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Kronik hepatit B (KHB), diinyada 240 milyondan fazla kisinin etkilendigi dnemli bir halk sagligi prob-
lemidir. KHB tedavisinde amag, hastaligin siroz ve/veya karaciger kanseri gelisimine neden olmasinin dur-
durulmasidir. Tedavide interferonlar [standart ve peginterferon (Peg-IFN)] ve niikleozid/niikleotid analog-
lari (NA) yaygin olarak kullanilmaktadir. Uzun siireli NA kullanimi sonucunda ilaca direncli mutasyonlar
ortaya ¢ikabilmekte ve bu durum tedavi basarisizigina neden olabilmektedir. KHB hastalarinda polimeraz
(pol) geninde gelisen primer ilag diren¢ mutasyonlarinin yani sira kompansatuvar-onarici mutasyonlar da
bildiriimektedir. HBVY genomunda pol geni zarf (S) geni ile 6rtiismektedir. po/ geninde meydana gelen NA
diren¢ mutasyonlari beraberinde S geni ile 6rtiismesi sonucunda triinl olan HBsAg'de degisikliklere ne-
den olmaktadir. HBV pol/S geni ortiismesine bagh olarak gelisen mutasyonlar icin “ilaca bagl gelisen po-
tansiyel asi kacagr mutasyonu” (ADAPVEM; Antiviral Drug-Associated Potential Vaccine-Escape Mutant)
kavrami kullanilmaya baslanmistir. Bu calismada, KHB hastalarinda, niikleozid analogu tedavilerinde, kli-
nik ve epidemiyolojik 6nemdeki HBV pol/S geni mutasyonlarinin arastirlmasi amaclanmistir. Calismaya
KHB tanisi ile takip edilen, bir yil ve/veya daha uzun siire antiviral tedavi alan 100 hasta dahil edilmistir.
Serum o6rneklerindeki HBV DNA diizeyleri ticari es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) kiti ile
pol/S gen mutasyonlari ise dogrudan dizi analizi ile belirlenmistir. Calisma grubunda, 16 hasta HBV DNA
dizeylerinin disiik (< 200 IU/ml) olmasi nedeniyle degerlendirme disi birakilmistir. HBV pol geni dizi ana-
lizi yapilan 84 hastanin 53 (%63)’U erkek, 31 (%36.9)'i kadin ve yas ortalamasi 47 + 14.9 (yas araligi: 20-
67) yil olarak belirlenmistir. Hastalarin 38 (%45.2)'inde ilag direnciyle iliskili bir ya da birden fazla primer/
kompansatuvar mutasyonlar (rtI169S, rtL180M, rtT184L, rtA194V, rtM2041/rtL911, rtQ149K, rtQ215H/S,
rtN238D) tanimlanmistir. KHB hastalarinda pol/S geni ortiismesine bagh olarak gelisen mutasyonlarin
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dagihmi; 27 (%31.3) hastada immiin kacak mutasyonu (sIT10L, sT127P, sS114A, sT123A), 9 (%10.5)
hastada HBIg kacagi (sP120R, sT123N, sE164D, sY134F, sQ129H, sT118A, sP127K), 7 (%8.3) hastada
HBsAg asi kacagi mutasyonlari (sT126l, sP120S, sG145A, sS193L) ve 1 (%1.1) hastada sT131I tani kacadi
HBsAg mutasyonu olarak belirlenmistir. Ayrica 13 (%15.4) hastada ADAPVEM saptanmistir. Bu calisma ile
KHB'li hastalarda yaygin olarak kullanilan lamivudin ve diger NA tedavileri sirasinda ADAPVEM olusturma
potansiyeli oldugu gozlenmistir. Bu nedenle KHB’li hastalarin NA ile tedavilerinde antiviral ila¢ direncinin
ve ADAPVEM'lerin arastirilmasi ve tedavinin yeniden planlanmasi gerektigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B viriisti; hepatit; antiviral; direng; mutasyon.
ABSTRACT

