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OZET

Bu calismada, tedavi uygulanan kronik hepatit B olgularinda, ila¢ direncinden sorumlu ana mutas-
yonlarin, genotipik yontemler olan DNA dizi analizi ve ters hibridizasyon temeline dayali Line Prob (LiPA)
yoéntemleri (Inno-Lipa HBV DRv2 ve Inno-Lipa HBV DRv3, Innogenetics, Belcika) ile arastiriimasi ve mu-
tasyonlarin saptanmasinda bu iki yontemin performanslarinin karsilastiriimasi amaclanmistir. Calismaya,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ic Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Unitesinde kronik hepa-
tit B tanusi ile takip edilen ve bir yil ve/veya daha uzun siire lamivudin (LVD) tedavisi alan 71 hastaya ait
serum 6rnegdi, bilgilendirilmis onam alinarak dahil edilmistir. Hastalarin kadin erkek orani 24/47, yas or-
talamalari ise 43 + 15.8 (yas araligi: 13-71) yildir. Distik HBV DNA diizeyi (ortalama: 204.6 1U/ml) olan
20 ornek amplifikasyon elde edilmediginden dizi analizi ile calisilamamistir. LiPA yonteminde ise tim has-
ta orneklerine uygulanan konsensus PCR pozitif 6rnekler calismaya alinmistir. Bu nedenle dizi analizi ile
51 ornek ve LiPA testleri ile 56 6rnek degerlendirilmistir. Dizi analizi ile olgularin %25.5 (13/51)’inde, Li-
PA testleri ile de %16 (9/56)'sinda direncle iliskili primer ve onarici mutasyonlar saptanmustir. Dizi anali-
zi ile saptanan mutasyonlar; bes 6rnekte LVD direnciyle iliskili primer ve onarici ¢coklu mutasyonlar (dort
ornekte L180M + M204I ve bir 6rnekte L180M + M204V), li¢ érnekte LVD direnciyle iliskili primer tekli
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mutasyonlar (M204I), LVD direnciyle iliskili coklu mutasyonlari olan bir 6rnekte entekavir (ECV) direnciy-
le iligkili bir mutasyon (S202G) ve iki 6rnekte adefovir (ADF) direnciyle iliskili primer bir mutasyon
(N236T) seklinde izlenmistir. Ayrica li¢ ornekte tek basina ve bir 6rnekte ¢coklu mutasyona eslik eden ilag
direnciyle iligkilendirilmis bir mutasyon (Q215S) gorilmdstir. Inno-Lipa HBV DRv2 testi ile saptanan mu-
tasyonlar; dokuz 6rnegin besinde LVD direnciyle iliskili primer ve onarici coklu mutasyonlar (bir 6rnekte
L180M + M204l, iki ornekte L80I + L180M + M204I, bir 6rnekte L80! + M204I ve bir 6rnekte L80I/V +
M204l) seklinde iken, dort ornekte LVD direnciyle iliskili primer tekli mutasyonlar (lic 6rnekte M2041 ve
bir 6rnekte M204V) olarak izlenmistir. Inno-Lipa HBV DRv3 testi ile ise LVD direnciyle iliskili coklu mutas-
yon olan iki érnekte entekavir direnciyle iliskili iki farkl mutasyon (G202 ve ILFM184) varligi gorilms-
tur. Ancak ILFM184 mutasyonuna ait olan bant zayif pozitif olarak degerlendirilmistir. LiPA testi ile 6rnek-
lerin hicbirinde adefovir direnciyle iliskili bir mutasyon saptanmamustir. Calismamizda kullanilan testler
genel olarak benzer performans gostermis; ancak uyumsuz sonuclarin degerlendirilebilmesi icin ardisik
serum orneklerinde ¢alisma yapilmasinin daha faydali olacagi dustintlmustar.

Anahtar sozciikler: Hepatit B virusu, antiviral ilag direnci; DNA dizi analizi; line prob testleri.

