilimy, ilag hedeflerindeki degigimleri ve bilesiklerin artan detoksifikasyonunu
jcermektedir. MDR iiriinii olan P-gp artmig salinimi bir MDR fenotipini olusturur.
Homozigot MDR fenotipini gosteren hiicrelerde, bazi proteinlerin salinmasinda artis
oldugu bulunmugtur. Bunlardan biri; MDR-1 gen firinit olan P-gp hiicre
membranmnda transmembranal olarak yerlesmis olup substratlarinin hiicre digina
taginmastnt saglayan ATP bagimli bir tagiyict protein olarak gorev yapar (9). P-gp
oral ve intravendz yoldan alinan ilaglarin biyoyararlanimini azaltan faktorlerden
biridir. Ilaglarm emilimini azaltabildigi gibi ilaglan dolasimdan alarak safra ve
intestinal Himene hepatositler ve enterositler yolu ile atmaktadir. Bundan dolay:, P-
gp aktivitesini etkileyen ilaglar  birlikte uygulandiklarinda  bu  ilaglarin
biyoyararlanimlanimn degisebilecegi distiniitmelidir (9).

MDR gen ailesi, ATP-baglayan-kaset (ATP-bindingcassette=ABC) tagtyicilar
siiper ailesinin bir alt tiyesidir. ABC tagtyicilar, ATP bagiml transport gbrevini
Gistlenir. Toksik bilesiklerin atilmasi, besinlerin alinmasi, iyon ve peptitlerin
taginmast ve hiicre sinyal iletiminde gorev alirlar (108).

MDR ¢DNA’nin klonlanmasi ile yapilan caligmalar, insanda 2 kii¢lik gen
ailesi tarafindan kodlandifim ortaya koymustur. MDR1 ilag transportunda grevli
glikoproteinleri kodlayan genlerken, MDR2 ve MDR3 ila¢ transportunda rol
almayan glikoproteinleri kodlayan genleri icerir. P-gp’i kodlayan genler, 7.
kromozomun 21ql bandinda yer alir. Memeli 'P-gp’i tek zincirli bir proteindir.
Yaklagtk 1280 aminoasitten olusur. Aguhf yaklajik 141.462 daltondur. P-
glikoprotein yapiminin artmasi, hiicre i¢i ilag konsantrasyonunun azalmasi ile
sonuclanabilir (109). d

MDRI1 geninde gbsterilmis olan tekli niikleotid polimorfizmlerinden C3435T
(ekson 26) ve G2677T (ekson 21) polimorfizmlerinin P-gp ekspresyon miktarinda
ve/veya fonksiyonunda degisimlere neden oldugu cesitli caligmalarda bildirilmistir
(10).

P-gp ekspresyonunu P-glikoprotein polimorfizmi etkilemektedir ve en sik

ckson 26 C3435T polimorfizmine rastlanmaktadir. P-gp ekspresyonunun yitksek
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oldugu durumlarda ilaglara ve bazi maddelere karsi olusan direngten sorumlu oldugu
diisiintilmektedir (110). P-gp bu fonksiyonunu, membran permeabilite regiilasyonu
ile degil, hicre iginden digma dogru ATP bafimh pompa gdrevi yaparak
saglamaktadr (111).

P-gp’nin fosforilasyonu, ilaglarmn hiicre disina atilim mekanizmalarm: regiile
eder. P-gp eksprese eden hiicreler, bir konsantrasyon gradiyentine karst ilag atabilir.
P-gp aracili ilag transportu, membran potansiyelindeki elektriksel degisikliklerden
etkilenmez ve bir proton gradiyentinden ve/veya membran boyunca proton
hareketinden bagimsizdir (109).

Ekspresyon g¢aligmalarin  yamnda, ekspresyon seviyelerini etkileyen
faktorlerin baginda gelen polimorfizm calismalarn da es zamanh olarak luz
kazanmustir. Giiniimiize kadar pek ¢ok yaymda MDR1 geninde en sik rastlanilan
polimorfizmlerden C3435T ve G2677AT’nin MDR1 ekspresyonunu etkiledigi
bildirilmistir. Bu ¢alismalarin aym zamanda etnik gesitlilik gosterdifi ve farkh
iklardaki polimorfizmlerin etkilerinde degisiklik oldugu gozlenmistir (112).

P-gp'nin normal dokulardaki ekspresyonu hiicreleri toksik maddelerden
korumaktadir. P-gp insanda bobrekiistii bezlerinde yiiksek oranda eksprese olurken,
solunum epiteli, mide, kolon, pankreas, plasenta ve prostatta orta seviyede, beyin,
kemik iligi, 6zofagus, kalp, diiz kas, timus ve deride ise diigiik seviyede eksprese
olmaktadir (113). Ozellikle ince bagirsak, santral sinir sistemi, karaciger ve bobrek
gibi ilag emilimi, dagilumi ve atihminda rol oynayan dokularda yiksek oranda
cksprese edilmesi P-gp’in  substrai olan ilaglann farmakokinetifinde ve
toksikokinetiginde kritik bir rol oynayabilme 6zelligi kazandirmaktadir. Aralarinda
cesiti  antineoplastikler, HIV  proteaz  inhibitorleri, ~immiinsupresanlar,
kardiyovaskiiler sistem ilaglar ve antimikrobiyal ilaglar gibi klinik pratikte sik¢a
kullanilan ilaglarin da bulundugu birgok ilag molekiilii P-gp substrati olma ozelligi
gostermektedir. Giinlitk aldipimiz gidalarin bilesenleri ve gevresel olarak maruz
kaldigumiz  ksenobiyotiklerde P-gp substrati, aktivatori ya da inhibitori
olabilmektedir. Bu bilesikler, P-gp’in dokulardaki aktivitesinde degisiklige yol
agabilmekte ve substrati olan ilag ya da bilegenlerin farmakokinetik ve toksikokinetik
parameirelerinde klinik agidan énemli sonuglara yol agabilecek degisiklikler (tedavi

edici  etkinliklerinde azalma veya toksik etkilerinde artis) meydana
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getirebilmektedirler (114, 115). P-gp’nin dokulardaki lokalizasyonu ve fonksiyonlar:
Tablo 4° te gdsterilmigtir (116).