Chronic hepatitis B (CHB) is an important public health problem affecting over 240 million people all
around the world. The aim of the treatment in chronic hepatitis B is to prevent progression to cirrhosis
and liver cancer. Interferons (standard and peginterferon) (Peg-IFN) and nucleoside/nucleotide analo-
gues (NAs) are widely used in the treatment of CHB. The use of long-term therapy can however result
in drug resistant mutations, which can lead to treatment failure. In patients with chronic hepatitis B, in
addition to primary drug resistance mutations in the pol gene, compensatory mutations were reported.
The genom of HBV polymerase (pol) gene overlaps with the envelope (S) gene. Nucleoside/nucleotide
analogue (NA) resistance mutations in the pol gene of HBV, either from selection of primary or secondary
resistance mutations, typically result in changes in HBsAg. Recent studies have conferred a new acronym
for these HBV pol/S gene overlap mutants; ADAPVEMs, for antiviral drug-associated potential vaccine-
escape mutants. The aim of this study was to investigate clinically and epidemiologically significant HBV
pol/S gene mutations in NA treated CHB patients. In the study, a total of 100 patients who received nuc-
leoside/nucleotide analogue therapy for one year or more were included. The levels of HBV DNA from
serum samples were detected by the commercial real-time PCR assay and the mutations of pol/S genes
by direct sequencing. Sixteen samples with low HBV DNA levels (> 200 IU/ml) could not be interpreted
by sequencing due to insufficient amplification. Of the remaining 84 patients that could be sequenced
HBV pol gene of HBV, 53 (63.09%) were males and 31 (36.91%) were women and the mean age was 47
+ 14.99 years (range: 20-67). Primary/secondary drug mutations (rtM204I/V, rtI169S, rtL180M, rtT184L,
rtA194V, rtM2041/rtL911, rtQ149K, rtQ215H/S, rtN238D) were detected in 38 (45.2%) of the patients.
Because of the HBV pol/S gene overlapping, in 27 patients immun-selected amino acid substitutions
(sIT10L, sT127P, sS114A, sT123A), in nine patients HBIg selected escape mutants (sP120R, sT123N,
sE164D, sY134F, sQ129H, sT118A, sP127K), in seven patients vaccine escape mutants (sT126l, sP120S,
sG145A, s S193L) and in one patient misdiagnosis of HBsAg (sT1311) were detected. In addition, antiviral
drug-associated potential vaccine-escape mutants were detected in 13 (15.4%) patients. In patients with
chronic HBV, NAs including commonly used lamivudine were observed to have the potential for ADAP-
VEM to emerge during treatment. It was concluded that after determination of antiviral drug resistance
and ADAPVEM s replanning of treatment should be done in the NA treatment of patients with CHB.

Keywords: Hepatitis B virus; hepatitis; antiviral; resistance; mutation.
GiRiS

Kronik hepatit B (KHB) tedavisinde interferonlar (interferon alfa ve peginterfe-
ron alfa) ve niikleozid/niikleotid analoglari (NA) yaygin olarak kullanilmaktadir’. NA;
L-nikleozidler [lamivudin (LAM), telbuvidin (LdT)], deoksiguanozin analogu [entekavir
(ETV)] ve asiklikfosfonatlar [adefovir (ADV) ve tenofovir (TDF)] olmak lzere ¢ grupta
toplanmaktadir. Bu ilaclar ile kisa sureli tedavilerde viral replikasyon baskilanmakta ve
karaciger fonksiyon testleri normale dénmektedir?. Uzun siireli NA kullanimi sonucunda

ilaca direncli mutasyonlar ortaya cikabilmekte bu da tedavi basarisizigina neden olabil-
mektedir3. Antiviral ilag direncinin gelisimi, viriisiin replikasyon orani, tedavide kullanilan
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antiviral ilacin gict, ilaca direncli virtstn replikasyon yetenegi ve ilacin genetik bariyeri
gibi faktorler ile iliskili bulunmaktadir. Lamivudin ve adefovir (ADV) gibi birinci kusak
antiviral ilaclarin distk genetik bariyerli ve tedavi guicliniin zayif olmasi ile uzun sureli
tedavilerde antiviral yanit azligina ve polimeraz (pol) geninde diren¢ mutasyonlarinin
gelisimine neden olmaktadir®.