ABSTRACT

Primary mutations conferring hepatitis B virus (HBV) antiviral resistance and associated secon-
dary/compensatory mutations were investigated in this study by DNA sequencing (SEQ) and two com-
mercial Line Probe Assays (LiPAs) (Inno-Lipa HBV DRv2 and Inno-Lipa HBV DRv3, Innogenetics, Belgium).
A total of 71 subjects under follow-up for chronic hepatitis B and receiving lamivudine (LVD) therapy for
one year or longer at the Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Internal Medicine,
Gastroenterology Unit were included in the study with informed consent. Male to female ratio and me-
an age was noted as 47/24 and 43 + 15.8 (age range: 13-71) years, respectively. Twenty samples with
low HBV DNA levels (mean: 204.6 1U/ml) could not be interpreted by SEQ due to insufficient amplificati-
on. All samples with a positive consensus PCR were further analysed via LiPAs, as directed by the manu-
facturer. Thus a total of 51 and 56 samples could be evaluated via SEQ and LiPA assays, respectively. In
13 of the 51 (25.5%) samples by SEQ and in 9 of 56 (16%) samples by LiPAs, primary and compensatory
mutations associated with resistance were identified. Multiple mutations that comprise L180M + M204|
in four and L180M + M204V in one sample and single mutations (M204l) in three samples were identi-
fied by SEQ. In one sample which had multiple mutations associated with LVD resistance single mutati-
ons (5202G, N236T) associated with entecavir resistance and in two other such samples mutations asso-
ciated with adefovir resistance were detected by SEQ. Also, in three samples aminoacid substitution at po-
sition rt215 (Q - S) as alone and in one sample with multiple mutations were observed via SEQ. In five of
nine samples primary and compensatory multiple mutations (L180M + M204l in one sample, L80I +
L180M + M204l in two samples, L80I/V + M204I in one sample) and primary single mutations associated
with LVD resistance (M2041/V) in four samples were detected by Inno-Lipa HBV DRv2. Two different mu-
tations (G202, ILFM184) were observed in two samples with multiple mutations associated LVD resistan-
ce via Inno-Lipa HBV DRv3. However, mutation at position rt184 was evaluated as a weak positive. Any
mutation associated with adefovir resistance was not detected by LiPA. As a result, SEQ and LiPAs displa-
yed comparable performances for the detection of HBV drug resistance mutations. We suggested that for
the evaluation of discordant results, it should be better to test consecutive serum samples.

Key words: Hepatitis B virus; antiviral drug resistance; DNA sequencing; line probe assays.

GiRis
Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonlari, 30 yildan uzun siredir etkili profilaktik aginin kul-
laniliyor olmasina ragmen, hala glinimuzde siroz ve hepatoselliler karsinoma (HCC)'ya
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kadar ilerleyerek insan hayatini tehdit eden global bir saglik sorunu olmaya devam et-
mektedir. Diinya poptlasyonunun yaklasik tcte biri eski ya da yeni HBV enfeksiyonuna
ait serolojik bulgu tasimakta ve bunlarin yaklasik 350-400 milyon kadarinda kronik en-
feksiyon gelismektedir. Ayrica her yil yaklasik bir milyon kisi hepatit B enfeksiyonuna bag-
Il olarak gelisen akut/kronik hepatit, siroz ve HCC gibi hastaliklar sonucu hayatini kay-
betmektedir'.

Ulkemizde de HBV'ye bagl kronik hepatit ve komplikasyonlari, ayrica hepatit B yiizey
antijeni (HBsAg) tasiyicihgr 6nemli bir halk saghgr sorunudur. HBV sikligi yoninden Tur-
kiye orta endemik bir bolge olup, toplum genelinde HBsAg pozitifligi %1.7-21 arasinda
rapor edilmistir?.

Kronik hepatit B (KHB) tanisi ile takip edilen hastalarda, antiviral ila¢ direncine neden
olan mutasyonlarin erken donemde tespiti, 6zellikle tedavi altindaki hastalarda klinik
oneme sahiptir. Diren¢ mutasyonlarinin saptanmasi, gereksiz ilag kullaniminin dnlenerek
erken donemde en uygun tedavi protokolinin belirlenmesini saglayacak ve sonucta
ciddi, hayati tehdit eden komplikasyonlarin gelisme insidansini azaltacaktir. Buna ek ola-
rak, gereksiz ilac kullaniminin getirecegi toksisite riski ve ekonomik yuikiin azaltiimasi da
elde edilecek &nemli kazanimlardir®*.

Bu calismada, KHB enfeksiyonu tanisi ile takip edilen ve bir yildan uzun stredir lami-
vudin tedavisi alan olgularda, ila¢ direncinden sorumlu ana mutasyonlarin, DNA dizi
analizi ve ters hibridizasyon temeline dayali ticari testler kullanilarak arastirnlmasi amac-
lanmistir.

GEREC ve YONTEM
Calisma Grubu

Calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ic Hastaliklari Anabilim Dali, Gastro-
enteroloji Unitesinde Eyliil 2009-2010 tarihleri arasinda KHB tanusi ile takip edilen, bir yil
ve/veya daha uzun sure lamivudin (LVD) tedavisi alan 71 hasta dahil edildi. Hastalarin
47 (%66)’si erkek, 24 (%34)'l kadin olup, yaslar 13-71 yil arasinda (yas ortalamasi 43
yil) degismekteydi. Hastalar, HBV viral yik ve karaciger enzim duzeylerinin rutin kontro-
|0 icin gastroenteroloji tinitesine basvurduklari zaman onam formlari imzalatildi ve kan
ornekleri alinarak serumlari ayrildiktan sonra calisincaya kadar -80°C’de saklandi.

HBV Serolojisi

HBV serolojisi (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc total) kemiliiminesan immuinolojik yontem
ile (Architect® HBsAg, Abbott, Almanya); ALT ve AST diizeyleri modiiler bir otoanalizér
ile (Roche/Hitachi, Japonya) cahsildI.

