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OZET

Onaylanmis hepatit B virus (HBV) infeksiyonu tedavisi interferon-a ve nikleoz(t)id analoglarini icer-
mektedir. Bir nlkleozid analogu olan lamivudinin (LVD) uzun sureli kullaniminda ytksek oranlarda viral
direnc ortaya ¢ikmaktadir. Entekavir (ETV), HBV'ye karsi kronik olarak enfekte hastalarda gticlii aktiviteye
sahip yeni bir deoksiguanozin analogudur. Nukleozid analogu kullanmamis ve LVD’ye direncli hastalar-
da oldukga etkili oldugu belirtilmektedir. Bu ¢alismada, hem LVD tedavisi almis/ETV naif (calisma grubu)
hem de hicbir tedavi uygulanmamis (kontrol grubu) kronik B hepatitli hastalarda, HBV polimeraz genin-
de 80 ve 250. pozisyonlari arasinda kalan aminoasit bolgesi, DNA dizi analizi metodu kullanilarak ETV
ilag direnci, HBV polimeraz geni ile 6rtiisen hepatit B ylizey geni (S geni) mutasyonlari ve HBV genotipi
yoniinden arastirildi. Calisma grubunda %42.6 oraninda (37/87) primer LVD direnci ve %4.5 oraninda
(4/87) primer ETV ilag direnci tanimlandi. ETV ila¢ direncine yol acan mutasyonlar rtT184A, rtT184l ve
rtT184S olarak belirlendi. Ayrica primer ETV ila¢ direnci saptanan hastalarda rtL180M ve rtQ215S onari-
¢ mutasyonlari ve 204. aminoasit pozisyonunda YVDD ve YIDD varyantlari saptandi. Kontrol grubunda
ise primer LVD ve ETV direnci saptanmadi. Calisma grubunda 2 hastada sG145R ve sC137G S geni mu-
tasyonlari saptandi. Ancak ETV primer direncine yol acan mutasyonlarin HBV S geninde mutasyona yol
acmadigi belirlendi. Calisma ve kontrol grubundaki olgularin tamaminda HBV genotip D saptandi. So-
nug olarak, LVD tedavisi almis ve LVD direncinden sorumlu mutasyonlarin gelistigi ETV naif, kronik B he-
patitli hastalarda elde ettigimiz bulgular, ETV'nin tedavi secenegi olarak distinilmesi durumunda yol
gosterici olabilir.
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Lamivudin Tedavisi Uygulanmis ve Entekavir Naif

Kronik Hepatit B’li Hastalarda Entekavir Ilag Direnci

ABSTRACT

Approved hepatitis B virus (HBV) therapies include interferon-a and nucleos(t)ide analogues.
Lamivudine (LVD) is a nucleoside analogue and following long term LVD therapy, resistance emerges in a
significant number of patients. Entecavir (ETV) is a novel deoxyguanosine analogue with potent activity
against HBV in chronically infected patients. ETV is highly efficacious in treating nucleoside naive and LVD
refractory patients. The aim of the present study was to determine the prevalence of ETV drug resistance
in LVD treated/ETV naive (study group) and in untreated naive (control group) patients with chronic B
hepatitis. DNA sequencing was applied to 80.-250. amino acid positions on HBV polymerase gene to
investigate the ETV resistance and also HBV genotype and HBV polymerase gene overlapped S-gene
segment mutations. Primary LVD and ETV drug resistance were detected in 37 (42.6%) and 4 (4.5%) of
87 patients, respectively in the study group. rtT184A, rtT184l and rtT184S mutations were found related
to primary ETV resistance. In these patients also rtL180M and rtQ215S mutations were detected as
compensatory mutations and YVDD and YIDD variants were observed at the 204. amino acid codon
position. None of the patients in the control group had LVD or ETV resistance. Two of the patients in the
study group had mutations at the positions sG145R and sC137G in the overlapped S-gene segment.
However, mutations at the overlapped S-gene segment were not affected by the mutations associated
with ETV resistance. All of the patients in the study and the control group were of HBV genotype D.
The results obtained from this study may guide the treatment choices with ETV in chronic HBV patients
treated with LVD and developed resistance to LVD.
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GIRis