Hepatit B virtisii (HBV) replikasyonu sirasinda pregenomik RNA ara basamagini kullan-
masi nedeniyle, diger DNA virlslerine oranla daha fazla mutasyona rastlanabilmektedir. Bu
ters transkripsiyon isleminde tamir mekanizmasinin olmamasi ve viriistin yliksek replikas-
yon kapasitesi (> 10'2 virion/giin) nedeniyle yiiksek oranda mutasyon gériilebilmektedir’.
Bu mutasyonlardan bir grubu pol enzimini kodlayan P boélgesinde olusabilmektedir. HBV
genomundaki pol enzimini kodlayan P bdélgesi yedi (A, B, C, D, E, F ve G) alt bolgeden
olusmaktadir. NA ile iliskili mutasyonlar baslica A, B, C ve D alt bolgelerinde gelismekte
ve klinik 6nemi bakimindan iki grupta siniflandinimaktadir: birinci grup: Primer ilag di-
reng mutasyonlari (rtl169T, rtA181T/V, rtT184A/C/F/G/I/L/M/S, rtA194T, rtS202C/G/I,
rtM2041/V/S, rt1233V, rtN236T, rtM2501/L/V), ikinci grup: Kompensatuvar (onaricr) mu-
tasyonlar (rtL80I/V, rtI91L, rtV173L, rtL180M, rtQ215P/S, rtN238D/S/T)5”.

HBV genomunda goriilen mutasyonlardan NA ila¢ direnci mutasyonlari ile birlikte
gorilebilen bir diger grup ylizey (S) geni mutasyonlaridir. S geni mutasyonlari ile orta-
ya cikan HBsAg proteininde aminoasit degisiklikleri, pol ve S genlerinin Ust Uste cakisir
pozisyonda olmasina bagli gelisebilmektedir. Bu durum NA tedavileri sirasinda gortlebil-
mekte ve HBV'ye karsi asilanmis kisilerde olusan antikorlarla yakalanamayan HBV suslari
ortaya ¢ikmaktadir. Immiin kacak suslar olarak tanimlanan bu suslarda, S geninin “a”
determinanti olarak bilinen major nétralizasyon kangalli ve cevresinde meydana gelen
mutasyonlar bu durumdan sorumlu tutulmaktadir®®. Bu durum hepatit B agilamasina ya-
nitin azalmasina, HBsAg tani testlerinde yalanci negatifliklere, hepatit B immiinoglobulini
(HBIg) ile korumada yetersizlige yol acabilmektedir®'?. HBV pol/S geni cakismasina bagl
olarak gelisen bu mutasyonlar icin antiviral ilag iligkili potansiyel asi kacagi mutasyonu
(Antiviral Drug-Associated Potential Vaccine Escape Mutant-ADAPVEM) kavrami kullanil-
maya baslanmistir>10,

Hepatit B enfeksiyonlarinin kronik seyretmesi ve uzun sureli tedavi uygulanmasi nede-
niyle tedavi sirasinda mutasyon gelisebilmekte ve tedavide basarisizliga yol acabilmekte-
dir. Bu mutasyonlar icinde bazilari klinik ve epidemiyolojik yonden énemli kabul edilirken
bazi mutasyonlar ile ilgili tam bir gériis birligi bulunmamaktadir’. Bu ¢alismada, KHB
hastalarinda NA tedavilerinde, klinik ve epidemiyolojik 6nemdeki HBV pol/S geni mutas-
yonlarinin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Aras-
tirmalar Etik Kurulu onayi ile gerceklestirildi (Tarih: 29.09.2011 ve 11.02.2019, Karar No:
2011/104 ve 53043469-050.04.04).
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Calisma Grubu

