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ADEFOVIRE PRIMER DIRENGLI BiR KRONIK B HEPATITI OLGUSU
A CASE OF CHRONIC HEPATITIS B WITH PRIMARY ADEFOVIR RESISTANCE

Tansu YAMAZHAN', Riichan SERTOZ2, Hiisnii PULLUKCU'
Meltem TASBAKAN', Sercan ULUSOY', Selda ERENSOY?

OZET: Kronik B hepatit (KBH)'li hastalara uygulanan antiviral tedavi, zaman
icinde mutant suslarin ortaya cikisina neden olmaktadir. Daha nadir olarak primer
direncli olgularla da karsilagiimaktadir. Bu raporda, daha énce adefovir kullanmamis
ancak primer adefovir direnci saptadigimiz bir KBH’li olgunun sunulmasi amagclanmistir.
HBeAg pozitif KBH'li 25 yasindaki erkek hastaya bir yil siire ile haftada (ic kez 10 MU
interferon-alfa ve lamivudin 100 mg/gun kombine tedavisi uygulanmigtir. Birinci yilin
sonunda uygulanan tedaviye virolojik ve biyokimyasal yanit alinmis ancak anti-HBe
serokonversiyonu saglanamamistir. Lamivudin tekli tedavisine devam edilen hastada,
tedavinin GOcuncu yilinda lamivudin direnci saptanmistir [FLM+YMDD+YIDD+YVDD
(Inno-LiPA HBV DR, Innogenetics Ghent, Belgika)]. Bunun Gzerine lamivudin tedavisine,
adefovir eklenmistir. Kombine antiviral tedavinin sekizinci ayinda ALT normallesmesi ve
HBV-DNA negatiflesmesi saglanamayan hastada, tedavinin 11. ayinda adefovir direnci
arastinimis ve DNA dizi analizi ile tA181T (Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit,
Applied Biosystems ABD) mutasyonunun varligi saptanmistir. Tedavi baslangicindan
itibaren adefovir tedavisine yanit olmamasi, primer adefovir direncini distindirmus, bu
amagla hastanin tedavi 6éncesi serum 6rnegi dizi analizi yéntemi ile ¢alisilmigtir. Ayni
mutasyon tedavi dncesindeki serum 6rneginde de gdsterilmistir. Adefovir direncinin
saptanmasi ile tedaviye tekrar lamivudin eklenmis, ancak kombinasyon tedavisinin
tgclncu ayinda HBV-DNA pozitifliginin devam ettigi izlenmistir. Hasta, bu dénemden
sonra duzenli takipten cikmugtir.

Anahtar sézcukler: Hepatit B, adefovir, primer direng.

ABSTRACT: Implementation of antiviral therapy leads to the emergence of mutant
strains during the treatment in chronic hepatitis B. Hepatitis B virus (HBV) with primary
antiviral resistance may be rarely encountered. In this report, a chronic hepatitis B case
who had never received adefovir dipivoxil but had primary adefovir resistance, was
presented. HBeAg positive 25-year-old male patient was treated with interferon (IFN)-
alpha (thrice a week 10 MU) and lamivudine (100 mg/daily) combination for one year.
At the end of this treatment although HBV-DNA was under the detectable limit and
ALT levels returned to normal, anti-HBe antibodies did not develop. During the course
of lamivudin treatment on the third year virus was found to be resistant to lamivudin
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[FLM+YMDD+YIDD+YVDD (Inno-LiPA HBV DR, Innogenetics Ghent, Belgium)] and
adefovir was added to the lamivudin therapy. At the end of eight months of combination
therapy, ALT levels did not return to normal and HBV-DNA was still in detectable levels.
On the 11" month resistance to adefovir was analysed and rtA181T mutation was
found by DNA sequence analysis (Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit, Applied
Biosystems, USA). Since there had been no response to adefovir from the initiation
of the therapy, primary adefovir resistance was suspected. Primary adefovir resistance
was confirmed by the detection of the same mutation in pre-adefovir treatment serum
sample of the patient. Lamivudin was re-added to the therapy, however, HBV-DNA still
remained positive on the third month of this combination therapy. The patient got out
of routine follow-up after this period.
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GiRiS