Diinyada yaklasik 350 milyondan fazla insanda kronik hepatit B virus (HBV) enfeksi-
yonu bulunmaktadir'. Giiniimiizde kronik HBV enfeksiyonu tedavisinde, immiinmodii-
lator ajanlar [interferon-a (IFN-a) peg-interferon vb.] ve oral antiviraller [nlkleoz(t)id ters
transkriptaz inhibitorleri (NRTI): lamivudin (LVD), adefovir dipivoksil (ADV), entekavir
(ETV)] kullanilmaktadir?3. Ulkemizde bu tedavi seceneklerine son zamanlarda tenofovir
de eklenmistir.

Kronik hepatit B'li hastalarda NRTI tedavileri, immiinmodiuilator tedavi seceneklerine
gore uzun sireli etkinligin optimum diizeylerin Gzerinde olmasi ve kontrendike hastalar-
da (dekompanse karaciger hastalari) kullanilabilmesi nedeniyle 6ne cikmaktadir®. Ancak
uzun sireli NRTI tedavisinde, ilaca direncli mutantlarin ortaya ¢cikmasi 6nemli bir sorun
teskil etmektedir>®. Bir niikleozid analogu olan LVD’ye direng, primer olarak HBV ters
transkriptaz geninin katalitik (C) kangalinda tirozin-metiyonin-aspartik asit-aspartik asit
(YMDD) motifinde gelismektedir’. YMDD motifinde 204. kodon tarafindan kodlanan
metiyoninde siklikla valin (rtM204V, YVDD varyanti) ya da izolosin (rtM2041, YIDD var-
yanti), nadiren serin (rtM204S, YSDD varyanti) aminoasit degisimleri gézlenmektedir®.
LVD tedavisinde, rtM204'te saptanan aminoasit degisimlerine ek olarak virusun replikas-
yon kapasitesini onarici etki gosteren mutasyonlar (onarici mutasyonlar) da goriilmekte-
dir. Bunlar genellikle rtL80V/I, rtI169T, rtV173L, rtL180M ve rtQ215S5’de gozlenen ona-
rici mutasyonlardir®. ADV tedavisinde direncin ortaya ¢cikmasi LVD'ye gére daha yavastir
ve bildirilen aminoasit degisimi rtN236T ve/veya rtA181V/T’de olusmaktadir. ADV kulla-
niminda da primer dirence ek olarak onarici mutasyonlar goriilmekte ve bunlar rtL80V/I,
rtV84M, rtS85A, rtV214A, rtQ215S, rtP237H ve rtN238T/D olarak tanimlanmaktadir’.
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ETV, yeni bir deoksiguanozin analogu olup HBV-DNA replikasyonunu, ters transkripsi-
yona hazirlanma, negatif iplikli DNA'dan pozitif iplikli DNA sentezinde uzama ve DNA'ya
bagimli DNA polimeraz aktivitesi basamaklarinda durdurur®'®. ETV’nin naif ve LVD’ye
direncli kronik HBV enfeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimasi dnerilmektedir'""12. Yapi-
lan klinik calismalara gore nikleozid analogu kullanmamis, HBeAg pozitif ve HBeAg ne-
gatif kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda uzun sureli ETV tedavisinde ila¢ direnci nadir-
dir' 1314 ETV ilag direncinin molekiiler karakterizasyonu in vitro endojen polimeraz test-
leri ve hiicre kiiltiiriine dayali transfeksiyon calismalariyla ortaya konmustur’. Bu calisma-
larla birlikte ve yapilan klinik calismalarin sonuclarina gore;

1. LVD'ye primer direncten sorumlu rtM204V/l mutasyonunun secilmesi ile ETV'ye
capraz direnc gelismektedir.

2. ETV ilag direnci icin rtT184, rtS202 ya da rtM250’deki aminoasit degisimlerinden
en az birinin olmasi gerekmektedir.

3. LVD ilag direnci mutasyonu bulunmuyorsa ek rtT184, rtS202, rtM250 degisimi ETV
ilac direnci icin yeterli olmamaktadir®'3:15:16,

Diger taraftan, LVD ila¢ direncinde onarici mutasyonlar olarak tanimlanmis olan
rtl169T, rtV173L ve rtL180M degisimleri ETV direncinde de onarici olarak tanimlanmak-
tadir'®.