Tablo 4: P-gp’in dokulardaki hiicresel lokalizasyonu ve fonksiyonlar

Doku Lokalizasyon Fonksiyon
Ince barsak ve  Epitel hiicreleri apikal membran  Ilaglarn barsak igine
kolon sekresyonu
Karacifer Hepatosit kanalikiiler membran [laclarin safra igine
© sekresyonu
Bébrek Proksimal tiibiil epitelial flaclarn tiibiil limenine
hiicrelerinin apikal membram sekresyonu
Testis Kapiller kan damarlarimm Kan-testis bariyeri
endotelial hiicrelert
Plasenta Trofoblast Ksenobiotiklerden Fetlisti
korumak
SSS Kan-beyin bariyerini olugturan Ksenobiotiklerden SSS’1
endotel hiicrelerin luminal korumak
membrani

P-gp, substrat spesifitesi yilksek olan bir proteindir, diger bir deyisle,
birbirinden fiziksel ve kimyasal yonden gok farkli ilaglar P-gp ile tagmabilmektedir.
P-gp substratlar: farmakolojik etki kalibina gore gruplandinlabilir (1 14).

P-gp inhibitdrii ilaglar, P-gp molekiiline baglanmak igin substrat olan ilacla
yarigir ve substrat ilacin verine Pgp’ye baglamrlar (kompetitif inhibisyon). Bu
mekanizmanin  yamsira ATP’az  inhibisyonu yapilarak hiiere membraninin
biitiinligiinii bozulmas: ile de (6m. Tween 80) (6rn. kuersetin) P-gp inhibe edilebilir.
P-gp inhibitéri ilaglarn, timdr hiicrelerindeki P-gp’yi inhibe etmesi ve antikanser
ilaclarin bu hiicrelerde akiimitlasyonlarim artirmasi nedeniyle, P-gp inhibitSrleri
MDR. modiilatérleri veya tersine ¢evirici ajanlar olarak da adlandirilmakta ve
béylece MDR modiilatorleri, P-gp’yi inhibe etme kapasiteiéri ile farmakodinamik
etkilerden yoksun olma ozellikleri gz Oniinde tutularak ilaclarn etkinliklerini

artirmak icin preklinik ¢alismalarda denenmektedirler (117).

37



MDR1 polimorfizmi degisik ilag seviyeleri ile iligkili bulunmasmm disinda,

Parkinson hastalipy, inflamatuvar barsak hastaliklar1, serebral arter anevirizmalarimn

da neden oldugu refrakter epilepsiler, HIV tedavisi swasmndaki CD4 hiicre

yenilenmesi gibi birgok hastalikta anlamh olabilecegini gdsteren ¢aligmalar

mevcuttur (9).

P-gp substratlarinin farmakolojik etkilerine gore gruplandiriimast:

1. Substrat:

Antiasitler; Simetidin, Ranitidin

Antibiyotikler: Eritromisin, Tetrasiklin, Rifampisin, Levofloksasin
Antiemetikler: Ondansetron

Antitiimdr ajanlar: Paclitaxel, Doksarubisin, Daunorubisin, Vinblastin
Vinkristin, Aktinomisin-d, Docetaxel, Imatinib

B~antagonistleri: Carvedilol, Bunitrolol, Celiprolol, Talinolol, Rezerpin

Ca kanal blokerleri: Diltiazem, Mibefradil

Antiaritmikler: Digoksin, Digitoksin

Antihistaminikler: Feksofenadin, Terfenadin

HIV proteaz inhibitdrleri: {ndanavir, Amprenavir, Nefinavir, Saquinavir

Teniposide

2. Inhibitor;

Immmiinsiipresanlar: Siklosporin-A, Sirolimus, Takrolimus
Opiyoidler; Lorepamid, Morfin, Fentanil, Pentazosin

Steroidler: Deksametazon, Metilprednizolon, Aldesteron, Progesteron,
Hidrokortizon, Kortizol, Kortikosteron

Diverse inhibitorleri: Verapamil, Kinidin, Siklosiporin, Ketokanozol

Diger: Kolsisin, Fenotiazinler, Ivermectin, Domperidon
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal ve Metod

Caligmaya (Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiltesi Gastroenteroloji
Klinigine 2009-2012 tarihleri arasinda bagvuran Kronik Hepatit B nedeniyle tedavi
edilen lamuvidin kullanan 90 hasta dahil edildi. Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurul Baskanhigi’ndan 30.03.2012 tarih ve 2012-32 numarali karar:
ile onay alinarak yapilan bu gahisma Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Aragtirma
Projeleri Komisyonu tarafindan desteklendi (Proje no: 2012/33). Tiim genetik ve
labaratuvar analizler Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Laboratuvarinda yapildi.

Calismaya kronik Hepatit B tams: olan toplam 90 hasta dahil edildi.
Lamuvidin tedavisi sirasinda 24. haftada HBV-DNA ftitresi negatif olan hastalar
tedaviye yamtli olarak kabul edildi (Grup 1, n:51). Lamuvidin tedavisi altinda 24. ve
daha sonraki haftalarda bagvuran ve halen HBV-DNA titresi pozitif olan hastalar
tedaviye direngli olarak kabul edildi (Grup 2, n:39). Her 2 grupta MDR gen
polimorfizmi incelendi. Ayrica grup 2’deki hastalardan YMDD mutasyonu
bakilabilen hastalar YMDD pozitifinegatif olanlar olmak iizere iki ayr1 gruba ayrildi.
Grup 1’de 51 (BrkekKadm:3813) ve grup 2°de 39 (Erkek/Kadin:31/48) hasta
meveuttu. Grup 2°de lamivudin tedavisine yanitsiz YMDD mutasyonu bakilabilen ve
YMDD mutasyonu pozitif olan 11, YMDD mutasyonu negatif olan 8, YMDD
mutasyonu teknik nedenlerden dolay1 pozitifinegatiflifi saptanamayan 20 hasta
vardi.

Calismadaki iki grup; MDR! geninde C1236T allel siklifn agisindan
karsilagtirildi. Hastalarda CC, CT ve TT mutasyonu saptanan g grup olusturuldu.
Bu (i grupta; mutasyonun, lamuvidine direng, lamuvidin kullanmm stiresi ve virolojik
parametrelerle iliskisi karsilastinidi.

Hastalardan 5 cc EDTA’l tiip igerisinde kan dmegi alindi, kan Srneklerinden
DNA elde edilene kadar sofutucuda +4/-20 derecede saklandi. DNA izolasyonu
yapildiktan sonra ¢alisma giintine kadar saklandi. C1236T SNP’i PCR-RFLP
yontemi ile asagida tanumlandigr sekilde belirlendi. SNP i¢in agagida belirtilen uygun

primer ciftleri ve reaksiyon kosullar kullanilarak PCR gergeklestirildi.