Bu calisma kesitsel tanimlayici arastirma olarak planlandi. Calismaya, Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi, ic Hastaliklari Anabilim Dali, Gastroenteroloji Unitesinde Mayis
2010-Haziran 2014 tarihleri arasinda KHB tanisi ile takip edilen, bir yil ve/veya daha
uzun sure antiviral tedavi alan 100 hasta dahil edildi. Hastalarin HBV viral ytk ve karaci-
ger enzim diizeylerinin rutin kontrolii icin Gastroenteroloji Unitesine bagvurduktan son-
ra bilgilendirilmis onamlari ve ardindan kan 6rnekleri alindi. Hasta serumlari ayrildiktan
sonra calisma baslayana kadar -20°C’de saklandi. Hastalarin HBsAg, HBeAg ve anti-HBe
diizeyleri kemiliiminesan immiinolojik yontem (Architect®HBsAg, HBeAg ve anti-HBeAb-
bott, lllinois, ABD) ile calisildi. Serum 6rneklerinden HBV DNA diizeyleri, gercek zamanli
PCR (COBAS®AmpliPrep/COBAS®TagMan®HBV Test, v2.0, Roche, Branchburg, NJ, ABD)
yontemi ile belirlendi. HBV DNA, serum orneklerinden 200 pl kullanilarak “High Pure
Viral Nucleic Acid” (RocheDiagnostic, Penzberg, Almanya) kiti ile uretici firma onerileri
dogrultusunda izole edildi.

Dizi Analizi

HBV pol geni bolgesi Sanger dideoksi dizileme yontemi ile tanimlandi. HBV pol geni
amplifikasyonu icin DNA polimerazin revers transkriptaz (RT) kangali (80.-250. amino-
asitler arasi) 6zgll (F: 5-TCG TGG TGG ACT TCT CTC AAT T-3’) (R: 5'-CGT TGA CAG
ACT TTC CAA TCA AT-3’) primerleri kullanildi. Uygulanacak PCR kosullari; 95°C’de 15
dk, 45 dongt 95°C’de 45 sn, 56°C’de 45 sn ve 72°C’de 45 sn olarak belirlendi. Beklenen
PCR Urtin buyukligu yaklasik 742 baz cifti (bp) olarak tanimlandi. PCR uriin saflastir-
mada “High Pure PCR Product Purification” (Roche Diagnostics GmbH, Almanya) kiti
kullanildi. Dizileme islemi, ABI PRISM 310 platformunda “DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing” (Amersham Pharmacia Biotech Inc, ABD) kiti kullanilarak yapildi. Sanger
dizileme icin PCR protokoliinde 35 dongi 95°C’de 20 sn, 50°C’de 25 sn ve finalde
60°C’de 2 dk uygulandi. Dizileme elektroferogramlari “Vector NTI v5.2” (InforMax, In-
vitrogen, Life Science Software, ABD) programinda elde edildi. Diziler, “Geno2pheno
Drug Resistance” programinda (Center of Advanced European Studies and Research,
Almanya) HBV genotip/subgenotip, primer/kompansatuvar NA direnci mutasyonlari ve
HBV pol/S geni cakisma mutasyonlari (HBsAg proteini; 111.-227. aminoasitler arasi) aci-
sindan analiz edildi®.

Tanimlayici istatistik parametrelerinin (ortalama, standart sapma, minimum ve maksi-
mum) analizi icin SPSS 18 (SPSS Inc, ABD) programi kullanildi. Sayisal olmayan verilerin
analizi icin ki-kare testi kullandi. istatistiksel anlamlilik icin p< 0.05 degeri kabul edildi.