Bu calismada, LVD tedavisi almis ancak ETV naif kronik HBV hastalari ile hicbir tedavi
almamis kronik HBV hastalarinda ETV ilag direncinin arastirlmasi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM
Calisma ve Kontrol Grubu

Calismaya, niikleozid analogu (Zeffix®-100 mg/giin, Glaxo Wellcome Laboratories,
Middlesex, ingiltere) ve/veya niikleotid analogu (Hepsera®10 mg/giin, Gilead Sciences,
Inc. Foster City, ABD) tedavisi goren ve HBV ila¢ direnci testleri icin hastanemiz Merkez
Laboratuvari Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Unitesine Mart 2007-Eyliil 2008 tarihle-
ri arasinda bagvuran 87 hasta (33’U kadin, 54’U erkek; yas araligi: 13-68 yil) ile hi¢ teda-
vi almamis (IFN-o ve NRTI naif) kronik hepatit B’li 75 hasta (21'i kadin, 54’U erkek; yas
arahgi: 14-61 yil) kontrol grubu olarak dahil edildi.

Kronik HBV enfeksiyonu tanisi; 6 aydan daha fazla siiren serum HBsAg pozitifligi, se-
rum HBV-DNA (HBeAg pozitif hastalarda > 20.000 IU/mL ve HBeAg negatif hastalarda
> 2000 IU/mL) yuksekligi, alanin aminotransferaz/aspartat aminotransferaz (ALT/AST)
seviyelerinde kalici ya da aralikli ylkseklik ve karaciger biyopsilerinde saptanan kronik
hepatik inflamatuvar hasarla koyuldu'”-"?.

Seroloji

HBV serolojisi, mikropartikil enzim immiuinassay (AxSYM System, v 3.0, Abbott Labo-
ratories, IL, ABD) ile calisildi. Hepatit B virusu ytizey antijeni (HBsAg) sonuclari S/N > 2.0
olanlar pozitif olarak raporlandi.
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DNA izolasyonu ve Ger¢cek Zamanh PCR

HBV-DNA’si manyetik partikiil teknolojisi (NucliSENS-easyMAG, bioMérieux, Boxtel,
Hollanda) kullanilarak izole edildi. HBV-DNA vyiiki gercek zamanli PCR (iCycler 1Q, v
3.0a-Bio Rad Laboratories Inc., California, ABD) ile belirlendi ve bu amacla linearitesi
10%-10% 1U/ml araliginda bulunan (WHO HBV-DNA NAT Standardi -NIBSC Code
97/746- ile kalibre edilmis serum 6rnegi diliisyon serisi ile elde edilmistir), analitik duyar-
g1 20 1U/ml (%95 GA) olan ve HBV-DNA genotip (HBV A-H) performans paneli (PHD
201 E, BBI Diagnostics) ile analiz edilmis olan Fluorion HBV QNP v2.0 (ontek Biyotek-
noloji A.S, Istanbul, Turkiye) kiti kullanildi. Kit, amplifikasyon hedef bélgesi olarak HBV
polimeraz genini kullanmaktadir.

DNA Dizileme

Bu amacla HBV-direnc-ileri yonlu (F) ve -geri yonli (R) primerler kullanildi (HBV-di-
renc-F: TCGTGGTGGACTTCTCTCAATT, HBV-direng-R: CGTTGACAGACTTTCCAATCA-
AT) ve HBV polimeraz geninin 742 baz cift (b¢)'lik bolimu cogdaltildi. Termal dongd,
95°C’de 15 dakika, 45 dongii boyunca 95°C’de 45 saniye, 56°C’de 45 saniye ve finalde
72°C’de 45 saniye olacak sekilde uygulandi. Primerlerin final konsantrasyonu 0.3 pM
olarak ayarlandi. PCR urinleri dizileme oncesi saflastinildi ve bu amacla High Pure PCR
Products Purification Kit® (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanildi.
Dizileme reaksiyonu, HBV-diren¢-R primeri (finalde 5 pM) ile 35 déngi boyunca
95°C’de 20 saniye, 50°C’de 25 saniye ve finalde 60°C’de 2 dakikalik termal kosullarda
gerceklestirildi. Dizileme Uriinleri saflastirma sonrasi ABI PRISM 310® genetik analizorii-
ne yiiklendi. Bu amagla DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit® (Amersham
Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, ABD) kullanildi.

