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OZET

Lamivudin direncinin, hepatit B virusu (HBV) polimeraz enziminin katalitik parcasi olan revers
transkriptazin rt203-206. kodonlarinin (tirozin, metiyonin, aspartat, aspartat) yer aldigi YMDD motifin-
de olusan mutasyonlar sonucu gelistigi bilinmektedir. Bu calismada, lamivudin tedavisi sirasinda viral
polimeraz gen mutasyonuna bagli ilag¢ direnci gelistigi dustinilen kronik HBV hastalarinin YMDD moti-
finde olusan degisikliklerinin irdelenmesi amaclanmistir. Calismaya lamivudin tedavisi alan 20 olgu da-
hil edilmis, olgulara ait serum 6rneklerinden HBV-DNA'nin eldesi icin ekstraksiyon kiti (Invisorb, Instant
Spin DNA/RNA Virus Mini Kit, Germany) kullanilmigtir. Olgularin HBV-DNA 6rneklerinde viral polimeraz
gen bolgesindeki YMDD motif degisiklikleri, Inno-Lipa (INNO-LIPA HBV DR; INNOGENETICS N.V.,
Ghent, Belgium) yontemi ile incelenmis ve kolorimetrik olarak degerlendirilmistir. Calismaya alinan 20
olguya ait 6rneklerin 12 (%60)’sinde lamivudin direncine neden olan YMDD motif degisikligi belirlen-
mistir. Motif degisikligi olan 12 HBV-DNA 6rneginin 11 (%91.6)'inde, YMDD degisikligi ve sokak tipi
(wild type) kombinasyonu birlikte tespit edilmistir. YMDD + YVDD kombinasyonu alti 6rnekte belirlenir-
ken, YMDD + YIDD kombinasyonu sadece bir 6rnekte belirlenmistir. YMDD + YVDD + YIDD karma kom-
binasyonu ise dort 6rnekte saptanmistir. Motif degisikligi olan 12 HBV-DNA 6rneginin 8 (%66.6)'inde,
YMDD degisikligi ile birlikte L180M degisikliginin eslik ettigi bulunmustur. Lamivudin tedavisi sirasinda
olgularin fenotipik diren¢ gostermelerini beklemeden genotipik direncin tespit edilmesi ve tedaviye er-
ken donemde adefovir eklenmesi, mutant sus ile hepatit gelismesini 6nleyebilecektir. Bu nedenle lami-
vudin tedavisi alan tim kronik hepatit B'li hastalarda lamivudin direncinin yakindan takip edilmesi ge-
rektigi distndlmustar.
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Lamivudin Tedavisi Alan Kronik Hepatit B Olgularinda Inno-Lipa
HBV DR Yéntemi ile Saptanan YMDD Motif Degisiklikleri

ABSTRACT

Lamivudine resistance is a result of mutations in YMDD motif in which rt203-206™ codons (Y: tyrosi-
ne; M: methionin; D: aspartic acid; D: aspartic acid) of reverse trancriptase; the catalytic part of hepatitis B
polymerase enzyme, takes place. In this study we aimed to show the YMDD motif variants in chronic he-
patitis B patients who have presumably developed lamivudine resistance due to viral polymerase gene mu-
tation during lamivudine therapy. Twenty lamivudine treated patients were included in the study, and HBV-
DNA was extracted from the sera of the patients by using extraction kit (Invisorb, Instant Spin DNA/RNA
Virus Mini Kit, Germany). A line probe assay (INNO-LIPA HBV DR; INNOGENETICS N.V, Ghent, Belgium)
was used to determine YMDD motif variants at viral polymerase gene fragment in HBV-DNA samples of
these patients and evaluated colorimetrically. In 12 (60%) patients’ samples YMDD motif variants were de-
tected leading to lamivudin resistance. Eleven (91.6%) of the 12 samples having motif variants were YMDD
variant and wild-type combination. While YMDD + YIDD combination was determined in only one speci-
men, YMDD + YVDD combination was determined in six. Mixed combination of YMDD + YVDD + YIDD
were detected in four samples. In 8 (66.6%) HBV-DNA samples YMDD variants were accompanied with
L180M variants. It can be concluded that determination of genotypic resistance before the expression of
phenotypic resistance during lamivudin therapy is important since addition of adefovir to the therapy at an
early stage will prevent the occurence of hepatitis with mutant species. Thus lamivudin resistance should
be followed up regularly in all of the chronic hepatitis B patients under lamivudin therapy.

