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OZET

Hepatit B virusu (HBV) ile kronik olarak enfekte ve herhangi bir tedavi almamig (naif) olgularin bir kis-
minda, niikleozid/nikleotid analogu (NA) bilesiklere karsi antiviral direng ile iliskili mutasyonlar saptana-
bilmektedir. NA ile antiviral tedavi verilmeden 6nce yapilacak genotipik diren¢ analizi, optimal tedavi re-
jiminin secimi ve erken dénem klinik direncin énlenmesini miimkiin kilabilir. Bu ¢alismada, kronik hepa-
tit B (KHB) enfeksiyonu tanisi ile takip edilen ve antiviral tedavi almamis olgularda HBV ila¢ direnci mu-
tasyonlarinin arastinlmasi amaclanmistir. Calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Ic Hastaliklari
Anabilim Dali Gastroenteroloji Unitesinde KHB tanisi almis; hepatit C ve D virusu (HCV) ve insan immiin
yetmezlik virusu (HIV) koenfeksiyonu olmayan, interferon ya da NA ile tedavi baslanmamis 42 olgu (17
kadin, 25 erkek; yas araligi: 18-62 yil), bilgilendirilmis onam ile dahil edilmistir. Olgularda HBV viral yi-
ki, serolojik gostergeler ve karaciger enzimleri, standardize ticari sistemlerle saptanmistir. HBV ilag diren-
ci ile iliskili mutasyonlarin belirlenmesi icin, viral polimeraz geninde sik kullanilan NA ilaclara karsi direng
mutasyonlarinin yerlestigi yaklasik 250 niikleotidlik kisim “nested” PCR ile cogaltilarak amplikonlar dog-
rudan DNA dizi analizi ile incelenmistir. Elde edilen diziler cesitli yazilimlar ve web tabanl bir sanal feno-
tiplendirme arabirimi kullanilarak bilinen ila¢ diren¢ mutasyonlari agisindan degerlendirilmistir. incelenen
42 6rnegin 30 (%71.4)'unda kismi diziler elde edilmis ve tim olgular genotip D olarak saptanmistir. OlI-
gularin 19 (%63.3)'unda cesitli niikleotid degisiklikleri izlenmis; bunlar 8 (%26.6) olguda aminoasit de-
gisikligine neden olmayan sessiz mutasyonlar, 7 (%23.3) olguda ise 6nemi bilinmeyen mutasyonlar ola-
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rak degerlendirilmistir. Toplam 3 (%10) olguda ise antiviral direnci ile iliskili mutasyonlar saptanmustir. Bu
mutasyonlar; bir olguda entekavir + lamivudin (5202G, M204V, L180M, T184N), bir olguda muhtemel
lamivudin + adefovir (L180P, A181Q), bir olguda ise muhtemel tenofovir direnci (A194V) seklinde belir-
lenmistir. Mutasyon saptanan tim olgular HBsAg ve HBeAg porzitif, anti-HBe negatif olup HBV viral yi-
kii 3 x 107 IU/ml'nin Gstiindedir. Iki olguda vertikal bulas s6z konusu iken, bir olguda bulas yolu belirle-
nememistir. Olgulardan takip 6rnegi elde edilmesi mimkiin olmadigindan, izlenen mutasyon profili, se-
rolojik gostergeler ve klinik gidis ile ilgili degisiklikler izlenememistir. Sonug olarak, merkezimizde antivi-
ral tedavisi almamis KHB'li olgularda direncle iliskili mutasyonlarin varhigi gosterilmistir. Kronik HBV en-
feksiyonlarinda genotipik direng testlerinin tedavi oncesi yeri, klinik takibe katkisi ve maliyet etkinligi,
prospektif calismalarla aciklk kazanacaktir.

Anahtar sozciikler: Hepatit B; hepatit B virusu; kronik; direng; tedavi; naif; mutasyon.