Genotipleme

HBV genotiplemede, ABD Ulusal Biyoteknoloji informasyon Merkezinin (National
Center for Biotechnology Information, NCBI, U.S National Library of Medicine, Bethes-
ta, ABD) genotipleme araci (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/form-
page.cgi) kullanildi. NCBI genotipleme araci, niikleik asit sekanslarini temsil eden bir me-
tin temelli format (FASTA) kullanarak DNA sekanslarini A’dan H’ye kadar databazinda bu-
lundurdugu referans genotip sekanslariyla karsilastirmakta ve viral diziyi genotiplemek-
tedir.

ilag Direnci ve HBsAg Mutasyon Analizi

HBV ilac¢ direnci ve HBsAg mutasyon analizleri, hem DNA kromatogramini olusturan
sinyalin manuel analizi, hem de Max Planck Enstitlisii biyoinformatik servisleri arasinda
yer almakta olan (http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/) Genafor/Arevir geno2phe-
no HBYV ila¢ direnci degerlendirme araci (Center of Advanced European Studies and Re-
search, Bonn, Almanya) ile yapildi. Genafor/Arevir HBV ila¢ direnci degerlendirme araci,
FASTA formatindaki DNA dizilerini konsensus dizilerle karsilastirmakta ve HBV polimeraz
genindeki aminoasit degisimlerini tanimlayip analiz etmektedir. Genafor/Arevir HBV ilag
direnci degerlendirme aracinin taradi§i aminoasit degisimi toplam 13 adettir. Bunlar
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HBV polimeraz geninde yer alan 80., 169., 173., 180., 181., 184., 194., 202., 204.,
215., 233., 236. ve 250. pozisyondaki aminoasitlerdir (Sekil 1). Bunlara ek olarak ayrica
84., 85., 214., 237. ve 238. pozisyondaki aminoasit degisimleri manuel olarak tarand:®.
Genafor/Arevir'de taranan HBsAg aminoasit degisimi ise toplam 5 adettir ve bunlar
HBsAgQ'yi kodlayan gen bolgesinde yer alan 137., 141., 144., 145. ve 147. pozisyonun-
daki aminoasitlerdir. Bunun yaninda manuel degerlendirmeyle 121., 135., 139., 140,
142, 146.,148., 149, 151, 152., 153., 155., 156. ve 157. pozisyondaki aminoasit de-
gisimleri de arandi®°.

HBV-DNA polimeraz gen dizileri, LVD'ye direncten sorumlu rtM204V/l + 1169T +
V173L + L180M aminoasit degisimleri variginda rtT184A/C/F/G/1/L/M/S, rtS202C/G/I
ya da rtM250I/L/V aminoasit degisimlerinden en az birisinin bulunmasi durumunda
ETV'ye primer direncli olarak tanimlandi'~>.

BULGULAR

Calisma grubunu olusturan hastalarin %42.6 (37/87)'sinda primer LVD direnci sap-
tandi [LVD ila¢ direnci gelisen hastalarin %10.8 (4/37)’inde, tim calisma grubunun ise
%4.5 (4/87)'inde primer ETV ila¢ direnci tanimlandi]. ETV ila¢c direncini rtT184A,
rtT184l, rtT184S mutasyonlar olusturdu. Hasta 1, 2 ve 3'te saptanan ETV direnci hem
Genafor/Arevir HBV ila¢ direnci degerlendirme araci ile hem de kromatogramin manuel
analizi ile belirlendi. Ancak hasta 4’tin ETV direnci sadece manuel analiz ile saptandi. ETV
direnci saptanan hastalarin demografik bilgileri ve bazi analiz bulgulan Tablo I'de yer al-
maktadir.

Kontrol grubunda primer LVD ve ETV direnci saptanmadi.