39



SNP Primerler Reaksiyon Kosullar

C1236T F:5-TAT CCT GTG TCT GTG AAT TGCC-3 94°C 2dk
R: 5'- CCT GAC TCA CCA CAC CAATG -3 94 °C 30sn
60 °C 30 sn}35 déngli
72°C 30sn

72°C T7dk

Her bir PCR isleminde final konsantrasyonlar1 50-150 ng DNA, 0.1-0.8 M
primer ¢ifti, IXPCR tamponu, 200 uM her bir ANTP ve 1 U Taq polimeraz olacak
sekilde reaksiyon karigimlan hazirlandi ve yukarida belirtilen kogsullarda reaksiyon
gergeklestirildi. PCR tiriinlerinin varligi %ol lik agaroz jel elektroforezi ile gosterildi.

Daha sonra her bir PCR Urlinil uygun restriksiyon enzimi ile tiretici firmanm
onerdigi kosullarda kesimlendi. C1236T polimorfizmi i¢in Haelll restriksiyon
enzimleri kullamldi. Kesim tiriinleri %3.5°luk agaroz jelde elektroforetik olarak
aynildi. Jel, Etidyum Bromiir ile boyanarak UV tablada tirtinler goriiniir hale getirildi
ve genotipler belirlendi.

C1236T polimorfizminin genotip sikliklari ve olusturduklar haplotip sikliklar1
Arlequin 3.11 istatistik yazilim kullanilarak hesaplandi. Calismada elde edilecek
olan degiskenlerin dagilim yapisina uygun istatitiksel yontemler kullamlarak

karsilastirmalar yapilds

3.2. Olgularn Secimi

ELISA yontemi ile belirlenmis HBS Ag’i pozitif ve PCR yontemi ile
belirlenen anlamli HBV-DNA diizeyi lamivudin tedavisi baglanmas: igin yitksek olan
hastalar ¢aligmada yer aldi. Hastalar; yeni lamivudin tedavisi baglananlar i¢in 24.
haftadaki ve 6 aydan uzun stireli lamivudin kullanim hikayesi olanlarin ise rutin
kontrol tarihlerindeki HBV DNA sonuglan dogrultusunda lamuvidin tedavisine
yamtli ve direngli olgular olmak tzere 2 ana gruba ayrildi. Lamivudin direngli
olgulardan ise YMDD mutasyonu analizi yapilarak YMDD mutasyonu olan ve

olmayanlar aragtmldi. Hastalardan ¢aligma dncesi bilgilendirilmis onay formu alind.
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Periferik kan &rnekleri 1 m! EDTA iceren tiiplerde biriktirilerek -20 C’de
toplandi. Caligmaya dahil edilen seropozitif HBV hastalart HAV, HCV, HDV ve.
HIV ag¢isindan seronegatifti.

Calismaya alinan hastalar; iki gruba ayrildi.

¢ Grup 1: kronik hepatit B igin lamivudin tedavisi almakta ve HBV-DNA
titresi negatiflesmis olan tedaviye cevap veren hastalar.

o Grup 2: kronik B hepatitinin lamivudin tedavisi sirasinda takiplerde HBV-
DNA titresinde anlamli diisme olmayan veya yiikselis olan tedaviye cevapsiz
hastalar. Grup 2’deki hastalarda YMDD mutasyonu bakildi ve YMDD

mutasyonu pozitif/ negatif olmak tizere iki alt grupta sonuglar incelendi.
3.3. Genetik Analiz

3.3.1. Kullamlan Cihaz ve Kimyasallar
1) Hibridizasyon cihazi (profiblot T48,Tecan)
2) Thermal Cyeler (Applied Biosystems, 2720)
3) Kuru 151 blogu (CHB-202, Bioer)
4) Santriftj (micro 120, Helttich)
5) 1000°1ik, 200°liik ve 10’luk mikropipetler (Eppendorf ve gilson)
6) DNA izolasyon kiti (Invitek, Invisorb spin Blood Kit)
7) PGX-HIV Strip Assay PCR ve hibridizasyon kiti (Vienna Lab)
8) Elektroforez (Biorad, midi)
9) Glickaynag: (Biorad)
10) Tag DNA polimeraz (fermentas)
11) Ethidium Bromide (EtBr)
12) TAE tamponu (Applichem)
13) Agaroz (Nu micropor, Prona)

14) Otoklav indikatdrii
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15) Tiip (K3-EDTA, Vacuette)
' 16) Eppendorf tiip (1.5, 2 ve 0.2 ml, Sarstedt)
17) Micropipet uglari (beyaz, sar1 ve mavi, Biosphere Fitler Tips)

18) Etil alkol (Merck)
19) Yiikleme boyas: (Fermentas)

3.3.2. DNA Izolasyonu

Biitiin hastalardan genomik DNA izolasyonu periferik kan dokusundan
yapildi.Bunun igin Invisorb Spin Blood DNA [zolasyon kiti kullanildi. Yaklagik
200ul periferik kan dokusunun kullanildig: teknik sonrasinda 30-50 ng/ul ultrapiir
DNA izole edilmektedir. (A260:A280 oram 1,7-2 arast).fzolasyon igin kullanilan kit
icerigi asagidaki gibidir;

1) proteinaz K, 1ml (10ug/pi)

2) Lysis Buffer A,15ml

3) Binding Buffer B6,30ml

4) Eluotion Buffer D,15ml

5) Yikama tamponu I, 30m] (kullanmadan Snce 30 mi %100°kik etil alkol

eklenir.)

6) Yikama tamponu II, 18ml (kullanmadan &nce 42ml %1001k etil alkol

eklenir.)

7) 2.0ml’tik toplarﬁa tiipleri, 100 adet

8) 1.5mP’lik toplama tiipleri

9) Filtreler

3.3.3. Kan Dokusundan DNA izolasyonu Protokolii

Cahigmadan once Srnek sayisina yetecek kadar eluotion buffer D 56°Ctye
ssitildi. Kodlamas: yapildiktan sonra 1,5°luk ependorf tiipe 200 ul EDTA’Il kan,
200ul lysis buffer A ve 20 ul proteinaz K konuldu. Kapag kapatilarak tiip 10 sn
vortekslendi ve 56°C‘de 10 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiip
ortaminda 400ul binding buffer B6 tiipe eklendi, 3-4 kez pipetaj yapildiktan sonra
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lizatin tamarm filtreli toplama tiipiine aktarildi. Filtre topla tlipli daha sonra 3 dakika
(dk) oda sicakliginda inkiibe edildi ve 12 000 rmp’de 2 dk santrifij edildi.

Filtre yeni bir toplama tiipline aktanlds, tizerine 500ul wash buffer I eklendi
ve 12000 rmp’de 2 dk santrifiij edildi. Filtre fizerine 800ul wash buffer II eklenerek
ve 12 000 rmp’de 1dk santrifiij edildi. Filtre figlincii kez olarak 2 ml’'lik yeni bir
toplama tiipiine aktanldi, 14 000rmp’de 5dk santrifiij edilerek yikama
tamponlarindan gelen alkolden anndirildi. Alkolden tamamen armdirmak i¢in filtre
dordiincii ve son kez yeni 1,5¢luk tiipe yerlestirildi ve 3 dk kapag1 agik bigimde oda
sicakhiginda bekletildi.