HBV DNA Eldesi

Serum orneklerinden 200 pl kullanilarak High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Di-
agnostic, Almanya) ile Uretici firma 6nerileri dogrultusunda nukleik asit izolasyonu yapil-
di ve HBV DNA diizeyleri gercek zamanli PCR (COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
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HBV Test, version 2.0, Roche, ABD) yontemi (saptama araliklar: 20 IU/ml-1.7 x 108
IU/ml ) ile saptandi.

PCR Amplifikasyonu

HBV DNA pozitif saptanan orneklere polimeraz gen bolgesinin ¢cogaltiimasi amaciyla
iki turlu PCR uygulandi. Birinci tur PCR reaksiyonu icin 6rnek basina 1.5 mM Mg(Cl,, 0.2
mM dNTP, her bir primerden 25 pmol icerecek sekilde karisim hazirlandi ve 5 ul DNA ve
2.5 U Taq polimeraz eklenerek énceden tanimlanan 1si déngiileri ile amplifiye edildi®.
ikinci tur reaksiyon icin ise birinci tur PCR Grtninden 1 pl eklenerek ayni kosullarda ka-
risim hazirlandi ve amplifiye edildi. HBV polimeraz geninin amplifikasyonunda 1. tur icin
5’-CAC CTG CAG CCT CAT TTT GTG GGT CAC CAT A-3'F ve 5’-CAT AAG CTT CAC AAT
TCG TTG ACA TAC TTT CCA AT-3'R; 2. tur icin 5-TCG CTG GAT GTG TCT GCG GCG
TTT TAT-3'F ve 5-ACC CCA TCT TTT TGT TTT GTT AGG-3'R primerleri kullanilds®.

DNA Dizi Analizi

PCR drinleri Invisorb Rapid PCR kiti (Invitek, AlImanya) ile saflastirildiktan sonra %2’lik
agaroz jelde yiiriitilerek kontrol edildi ve ardindan “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Se-
quencing Kit” (Applied Biosystems, ABD) ile ikinci tur sens primeri kullanilarak dizi reak-
siyonu gerceklestirildi. Dizi reaksiyonu Urtinleri, sodyum asetat/etanol presipitasyon yon-
temiyle saflastirildiktan sonra “ABI PRISM 310 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems,
ABD) cihazinda analiz edildi. HBV polimeraz geninin 470. nukleotid ile 720. niikleotid-
leri arasinda yer alan 250 baz uzunlugundaki kismi dizilendikten sonra “Bioedit” yazili-
mi kullanilarak referans dizi ile karsilastirildi ve direncle iligkili mutasyon varligi arastirildi.

Ters Hibridizasyon Yontemi

Bu amacla Inno Lipa HBV DRv2 ve Inno Lipa HBV DRv3 (Innogenetics, Belcika) ticari
kitleri kullanildi. Saflastirlmis olan DNA 6rnekleri biotinle isaretlenmis primerler kullani-
larak amplifiye edildikten sonra 867 baz cifti (bg) buytkliglinde bant olusturan urtinler
hibridizasyon calismasina alindi. Testin tim basamaklari AutoBlot 3000H (MedTEC,
ABD) cihazinda calisildi. Reaksiyon sonunda okuma karti kullanilarak test seritleri Gzerin-
deki bant olusumlari gorsel olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 71 hastanin hepsinde HBsAg pozitif olup bir hastada ek olarak anti-
HBs pozitifligi (14.76 IU/ml) saptanmistir. Hastalarin 16 (%22.5)’sinda HBeAg ve 54
(%76)'linde anti-HBe pozitifligi bulunurken, bir hastada HBeAg ve anti-HBe'nin her ikisi
de negatif olarak belirlenmistir. Hastalarin ortalama ALT diizeyleri 75.45 U/L, ortalama
HBV DNA diizeyleri 4.2 x 107 1U/ml olarak saptanmustir.

DNA Dizi Analizi

Dusiik HBV DNA diizeyi olan 20 6rnekte (ortalama: 204.6 IU/ml = 1190.8 kopya/ml)
DNA amplifikasyonu olusmadigindan direng analizi calislamamustir. Caligilan 51 6rnegin
13 (%25.5)'inde ilac¢ direnciyle iligkili mutasyonlar saptanmigstir. Bu mutasyonlar, 5 or-
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nekte LVD direnciyle iliskili primer ve onarici ¢oklu mutasyonlar (4 érnekte L180M +
M204I ve 1 6rnekte L180M + M204V), 3 ornekte LVD direnciyle iligkili primer tekli mu-
tasyonlar (M204l), LVD direnciyle iliskili coklu mutasyonlari olan 1 6rnekte entekavir
(ECV) direnciyle iliskili bir mutasyon (5202G) ve 2 ornekte adefovir (ADF) direnciyle ilis-
kili primer bir mutasyon (N236T) seklinde izlenmistir. Ayrica, 3 6rnekte tek basina ve bir
ornekte coklu mutasyona eslik eden ilag direnciyle iliskilendirilmis bir mutasyon (Q215S)
gorulmdstar.