Calisma ve kontrol grubundaki olgularin tamaminda HBV genotip D bulundu. Calis-
ma grubunda 2 hastada HBsAg mutasyonu saptandi. Bu mutasyonlar sG145R ve
sC137G olarak tanimlandi. ETV primer direncine yola acan mutasyonlarin HBV S genin-
de mutasyona yol agmadigr belirlendi.

ETV ila¢ direnci saptanan hastalarin 2’sinde rtM204V degisimi ile YVDD varyanti,
2'sinde de rtM204I degisimi ile YIDD varyantinin gelistigi gorildi. YVDD varyantlarina
ve bir YIDD varyantina 10® IU/ml’den daha yiiksek seviyede HBV-DNA yiikii eslik etti.
ETV ilag direnci gelisen olgularda onarici mutasyonlar da saptandi. Bu mutasyonlar
rtL180M ve rtQ215S olarak belirlendi.

ETV ilag direnci saptanan hastalarda, uzun sureli LVD tedavisi uygulanmis oldugu go-
ruldd. Bu olgularin birinde tek basina ADV ile tedavisine devam edildigi belirlendi.

in vitro kilturlerde ETV duyariliginin, primer LVD direncine yol acan rtM204V +
L180M mutasyonlarinin variginda 8 kat azalma gésterdigi gézlemlenmistir?'. ETV teda-
visinde yapilan faz Il klinik denemelerde de benzer sekilde LVD ile iligkili mutasyonlarin,
ETV duyarlligini azalttigi bildirilmektedir'*. Yapilan klinik calismalara gére ETV tedavisi
oncesinde LVD'ye direncli hastalarin %6’sinda rtT184, rtS202 ya da rtM250’de amino-
asit degisiminin saptandigi belirtiimektedir'®>. NRTI naif hastalarda %2.7 oraninda
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Tablo I. ETV llag Direnci Saptanan Hastalarin Demografik ve Bazi Analiz Bulgulari

ETV primer direncli

hastalar® Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3 Hasta 4
Yas 55 49 48 52
Cinsiyet Kadin Erkek Kadin Erkek
ALT® 34 1U/L 170 1U/L 21 1U/L 27 1U/L
AST® 48 1U/L 125 1U/L 28 1U/L 38 IU/L
HBeAg - + + +
HBV-DNA yiikii > 108 1U/ml > 108 1U/ml 20.800 IU/ml > 108 1U/ml
HBV genotip D D D D
HBsAg mutasyonu Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi
NRTI tedavisinde siire 2 yil LVD + 8 ay ADV 2 yil LVD 2 yil LVD 3 yil LVD
YMDD varyantlari YVDD YVDD YIDD YIDD
Kompensatuar mutasyonlar rtL180M rtL180M rtQ215S rtL180M +
rtQ215S
ETV mutasyonu rtT184A rtT184A rtT184I rtT184S

? Hastalarin timiinde anti-HIV, anti-HCV ve HDV-RNA negatif olarak saptandi.

b ALT normal st simiri 41 1U/L'dir.

¢ AST normal Gst siniri 37 1U/L'dir.

ETV: Entekavir, HBV: Hepatit B virus, NRTI: Niikleozid ters transkriptaz inhibitorleri.

rt202S/I degisiminin goézlendigi ve ayni hastalarin LVD ile tedavi edilmeleri sirasinda
%9.2 oraninda ETV ila¢ direnci ile iligkili aminoasit degisiminin (rtl169T, rtT184A,
rtS202S/I ve rtM250V) belirlendigi bildiriimektedir'®. Bulgularimiza gére NRTI tedavisi
almamig kronik B hepatitli hastalarda dogal ETV ila¢ direncinin gelismedigi ancak ETV
naif, LVD kullanmis kronik B hepatitli hastalarda %4.5 oraninda ETV ila¢ direncinin ge-
listigi gorilmektedir. Yukaridaki bilgilerin 1siginda ETV’nin, LVD kullanmis kronik B hepa-
titli hastalarda bir tedavi secenegdi olarak giindeme gelmesi durumunda, ETV ila¢ diren-
cinin g6z ondnde bulundurulmasi yararli olacaktir.