Daha sonra filire membranmun tam ortasinda 200ul eluotion buffer-D
eklendi,5 dk oda sicakligmda inkiibe edildi. Filtreli tip 10.000rmp’de 1 dk santrifiij
edildi filtredeki DNA ¢zeltisi tiipe toplama tipline aktarilds, etiketlendi ve -20°C*de
¢alismak iizere muhafaza edildi.

3.3.4, Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MDR1 geninin amplifikasyon igin Vienna Lab PGX-HIV PCR amplifikasyon
kiti kullanildi.Kit bir amplifikasyon karigimi (MDR1 gen bolgesine ait biyotin isaretli
primerler, ve diger amplfikasyon icin gerekli bilesenleri igerir) ve taq DNA

polimeraz tamponundan olugmaktadir,

PCR mastermiks,her hasta i¢in etiketlenmis 0.2 ml ependorf tiip ortami;

Ampliitkasyon karisimi s 15ul

Taq DNA polimeraz seyreltici tapon  : 4,6pl

Taq DNA polimeraz 1 0,4ul

Kalip DNA s 5pl

Toplam hacim : 25ul seklinde hazirlandi.
Multipleks PCR kosullar: asagidaki gibi ayarlandi:

05°C “d.nrnnniniiiiiiiii e 2dk (ilk denaturasyon)
05°C7de. et 15sn (denaturasyon)
S56%C7dE ciniir 30 sn (baglanma)
72°C7de. et 30 sn (uzama)
T2°C e e 3dk (son uzama)
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Fide edilen PCR {riinleri strip test tekniginde degerlendirilmek tizere
+4°C*de saklandi.
3.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Hibridizasyon isleminden 6nce elde edilen PCR firfinleri (4 pl) oncelikle
%1°lik elektroforezde bagarth amplifikasyonlar agisindan degerlendirildi. Basarih
amplifkasyon elde edilen PCR fiiriinlerinden 10 pl iiriin Souther Blot analiz i¢in
kullanilda.

3.3.6. Revers-Hibridizasyon (Southern Blot)

Southern Blot analiz igin Revers-hibridizasyon ProfiBlot T48 (Tecan)
hibridizasyon cihazi kullamldi. Revers-hibridizasyon,biyotin isaretli primerler goklu
(multiplex) polimeraz zincir reaksiyonu sonrasmnda olusan tirtinlerin nitroselluloz
membranlar (stipler) tizerindeki kendi komplementer zincirlerine baglanmast ve bir
konjugat-substrat reaksiyonu olugturmasi esasin dayanan bir tekniktir,

3.3.7. Revers Hibridizasyon Basamaklari ve Kullamilan Soliisyonlar

Strip test tekniginde Revers Hibirdizayon 3 temel basamaktan ibarettir;

1) Strip fizerindeki problar ve PCR iiriinlerinin  baglanmasi-
hibridizasyon |

Cihazin &rnek yiikleme bélgesinde (trey) yiklenen 10ul PCR tiriing kitle
birlikte saglanan 10ul DNAT (NaOH igerikli bir denatiirasyon soliiyonu)soliiyonu
kullamlarak denatiire edildi.Treye strip yerlegtirildi Denatiire PCR Urtind ve
strip,cihazin sallanan platformunda,45°C de sicaklikta (yaklagik)l ml hibridizasyon
tamponu ile 20 dk inkiibe edilerek strip PCR irtni hibridizasyonu saglads.
Hibridizasyon solitsyonu aspire edilerek ortamdan uzaklagtirildi.

2) Yikama

Hibridiza;yon conrasinda ortamda bulunmas: istenmeyen PCR driinleri ve
nonspesifik baglanma yapan oligoniikleotidler kuvvetli bir yikayic1 olan yikama
soliisyonu A (1ml) ile 45°C’de 15dakikalik fg yikama periyodu ile ortamdan
uzaklagirlde
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3) Renk Olusumu

Stripler-oda sicakhgmmda 1ml konjugat soltisyonu ile 15dk inkiibe edilerek
konjugat soliisyonu iginde bulunan streptavidin-alkalan fosfataz, biyotin isaretli
hibrit DNA fragmentlerine baglanmas: saglandi.

Konjuat soliisyonunun artiklarnt daha yumusak bir ytkama sollisyonu olan
yikama soltisyonu B ile 10,5 ve 5 dakikalik iicer periyotta temizlendi.Strip lizerindeki '
hibridize olmus bantlann goriilir hale gelebilmesi i¢in ortalama 1 ml alkalan
fosfatazin substrati olan nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3-indolil
fosfatdan (BCIP) olusan renk gelistiricisi (color developer)eklendi, oda sicakliginda
15 dk inkiibasyona tabi tutuldu Strip son olarak distile su ile yikandikagit havlu ile
szenle kurutulduktan sonra degerlendirme tablosuna (Collector) 6zenle yerlestirildi.

3.3.8. Striplerin Degerlendirilmesi

Her stripin Gist tarafinda kirmizi ve alt tarafinda yesil bir belirteg
bulunmaktadir. Bunun diginda hibirdizasyon sonrasi stiplerin degerlendirmeye
alinabilmesi icin kontrol bantinin olusmus olmasi gerekmektedir. Kontrol bantlar
olusmamus stripler degerlendirilmeye ahnmadi.

Yabanil tip gen bolgelerine ait prob stripin alt kismma, mutant gen
bolgelerine ait prob ise stripin iist kisminda sinyal verecek sekilde dizayn
edilmislerdir. Hibridizasyon sonras1 yabanil tip bantlarin meveut oldugu ve mutant
gen bolgelerine ait bantlarin bulunmadig bir strip profili hastamin mutasyona sahip
olmadigim gdsterir. Mutant gen bolgelerinde ait bantlardan sinyal alimyorsa sinyal
alinan mutasyonun yabanil tip kodonuna bakilarak saptanan mutasyonun homozigot
ya da heterozigot olma durumuna karar verilir. Mutasyonun yabaml tip gen
bolgesini gdsteren bantm meveut olmast mutasyon heterozigot, meveut olmamasi
durumunda ise homozigot olarak degerlendirildi.