BULGULAR

Bu calismaya toplam 100 KHB hastasi dahil edilmis ancak 16 hasta HBV DNA du-
zeylerinin dusiik (< 200 IU/ml) olmasi nedeniyle degerlendirme disi birakilmistir. Calis-
maya alinan 84 hastanin 53 (%63)’U erkek, 31 (%37)'i kadin olup, yas ortalamasi 47
+ 14.9 (yas araligi: 20-67) yil olarak belirlenmistir. Hastalarin timiinde HBsAg pozitif,
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%88.1'inde HBeAg negatif ve anti-HBe pozitif, %11.9’'unda HBeAg pozitif ve anti-HBe
negatif olarak bulunmustur. Dizi analizi ile hastalarin timinde HBV’nin D genotipi be-
lirlenmistir. Calismaya alinan toplam 84 6rnegin HBV DNA diizeylerinin ortalamasi 2.61
x 107 (10-1.4 x 10%) IU/ml olarak belirlenmistir. Hastalarin demografik ve klinik verileri
Tablo I'de gosterilmistir.

Calismada yer alan hastalarin kullandigi antiviral ilaclar ile bu ilaglara gelisen mutas-
yon oranlari Tablo 1l'de gosterilmistir. Kullanilan antiviral ilaca karsi geligen mutasyon
oranlarina gore mutasyon saptanan hastalar ile mutasyon saptanmayan hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p= 0.037). ilag direnci mutasyonu saptanan
KHB hastalarinda yas arttikca mutasyon saptama orani istatistiksel olarak anlaml sekil-
de yiiksek bulunmustur (r= 0.220; p= 0.019). Mutasyon gelisimi ile cinsiyet arasinda
iliski olup olmadigi degerlendirildiginde; erkek hastalarin %47.3’tinde, kadin hastalarin
%48.3'Unde ila¢ direng mutasyonu belirlenmistir. Kadin ve erkek cinsi arasinda mutas-
yon varligi yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (df=1; p= 0.930).

Tablo I. Kronik Hepatit B Hastalarinin Demografik ve Klinik Veri Dagilimi

Ozellik Say!i %
Cinsiyet (E/K) 53/31 63.1/36.9
HBsAg pozitifligi 100 100
HBeAg pozitifligi 10 11.9
Anti-HBe porzitifligi 74 88.1
HBV Genotip D 84 100
Antiviral ilag direng mutasyonu 38 45.2

E: Erkek, K: Kadin, HBV: Hepatit B virls.

Tablo Il. Kronik Hepatit B Hastalarinda Kullanilan Antiviral llaclara Gére Tamimlanan llag Mutasyonlari

Kronik HBV hastasi (n= 84) Mutasyon (n= 38)
Antiviral ilag Sayi % Sayi %
Lamivudin 34 40.4 19 50
Tenofovir 22 26.3 7 18.4
Entekavir 10 12 5 13.1
Lamivudin, Tenofovir 11 13 5 13.1
Lamivudin, Entekavir 2 2.3 1 2
Entekavir, Tenofovir 2 2.3 -
Tenofovir, Entekavir 1 1.2 1 2
Adefovir, Lamivudin 1 1.2 -
Adefovir, Tenofovir 1 1.2 -