Inno-Lipa HBV DRv2/v3

PCR sonrasi 71 hasta 6rneginden 56’sinda 867 bg biyukliginde bant olusturan trin
saptanmis ve bu ornekler ilag direnciyle ilgili mutasyonlarin tespiti icin degerlendirilme-
ye alinmistir. Bant izlenmeyen 15 6rnegin ortalama HBV DNA diizeyi 615 IU/ml (3579.3
kopya/ml) olarak hesaplanmustir.

Calisilan 56 6rnegin 9 (%16)’'unda antiviral ila¢ direnciyle iliskili mutasyonlar saptan-
mistir. Inno-Lipa HBV DRv2 testi ile saptanan mutasyonlar; 9 6rnegin 5‘inde LVD diren-
ciyle iliskili primer ve onarici coklu mutasyonlar (1 ornekte L180M + M204l, 2 6rnekte
L80I + L180M + M204lI, 1 6rnekte L80I + M204l ve 1 ornekte L80I/V + M204I) iken, 4
ornekte LVD direnciyle iligkili primer tekli mutasyonlar (3 6érnekte M204l ve 1 6rnekte
M204YV) olarak izlenmistir. Inno-Lipa HBV DRv3 testi ile ise LVD direnciyle iliskili coklu
mutasyon olan 2 ornekte entekavir direnciyle iliskili iki farkli mutasyon (G202 ve
ILFM184) varligr gorulmdstir. Ancak ILFM184 mutasyonuna ait olan bant, zayif pozitif
olarak degerlendirilmistir. Orneklerin hicbirinde adefovir ve tenofovire direnc olusturan
bir mutasyon saptanmamistir. Calisilan her iki testle saptanan mutasyonlar karsilastirma-
Il olarak Tablo I'de verilmistir.

TARTISMA

Antiviral ilaglara direncli HBV suslarinin tanimlanmasi, serumda HBV DNA'yi tespit
eden duyarli molekiiler yontemlerin gelistirilmesi ile ivme kazanmistir. Bu yontemler sa-
yesinde antiviral tedavi altinda vireminin ¢ok dislik oldugu zamanlarda dahi HBV DNA
dizeylerinde mindr degisikliklerin (< 0.5 log, ) olabilecedi gosterilmistir. ilag direncinin
gelisimi klinik olarak vireminin kalici olmasi ya da ilerleyici artigi olarak tanimlanmakta ve
bu da tedavi sirasinda serum HBV DNA duzeylerinde en az 1 log, , artis olarak ifade edil-
mektedir. Tedaviye uyumu dogrulanan olgularda antiviral direng testlerinin yapilmasi
énerilmektedir®”.

Calismamizda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ¢ Hastaliklari Anabilim Dali Gast-
roenteroloji Unitesi'nde kronik hepatit B (KHB) tanisi ile takip edilen ve bir yil ve daha
uzun sireli lamivudin (LVD) tedavisi alan 71 hastada, ila¢ direncinden sorumlu ana mu-
tasyonlarin saptanmasi amaciyla, genotipik yontemler olan DNA dizi analizi ve ters hib-
ridizasyon temeline dayali ticari line prob yontemleri olan Inno Lipa HBV DRv2 ve Inno
Lipa HBV DRv3 testleri calisiimistir. Hasta 6rneklerinin 20’sinde DNA amplifikasyonu olus-
madigindan bu ornekler dizi analizi cahismasina alinamamistir. Bu 6rneklerin ortalama
HBV DNA duizeyleri 204.6 IU/ml (1190.8 kopya/ml) olarak hesaplanmistir. Calismaya ali-
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Tablo I. Calismada DNA Dizi Analizi ve Inno-Lipa HBV DRv2/v3 Testleri ile Saptanan Mutasyonlar

Ornek no Dizi analizi Inno-Lipa

7 Q215S

8 L180M, M204V, S202G L180M, M204l, 202G
16 Q215S

20 L180M, M204| L80I, L180M, M204l
25 N236T M204V

26 - L80I, M204I

27 L180M, M204I L80I, L180M, M204l
34 M204I L80I/V, M204I, T184ILFM
44 - M204l

45 L180M, M204l, Q2155 M204I

46 M204I

48 M204l

49 - M204I

51 L180M, M204I

56 N236T

66 Q215S

nan 51 ornegin 13 (%25.5)'tinde antiviral ila¢ direncine yol actigi bilinen aminoasit de-
gisiklikleri saptanmistir. Bunlardan LVD direnciyle iliskili primer mutasyon olan M204I t¢
ornekte tek basina, iki 6rnekte L1801 + M204l, bir 6rnekte L180M + M2041 + Q215S ve
bir 6rnekte de L180M + M204I + S202A olarak ¢oklu mutasyonlar halinde izlenmistir.