Key words: Hepatitis B virus, line probe assay (LIPA), resistance, YMDD mutation.

GIRiS

Hepatit B virusu (HBV), diinya genelinde 350 milyon kiside kronik enfeksiyona ve yil-
da 500.000-1.000.000 6ltime neden olan bir virustur. Afrika, Asya ve Pasifik kiyilarinda
HBV’ye bagli hastaliklar en 6nemli Gi¢ 6lim nedeninden biridir. Diinyada HBV ile karsi-
lagmis insan sayisi ise 2 milyardir'. Kronik HBV enfeksiyonunun karaciger sirozu ve hepa-
toseliler karsinoma gibi 6limcil komplikasyonlara yol agmasi nedeniyle tedavi edilme-
si gerekmektedir. Hastaligin patogenezinde, HBV ile enfekte hepatositlere karsi yetersiz
ve sliregen bir immin yanit rol oynar. Bu sebeple tedavinin iki yonu vardir; birincisi HBV
antijenlerine kargi immun yaniti kuvvetlendirmek, ikincisi ise virusu bloke veya eradike et-
mek?. Giinimiizde bu amaca yénelik kabul géren iki tedavi seceneginden birincisi im-
minmodiilatorler (alfa interferon ve pegile formlari), digeri ise viral polimeraz inhibitor-
leri (lamivudin, adefovir, entekavir)'nin kullanimidir?.

Bir sitozin analogu olan lamivudin (3-thiacytidine), 2’,3’-dideoxy-3’-thiacytidine’in
(-) “enantiomer”idir. Bu ilag, Hepadnavirus DNA’sinda zincir sentezini bloke ederek virus
replikasyonunu inhibe eder. Bu sayede kisa zamanda HBV-DNA negatiflesir ve buna pa-
ralel olarak alanin aminotransferaz (ALT) diizeylerinde diisme meydana gelir. Tedavi su-
resi, HBeAg negatif ve pozitif hastalar icin degismekte olup minimum bir yildir; ancak
optimal tedavi suresi tam olarak belirlenememistir. Uzun streli tedavi, etkinligi artirmak-
la birlikte en énemli sorunu direng gelisimidir>#°. Bu calismada, lamivudin tedavisi sira-
sinda viral polimeraz gen mutasyonuna bagl ila¢ direnci oldugu dusiindlen, kronik HBV
hastalarina ait HBV-DNA’larin YMDD motifinde olusan degisiklerinin “Inno-Lipa HBV DR
assay” yontemi ile irdelenmesi amacglanmugtir.
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GEREC ve YONTEM
Calisma Grubu

Kasim 2006-Mart 2007 tarihleri arasinda lamivudin tedavisi sirasinda tctincl ayda er-
ken virolojik yanit vermeyen ve birinci yilin sonunda tedaviye devam edilmesine ragmen
ALT ylikselmesi saptanan 20 kronik HBV’li olguda YMDD (Y: tirozin, M: metiyonin, D: as-
partik asit, D: aspartik asit) mutasyonu arastirildi. Olgulara ait kan 6rnekleri EDTA iceren
tiiplere alindi ve calisma Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Molekiiler Mikrobiyolo-
ji Laboratuvari’'nda yapildi. Ayrilan serumlar calisma zamanina kadar -20°C’de saklandi.

DNA Ekstraksiyonu

Serum orneklerinden HBV-DNA'nin eldesi icin ekstraksiyon kiti (Invisorb, Instant Spin
DNA/RNA Virus Mini Kit, Germany) kullanildi. Uretici firmanin énerdigi protokole gére
DNA izolasyonu yapildi.