ABSTRACT

Naturally-occuring mutations associated with resistance to nucleoside/nucleotide analogues (NA)
can be detected in a group of treatment-naive individuals chronically infected with hepatitis B virus
(HBV). Genotypic resistance testing prior to the initiation of NA therapy may facilitate the selection of
optimal drug regime and help to prevent early emergence of clincal resistance. In this study, presence
of resistance mutations in treatment-naive individuals with chronic hepatitis B (CHB) was investigated in
Hacettepe University Hospital, a referral center in Ankara province, Turkey. A total of 42 patients (17 fe-
male, 25 male; age range: 18-62 years) diagnosed as CHB were enrolled in the study with informed con-
sent. All of the patients were negative for hepatitis C and D viruses and human immunodeficiency virus
coinfections, and none had a history of interferon or NA treatment. HBV viral load, HBV markers and he-
patic enzymes in patients were determined via standardized commercial assays. For the detection of NA
resistance mutations, a partial sequence of approximately 250 nucleotides, harboring the frequently-ob-
served sites for NA resistance was amplified via nested PCR and characterized by direct sequencing of
the amplicons. The sequences were handled and interpreted for the presence of mutations via various
softwares and a web-based virtual phenotyping tool. Well-characterized sequences were obtained in 30
out of 42 samples (71.4%). All circulating HBV strains were observed as genotype D. Nucleotide variati-
ons were detected in 19 individuals (63.5%) that comprise silent mutations without amino acid substi-
tution in 8 (26.6%), mutations with undetermined significance in 7 (23.3%) and mutations associated
with NA resistance in 3 (10%) patients. Mutations conferring resistance to entecavir + lamivudine
(5202G, M204V, L180M, T184N) were identified in one patient whereas L180P, A181Q and A194V subs-
titutions associated with probable lamivudin + adefovir and tenofovir resistance, respectively, were de-
tected in other patients. All patients with resistance mutations were HBsAg and HBeAg positive, anti-HBe
negative and had viral loads exceeding 3 x 107 IU/ml. In two patients, the route for HBV transmission
was vertical. Since no follow-up samples were available from individuals with resistance mutations, alte-
rations in serological markers, viral load and mutation patterns could not be monitored. In conclusion,
the presence of NA resistance mutations were revealed in treatment-naive CHB cases in a referral hospi-
tal in Turkey. The impact and cost-effectivity of detecting naturally-occuring resistance mutations for cli-
nical follow-up prior to the antiviral therapy need to be elucidated by prospective studies.

Key words: Hepatitis B; hepatitis B virus; chronic; resistance; treatment; naive; mutation.

GiRis
Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonlari, etkin bir aginin yaygin olarak uygulanmasina rag-
men tim diinyada 2 milyardan fazla kisiyi etkileyen 6nemli bir halk saghg: sorunu olma-
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yi stirdiirmektedir’. Kiiresel HBV prevalansi bdlgelere gore farklilik géstermektedir. Yak-
lasik %4-5 oraninda HBsAg (hepatit B ylizey antijeni) seroprevalansina sahip olan Turki-
ye, Akdeniz cevresi ve Ortadogu Uulkeleri ile birlikte orta endemik bolgeler icerisinde yer
almaktadir3. Ulkemizde en sik rastlanan HBV genotipi, genotip D olarak bildirilmekte-
dir?.