3.4.1statistiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS versiyon 15 yazihmn kullamlarak yapildi
Degiskenlerin normal dagihma uygunlugu gersel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik  yontemlerle (Kolmogorov-Smirnow/Shapiro-Wilk testleri) incelendi.
Degerler ortalama = standart sapma olarak wverildi. Sayisal degiskenlerin

kiyaslanmasinda bagimsiz gruplarda t festi ve kategorik  degiskenlerin
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kiyaslanmasinda ki-kare testi kullanildi. Normal dagilima uymayan parameterlerin
- karsilastimimast igin' Marm-Whitney U testi kullanuldi.. p<0.05 istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.

Hasta gruplarnda SNP igin alel/genotip sikliklarimn ve SNP itibariyle olugan
haplotip, ve sikliklarinin belirlenmesinde Arlequin 3.11 yazihm programi kullanildi
Tespit edilen genotip sikhiklan igin Hardy-Weinberg dengesinden sapma olup
olmadifn Fischer'in kesin ki-kare testi ile aragtirildi. p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Hasta ve kontrol gruplarimin verilerinin karsilastinnlmasinda ve
OR (Odds Ratio) degerlerinin hesaplanmasinda SPSS 15.0 yazilim programi
kullaniida.
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4. BULGULAR

Calismaya kronik Hepatit B tanist olan toplam 90 (E/K:6921) hasta dahil
edildi. Hastalarn ortalama yaslan 49.8+12.6 (aralik; 22-75) yildi. Hastalar 2 ana
gruba ayrildy:

o Grup 1: Kronik B hepatitinin lamuvidin tedavisi sirasinda 24. haftada

HBV-DNA titresi negatif olan tedaviye yanitl: hastalar.

e Grup 2: Lamuvidin tedavisi altinda 24. ve daha sonraki haftalarda bagvuran

ve halen HBV-DNA titresi pozitif olan tedaviye direngli hastalar.

Grup 2’deki hastalar lamuvidin direngli olmalarindan dolayr YMDD
mutasyonu bakilabilen ve pozitif/negatif olanlar olmak lizere iki ayn gruba ayrildi.

Birinci gruptaki hastalarin yas ortalamalart 50.78%12.66 olup hastalarm
%74.5%1 erkek %25.5°1 kadind1. Ikinci grubun yas ortalamalar: 48.62+12.69 ve ikinci
gruptaki hastalarin %79.5°1 erkek, %20.5’i kadind:. Ikinci gruptaki YMDD
mutasyonu pozitif olan hastalann yas ortalamalan 50.64+12.20 hastalarin %81.8’1
erkek %18.2°si kadin, YMDD mutasyonu negatif olan hastalarm yag ortalamalar
45.38+11.04 hastalarm %82.5'i erkek %17.5’1 kadmn idi. Her iki grubun yas
ortalamalar ve cinsiyetleri arasinda istatistiksel olarak anlamls fark yoktu ( p > 0.05)

Hastalarin klinik ve labaratuvar dzellikleri tablo 5°¢ te Szetlenmistir. Tedavi
éncesi HBV-DNA degerlerine gore gruplar karsilagtinidiginda; tedaviye cevap veren
hasta grubunda viral yiik (HBV-DNA) 1483696.02+7298719.11 1U/ml; tedavije
direngli olan hasta grubunda 5842435.95+17252984 IU/ml idi. Tedaviye direngli
hastalarin HBV-DNA titreleri tedaviye yanmit alinan hastalardan anlamlh Slgtide
yiiksekti (p=0.001).

Histoljik aktivite indeksler (HAI) grup 2 ‘deki hastalarda grup 1’den daha
yitksek (p=0.036) ancak fibrozis evreleri benzer bulundu. Iki grup arasinda
labaratuvar parametreleri karsilastinldiginda; Grup 1 ve 2°deki hastalanm ALT
ortalamalan (sirasiyla, 46.07432.24 U/L ve 94.41£75.71 U/L) ve total biliriibin
ortalamalar (swrasiyla  0.69+0.48 mg/dl ve 0.83+0.44 mg/dl) arasindaki fark
anlamliyd (p degerleri sirasiyla: 0.001 ve 0.042).
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Table 5: Hasta gruplarinin tedavi 6ncesi klinik ve labaratuvar dzellikleri

Ozellik Lamuvidin Yanith Lamuvidin Direncli P
N:51 N:39
Yas, yd 50.78+£12.66 48.62+12.69 0.324
Cinsiyet
Kadmn 38 (%074.5) 31 (%79.5) 0.624
Erkek 13 (%25.5) 8 (%20.5)

HBV- DNA, 1483696.0247298719.11 | 5842435.95+17252984.918 | 0.001*
{U/ml

HAI 9.20+3.40 10.62+3.70 0.036%
Fibrozis evresi

Evre 1 |12 (%23.5) 10 (%25.6) 0,117

Evre2 |21 (%41.2) 9(%23.1)

Evre3 | 9(%17.6) 15 (938.5)

BEvred |2(%3.9) 3 (%7.7)

Bvre5 | 1(%2) 1 (%2.6)

Evre 6 |6 (%I11.8) 1 (%2.6)
Lamuvidin 33.05422.1 16.97£12.26 0.001%*
slre, ay
AST, U/L 36.21+17.41 60.07+43.99 0.002*%
ALT, U/L 46.07+32.24 04.41+£75.71 0.001%
Albumin, gr/dl | 4.43£0.36 4.40::0.39 0.416
T.Bilirubin, 0.69+0.48 0.83+0.44 0.042%
mg/dl
*n<0.05

Tedaviye yamt veren grup ile tedaviye direngli grup arasmmda MDRI1
C1236T’nin genotipik olarak CC, CT ve TT gen mutasyonlan kargilagtirildi. Grup
1’de 8 (%15.7) hastada CC, 37 (%72.5) hastada CT, 6 (%11.8) hastada TT gen
mutasyonlan saptandi. Grup 2’de 13 (%33.3) hastada CC, 21 (%53.8) hastada CT, 5
(%12.8) hastada TT gen mutasyonlar1 saptand1. Tedaviye direngli grupta (grup 2)

48



YMDD mutasyonu bakilan ve pozitif olan 5 (% 45) hastada CC, 5 (% 45) hastada
CT, 1 ( % 9) hastada TT; YMDD negatif olan 3 (%37) hastada CC, 5 (%63) hastada

CT gen mutasyonlari saptandi (Tablo 6).

Hasta gruplan arasinda CC, CT, TT genotip dagilimlan incelendi (Sekil 7).

CT ve TT genotipileri Grup 1 ve 2’deki hastalarda benzer oranlarda goriillirken CC

genotipi Grupl’de

%15.7, grap 2’de %33.3 olarak tespit edildi. Aradaki fark

istatistiksel agidan anlamli bulundu (p =0.044) ( OR%2.69; % 95 CI: 0.99-7.27 ).