Inno-LIPA Yéntemi ile YMDD Motif Degisikliklerinin incelenmesi

Olgularin orneklerinde viral polimeraz gen mutasyonlari Inno-LIPA (Inno-Lipa HBV
DR; Innogenetics N.V., Ghent, Belgium) yontemiyle incelendi. DNA izolasyonu sonra-
sinda ornekler, kit icinde bulunan ve viral polimeraz gen bdlgesine yonelik HBV-DNA
pre-S primerleri ile “nested” polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. ilk ampli-
fikasyon 50 pl'lik reaksiyon hacminde gerceklestirildi. Reaksiyon karigim ornegi; 10 pL
genomik DNA, 25 pmol dis primerler, 2.5 mM dNTP, 25 mM MgCl,, 10x Taq amplifi-
kasyon tamponu ve 5 U/uL Taqg DNA polimeraz olacak sekilde dizenlendi. Birinci tur
PCR reaksiyonu icin program; 94°C’de dort dakika bekletildikten sonra bir siklusu
94°C’de 30 saniye, 45°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye olmak Uzere toplam 40
dongu yapilip 72°C’de 10 dakika Gene Amp 9700 PCR (Applied Biosystems, USA) ci-
hazi ile istenilen Griin amplifiye edildi. ikinci tur PCR reaksiyonu icin, ilk PCR reaksiyo-
nundan elde edilen triinden 2 pL alinarak reaksiyon karisimi hazirlandi ve 94°C’de dort
dakika bekletildikten sonra bir siklusu 94°C’de 30 saniye, 45°C’de 30 saniye ve 72°C’'de
30 saniye olmak Uzere toplam 35 siklus yapilip 72°C’de 10 dakika olacak sekilde PCR
programi uygulanarak ikinci Griin amplifiye edildi.

Amplifikasyonlarin kontrolii icin, amplifiye edilmis PCR Griinlerinin her birinden 10 pL
alinip etidyum bromiur (0.5 pg/mL) ile boyanmis %1’lik agaroz jele yiiklendi. Daha son-
ra agaroz jel elektroforezi gerceklestirildi. Jelde ilk amplifikasyon sonrasi tGriin 409 bazcif-
ti (bp)'nde ve ikinci amplifikasyon sonrasi triin 342 bp’de band g6zlendi.

Elde edilen biyotinlenmis PCR Grtiniinde, nitroseliiloz seritler Gzerinde mutasyon nok-
talarina 6zgul “line prob”larla Uretici firmanin onerilerine gore ters hibridizasyon yonte-
miyle mutasyon varligi arastirildi. “Line prob”lardaki HBV polimeraz, sokak tipi (wild
type) ve lamivudin direnci ile iliskili diren¢ kodonlari (180 ve 204) kolorimetrik olarak go-
riintiilenerek degerlendirildi®.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 20 olguya ait 6rneklerin 12 (%60)’sinde lamivudin direncine
ait YMDD motif degisikligi tespit edilmistir. Motif degisikligi olan 12 HBV-DNA 6rnegi-
nin 11 (%91.6)'inde YMDD degisikligi ve sokak tipi kombinasyonu birlikte bulunmustur.
YMDD + YVDD kombinasyonu alti 6rnekte belirlenirken YMDD + YIDD kombinasyonu
sadece bir ornekte belirlenmistir. YMDD + YVDD + YIDD karma kombinasyonu ise dort
ornekte saptanmustir.

Motif degisikligi olan 12 HBV-DNA 6rneginin 8 (%66.6)'inde, YMDD degisikligi ile
birlikte L180M degisikliginin mevcut oldugu izlenmistir. Bunlardan yedisi YVDD degisik-
ligi ile birlikte iken, bir 6rnek YVDD olmaksizin YIDD degisikligi ile birliktedir. YMDD +
YVDD + YIDD karma kombinasyonlarinin t¢tinde L180M degisikliginin eslik ettigi tespit
edilmistir.