Hepatit B virusu polimeraz enziminin C bdlgesinde 203-206. kodonlarin yer aldig
YMDD motifinde rtM204V/1/S olarak ifade edilen mutasyonlarin LVD’ye karsi direng ge-
lisimine neden oldugu bilinmektedir®®. 180. kodonda olusan L180M/C mutasyonunun
ise tek basina diren¢ olusumunda yeterli olmadigi, ancak rtM204V/I/S ile birlikte bulun-
dugunda hem replikasyonu hem de LVD direncini artirdigi gésterilmistir®. Yapilan calis-
malarda YVDD mutasyonuna hemen daima L180M mutasyonunun eglik ettigi, YIDD ti-
pi mutasyonlarin ise tek basina da gériilebilecegi bildirilmektedir'®'2. Calismamizda da
dizi analizi ile YYDD mutasyonu bir 6rnekte L180M ve $202G mutasyonlari ile bir arada
bulunmustur. Ancak Inno-Lipa HBV DRV?2 testi ile bir 6rnekte YYDD mutasyonu tek ba-
sina izlenmis ve ayrica bu ornekte dizi analizi ile bu mutasyon saptanmadigi gibi, bunun
yerine adefovir direnciyle iliskilendirilen N236T mutasyonu gériilmiistiir. Ulkemizden bil-
dirilen iki calismada da YVDD mutasyonu tek basina bulunmus ve bu mutasyonlara ile-
ride L180M mutasyonunun eslik edebilecegdi belirtilmistir'>14,

Genis gen dizileri iceren veri tabanlarinin analizi ile rtL80V/I mutasyonunun LVD di-
renci ile iliskili oldugu ve LVD'ye direncli izolatlarin %85’inin rtL80I kodladig: tespit edil-
mistir'>. Warner ve arkadaslari, rtL80I mutantinin wild type virus ile karsilastirildiginda,
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kendi basina daha az etkinlikte replike oldugunu ve LVD’ye asiri duyarli olmakla birlikte,
LVD direncini etkilemeden rtM204V/l mutantlarinin replikasyon yetenegini artirdigini
gostermislerdir'®. Bizim calismamizda dizi analizinde 80. kodon bélgesi degerlendirme
alanimiz icinde bulunmadigindan, bu boélgedeki mutasyonlar belirlenememistir. Buna
karsin Inno-Lipa HBV DRv2 de@erlendirmesi ile dort ornekte (20, 26, 27, 34 no’lu 6rnek-
ler) rtM2041 mutasyonuna eslik ettigi saptanmugtir.

Dizi analizi ile dort hasta orneginde Q215S mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyon
215. kodonda bulunan glutamin aminoasidinin yerini serin aminoasidinin almasiyla
olusmaktadir. Yapilan calismalarda adefovir (ADF) alan hastalarda gosterilmesine rag-
men, bu mutasyonun klinikle iliskisi heniiz tam olarak net degildir'é. Amini-Bavil-Olyaee
ve arkadaslari'/, bu mutasyonun molekiiler ve fonksiyonel etkilerini in vitro olarak deger-
lendirmisler ve sonugta bu mutasyonun virusun replikasyon yetenegini etkilemedigini ve
LVD ve ADF’ye olan duyarlligi da degistirmedigini gostermislerdir. Arastirmacilar ayrica,
Q215S mutasyonunun D genotipi ile enfekte hastalarda siklikla gorildigini ve hatta
hi¢ tedavi almamis hastalarda da ortaya ciktigini belirtmisler, dolayisiyla klinikle iliskili di-
ren¢ mutasyonundan ziyade arka planda bulunan polimorfizmleri temsil ettigini ifade et-
mislerdir'”.

Bir deoksiguanozin analogu olan entekavir (ETV), daha 6nce hi¢ tedavi almamis ya da
LVD’ye direncli kronik hepatit B hastalarinin tedavisinde kullanilmasi 6nerilen bir antivi-
ral ajandir'®1?. Yapilan in vitro ilag duyarlilik ve klinik calismalarin sonuglarina gére, pri-
mer LVD direncinden sorumlu rtM204V/l mutasyonunun secilmesi ile ETV'ye karsi cap-
raz direnc gelismektedir’. Bu nedenle ETV'nin tedavi secenegi olarak diisiiniildiigi du-
rumlarda, LVD’ye direncli varyantlarin varligi 6nem kazanmaktadir. Sayan ve arkadasla-
n?%, LVD tedavisi almig ve LVD direng mutasyonlarinin (rtM204V/I + L180M) gelistigi ETV
naif KHB hastalarinda ETV’ye karsi direncin gelisebildigini belirtmislerdir. Calismamizda
dizi analizi ve Inno-Lipa HBV DRv3 testleri ile bir hasta orneginde (8 no’lu hasta) LVD di-
renci olusturan mutasyon profilleri ile birlikte ETV direncinden sorumlu olarak gosterilen
$202G mutasyonu saptanmistir. Ayrica Inno-Lipa HBV DRv3 testi ile bir hasta 6rneginde
ETV direnci ile iliskili ILFM184 mutasyonuna ait zayif bir bant izlenmis, ancak dizi anali-
zi ile de dogrulanmadigindan yalanci pozitiflik olarak degerlendirilmistir.