HBYV ile enfekte kisilerde enfeksiyonun kroniklesmesi; kronik hepatit, karaciger yetmez-
ligi, siroz ve hepatoseliiler karsinom gibi ciddi komplikasyonlara zemin hazirlar'. Kronik
hepatit B (KHB) tedavisinde glinimiizde interferon/pegile interferon ve cesitli niikle-
ozid/nukleotid analoglari (NA) kullanilmaktadir. Lamivudin, adefovir, entekavir, telbivu-
din ve tenofovir, Avrupa Birligi ve ilkemizde kullanim lisansi bulunan NA’dir®. Ancak
NA'nin kullanimi ile virusun eradikasyonu miimkiin olmamakta; viral polimeraz geninin
cesitli bolgelerinde ortaya ¢ikan mutasyonlar antiviral direncine neden olarak ilacin et-
kinligini azaltmaktadir®. KHB tanusi ile takip edilen hastalarda, antiviral ilag direnci ile ilis-
kili mutasyonlarin erken doénemde tespiti nemlidir. Bu sayede en uygun tedavi proto-
koll belirlenerek gereksiz ila¢ kullaniminin getirecegi toksisite ve ekonomik kayiplarin
énlenmesi; ayrica ciddi komplikasyonlarin gelisme insidansinin azaltiimasi mimkindir>
7. HBV ile enfekte ve herhangi bir tedavi almamis (naif) olgularin bir kisminda da antivi-
ral direng ile iligkili mutasyonlar saptanabilmekte, mutant viruslar tasiyan kisilerde bazi
ilaclarin etkinliginin azaldigi bilinmektedir®. Muhtemel bir antiviral tedavi uygulamasina
baslanmadan yapilacak direng analizi, optimal tedavi rejiminin secimi acisindan yol gos-
terici olmaktadir’”. Bu calismada, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
kronik HBV enfeksiyonu tanisi almis ve antiviral tedavi uygulanmamis olgularda, sik kul-
lanilan antiviral ilaglara karsi direnc varligi ve direncle iligkili mutasyonlarin incelenmesi
amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
incelenen Olgular ve HBV Géstergelerinin Saptanmasi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Gastroenteroloji Uni-
tesinde kronik hepatit B tanisi konulan, hepatit C ya da hepatit D koenfeksiyonu olma-
yan ve antiviral tedavi almamis 42 olgu (17 kadin, 25 erkek; yas arahgi: 18-62 yil, yas or-
talamasi 32.7 yil), bilgilendirilmis onam sonrasi calismaya dahil edildi. Hastalarin rutin
takipleri sirasinda kan ornekleri alinarak serumlari ayrildi ve calisihincaya kadar -80°C’de
saklandi. Calisma protokolii Hacettepe Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi
(FON 09/45-188).

Olgularda, 6rnekleme ile eszamanli alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminot-
rasferaz (AST) duzeyleri, HBV serolojik gostergeleri (HBsAg, HBeAg, anti-HBe) ve HBV vi-
ral yikl saptandi. Bu amacla serolojik belirteclerde kemilliminesans yontemi (Architect,
Abbott, Almanya); ALT-AST diizeylerinde modiiler bir otoanalizor (Roche/Hitachi, Japon-
ya) ve HBV-DNA diizeylerinde gercek zamanli PCR yontemi (COBAS AmpliPrep/COBAS
TagMan HBV Test, version 2.0, Roche, ABD) ureticilerin onerileri dogrultusunda uygu-
land.
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HBV Diren¢ Mutasyonlarinin Saptanmasi

Hastalara ait serum orneklerinden DNA izolasyonu, ticari bir spin kolon niikleik asit
ekstraksiyon kiti olan “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche Diagnostics, Almanya)
ile, Ureticinin onerileri dogrultusunda yapildi. Klinikte yaygin olarak kullanilan antiviral-
lere karsi direncle iliskili mutasyonlarin saptanmasi icin HBV polimeraz geninin 470-720.
nikleotidleri arasinda yer alan yaklasik 250 baz uzunlugundaki kismi, iki turlu (nested)
PCR yéntemi ile cogaltildi®?. “Nested” PCR ikinci tur {riinleri %2’lik agaroz jel elektro-
forezine alinarak beklenen buyuklikte amplikonlarin varligi dogrulandi. Bant gozlenen
amplifikasyon riinleri, Invisorb Rapid PCR® (Invitek, Almanya) sistemi ile temizlendi.
PCR ikinci turda kullanilan sens primer ve “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit” (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak dizi analizi reaksiyonu gerceklestirilen 6rnek-
ler, ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (AppliedBiosystems, ABD) cihazinda analiz edildi.
Elde edilen diziler Chromas (versiyon 2.13) (Technelysium Pty Ltd, ABD) ve BioEdit (ver-
siyon 7.0.5) (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) yazilimlari kullanilarak refe-
rans diziler ile karsilastinldi. Diziler ek olarak internet tabanh bir sanal fenotiplendirme
arabirimi (geno2pheno.HBV, versiyon 2, Genafor, Almanya) kullanilarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda incelenen 42 6rnegin 30 (%71.4)'unda, PCR ve dizi analizi ile HBV po-
limeraz genine ait kismi diziler elde edilmistir. TGm suglarin HBV genotip D oldugu sap-
tanmugtir. Olgularin 19 (19/30, %63.3)’'unda incelenen bolgede referans izolatlara gore
cesitli ntikleotid degisiklikleri gozlenmistir. Saptanan degisiklikler; 8 (%26.7) olguda ami-
noasit degisikligine neden olmayan sessiz mutasyonlar, 7 (%23.3) olguda ise 6nemi bi-
linmeyen mutasyonlar olarak degerlendirilmistir. Toplam 3 (3/30, %10) olguda antiviral
ilag direnci ile iliskili mutasyonlar saptanmistir (Sekil 1). Bunlar; bir olguda entekavir + la-
mivudin (5202G, M204V, L180M, T184N), bir olguda muhtemel lamivudin + adefovir
(L180P, A181Q), bir olguda ise muhtemel tenofovir direnci (A194V) seklinde izlenmistir
(Tablo ).

