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ÖZET

Hepatit B virusu (HBV) genomunda yer alan pol geni, yüzey (S) geni ile üst üste çakışarak tamamen
örtüşmektedir. HBV pol geninde hem primer hem de kompansatuvar nükleoz(t)id analoğu (NA) direnç
mutasyonları, hepatit B yüzey antijenini (HBsAg) kodlayan bölgede değişikliklere neden olabilmektedir.
Güncel çalışmalarda HBV pol/S geni çakışmasına bağlı olarak “ilaca bağlı gelişen potansiyel aşı kaçağı mu-
tasyonu” (ADAPVEM; Antiviral Drug-Associated Potential Vaccine-Escape Mutant) kavramı kullanılmaya
başlanmıştır. Bu çalışmada, NA tedavileri altında çoklu HBV aşı kaçağı mutasyonları gelişen bir kronik he-
patit B (KHB) olgusu sunulmuştur. HBsAg pozitif, HBeAg negatif olan 53 yaşındaki kadın hastanın kara-
ciğer biyopsisinde Ishak yöntemine göre histolojik aktivite indeksi 9 ve evresi 2 olarak tespit edilmiştir.
Hasta, 24 ay lamivudin, ardından 18 ay entekavir ve son olarak 3 ay süren tenofovir tedavisi almıştır. Te-
nofovir tedavisinin dördüncü ayında HBV DNA yükü 7.030.000 IU/ml olarak saptanmıştır. Tenofovir mo-
noterapisine eklenen entekavir ile hastada HBV DNA yükünün 400 IU/ml’ye gerilediği izlenmiştir. Hasta-
nın serum örneğinden izole edilen HBV DNA’sının pol geni dizilenmiş ve bilinen tüm primer/kompansa-
tuvar NA direnci mutasyonları, çakışan pol/S geni bölge mutasyonları ve ADAPVEM’ler analiz edilmiştir.
Hasta izolatı, HBV genotip D/altgenotip D1 olarak tanımlanmıştır. HBV pol geni RT kangalında lamivudin
+ telbivudin ile ilişkili primer ilaç direnci mutasyonları (rtV173L + rtL180M + rtM204V) ve lamivudin +
adefovir ile ilişkili kompansatuvar mutasyon (rtQ215H) saptanmıştır. Ayrıca HBV pol/S geni çakışma böl-
gesinde çok sayıda aşı kaçağı mutasyonları bir arada (sS143T + sD144E + sG145R + sE164D + sI195M)
tespit edilmiştir. Ülkemizde KHB’li hastalarda yaygın olarak kullanılan lamivudin ve telbivudin tedavileri-
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nin ADAPVEM oluşturma potansiyeli bulunmaktadır. Bu nedenle KHB’li hastaların NA ile tedavilerinde
ADAPVEM’ler ortaya çıkarılmalı ve halk sağlığı yönünden değerlendirilmelidir.

Anahtar sözcükler: Hepatit B virusu; nükleozid/nükleotid analoğu; ilaç direnci; mutasyon; aşı kaçağı; di-
rekt dizileme.

ABSTRACT

The hepatitis B virus (HBV) polymerase (pol) gene completely overlaps with the envelope (S) gene.
Nucleos(t)ide analogue (NA) resistance mutations in the pol gene of HBV, either from selection of pri-
mary or secondary resistance mutations, typically result in changes in the overlapping hepatitis B surfa-
ce antigen (HBsAg). Recent studies have conferred a new acronym to these HBV pol/S gene overlap mu-
tants; ADAPVEMs, for antiviral drug-associated potential vaccine-escape mutants. The present report ai-
med to assess the determined multiple HBV vaccine-escape mutants in a Turkish patient with chronic he-
patitis B (CHB), undergoing NAs treatment. The liver biopsy of HBsAg positive, HBeAg negative 53-ye-
ar old female patient with CHB, revealed a score as histological activity index; 9 and fibrosis; 2 accor-
ding to Ishak classification. NA treatment backgrounds consisted of 24 months lamivudine, followed by
18 months entacavir and lastly 3 months tenofovir monotherapies. Since HBV DNA load was determi-
ned as 7.030.000 IU/ml at the 4th month of tenofovir therapy, entecavir was added as current treatment
regimen, and tenofovir + entecavir therapy decreased the HBV DNA load (400 IU/ml). Sequence analy-
sis was performed for HBV pol/S gene and overlapping pol/S gene amino acid substitutions, pri-
mary/compensatory NA resistance mutations and antiviral drug-associated potential vaccine-escape mu-
tations (ADAPVEM) were analysed. The patient isolate was identified as genotype D/subgenotype D1 of
HBV. Primary drug resistance mutations (rtV173L + rtL180M + rtM204V) to lamivudine and telbivudine
and a compensatory mutation (rtQ215H) to lamivudine and adefovir were described in the HBV pol ge-
ne sequence. However, multiple HBV vaccine-escape mutations (sS143T + sD144E + sG145R + sE164D
+ sI195M) have been determined on the HBV overlapping pol/S gene region. Lamivudine and telbivudi-
ne which are the frequently preferred drugs for the treatment of CHB in Turkey, have the potential to le-
ad to ADAPVEMs. Thus ADAPVEMs should be monitored in infected and NA treated CHB patients and
their public health risks should be assessed.