Osiowy ve arkadaslarinin?' yaptiklar calismada, ADF tedavisi alan 38 hastanin 9'un-
da rtN236T mutasyonunun varligi gosterilmis ve bu hastalardan yedisinin daha once
LVD tedavisi altinda iken LVD'ye karsi direng gelistirdigi bildirilmistir. Inno-Lipa testi so-
nuclarina gore arastirmacilar, rtN236T ve rtM204V/1/S mutasyonlarinin LVD tedavisinin
ADF ile degistirilmesinden sonra birlikte ortaya ciktigini diisiinmiislerdir?'. Ayrica LVD'ye
direncli yedi hastadan alinan 16 6rnegin 13’linde Inno-Lipa ile rtN236T mutasyonunun
da saptanmis olmasi, ardigik olarak gelisen genotipik LVD ve ADF direnciyle ilgili daha
énceki raporlar destekledigi seklinde yorumlanmistir?. Ayni arastirmacilar Inno-Lipa ile
dizi analizi sonuclar arasindaki uyumun degerlendirilmesi sonucu, 236. kodon mutasyo-
nunu saptamada her iki test arasinda %90.5 oraninda tam uyum saptamiglar ancak tek
zamanl alinan bir 6rnekte dizi analizi ile bu mutasyonu gosterirken Inno-Lipa testinde
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gosterememislerdir. Libbrecht ve arkadaslarinin?? calismasinda ise, 1-3 yil siireyle LVD
alan kronik hepatit B hastalarinda Inno-Lipa HBV DRv2 testi ile ila¢ direnci olusturan mu-
tasyonlar arastirlmis ve sonugclar dizi analizi verileri ile karsilagtinimistir. Calismanin so-
nuglarina gore Inno-Lipa testi LVD’ye direng olusturan primer ve onarici mutasyonlarin
yaninda ADF direncine neden olan mutasyon gelisiminin de saptanmasinda kullanilabi-
lecek duyarli ve 6zgul bir test olarak degerlendirilmistir. Bu calismada dikkat ceken bir di-
ger bulgu, ADF tedavisi almadigi halde alti hastada ADF diren¢ mutasyonlarinin goste-
rilmis olmasidir?2. Dolayisiyla LVD monoterapisi uygulanan hastalarda dahi ADF’ye di-
renc olusturan mutasyonlarin var olabilecegi akilda tutulmal ve ileride LVD basarisizhg
nedeniyle tedavinin degistirilmesi distindldiginde bu durum g6z 6niine alinmalidir. Bi-
zim calismamizda ADF tedavisi almadigi halde iki hasta orneginde dizi analizi ile
rtN236T mutasyonu saptanmis ancak Inno-Lipa HBV DRv2 testiyle gosterilememistir. Ne
yazik ki, hastalardan ardigik serum ornekleri alinamadigindan tekrar mutasyon analizi ya-
pilamamustir.

HBV tedavisinin optimizasyonu icin, HBV suslarina replikasyon kapasitesi kazandiran
mutasyonlar ortaya ¢cikmadan once, en erken donemde ilag direncini tespit etmeyi sag-
layan duyarli yontemlere gereksinim vardir. Genotipik direncin izlenmesi, fenotipik di-
rencin gelisimini 6nceden tahmin etmek ve dogrulamak, sonucta yeni tedavi secenekle-
rini belirleyebilmek acisindan buyiik 6nem tagimaktadir. Genotipik direncin belirlenme-
sinde kullanilan DNA dizi analizinin en 6nemli avantaji, heniiz diren¢ mutasyonunun bi-
linmedigi yeni antiviral ila¢ alan hastalarda herhangi bir yeni mutasyonu saptayabilme-
sidir. Bu yontemin major dezavantaji ise zaman alici olmasi ve yogun emek gerektirme-
sidir. Bu yontemin ayni zamanda, tim HBV poptilasyonunda %30’dan az oranda goru-
len minor tiirleri tespit etmede yetersiz kaldigi da vurgulanmaktadir?>2°, Inno-Lipa testi
ise viral poptulasyonda %5 kadar az oranda ortaya c¢ikan mutantlari da tespit edebilen,
6zgulligu, duyarhhgr ve tekrarlanabilirligi yuksek bir test olarak tanimlanmaktadir. An-
cak, sadece bilinen mutasyonlari saptayabilmesi ve bu nedenle de her yeni antiviral ilag
direnci tanimlandiginda gtincellestiriimeye gereksinim duymasi, bu yontemin en 6nem-
li dezavantajidir. Ayrica hibridizasyon esasli calismalarda fenotipe etkisi olmayan tek nik-
leotid polimorfizmlerinin prob baglanmasini bozabilecegi ve yanlis negatif sonuglar olus-
turabilecegi belirtilmektedir?*-2>. Calismamizda bu testin hibridizasyon, yikama ve renk
gelisim basamaklarinin timu tam otomatik olarak yapilmis, bu da dnemli dlctide calis-
ma kolayhgi saglamistir. Bunun disinda, sonuclarin objektif olarak degerlendirilmesi ve
dogru olarak yorumlanmasi icin, bilgisayar destekli bir tarama programinin eklenmesiy-
le test yonteminin standardize edilmesi, veri toplanmasina yardimci olabilir ve kisisel ha-
taya bagl olarak gelisebilecek belirsiz ya da negatif sonuclar 6nleyebilir.