HBV: Hepatit B virlsu.
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Kronik HBV hastalarinin 38 (%45.2)’inde ila¢ direnciyle iligkili bir ya da birden fazla
primer/kompensatuvar mutasyonlar tanimlanmistir. Bu hastalardan yalniz LAM kullanan
19 hastada %36.8 oraninda primer ve %63.1 oraninda kompensatuvar mutasyon ile
LAM ve ETV kullanan bes hastada primer mutasyon, LAM ve TDF kullanan bir hastada
kompensatuvar mutasyon bulunmustur. LAM’a karsi gelisen diren¢ mutasyonlarindan
rtM204I; dort hastada tek basina primer mutasyon, dort hastada da rtQ215H, rtL911 ve
rtL180M kompensatuvar mutasyonlari tekli ya da ikili olarak saptanmistir. Hastalardan
dcuinde rtM204V + rtL180M ve bir hastada da rtM204V + rtL180M + rtV173L primer/
kompensatuvar mutasyonlar birlikte belirlenmistir (Tablo II). Tenovofir kullanan 22 KHB
hastasinin yedisinde mutasyon belirlenmistir. Bu mutasyonlar icinde hastalardan yalniz
birinde primer mutasyon (rtT181, rtL180M), diger alti hastada kompensatuvar mutas-
yonlar (rtQ149K, rtS117T, rtL911, Q215S, rtL229M) bulunmustur. ETV kullanan 10 kro-
nik HBV hastasindan besinde mutasyon bulunmus, bu mutasyonlar iki hastada primer (rt
11695, rtT184L ve rtL180M, rtT181), li¢c hastada ise kompensatuvar mutasyon (rtQ149K,
rtA194V) olarak belirlenmistir. Kronik HBV hastalarinda kompensatuvar mutasyonlarin-
dan rtQ215H/P/S, rtQ149K, rt238D, rtL91l, rtS117T ve rtL229M mutasyonlari 22 hasta-
dan 16’sinda tek basina, alti hastada ikili olarak saptanmistir (Tablo IlI).

KHB hastalarinda pol/S geni cakismasina bagli olarak gelisen HBsAg mutasyonlari-
nin dagihmi; 27 (%31.3) hastada immuin kacak mutasyonu (sI110L, sT127P, sS114A,
sT123A), 9 (%10.5) hastada HBIg kacagi (sP120R, sT123N, sE164D, sY134F, sQ129H,
sT118A, sP127K), 7 (%8.3) hastada asi kacagi mutasyonlari (sT126l, sP120S, sG145A,
sS193L, sS143L) ve 1 (%1.1) hastada sT1311 tani kacagi mutasyonu olarak belirlenmistir.
Ayrica, 13 (%15.4) hastada potansiyel asi kacagi mutasyonlari (ADAPVEM) bulunmustur.
HBV pol geninde tanimlanan primer/kompensatuvar, S ve ADAPVEM mutasyonlari Tablo
Il"te gOsterilmistir.

TARTISMA

Bu calismada, NA ile tedavisi yapilan 84 KHB hastasinda, klinik ve epidemiyolojik
onemdeki HBV pol/S geni mutasyonlari belirlenmistir. Calismaya alinan 6rneklerden 38
(%45.2)'inde pol geninde tanimlanan primer/kompensatuvar mutasyonlar ile 7 (%8.3)
ornekte pol/S geni ortismesine bagli HBsAg asi kacak mutasyonlari saptanmigstir. HBV
genomunun organizasyonunda pol ve S genlerinin Ust Uste ortismesi nedeniyle NA ile te-
davide gelisen ila¢ direnci mutasyonlari HBsAg’nin yapi ve fonksiyonlarini etkileyebilmek-
tedir®'. Bu nedenle KHB'li hastalarda, NA tedavilerinde, pol geninin yani sira S geninin de
analiz edilmesi yararli olabilir. Bu calismada NA kullanilan kronik HBV hastalarinda primer/
kompensatuvar mutasyonlarin bulunmasi, tedavi sirasinda mutasyonlarin gelistigini gos-
termektedir ve hastalarda bu mutasyonlarin bulunmasi tedavi protokoltiniin degistirilmesi
gerektigini duglindirmektedir.