Calismamizda YMDD motif degisikligi saptanan 12 hastanin ortiisen (overlapping)
HBsAg’deki aminoasit ve YMDD motif degisiklikleri Tablo I'de 6zetlenmistir.

TARTISMA

Lamivudin, kronik hepatit B tedavisinde potansiyel bir tedavi stratejisi olarak 1998 yi-
indan bu yana kullanimdadir. HBV’ye karsi segici ve potansiyel etkisi ile kronik HBV en-
feksiyonu tedavisinde cok 6nemli bir kilometre tasi olmustur’. Bunda, lamivudinin hepa-
tit B'ye karsi kuvvetli ve suratle gelisen antiviral etkisinin yani sira ciddi yan etkilerinin ol-
mamasi ve kullanim kolaylig da etkilidir®. Lamivudin su ana kadar, en emniyetli niikle-
ozid analogu olmasina karsilik, yanit kaybi ve histolojik progresyon ile neticelenen direng

Tablo I. YMDD Motif Degisikligi Tespit Edilen Hastalarda YMDD Motif ve Ortiisen HBsAg'deki Aminoasit
Degisiklikleri

Hasta no YMDD motifi degisiklikleri mtl;:ass(;/':)/lnu HBsAg mutasyonu degisiklikleri
1 YMDD + YVDD - 1195M

2 YMMD + YVDD + YIDD + 1195M + W196L
3 YMDD + YVDD + 1195M

4 YMDD + YVDD + YIDD + 1195M + W196L
5 YMDD + YVDD + 1195M

6 YMDD + YIDD + W196L

7 YMDD + YVDD + YIDD + 1195M + W196L
8 YMDD + YVDD - 1195M

9 YMDD + YVDD + YIDD - 1T95M + W196L
10 YVDD + 1195M

11 YMDD + YVDD + 1195M

12 YMDD + YVDD - 1195M
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gelisimi en 6Gnemli sorundur. Lamivudin direncine yol acan mutasyonlar, genellikle revers
transkriptazin C bolgesinde yer alan YMDD (Y: tirozin, M: metiyonin, D: aspartik asit, D:
aspartik asit) motifindedir. YMDD mutasyonlu olgularda, metiyonin (M) yerine valin (V)
(M204YV dizayn olarak YVDD) ve/veya izol6sin (I) (M204I dizayn olarak YIDD) ile yer de-
gistirmis sekilde gorilir. YMDD mutasyonlari ayrica B bolgesinde yer alan L180M gibi
kompansatuvar mutasyonlar ile bir arada olabilir® ', Lamivudin tedavisi alan bir olguda
YMDD mutasyonlarinin orani, birinci yilda %16-32 ve ikinci yilda %47-56 iken, Gglinci
yilda %69-75"e ulasir'".