Key words: Hepatitis B virus; nucleoside/nucleotide analogue; drug resistance; mutation; vaccine escape;
direct sequencing.

GİRİŞ

Nükleoz(t)id analogları (NA) kronik B hepatiti tedavisinde yaygın olarak kullanılmak-
tadır. NA; L-nükleozidler [lamivudin (LAM), telbivudin (LdT)], deoksiguanozin analoğu
[entekavir (ETV)] ve asiklik fosfonatlar [adefovir (ADV) ve tenofovir (TDF)] olmak üzere
üç ayrı gruptan oluşmaktadır. Günümüzde Amerika, Güney Amerika, birçok Asya ülkele-
ri ve ülkemizin de içinde bulunduğu Avrupa’da, kronik hepatit B tedavisinde onay almış
olan LAM, LdT, ADV, ETV ve TDF kullanılmaktadır1. 

Hepatit B virusu (HBV), yüksek replikasyon kapasitesi (> 1012 virion/gün) ve ters
transkripsiyon işleminde hata düzeltememe özelliklerinden dolayı yüksek mutasyon sık-
lığına sahiptir (10-5 substitusyon/baz/siklus). Bu, HBV genomundaki her bir nükleotidin
gün içinde değişebileceği ve tedavi öncesinde NA direnci ile ilişkili mutasyonların mey-
dana gelebileceği anlamına gelebilir2. Kronik hepatit B’nin NA ile uzun süreli tedavisin-
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de karşılaşılan en önemli sorun, kullanılan antiviral ajana dirençten sorumlu mutasyonla-
rın gelişmesidir. Primer ya da kompansatuvar (replikasyon kapasitesini onarıcı/viral yükü
artırıcı) nitelikte olabilen mutasyonlar HBV DNA yükünde artışa ve tedavide başarısızlığa
yol açabilmektedir1,3. Öte yandan, HBV’nin genom organizasyonunda polimeraz (pol) ve
yüzey (S) genleri üst üste çakışır pozisyondadır ve bu nedenle NA ilaç direnci mutasyon-
ları, hepatit B yüzey antijeni (HBsAg) yapısında aminoasit değişikliklerine neden olabil-
mektedir. Son yıllarda HBV pol/S geni çakışmasına bağlı olarak “ilaca bağlı gelişen po-
tansiyel aşı kaçağı mutasyonu” (ADAPVEM; Antiviral Drug-Associated Potential Vaccine-
Escape Mutant) kavramı kullanılmaya başlanmıştır4,5. Bu raporda, HBV genotip D/altge-
notip D1 ile enfekte, çoklu HBV aşı kaçağı mutasyonları saptanan kronik hepatit B’li bir
olgu sunulmaktadır.

OLGU SUNUMU ve MUTASYONLARIN TESPİTİ

HBsAg pozitif, HBeAg negatif ve karaciğer biyopsisinde Ishak yöntemine göre histolo-
jik aktivite indeksi 9, evresi 2 olan kronik hepatit B’li 53 yaşındaki kadın hasta, 24 ay LAM
(Zeffix, 100 mg/gün, Glaxo Wellcome Laboratories, İngiltere), ardından 18 ay ETV (Ba-
raclude, 1 mg/gün, Bristol-Myers Squibb Company, ABD) ve 3 ay süren TDF (Viread,
245 mg/gün, Gilead Sciences, ABD) monoterapisi almıştı. TDF tedavisinin 4. ayında HBV
DNA yükünün 7.030.000 IU/ml olması nedeniyle hastaya rutin HBV ilaç direnci analizi
yapıldı. 