DNA dizi analizi ve Inno-Lipa HBV DRv2/v3 yontemleri ile HBV'nin antiviral ilaglara
karsi direnc gelistirmesine yol acan mutasyonlarin arastirildigi bu calismada elde ettigi-
miz veriler karsilastirmali olarak Tablo I'de sunulmustur. Uyumsuz sonuclar irdelendigin-
de; 8 numarali hasta 6rneginde dizi analizi ile saptanan YVDD mutasyonuna karsilik In-
no-Lipa ile YIDD mutasyonunun tespit edildigi izlenmektedir. Lok ve arkadaslarinin
calismasinda, bir hastada YIDD mutasyonunun YVDD'’ye donlsim gosterdigi ve bu
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hastanin ayni zamanda L180M mutasyonu tasidigi bildirilmistir. Dizi analizi ile ADV di-
rencine neden olan N236T mutasyonu saptanan orneklerden birinde Inno-Lipa testi ile
LVD direnci olusturan primer mutasyon (M204V) saptanirken digerinde ise mutasyon
izlenmemistir (Tablo I). Yine dizi analizi ile LVD mutasyonlari saptanan (¢ ornekte (46,
48 ve 51 no’lu 6rnekler) Inno-Lipa testi ile mutasyon bulunmazken, Inno Lipa ile M204|
mutasyonu izlenen iki 6rnekte (26 ve 44 no’lu 6rnekler) dizi analizi ile mutasyon gorul-
memistir.

Sonug olarak calismamizda, ila¢ direncine neden olan mutasyon profilleri literatiirde-
ki verilerle benzerlik gostermistir. Calismamizin sinirlamalari arasinda, mutasyon analiz-
lerinin her hastadan alinan tek bir serum 6rneginde calisilmig olmasi ve uyumsuz sonug-
larin tekrar test edilememis olmalar bulunmaktadir. DNA dizi analizi ve hibridizasyon
testleri antiviral direng mutasyonlarini yakalamada etkin yontemlerdir. Ancak hibridizas-
yon testi sadece tanimli mutasyonlari test ederken, dizi analizi ile mevcut tim mutasyon-
lar saptanabilmektedir. Bu nedenle dizi analizi ile farkli LYD mutasyonlari ve ¢oklu LVD
mutasyonlarina eslik eden diger antiviral ilac mutasyonlarini saptamak mimkin olmus-
tur. Antiviral direncin saptanmasinda bu testler birbirlerini tamamlayicidir ve saptanan
mutasyonlarin klinik yorumunun yapilmasi gereklidir.

KAYNAKLAR

1. European Association for the Study of the Liver. EASL clinical guidelines: management of chronic hepatitis
B virus infection. ] Hepatol 2012; 57(1): 167-85.

2. Yildirim B, Barut S, Bulut Y, et al. Seroprevalence of hepatitis B and C viruses in the province of Tokat in the
Black Sea region of Turkey: a population-based study. Turk ] Gastroenterol 2009; 20(1): 27-30.

3. Shaw T, Bartholomeusz A, Locarnini S. HBV drug resistance: mechanisms, detection, and interpretation. |
Hepatol 2006; 44(3): 593-606.

4. Yeon JE. Technique for the early detection of drug-resistant HBV DNA during antiviral therapy. Intervirology
2008; 51(Suppl 1): 7-10.

5. Bozdayi AM, Uzunalimoglu O, Tiirkyilmaz AR, et al. YSDD: a novel mutation in HBV DNA polymerase con-
fers clinical resistance to lamivudine. ] Viral Hepat 2003; 10(4): 256-65.

6. Durantel D, Brunelle MN, Gros E, et al. Resistance of human hepatitis B virus to reverse transcriptase inhi-
bitors: from genotypic to phenotypic testing. ] Clin Virol 2005; 34(Suppl 1): S34-43.