40
35
30

20
15
10

25

Lamuvidin yaruth

Lamuvidin direncli

B CC
BCT

Sekil 7: Hasta gruplar: arasinda C1236T genotip dagilimi

Tablo 6: Lamuvidin yanith ve direngli hastalarda C1236T genotipik dagilmm

Genotip Lamuvidin yanith Lamuvidin direncli P
(n:51) (n:39)
CC 8 (%15.7) 13 (%33.3) 0.044*
CcT 37 (%72.5) 21 (%53.8) AD
TT 6 (%11.8) 5(12.8) AD
Toplam 51 (%100) 39 (%100)
* p< 0.05 AD: Anlamk degil.

Gruplar arasindan allel frekanslar1 karsilagtinldi. C alleli sikhifs; grupl’de
%51.96, Grup 2’de ise %60.26 idi. T alleli sikligi; Grupl ‘de %48.04 grup 2’de
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%39,74 idi. Her iki allel siklifi a¢isindan gruplar kiyaslandifinda aradaki fark
istatiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Grup 2° deki YMDD mutasyonu bakilabilen ve YMDD mutasyonu pozitif 11
hasta ile negatif olan 8 hastanin genotipik olarak CC, CT, TT mutasyonlari benzer
bulundu ( p>0.05).  Lamuvidin direngli YMDD mutasyonu pozitif 11 hasta ile grup
1 yani lamuvidin duyarli 51 hasta genotipik olarak CC mutasyonu agisindan
kargilastirilds ve her iki grup arasinda fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p
=(1.043) (OR=4.48, %95 CI: 1.15-17.38).

Grup 2° deki YMDD pozitif 11 hastanin 10’u C alleli tagimaktadir. CC
mutasyonu agisindan; toplam lamuvidin kullanim stiresi 12 ay gegmemis, lamuvidin
direnci tespit edilmis grup 2’ deki YMDD mutasyonu pozitif olan 8 hasta ile
lamuvidin duyarli 51 hasta karsilastirildiginda aradaki fark istatiksel olarak anlamh
bulundu (p=0.046 OR=5.38 %95 CI 1.20-24) (Tablo 7).

Tablo 7: YMDD mutasyonu pozitif ve negatif grubun lamuvidin kullamm siiresi ve
C1236T genotipik dagilinu

YMDD Mutasyonu Pozitif (n:11) YMDD Mutasyonu
Negatif
. Lamuvidin Lamuvidin (n:8)
Genotip Kullanim Siiresi | Kullamim Siiresi
6-12 ay >12 ay

cC 4 (%36) 1 (%9) 3 (%37)

CT 4 (%36) 1 1(%9) 5 (%63)

TT 0 1 (%9) 0

Toplam & 3 8
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Tablo 8: Tedavi yanutli ve tedavi direngli olup lamuvidin kullanim stiresine 12 ay’m

alitinda ve iistiinde olan hastalarin genotipik dagilimt

Genotip | Lamuvidin yamth Lamuvidin direncli
(n:51) (n:39)
Lamuvidin siiresi Lamuvidin Siiresi
12 ay (n:21) > 12 ay (n:18)
CC 8 (%15.69) 8 (%38.1) 5 (%27.7)
CT 37 (% 72.5) 11 (%52.4) 10 (%55)
TT 6 (% 11.8) 2 (%9) 3 (%16.6)

CC mutasyonu; grup 1’de 8 (%15.69) hastada, grup 2’de Lamuvidin kullanim
stiresi 12 ay olan 8 (%38.1) hastada saptanmig olup, CC mutsyonu agisindan aradaki
fark istatiksel olarak anlamh idi (p=0.042) (OR 3.31, %95 CI: 1.06 — 10.33) (Tablo
8).

51



5. TARTISMA

Lamivudin, 1998 yilinda FDA onay: almus olan kronik hepatit B tedavisinde
lallarulan bir nitkleozid analogudur. Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan diger
anti-viral ajanlara gore tek dezavantaji ise lamivudin tedavisi sirasinda goriiime
ihtimali olan ilag direncidir (118-120). HBeAg pozitif ve negatif kronik hepatit B

hastalarinda lamivudin tedavisine yamit orani birbirine benzerdir. Ancak, lamivudin

tedavisi kesildikten sonra hastaligin relaps oran1 HBeAg negatif bireylerde daha fazla

olmaktadir. Tedavi oncesi serum ALT ditzeyi lamuvidin cevabini belirleyen Onemli
bir faktordiir (118-120). HBV polimerazimn primer katalitik bolgesi olan revers
transkriptazin C domaininin 204. kodonunda bulunan metioninin yerini mutasyon
sonucu bir bagka aminoasitin almast ve lamuvidinin viral DNA’ya integre olamamasi
tedavi direncine yol acar (74, 89, 92).

Lamivudin direnci geligmesinden sonra meydana gelen viral, kimyasal ve
histolojik ilerleme hastaligm kliniginin tedavi 6ncesi duruma gelmesine veya daha da
kotillesmesine sebep olmaktadir. Tedavi altinda iken diren¢ geligiminin erken
saptanmast i¢in hastalar yakindan izlenmektedir (95, 96, 97). Literatiirde lamivudin
direng gelisimi ile iliskili olabilecek fakidrler; hastamn yasi, cinsiyeti, beden-kitle
indeksi HBeAg pozitifligi, HBV genotipi, tedavi bncesi karaciferin patolojik
durumu, tedavi oncest serum ALT ve HBV-DNA diizeyi olarak bildirilmistir (91, 92,
118, 119). Lamivudinin bagka anti-viral ilaglar ile kombine edilerek verilmesi ile
direng gelisiminin azaldiim bildiren ¢aligmalar meveuttur (120, 121). Kobayashi ve
ark. yaptig1 caligmada yas, cinsiyet, HBV genotipi, HBeAg durumu, tedavi dncesi
karacier histolojisi, serum kolinesteraz, ALT ve HBV-DNA diizeylerinin
multivariyat analizinde yalmzca HBeAg pozitifligi ve HBV genotipinin mutasyon
gelisiminde istatistiksel olarak anlamli etken oldugu gosterilmistir (118). Tedavi
Sncesi serum HBV-DNA dﬁzeylerinin lamivudin direnci gelisen hastalarda anlamli
olarak daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (122).