Kronik B hepatit (KBH)’li hastalarda antiviraller, disuk yan etki profili,
kullanim kolayhi@ gibi 6zellikleri nedeniyle 6zellikle yuksek viral replikasyonu olan
hastalarda 6nemli bir tedavi segenegidir. Lamivudin bu amagla ilk onay alan
antiviraldir. Lamuvidinden sonra adefovir, tenofovir, entakavir, telbivudin, klevudin
ve emtristabin bu alanda bir kismi kullanimda olan bir kismi ise faz calismalari
devam etmekte olan antivirallerdir. Yaygin olarak kullanilan bir antiviral olan
lamivudinin, tedavi baslangicinda viral replikasyonu énemli oranda durdurdugu
gbzlenmekle birlikte, tedavinin uzamasi diren¢ gelisimi ile sonuclanmaktadir.
Lamivudin tedavisinin ilk yilinda %24’lerde olan direng¢, dérdincu yilin sonlarinda
%70’lere yikselmektedir'. Kodon rt180 (hedef baglanma bolgesi: B bdlgesi) ve/
veya kodon rt204 (katalitik bélge: C bdlgesi)’de meydana gelen mutasyonlar ile
lamivudine in vitro direng gelisir. Avrupa Karaciger Galisma Birligi (EASL) tarafindan
kesin olarak tanimlanmig lamivudine direncli mutantlar; rtL180M ve rtM2041/V/

S’dir. Referans laboratuvarlar tarafindan 6ne surilen mutasyonlar ise; rtI53S,
rtL80I/V,rtL82I/V, rnF169L, rtV173L, ntA200V, rtvV207I, rtS219P ve rtL229V dir.

Lamivudinden sonra kronik hepatit B tedavisinde kullanilan bir diger antiviral
olan adefovir, farkl kimyasal yapisinin yaninda, yavas diren¢ gelisimi, hem vahsi
virusa hem de lamivudine direncli suslara karsi etkili olmasi sayesinde énemli
tedavi seceneklerinden birini olusturmustur. Ancak zaman igerisinde bu antivirale
karsi da direnc gelisimi bildirilmeye baslanmigtir. Adefovir direncini arastiran
calismalarda bu oran ilk yilda %0 iken, 2. yilda %2-3, 4. yilda ise %15-18
olarak bildiriimektedir2. Capraz direnc veya tedavi ile iliskili direncin yani sira,
nadiren daha 6énce antiviral tedavi uygulanmamis hastalarda, vahsi virustaki
mutasyonlar sonucu mutant virus enfeksiyonlari ile de karsilagilabilmektedir. Bu
raporda, daha 6nce adefovir tedavisi uygulanmamis ve adefovire primer direng
saptanan bir olgu, bu yon( ile ilging oldugu dislincesiyle sunulmaktadir.

OLGU SUNUMU

Herhangi bir nedenle hekime basvurdugu sirada karaciger enzimlerinde
yukseklik (ALT: 123 IU/L, AST: 89 IU/L) saptanan 25 yasindaki erkek hasta,
hepatit gdstergelerinde HBsAg’i, HBeAg’i, anti-HBc total pozitif; anti-HBc
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IgM, anti-HBe ve anti-HBs antikorlar negatif, HBV-DNA degerinin 1450 pg/ml
(Digene Hybrid Capture, Digene Corporation, ABD) olarak saptanmasi UGzerine
kronik B hepatiti olarak degerlendiriimistir. Hasta, diger hepatit etkeni viruslar
yénunden incelenmis ve anti-HAV IgM negatif, anti-HAV total pozitif, anti-HCV
ve anti-HDV ise negatif olarak saptanmistir. Karaciger biyopsisi sonucu histolojik
olarak kronik aktif B hepatiti tanisi kanitlanan hastaya bir yil sure ile haftada
iic kez 10 MU interferon (IFN)-alfa ve lamivudin 100 mg/giin ile kombinasyon
tedavisi uygulanmistir. Birinci yilin sonunda IFN tedavisi kesilen hastanin, HBV-
DNA'’sI (Digene Hybrid Capture System HBV DNA, Digene Corporation, ABD,
5 pg/ml=1.425X10¢ kopya/ml) saptanamayacak dizeye inmis, ALT degeri
normale dénmus, ancak anti-HBe serokonversiyonu saglanamamistir. Lamivudin
tedavisine devam edilen hastada, bu tedavinin 3. yilinda ALT: 269 IU/L ve HBV-
DNA: 791 pg/ml olarak saptanmasi Uzerine, lamivudin direnci arastinimis ve
FLM+YMDD+YIDD+YVDD (Inno-LiPA HBV DR, Innogenetics Ghent, Belgika)
mutasyonu saptanmistir. Bunun Gzerine lamivudin tedavisine, adefovir (10
mg/gun) eklenmistir. Kombine antiviral tedavi ile ALT normallesmesi ve HBV-
DNA negatiflesmesi saglanamayan hastada, tedavinin 3. ayinda lamivudin
kesilerek adefovir ile devam edilmistir. Adefovir tedavisinin 5. ayinda ALT: 80
UI/L ve HBV-DNA: 4x10°¢ kopya/ml (Robogene Hepatit B virus kantitasyon kiti,
Roboscreen, Aimanya) olarak saptanmistir. Adefovir tedavisine yanit alinamadigi
icin adefovir direnci arastirilan olguda, DNA dizi analizi ile tA181T mutasyonu
saptanmigtir. Ayni analizde, N236 mutasyonu saptanmamistir.