Lamivudin icin genotipik ila¢ direnci birkagc yontem ile bakilabilmektedir. Bunlar DNA
dizi analizleri, matriks hibridizasyon, PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorp-
hism) ve ticari bir kit olan “Line probe assay” (LPA) gibi yontemlerdir. LPA, bir membran
seritte immobilize (mutasyonlara 6zgli) proba uygulanan hibridizasyon ve PCR ampli-
kasyonu ile ters hibridizasyon gen analizi saglayan bir yéntemdir'2. Lok ve arkadaslar®,
lamivudin tedavisi alan kronik hepatit B’li hastalarda ilag¢ direncinin takibi icin LPA yon-
teminin, sokak tiplerini ve karma tip mutasyonlari tespit etme bakimindan dizi analizin-
den daha duyarl oldugunu ve kolay uygulanabilir oldugunu ifade etmislerdir®. Bu yon-
temin en 6nemli dezavantaji ise, sadece bilinen mutasyonlarla birlikte olan direnci tespit
edebilmesidir'2. Bu yéntemi uygulayarak yaptigimiz calismamizda olgularin %60’inda
lamivudin direncine ait YMDD motif degisikligi tespit edilmistir. Motif degisikligi olan 12
HBV-DNA 6rneginin 11 (%91.6)'inde YMDD degisikligi ve sokak tipi kombinasyonu bir-
likte bulunmugstur. YMDD + YVDD kombinasyonu alti 6rnekte belirlenirken, YMDD +
YIDD kombinasyonu sadece bir ornekte belirlenmisti. YMDD + YVDD + YIDD karma
kombinasyonu ise dort ornekte saptanmistir. Ayni yontemin kullanildigr diger bir calis-
mada da, YMDD degisikligi ve sokak tipi kombinasyonu birlikteligi 39 olgunun sadece
ikisinde bulunmustur'3. Bu olgularin da YVDD + L180M ve sadece L180M seklinde ol-
dugu ifade edilmistir'. Akarsu ve arkadaglarinin'® inaktif hepatit B tastyicilarinda YMDD
motif degisikligini arastirdiklari calismada ayni yontem kullanilmis ve 71 anti-HBe pozitif
HBV tasiyici olgularinin 13’tnde YMDD motif degisikligi tespit edilmistir. On t¢ hastanin
11'inde YMDD motif degisikligi ile birlikte sokak tipinin varligi tanimlanmistir. Calisma-
daki 13 YMDD motif degisikliginin sekizinde L180M’nin eslik ettigi ve L180M mutasyo-
nu tastyan olgularin hepsinin YVDD motif degisikligi bulundurdugu bildirilmistir'®.

Cin‘de yapilan bir calismada, Liang ve arkadaslari' RFLP yontemi ile 35 olgunun
14'tinde YMDD motif degisikligi tespit etmisler; degisikliklerin dérdiiniin YIDD, altisinin
YVDD, ugtiniin YIDD + YVDD ve birinin YIDD + YMDD seklinde oldugunu belirlemisler-
dir. Cin’de yapilan diger bir calismada ise, lamivudin tedavisi altindaki olgularin 80‘inde
(%56.3) YMDD mutasyonu saptanmis; bunlarin da 34’Gnun YIDD, 21’inin YVDD, 18'nin
YIDD + YVDD, dordiiniin YMDD + YIDD ve ugtiniin YMDD + YVDD seklinde motif degi-
sikligi oldugu ifade edilmistir'".

Calismamizda yedi olguya ait 6rnekte YVDD + L180M mutasyonu tespit edilmistir. Ya-
pilan calismalarda, YYDD mutasyonuna hemen daima L180M mutasyonunun eslik ettigi,
YIDD tipi mutasyonlarin ise tek bagina da gériilebilecedi belirtimektedir'>. Ancak Akarsu
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ve arkadaslarinin'® yaptigi calismada oldugu gibi bizim calismamizda da tek bagina YVDD
mutasyonu tespit edilmistir. L180M ve YVDD mutasyonlarinin, lamivudin direncini artir-
mada sinerjik etki gosterdigi ifade edilmektedir'>. Bu nedenle tek basina YVDD belirledi-
gimiz olgulara ileride L180M mutasyonunun eslik edecegi dustincesindeyiz.

Yapilan calismalarda ve bu calismada da gorildugi gibi, lamivudin direng oranlari ve
direnc tipleri farklihk gostermektedir. Lamivudine karsi genotipik direng ile fenotipik yan-
simasi arasinda 3-24 ay gibi degisken bir stire mevcuttur. Hastalarin fenotipik diren¢ gos-
termelerini beklemeden genotipik direncin tespit edilmesi, tedaviye erken donemde
adefovir eklenmesini saglayarak mutant sus ile enfeksiyon gelisimini dnleyebilecektir'®.
Bu nedenle lamivudin tedavisi alan kronik hepatit B olgularinda, lamivudine karsi gelisen
genotipik direncin erken tespit edilmesinin, 6zellikle hepatosit rezervi azalan hastalarda
tedavinin hizli degistirilmesi icin 6nemli bir yol gosterici olacagini disiintiyoruz.
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