Bu caligmada, literatiirde belirtilen direng gelisimini etkileyen faktorlerin
diginda MDR1 gen polimorfizminin lamivudin direnci gelisimi ile iliskisi olup

olmadig aragtirildi.
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Yuen ve ark., YMDD motif mutasyon olusumu ile tedavi dncesi serum ALT
ve HBV-DNA diizeylerinin iligkili oldugu gosterilmigtir {11 9). Benzer sekilde
calismamizda, tedaviye direncli grupta, duyarh gruba gore anlamh bir yiiksek HBV-
DNA diizeyi tespit ettik. (p=0,001)

Suzuki ve ark. tarafindan yapilan bir galigmada YMDD motif mutasyonu
gelisimi ile tedavi stiresinin direkt iliskili oldugu gosterilmistir. Buna gore 1. yihn
sonunda % 12,5 olarak tespit edilen YMDD motif mutasyon siklig, 3. yilin sonunda
% 43, 5. yiin sonunda % 63’e ulagtifim bildirmislerdir (78). Caligmanmzda,
literatiirden yiiksek oranda lamuvidin direnci saptanmakla beraber, tedavi direnci
gelisen hastalardaki YMDD mutasyon oram literatiirle uyumlu olarak (%11,1)
bulundu.

flaglan  farmakokinetik ve farmakodinamik etkinlikleri; ilaglann
metabolizmasmdan  sorumlu  enzimlerde, ilag tagiyicilarnda (transporter),
reseptorlerinde veya kofaktorlerindeki genetik varyasyonlardan etkilenir (123). MDR
1 genin kodladig P-glikoprotein ilag metabolizmasinda rol alan bir fakiordiir. Bu gen
P-glikoprotein (P-gp) olarak bilinen 170 kDa’luk bir transmembran tagtyic: protein
kodlar. P-gp, ATP bagimli olarak ksenobiyotiklerin, metabolik artrk tiriinlerin ve pek
cok ilacin hiicre digma pompalanmasinda fonksiyon gortir (124, 125). P-gp’nin
gastrointestinal yol boyunca ila¢ absorbsiyonunu etkiledigi, ilaglarn safra ve idrara
atthmini sagladign ve yine ilaglarm kah~beyin bariyerini gegigini engelledigi
bilinmektedir. Sonucta P-glikoprotein, yalnizea kanser hticrelerinde gozlenen goklu
ilag direncine neden olmakla kalmayip aym zamanda pek ¢ok ilacin (steroid
hormonlar, immunosupresanlar, antimikrobiyal ajanlar, vb.) normal dokulardaki
farmakokinetiklerini de belirlemektedir.

ilk kez Tsurua ve ark. yaptigi bir galismada MDR fenotipine sahip P-gp
pozitif fare l6semik hiicrelerinde triﬂuperaion ve verapamil kullamnu ile vinkristinin
hiicre iginde biriktigi gosterilmis ve P-gp iliskili coklu ilag direncinin tersine
evrilebilecegi gosterilmigtir (126). Yine bu konuda ozellikle anti MDR-1
oligoniikleotidleri ile P-gp ekspresyonu ve fonksiyonunun azaltilmasi veya
staurosporin gibi protein kinaz C inhibitdtleri ile MDR-1’in ekspresyonunun
azaltilmasina yonelik ¢alismalar yapilmustir (127). Tedaviye diren¢li malignitelerde

verapamil veya siklospotin A uygulamimi ile P-gp ilag atim fonksiyonunun blokai
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saglanarak tedavi bagansi artinlabilir (109). In-vitro olarak verapamil ile
trifluoperazinin, P-gp pozitif hiicrelerde adriamisine olan-direnci ortadan kaldirdig
gbzlenmistir (128).

Tischler ve ark. MDRI’in beyin dokusundaki artnmgs ekspresyonunu
gostererek antiepileptik ilaglarin beyin dokusuna gegisinin sintrlandirdmast sonucu
epilepsi hastalarindaki ilaca cevapsizlifi agiklamiglar ve dzellikle fokal kortikal
displazili olgularda saptanan ve beyin kan damarlarim gevreleyen glial hiicrelerdeki
artmig P-gp ekspresyonunu, ikinci bir bariyer olarak ditgitnmiislerdir (129).

MDR1 polimorfizmleri  dokulardaki  P-glikoprotein ekspresyonuna
etkileyerek, ilaglarin farmakodinamisi, tedavi sonucu ve hastalik risklerini etkiler
(130).

Marzolini ve ark. tarafindan viicuttaki MDR1 haplotipinin, g¢evresel
faktorlerin ve potansiyel faktOrlerin viicuttaki MDRI polimorfizlerine etkisi
arastmlmustir (131). Tek niikleotid polimorfizmi P-glikoprotein aktivitesini etkiler.
P-glikoprotein aktivitesinin seviyesi, ilacm dokuya dafilmasim, sonug olarak da
tedavi yamtlann: veya tedaviye direncin bir belirleyicisi  olabilecegini
diistindiirmektedir (131).

Schwab ve ark., ilag kinetiginin ve kisinin ilaglara karst verdifi yamitin
genetik yaptya gore toplumlar  ve bireyler arasinda degisiklik gosterdigini
vurgulanus ve farkli populasyonlarda elde edilecek genetik veri tabanlanmn
kullanimi ile " kigiye ozel tedavi " yaklagimlarmmn gelistirilmesini giindeme
getirmislerdir (125, 132). Calismamizda YMDD mutasyonu disinda lamivudin
direncini etkileyen baska genetik faktdrlerin varligim, MDRI gen polimorfizminin
dirence etkisini arastirdik. Hem lamivadin direngli grupta hem de YMDD
mutasyonlu olan direngli hastalarda CC genotipinin anlamli olarak yiiksek oldugu
tespit edildi. .

Bugiine kadar MDR1 geninde 50’den fazla SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) tanimlanmugtir ve MDR1 geninde var olan bu polimorfizmlerin P-gp
aktivitesini, ifade seviyesini etkileyerek fonksiyonu dzerinde dnemli rol oynadifi
yoniindeki kamitlar her gegen giin artmaktadir (123). Kimichi — Sarfaty ve
arkadaslar,, MDR1 geninde yaygin olarak gdzlenen ve {izerinde en ¢ok durulan i¢

SNP’ nin, C3435T, G2677T/A ve C1236T oldugunu bildirmislerdir (133).
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Schwab ve arkadaglari bu polimorfizmlerden C3435T ve C12367T
polimorfizmlerinin aminoasit- degisimine neden olmayan sessiz (silent = synonym) -
polimorfizmler oldugunu ve C3435T ve C1236T’ nin her nekadar sessiz birer
polimorfizm olsalar da diger yaygin non-sinonim polimorfizmlerle birlikte herhangi
bir haplotipte bulunduklari zaman azalmg P-gp fonksivonu ile iligkili
olabileceklerini bildiriimisleridir (123).