HBV genotip/altgenotip tespiti, bilinen tüm primer/kompansatuvar NA direnci mu-
tasyonları ve pol geni ile çakışan S geni (HBsAg proteini; 111.-227. aminoasitler arası)
mutasyonları HBV pol geni (ters transkriptaz; RT bölgesi, 80.-250. aminoasitler arası) di-
zilenerek analiz edildi6. Bu amaçla serum örneğinden HBV DNA izole edildi (Anatolia Ge-
neworks, Bosphore® Viral DNA Extraction Spin Kit ve Magnesia® 16 Magnetic Bead Ext-
raction System, İstanbul, Türkiye). HBV pol geni amplifikasyonu (742 bp) için ileri (F:5’-
tcgtggtggacttctctcaatt-3’) ve geri (R:5’-cgttgacagactttccaatcaat-3’) primerler kullanıldı.
PCR koşulları için 95°C’de 10 dakika ön denatürasyon, ardından 35 döngü 95°C’de 45
saniye, 60°C’de 45 saniye ve 72°C’de 45 saniye ısı/zaman döngüsü uygulandı6. Tüm
PCR ürünleri High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics, Almanya) ile
saflaştırıldı. Dizileme protokolünde Phire Hot Start DNA polimeraz (Finnzymes Oy, Fin-
landiya) enzimi kullanıldı. Dizileme, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Amersham Pharmacia Biotech Inc., ABD), 36 cm kapiller ve POP-7 TM polimer (Appli-
ed Biosystems Inc., ABD) kullanılarak üretici firmanın önerileri doğrultusunda ABI PRISM
3130 (Applied Biosystems Inc., ABD) platformunda gerçekleştirildi. Elde edilen diziler
Geno2pheno Drug Resistance programında (Center of Advanced European Studies and
Research, Almanya) analiz edildi. Geno2pheno programı, fasta formatındaki bilinmeyen
nükleik asit dizilerini databazında bulunan referans dizilerle karşılaştırmaktadır. Karşılaş-
tırma sonrasında HBV pol geni RT kangalında; 80., 84., 85., 91., 169., 173., 180., 181.,
184., 191., 194., 202., 204., 214., 215., 233., 236-238. ve 250. aminoasit pozisyonları
primer ilaç direnci ve kompansatuvar mutasyonlar yününden analiz edildi3. Ayrıca HBV
RT kangalı ile çakışan S gen bölgesinde; 121., 135., 137., 139.-149., 151-153., 155-
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157., 161., 164., 172., 173., 175., 176., 182., 193-196. aminoasit pozisyonları mutas-
yonlar yönünden analiz edildi7.

Hasta izolatı, HBV genotip D/altgenotip D1 olarak tiplendirildi. HBV pol geni RT kan-
galında primer ilaç direnci mutasyonları ve kompansatuvar mutasyon saptandı. Bunun
yanı sıra RT kangalı ile çakışan S gen bölgesinde çok sayıda aşı kaçağı mutasyonları bir
arada saptandı (Tablo I). Mutasyonların tespitinden sonra hastaya ETV + TDF kombinas-
yon tedavisi başlandı ve halen HBsAg pozitif ve viral yükü 400 IU/ml olan hasta takibe
alındı.

TARTIŞMA

Bu çalışmada, ülkemizde ilk kez, bilinen önemli HBV aşı kaçağı mutasyonları (sS143T,
sD144E, sG145R, sE164D ve sI195M) tek bir olguda, bir arada tanımlanmıştır5,7. Kronik
hepatit B (KHB)’nin NA tedavilerinde gelişen ilaç direnci mutasyonları HBsAg’nin yapı ve
fonksiyonlarını etkileyebilmektedir4,5. HBsAg proteininde “a” determinantı olarak bilinen
majör nötralizasyon kangalı ve çevresinde meydana gelen mutasyonlar, hepatit B aşıla-
masına yanıtın azalmasına neden olmaktadır. HBV aşı kaçağı mutasyonları aynı zaman-
da HBsAg tanı testlerinde yalancı negatifliklere ve hepatit B immünoglobulini (HBIg) ile
korumada yetersizliğe yol açabilmektedir5,7,8. Bu nedenle KHB'li hastalarda, NA tedavi-
lerinde, pol geninin yanı sıra S geninin de analiz edilmesi yararlı ve gerekli olabilir. 