7. Bowden S. Serological and molecular diagnosis. Semin Liver Dis 2006; 26(2): 97-103.

Zoulim F, Locarnini S. Hepatitis B virus resistance to nucleos(t)ide analogues. Gastroenterology 2009;
137(5): 1593-608.

9. Zoulim F, Locarnini S. Optimal management of chronic hepatitis B patients with treatment failure and an-
tiviral drug resistance. Liver Int 2013; 33(Suppl 1): 116-24.

10. Pai SB, Bozdayi AM, Rai RB, et al. Emergence of a novel mutation in the FLLA region of hepatitis B virus du-
ring lamivudine therapy. Antimicrob Agents Chemother 2005; 49(7): 2618-24.

11. Sayan M, Akhan SC, Senturk O. Frequency and mutation patterns of resistance in patients with chronic he-
patitis B infection treated with nucleos(t)ide analogs in add-on and switch strategies. Hepat Mon 2011;
11(10): 835-42.

12. Tan YW, Ge GH, Zhao W, et al. YMDD motif mutations in chronic hepatitis B antiviral treatment naive pa-
tients: a multi-center study. Braz | Infect 2012; 16(3): 250-5.

13. Arslan U, Ural O, Findik D. YMDD motif variants detected by Inno-Lipa HBV DR assay in chronic hepatitis
B patients during lamivudine therapy. Mikrobiyol Bul 2008; 42(3): 445-50.

480 MIKROBIYOLOJi BULTENI



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Aydogan S, Ergiinay K, Balaban Y, Alp A, Simsek H, Tatar G, Hasgelik G, Us D.

Akarsu M, Sengéniil A, Tankurt E, et al. YMDD motif variants in inactive hepatitis B carriers detected by In-
no-Lipa HBV DR assay. | Gastroenterol Hepatol 2006; 21(12): 1783-8.

Warner N, Locarnini S, Kuiper M, et al. The L80I substitution in the reverse transcriptase domain of the he-
patitis B virus polymerase is associated with lamivudine resistance and enhanced viral replication in vitro.
Antimicrob Agents Chemother 2007; 51(7): 2285-92.

Gallego A, Sheldon ], Garcia-Samaniego J, et al. Evaluation of initial virological response to adefovir and de-
velopment of adefovir-resistant mutations in patients with chronic hepatitis B. ] Viral Hepat 2008; 15(5):
392-8.

Amini-Bavil-Olyaee S, Herbers U, Mohebbi SR, et al. Prevalence, viral replication efficiency and antiviral
drug susceptibility of rtQ215 polymerase mutations within the hepatitis B virus genome. | Hepatol 2009;
51(4): 647-54.

Shaw T, Locarnini S. Entecavir for the treatment of chronic hepatitis B. Expert Rev Anti Infect Ther 2004;
2(6): 853-71.

Jafri SM, Lok AS. Antiviral therapy for chronic hepatitis B. Clin Liver Dis 2010; 14(3): 425-38.

. Sayan M, Hiilagl S, Akhan SC, Sentiirk O, Meri¢c M, Cekmen M. Entecavir resistance in entecavir naive la-

mivudine treated chronic hepatitis B patients. Mikrobiyol Bul 2009; 43(3): 425-32.

Osiowy C, Villeneuve JP, Heathcote EJ, Giles E, Borlang ]. Detection of rtN236T and rtA181V/T mutations
associated with resistance to adefovir dipivoxil in samples from patients with chronic hepatitis B virus in-
fection by the INNO-LiPA HBV DR line Probe Assay (Version 2). ] Clin Microbiol 2006; 44(6): 1994-7.
Libbrecht E, Doutreloigne ], Van De Velde H, et al. Evolution of primary and compensatory lamivudine re-
sistance mutations in chronic hepatitis B virus-infected patients during long-term lamivudine treatment, as-
sessed by a line probe assay. ] Clin Microbiol 2007; 45(12): 3935-41.

Niesters HG, Zoulim F, Pichoud C, et al. Validation of the INNO-LiPA HBV DR Assay (version 2) in monito-
ring hepatitis B virus-infected patients receiving nucleoside analog treatment. Antimicrob Agents Chemot-
her 2010; 54(3): 1283-9.

Lupo J, Larrat S, Hilleret MN, et al. Assessment of selective real-time PCR for quantitation of lamivudine and
adefovir hepatitis B virus-resistant strains and comparison with direct sequencing and line probe assays. |
Virol Methods 2009; 156(1-2): 52-8.

Valsamakis A. Molecular testing in the diagnosis and management of chronic hepatitis B. Clin Microbiol Rev
2007; 20(3): 426-39.

Lok AS, Zoulim F, Locarnini S, et al. Monitoring drug resistance in chronic hepatitis B virus (HBV)-infected
patients during lamivudine therapy: evaluation of performance of INNO-LiPA HBV DR assay. ] Clin Micro-
biol 2002; 40(10): 3729-34.

MiKROBIYOLOJi BULTENI 481