Bugiine kadar bahsedilen polimorfizmlerden en ¢ok hastaliklarla ya da ilag
direnci ile iligkilendirilen C3435T polimorfizmidir (128, 129, 131, 134). Literatiirde
diger sesiz polimorfizm olan C1236T polimorfizmini hastaliklarla ya da ilag direnci
ile iliskilendiren bir calisma yoktur. Sessiz polimorfizmlerden C3435T nin kronik
hepatit C enfeksiyonunda ribavirin direnci ile jligkili olabilecegini bildirilmistir
(135). Caligmamizda diger sessiz polimorfizm olan C1236 T’ yi kronik hepatit B’li
hastalarda lamivadin direnci ile iliskisi olup olmadigim arastirdik.

Lamivudine yanith grapta CT genotipi (%72.5), yanitsiz. grup (%53.8) ile
kargilastinldiginda daha yitksek orandayd: ancak istatistiksel agidan fark yoktu. CC
genotipi, lamivudine direngli grupta (%33.3) yamth gruba gére (%15.7) daha yiiksek
orandaydi (p=0.044). Gruplar allel agisindan karsilastinldiginda C alleli direngli
grupta daha yilksek iken (%60.26 vs 51.96), T alleli duyarli grupta daha yiiksek
olarak tespit edildi(%48.04 vs 39.4). Gruplar arasinda allel frekanslar1 benzer
bulundu. Benzer gekilde, lamivudine yanitsiz grupta ve YMDD pozitif tespit edilen
hasta grubunda CC genotipi ve C alleli yiiksek bulunmugtur. Tedavinin birinci
yilinda diren¢ geligen hastalarda CC genotipi lamuvidine yanit veren gruba gbre
anlamli derecede yliksekti. Bu bulgular 1siginda CC genotipinin lamivudin direng
gelisgimde rolit oldugu sonucuna varlmistr. YMDD mutasyonlu hastalarda CC
genotip ve C allel frekansinin yiiksek olmas: da bu hipotezi desteklemektedir.

MDRI1 genotipi AIDS’te hastahk riski ve tedavi sonucu agisindan Snemlidir
¢linkii bu hastaligin tedavisinde kullamlan HIV proteaz inhibitorleri P-gp’nin
substratlaridir. P-gp ayni zamanda CD56, CD8, CD4, CD19 pozitif hiicreler ve diger
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde eksprese olmaktadir. CD4 hiicrelerindeki
HIV proteaz inhibitdrlerinin hiicre igi konsantrasyonlar: ve tedavi etkinligi P-gp
ckspresyonlarindan etkilenmektedir. Dogrusu, birkac ¢alismada MDRI genotipi ile

antiretroviral tedavi giicli bir sekilde iliskilendirilmistir. Fellay ve ark tarindan
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3435TT genotipine sahip hastalarda; 6 aylik antiretroviral tedavi sonrasinda, belirgin

CDA4+ hilere artist saptamuslardir. Sonug olarak HIV tedavisinde TT genotipinin daha - oo

iyi cevap ve daha az oranda virus direnci ile iligkili oldugu veya C alelinin viral ve
immun cevapta basarisizhkla iliskili oldugu sonucuna vardmmgtir (134).
Calismamizda C1236T polimorfizmindeki veriler de bu galigmayi bityitk olglide
desteklemektedir. C allel frekansi ve CC genotipi kronik hepatit B tedavisinde
lamivudin direnci ile iligkili bulunmugtur,

Literatiirde kronik hepatit B enfeksiyonunda klinik seyir ve tedavi direnci ile
iliskili MDR1 polimorfizmi ile iligkili caligma yoktur. Hepatit B disi bazt
hastaliklarla MDR1 C3435T polimorfizmi ile iliskilendirilmistir. Ancak C1236T ile
ilgili veri yoktur.

Diger nitkleozid analoglarina kiyasla lamuvidine karg1 direng geligme orani
daha vyitksektir. MDR1 geni ve P-glikoproteinin ilag direncini artirdig ve ilaglara
kisinin yanitmi degistirdigi bilindiginden kisilerin ilact metabolize edebilme
kapasitesini tahmin etmede yol gbsterici olabilcegini diigtindiirmektedir.
Bulgularimiz, MDR1 gen mutasyonunun, hepatit B’li hastalarda tedaviye yamit
oranlarint etkileyebilecegini ve dzellikle bu durumun lamuvidin agisindan 6nemli
oldugunu gostermekiedir.

Sonug olarak MDR-1 gen ve firiinii P-glikoproteinde goriilen polimorfizmler
kronik hepatit B seyrinde tedavi yanitin etkileyen dnemli faktdrlerdir. Caligmamizda
MDR1 C1236T CC genotipi lamuvidin direngli grupta daha sik gdriilmiigtilr.
Gelecekte kronik hepatit B tedavisinde MDR gen polimorfizmleri tedavi se¢iminde
ve siiresinde klinisyenlere yn verecektir. Bu konuda yapilacak daha genis kapsamli

calismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmast tedaviye yamisizhkta MDR mutasyonunun dnemini
vurgulamaktadir. Kronik Hepatit B hastalarinda MDR1 genine ait CI236T
polimorfizminin karsilastutldigr itk alismadir. Caligmaya katillan hasta sayisi az
olmakla birlikte elde edilen ilk verilerde tedaviye direngli ve tedaviye direncli
YMDD pozitif bireylerde tedaviye yanithi olan bireylere kiyasla istatiksel olarak
anlamh derecede MDR1 CC gen mutasyonu oldugu gorildi. (p=0.05)

Ancak bu bulgularin daha biiyiik serilerde galigilmasi gerekmektedir. Bizim
calismamzda YMDD mutasyonu olugma ihtimali en diisiik seviyede olan hasta
grubumuzda da tedaviye yamth bireylere kiyasla istatiksel olarak anlamlt derecede
CC gen mutasyonu oldugu goriildii. Bu sonucun MDR mutasyonu ile iligkili
olabilecegi diitiniilebilir.

Bu o6n verilerden yola ¢ikilarak daha genis hasta gruplarmda tekrarlanacak
olan analizler, halen ilag tedavisine yamtsizlik sorununu icinde barmdiran Kronik
Hepatit B yonetiminde hem direng patogenezini actklamamiza hem de bu yolla
szellikle tedaviye yamit vermeyen hastalarda neler yapﬂmé& gerektigi konusuna
yardmme: olacaktir. Bu konuda literatiirde yer alan bilgi eksikligi de gdz Online
almirsa bu calismaya temel olan konunun uzunca bir siire daha calismaya agik
oldugu goriilmektedir.

Ayrica C1236T polimorfizmi ile MDR1 genine iliskin diger polimorfizmlerin
beraber caligiimasi veya MDR1 gen analizinin yapilmasi gelecekte kisiye Ozghl

tedavi yontemlerinin uygulanmasmda faydah olabilecegi diisiiniilmektedir.
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