HBV polimeraz gen bolgesi mutasyonlari ayni zamanda zarf proteinlerini de etkile-
mektedir?2. Polimeraz genindeki A ve B domainleri, HBsAg'deki ortak “a” determinanti-
ni kodlayan 99.-169. aminoasitleri arasindaki bolgeyle cakismaktadir (overlapping). Bu
bolgelerde gelisen herhangi bir aminoasit degisimi, HBsAg ile iliskili aminoasit degisim-
lerine yol acabilmekte, bu mutasyonlar da tanisal sorunlara ve anti-HBs olusumunda ye-
tersizlige yol acabilmektedir?®2?3, HBV S geninde gériilen mutasyonlar genellikle 112.-
157. aminoasit pozisyonunda gorilmekte ve siklikla 145. aminoasitte degisim bildiril-
mektedir?®. Calismamizda, HBV polimeraz geni ile értiisen bolgede saptanan S gen ile
iligkili aminoasit degisimlerinin (sG145R ve sC137G) sirasiyla ADV ve LVD ilag direnciyle
iligkili oldugu, ETV ilag direnciyle iliskili aminoasit degisimlerinin HBsAg'yi kodlayan gen-
de bir aminoasit degisimiyle sonu¢lanmadigr gorulmektedir (Tablo I). Baldick ve arkadas-
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lari, ETV ila¢ direncini kapsaml bir sekilde degerlendirdikleri calismada, zeminde
rtM204V + rtL180M mutasyonlarinin bulundugu rtT184A/l ETV ila¢ direncinde, eslik
eden herhangi bir HBsAg mutasyonu bildirmemektedir. Ancak bugtine kadar ETV ilag di-
rencinde bildirilen bazi HBsAg mutasyonlari bulunmaktadir. Bunlar sF161L, sL175F,
sL176V, sL176 stop ve sV194F HBsAg mutasyonlaridir'>'6,

DNA kromatogramlarini olusturan sinyallerin manuel analizinde ayni baz icin iki kro-
matografik u¢c gozlenebilmektedir. FASTA formatindaki DNA dizilerini analiz eden mutas-
yon degerlendirme araci programlari, kullandiklari baz atama algoritmasi nedeniyle sa-
dece en belirgin kromatografik ucu gérmektedir. Bu nedenle sadece FASTA dizilerine go-
re degil kromatogrami olusturan sinyallerin uclarina gore de analiz yapiimalidir. Bu saye-
de normal baz sinyalinin altinda kalan ve okunmayan mutant baz sinyal ucu kagirilma-
mis olacaktir. Bulgularimiza gore hasta 4'te hem dogal hem de mutant rtT184 sinyali
kromatograma yansimis oldugundan rtT184S degisimi manuel belirlenebilmistir.

Ulkemizde yapilan HBV genotip calismalarina gére genotip D, dominant genotip-
tiré2425_ Calisma ve kontrol grubunu olusturan olgularimizin tiimiinde genotip D’nin
saptanmasi bolgemizdeki HBV genotiplerinin bu bulgularla uyumlu oldugunu goster-
mektedir. Ote yandan ETV ilac direnci saptanan olgularda uzun siiren LMV kullanimi &y-
ksl ve yuksek HBV-DNA yiikleri goze carpmakta, 3 olguda HBeAg poxzitifligi, 3 olguda
normalin tzerinde AST ve bir olguda normalin izerinde ALT seviyesi gozlenmektedir. Bu
bulgularin ETV ilag direnci ile olasi iliskisinin ortaya cikariimasi, ETV ilag direnci saptanan
hasta sayisinin yeterli olmayisi nedeniyle olasi gériinmemektedir.

Sonug olarak; ETV'nin kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda tedavi secenegi olmasi du-
rumunda LVD direncli varyantlarin varligi 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle NRTI teda-
vilerinde direncin izlenmesi, hem gelisen direncin mekanizmalarini ve prevalansini ay-
dinlatmak hem de hastalarin tedavi seceneklerini daha etkin bir bicimde ele almak aci-
sindan yararli olacaktir. Ancak LVD tedavisi almis ve LVD direncinden sorumlu rtM204V/I
+ L180M mutasyonlarin gelistigi ETV naif, kronik B hepatitli hastalarda, ETV’ye direng
gelisebilecedi unutulmamalidir.
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