Nukleik asit izolasyonu, serumdan “High Pure Viral Nucleic Acid
Isolation” kiti (Roche Diagnostics GmbH, Almanya) ile yapilmis, HBV DNA'nin
56 ve 1416. nukleotidler arasi iki turlu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltimistir®. Elde edilen HBV-DNA PCR UrUnleri polimeraz gen bdlgesinin
rt6-rt345 kodonlari arasini gérecek sekilde tc farkh primer ile nukleik asit dizi
reaksiyonuna alinmistir (Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit ve ABI
PRISM 310 Genetic Analyser-Perkin Elmer, ABD). Elde edilen DNA dizileri,
DNAStar programinda (DNASTAR Inc, ABD) aminoasit dizilerine gevrilip gen
bankasindan alinan dizilerle birlikte hizalanmistir.

Adefovire direncli tanimlanmis mutantlar rtA181T/V ve rtN236T dir.
Referans laboratuvarlar tarafindan 6ne surilen mutasyonlar ise, rtV84M,
rtHO0D, rtT128N, rtY135C, rtV214A, rtQ215S, rtI235M, rtN238D ve rtS256C/
G’dir*. Bunlar icinde 6rnegimizde; V84, H90, V214, Q215, 1235, S256'da bir
mutasyona rastlanmamigtir. Kodon rt135’de ise daha énce tanimlanmamis rt
Y135S varligi gézlenmistir.

Tedavi baslangicindan itibaren adefovir tedavisine yanit olmamasi, primer
adefovir direncini disundurmustir. Bu amagcla hastanin tedavi éncesi serum
Ornegdi de dizi analizi ile calisiimis ve rt A181T mutasyonu saptanarak adefovir
direncinin primer, yani tedavi dncesindeki ddnemde de var oldugu gosterilmistir.
Adefovir direnci sonrasi tedaviye tekrar lamivudin eklenmistir. Kombinasyon
tedavisinin 3. ayinda HBV-DNA duzeyi 7.4x10° kopya/ml (Robogene Hepatit
B virus kantitasyon kiti, Roboscreen, Almanya) olarak saptanmigtir. Hasta, bu
dénemden sonra duzenli takipten cikmistir.
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TARTISMA

Bir nikleotid analogu olan adefovir, vahsi tip virusa oldugu kadar prekor
mutantlara ve lamivudine direncli suslara karsi da oldukca etkili olmasi
sayesinde antiviral tedavi planlanan kronik B hepatitli hastalarda énemli bir
tedavi segenegini olusturmaktadir. Adefovir direncinde mutasyon tipi, gelecek
tedavileri belirleme bakimindan énemlidir. iki majér adefovir direng mutasyonu;
B ve D kangallarinda yer alan A181T/V ve N236T/N238D mutasyonlaridir®.
A181V mutasyonu diger nikleoz(t)id analoglarina duyarliid@l azaltirken, N236T
mutasyonunun gapraz dirence katkida bulunmadigi ya da ¢ok az katkisi oldugu
saptanmistir. Diger mutasyonlar C ve D kangallar arasinda 215 pozisyonunda
yer alir, ancak bu bdélgedeki mutasyonun etkisinin nasil oldugu agik degildirs.
in vitro direng testlerinde N236T mutasyonu sonucunda, adefovirin inhibitér
konsantrasyonunda 7.3 kat, tenofovirde 2.6 kat, telbivudinde 2.4 kat, lamivudinde
2 kat, entekavirde 0.67 kat artis saptanmistir’. Bu sonug, adefovir direnci ile
tenofovir, telbivudin ve lamivudin arasindaki ¢capraz direncin minimum oldugunu,
entekavir ile gapraz direncin olmadigini géstermektedir. A181V mutasyonu ile
iliskili adefovir direncinden, telbivudin, lamivudin ve entekavir etkilenirken, en az
direncin tenofovire karsi oldugu gdsterilmistir’. Ancak direncin klinik yansimalarinin
takibinde uzun sureli izlem calismalarinin yetersiz oldugu da bilinmektedir.