HBV aşı kaçağı mutasyonlarına sahip olan suşlar, aşılanmış bireylere de bulaşabilme po-
tansiyeli taşıdığından, lokal ya da global hepatit B bağışıklama programlarında risk oluş-
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Tablo I. Kronik Hepatit B’li Hastada Saptanan HBV pol/S Geni Mutasyonları ve Klinik Özellikleri

HBV Mutasyon Mutasyon 
genomu tipi özelliği Klinik özellik Kaynak

Pol geni rtV173L Primer ilaç Lamivudin; dirençli 1-3, 13, 14
(RT kangalı) + rtL180M direnci Telbivudin; dirençli

+ rtM204V mutasyonları Entekavir; orta duyarlı
Adefovir; duyarlı
Tenofovir; duyarlı

rtQ215H Kompansatuvar Lamivudin; viral yükü onarıcı 3, 10, 13, 14
mutasyon Telbivudin; etkisiz

Entekavir; etkisiz
Adefovir; viral yükü onarıcı
Tenofovir; etkisiz

S geni sS143T HBV aşı kaçağı sS143T; aşıdan kaçış 7, 14
+ sD144E mutasyonları sD144E; aşıdan kaçış 7, 14
+ sG145R sG145R; aşı ve tanı 2, 5, 7, 14
+ sE164D testlerinden kaçış  
+ sI195M rtV173L/sE164D birlikte; 2, 5, 8, 14

aşı ve HBIg'den kaçış
rtM204V/sI195M birlikte; 2, 4, 5, 8, 9, 14
ADAPVEM 



turabilirler8. Ülkemizde yapılan bir çalışmada KHB'nin tüm klinik fazlarında ADAPVEM'le-
rin gelişebildiği ve NA tedavilerinde (%24) ADAPVEM oluşumunun naif bireylere göre
(%0.7) predominant olduğu gösterilmiştir9. LAM ve LdT kullanımının yaygın ya da zorun-
lu olduğu popülasyonlarda (ülkemizde Sağlık Uygulama Tebliği’ne göre KHB'li hastalarda
HBV DNA seviyesi < 107 IU/ml ise NA tedavisi ancak LAM ya da LdT ile başlatılabilmekte-
dir) ADAPVEM oluşumunun dikkatle izlenmesi halk sağlığı açısından önemli olabilir9.

Kronik B hepatitli hastaların NA tedavilerinde HBV genomunun RT kangalı, primer ilaç
direnci mutasyonları yönünden analiz edilirken bu bölge ile çakışan S geni mutasyonla-
rının da birlikte analiz edilmesi mümkündür. Bu amaçla analiz için direkt dizileme meto-
dunun seçilmesi yararlı olabilir6,10. Direkt dizileme metoduyla HBV enfeksiyonlarında
kompansatuvar mutasyonlar da saptanabilir (örn; olgumuzda saptanan rtQ215H mutas-
yonu). HBV pol geninde NA hedef bölgesinde meydana gelen kompansatuvar mutas-
yonlar, KHB’li hastaların tedavilerinde hatalı ilaç değişikliklerine neden olabilir. Ülkemiz-
den bildirilen çalışmalara göre, hem NA tedavisi naif hem de LAM ve/veya ADV tedavi-
lerindeki KHB hastalarında rtQ215H/Q/P/S kompansatuvar mutasyonları sık saptanmak-
tadır6,10-12. Öte yandan sunduğumuz olguda saptanan L-nükleozidler ile ilişkili rtV173L
mutasyonu da kompansatuvar karakterdedir ve halk sağlığını olumsuz etkileme potansi-
yelindeki sE164D mutasyonunun (HBV aşı kaçağı + HBIg kaçağı) oluşumuna neden ol-
maktadır (Tablo I)2,5. Direkt dizileme metodu aynı zamanda HBV suşunun genotip ve alt-
genotip tespitinde de kullanılabilir. Bu çalışmada sunulan olgu, ülkemizde çok sık görü-
len genotip D/altgenotip D1 ile enfektedir13. Ülkemizde yapılan çalışmalarda, HBV ge-
notip D predominant olarak saptanmakta; altgenotipler olarak ise sıklık sırasına göre D1
(%70-100), D2 (%2-22), D3 (%2-10) ve D4 (%0.5-2) bildirilmektedir6,9,11-16. HBV’nin
altgenotiplendirilmesi ülkemizde olduğu gibi HBV genotiplerinin predominant olduğu
toplumlarda, HBV ile enfekte hastaları epidemiyolojik olarak izlemede yararlı ve kullanış-
lı olabilir.

Sonuç olarak, KHB’li hastalarda NA monoterapilerinde primer ilaç direnci mutasyon-
ları ve kompansatuvar mutasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu mutasyonların analizi
sırasında HBV S geninin de değerlendirilmesi, NA ile ilişkili potansiyel aşı kaçağı mutas-
yonlarının saptanmasında ve halk sağlığı yönünden izlenmesinde yararlı olabilir.
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