TARTISMA

HBV ile enfekte kisilerde yapilan calismalar, ilaca bagh bir secilim baskisi mevcut ol-
masa da, virusun dogal replikasyonu sirasinda direncle iliskili mutasyonlarin ortaya ci-
kabilecegine isaret etmektedir'®'!. Genel olarak, daha énce tedavi almamis kisilerde
saptanabilen viral polimeraz bolgesindeki tiim mutasyonlarin klinik 6nemi konusunda
bilgiler yeterli diizeyde degildir’. Ancak kronik HBV tedavisinde yaygin olarak kullanilan
lamivudin ve adefovire karsi tedavi-naif kisilerde izlenen yanitsizlik ve primer diren¢ mu-
tasyonlari, 6zellikle bazi NA'nin kullanimi 6ncesinde genotipik duyarlilik profillerinin or-
taya konulmasinin klinik yarari olacagini vurgulamaktadir>'%-2, Daha énce yaptigimiz
bir calismada, Hacettepe Universitesi Hastanesinde, bir yildan uzun siire NA tedavisi al-
tindaki olgularda diren¢ mutasyonlari arastirlmis ve dizi analizi ile olgularin %25.5
(13/51)’inde, lamivudin, entekavir ve adefovir direnci ile iliskili primer ve onarici mu-
tasyonlar saptanmustir'>. Ayni merkezde yapilan bir bagka calismada ise, HBsAg serop-
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Tablo I. Direncle ilgili Mutasyon Saptanan Olgularin Demografik Ozellikleri ve Laboratuvar Bulgular:

Olgu 1 Olgu 2 Olgu 3

Yas 19 47 21
Cinsiyet Kadin Kadin Erkek
Bulas sekli Vertikal ? Vertikal
HBsAg (IU/ml) 250.00 250.00 2162.66
HBeAg + + +
Anti-HBe - - -
HBV-DNA (IU/ml) 9.89 x 108 3.06 x 107 4.96 x 108
AST (U/L) 90.00 44.00 79.00
ALT (U/L) 38.00 28.00 50.00
Saptanan mutasyon L180M, T184N, S202G, M204V L180P, A181Q A194V
Yorum Lamivudin ve entekavir Lamivudin ve adefovir Tenofovir

direnci, onarici mutasyonlar direnci? direnci?

revalansi ve HBeAg pozitif olgularin azalma egilimi gosterdigi belirtilmis; HBV ile enfek-
te kisilerde yaygin bulas yolunun horizontal gecis oldugu rapor edilmistir'*. Bu calisma-
nin amaci, hi¢ tedavi almamis kronik HBV olgularinda NA direnci ile iligkili mutasyonla-
rin arastinimasidir. Calismamizda, HBV polimerazini kodlayan ve ilag direncinden so-
rumlu bircok mutasyonun ortaya c¢iktigi bir bolge, yaygin olarak kullanilan bir PCR pro-
tokolu ile amplifiye edilmis ve Urlinler dizi analizi yaklasimi ile karakterize edilmistir. Di-
zileri degerlendirilebilen 30 olgunun 3 (%10)’linde, HBV NA direnci ile iligkili mutas-
yonlar tespit edilmistir (Tablo I).