Olgumuzda lamivudin direnci, ardindan adefovir kullanimi éncesinde
adefovir direncinin saptanmis olmasi, ¢apraz direnc olasiigini dusundirmis
olmakla birlikte, lamivudin ve adefovir arasinda c¢apraz diren¢ beklenen bir
durum degildir. Sik rastlanan lamivudin diren¢ mutasyonlari primer olarak
diger nlkleozid analoglarina dirence neden olmaktadir. Ancak 6zellikle L180M
mutasyonunun famsiklovire ¢apraz dirence neden oldugu, A181T ve Q215S
mutasyonlarinin ise adefovir ve tenofovire karsi capraz direnc ile iligkili oldugu
gosterilmistir®. Bu durumda hasta daha énce bu iki ilaci kullanmamis olsa bile
lamivudin tedavisine bagli capraz direncin gérulebildigi de bildiriimektedir®.

Lamivudin direnci saptandigi durumlarda adefovir, alternatif tedavide
ilk dasunulen ilactir. Adefovir direncine neden olan mutasyonlarin géralme
orani ilk yil iginde hi¢ saptanmazken, ilk U¢ yil icinde %5.9 oraninda oldugu
bildiriimektedir'®. Olgumuzda oldugu gibi adefovire yanitsizik s6z konusu
oldugunda, ilk yil icinde direng gelisiminin oldukca dislk olmasi, bizi primer
direng varligini arastirmaya yoéneltmistir. Schildgen ve arkadaslar’, primer
adefovir direnci saptadiklari U¢ olguyu sunduklari makalelerinde, bu durumun
nadir bir HBV varyantindan kaynaklandigini (rt1233V) ve bu suslarin hepsinin
tenofovire duyarll oldugunu rapor etmislerdir. Ayni arastiricilar, dogal olarak
adefovir direncli HBV mutantlar ile de karsilastiklarini belirtmislerdir’. Bizim
olgumuzda rt 1233V mutasyonu saptanmamistir.

Kronik B hepatitli hastalarin tedavisinde kullanilan antivirallere karsi
direng gelisimi s6z konusu oldugunda, bu direncin klinige yansimasi ve yeni
tedavi stratejilerinin ne olacagi hentz netlesmemis bir konudur. Lamivudin
direnci gelisen hastalarda, direncin suresi ile iligkili olarak tedaviye devam
edildiginde hepatit alevlenmesinin, dekompansasyonun ve hepatik fibrozisde
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kotllesmenin arttidi saptanirken, adefovir direncinin klinik olarak daha ilimli
seyrettigi, dGnemli hepatit alevienmelerinin lamivudin direncindekinden daha az
oldugu bildiriimektedir. Olgumuzda 6nce lamivudin ardindan primer adefovir
direnci saptanmigtir. Lamivudin direnci saptandiktan sonra adefovir tedaviye
eklenmis ve kombine tedavinin GclUncu ayinda lamivudin kesilerek adefovir
ile tedaviye devam edilmistir. Her iki ilaca da diren¢ saptandiktan sonra iki
antiviralin birlikte uygulanmasi, bu konuda baska bir seceneg@in olmamasindan
kaynaklanmistir. Van Bémmel ve arkadaslan'', lamivudine direngli olgularda
adefovir ile tenofovirin etkinligini karsilastirdiklari calismalarinda, 48 hafta
sonunda HBV-DNA dUzeyinin 10° kopya/ml’nin altina disme oraninin, adefovir
grubunda %44, tenofovir grubunda ise %100 oldugunu bildirmislerdir. Yine bu
konuda umut vaad eden yeni bir niikleozid analogu olan entakavir icin ilk iki
yilda diren¢ gelisimi saptanmazken, lamivudine direncli hastalarda tedavinin
ikinci yilinda entekavir direncinin %9 oldugu bildiriimektedir'2.

Kronik hepatit B tedavisinde antiviral diren¢, hepatit alevlenmesi,
hepatik dekompansasyon, HBeAg serokonversiyonunda azalma ve karaciger
hastaliginda kétilesmeye neden olabilir. Capraz direng profili ikinci segcenekleri
de etkileyecektir. Bu nedenle baslangi¢ tedavisi dikkatle secilmeli ve olgumuzda
oldugu gibi antiviral tedaviye yanitsizlik s6z konusu oldugunda primer direng
varligindan sutphelenilmelidir.
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