Ulkemizde degisik hasta gruplarinda yapilan incelemelerde, tedavi almamis olgularda
degisik siklikta ilag duyarhligini azaltan cesitli mutasyonlarin saptanabildigi ortaya konul-
mustur'?'>7_ Bizim calismamizda mutasyon saptanan (i¢ olgunun hepsi HBeAg pozitif
ve aktif viral replikasyon izlenen (viral yiik > 3 x 107 1U/ml) kisilerdir (Tablo 1). Bilindigi
gibi, viral replikasyonun yuksek diizeyde devam etmesi, virusun ters transkriptaz enzimi
aracili replikasyonuna bagl olarak mutant genomlarin ortaya cikisini kolaylastirmakta-
dir®. Calismamizda iki olguda, lamivudin, adefovir ve entekavire azalmis duyarlilik olus-
turan iyi tanimlanmig mutasyonlar, bir olguda ise bu mutasyonlara bagli replikasyon de-
zavantajini azaltmaya katkida bulunan onarici mutasyon izlenmistir'”/'8, Diger bir olgu-
da ise tenofovir direnci ile iliskili bir mutasyon gézlenmistir (Tablo I). Tenofovirin klinik
uygulamasinda hentiz diren¢ rapor edilmemis, ancak in vitro kosullarda azalmis duyarli-
lik olusturan cesitli mutasyonlar tanimlanmistir'®2°, Buna karsin ortaya cikan mutasyon-
larin, virusun replikasyon kapasitesini de 6nemli diizeyde azalttig bilinmektedir>'?. Te-
nofovir tedavisinin, daha 6nceden lamivudin ya da entekavir uygulanmig ve diren¢ mu-
tasyonu tasiyan, ayrica adefovire kisith diizeyde yanit veren kisilerde de virus replikasyo-
nunu basaril sekilde baskiladigi rapor edilmektedir?'-23. Calisma kapsaminda, mutasyon
saptanan olgulardan ardisik 6rneklerin elde edilememis olmasi nedeniyle, saptanan niik-
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leotid degisimleri, serolojik belirtecler ve virus replikasyonunun takip sirasinda gostere-
cegi muhtemel degisiklikleri inceleme imkanimiz olmamistir.

Calismamizda, viral genomda hedeflenen bélgede yer alan niikleotid degisikliklerinin
karakterizasyonu icin PCR urlinlerinden dogrudan DNA dizi analizi yontemi uygulanmis-
tir. Bu yontem, cogaltilan bolgedeki tim mutasyonlarin ortaya konulmasi avantajina sa-
hiptir ve niikleotid degisikliklerinin saptanmasi icin altin standart olarak kabul edilmekte-
dir. Bununla birlikte viral genomda bulunabilecek tiim mutasyonlarin dogrudan dizi ana-
lizi yontemi ile saptanabilmesi icin, mutant genomlarin tiim viral popllasyonun en az
%20'sini olusturmasi gerekmektedir. Alternatif olarak, PCR amplikonlarinin klonlanarak
yiiksek sayida klonun dizi analizi yaklasimi uygulanabilir?>23, Giiniimiizde gittikce yay-
ginlik kazanan yeni kusak dizileme sistemleri de, drnekte bulunan genomlarin tamami-
nin analizine imkan saglamakta, boylece enfekte kisilerdeki tim viral genom havuzu in-
celenebilmektedir. Ancak bu yaklagimlarin, rutin uygulamalar disinda, cihaz ve deneyim-
li personel gereksinimi nedeniyle tiim merkezlerde gerceklestirilebilmesi miimkiin degil-
dir. Buna ragmen, HBV ve HCV enfeksiyonlarinda viral tiirimsulerin (quasispecies) ince-
lenmesi, patogenez ve klinik gidis icin bircok yeni bilgi saglamaktadir'2,

Sonug olarak merkezimizde. dnceden ilag tedavisi almamis kronik hepatit B olgularin-
da, bircok NA'ya karsi direncle iliskili mutasyonlarin varhigr gosterilmistir. Bu durumun
hasta takibine etkileri ve tedavi 6ncesi diren¢ analizinin optimal sekilde uygulanmasi ile
ilgili hususlar, prospektif calismalar sonucunda netlik kazanacaktir.
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