Calismada yer alan hastalarin kullandigr antiviral ilaclar ile bu ilaglara gelisen mutas-
yonlar Tablo II'de gosterilmistir. Kullanilan antiviral ilaca karsi gelisen mutasyon oranlarina
gOre mutasyon saptanan hastalar ile mutasyon saptanmayan hastalar arasindaki fark ista-
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Tablo Ill. Kronik Hepatit B Hastalarinda Antiviral Kullanimina Gére HBV pol/S Geninde Tanimlanan
Primer/Kompansatuvar, ADAPVEM Mutasyonlari

pol geni S geni
Antiviral Mutasyon tipi mutasyonlari mutasyonu ADAPVEM
LAM Primer rtM2041 sQ129H? W196L (LAM ve
LdTADAPVEM'i)
rtM204l, rtL91l, W196L (LAM ve
rtQ215S LdTADAPVEM'i)
rtM204l, rtL91l sG145A% W196L (LAM ve
LdTADAPVEM'i)
rtM204l, rtL180M W196L (LAM ve
LdTADAPVEM'i)
rtL180M, rtM204yV, sl195Mm?
rtV173L
rtL180M, rt M204V W196L (LAM ve
LdTADAPVEM'i)
rtA181S W172C (LAM, LdT ve
ADV ADAPVEM'i)
Kompensatuvar rtN238H
rtV214A
rtQ149K
rtQ215P
rtQ149K
rtLo1l
rtQ215H
rtQ215H sS193L2
rtQ149K, rtQ215P
rtN238D, rtL229M
rtQ215H, rtL229M
rtQ215H, rtN238D
LAM + ETV | Primer rtM204I W196L (LAM ve
LdTADAPVEM'i)
rtM2041 W196L (LAM ve
LdTADAPVEM'i)
rtL180M, rtM204V sE164DP, 1195M (LAM ve LdT
sQ129p° ADAPVEM'i)
rtM204l, rtQ215H W196L (LAM ve
LdTADAPVEM'i)
rtL180M, rtA181yV, L173F (LAM ve ADV
rtQ215H ADAPVEM'i), S193L (ETV
ile iliskili ADAPVEM)
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Tablo Ill. Kronik Hepatit B Hastalarinda Antiviral Kullanimina Gére HBV pol/S Geninde Tanimlanan
Primer/Kompensatuvar, ADAPVEM Mutasyonlari (devami)
pol geni S geni
Antiviral Mutasyon tipi mutasyonlari mutasyonu ADAPVEM
LAM+TDF rtQ215H
TDF Primer rtL180M, rtT181
Kompensatuvar rtQ149K, rtS117T
rtLo11
rtS117T sP120R®
rtQ149K
rtS117T
rtl911, Q215S,
TDF-ETV rtL229M sS143La, s
S193La
ETV Primer rt 1169S, rtT184L sIT23NP,
rtT181, rtL180M s142sP
Kompensatuvar rtQ149K
rtA194V S193L°
rtQ149K
LAM: Lamivudin, TDV: Tenovofir, ETV: Entekavir, a: Asi kacagi HBsAg mutasyonu, b: HBIg kacagi mutasyonu.

tistiksel olarak anlaml bulunmustur (p= 0.037). Calismada ila¢ direnci mutasyonu sapta-
nan KHB hastalarinda yas arttikca mutasyon saptanma oraninin artmasi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Benzer calismalar incelendiginde, ila¢ direnci mutasyonlarinin yas ile
pozitif korelasyon gosterdigini bildiren bir calismaya rastlanmamis, buna karsin ilag direnci
mutasyonlar ile yas arasinda korelasyon olmadigi bir cok arastirma bildirilmistir’'!. Ayrica
diger calismalarda oldugu gibi, bu calismada da mutasyon gelisimi ile cinsiyet arasinda
iliski olmadig belirlenmistir’'-12,

KHB hastalarinda pol geninde gelisen primer ila¢ diren¢ mutasyonlarinin (rtl169T,
rtA181T/V, rtT184A/C/F/G/I/L/M/S, rtA194T, rtS202C/G/I, rtM2041/V, rtN236T, rti233V
ve rtM250I/L/V) yani sira kompensatuvar-onarici mutasyonlar (rtL80I/V, rtI91L, rtV173L,
rtL180M, rtQ215P/S, rtN238D/S/T) da bildirilmektedir>613141617 Calismamizda NA ilag
kullanan hastalarda primer ve kompensatuvar-onarici mutasyonlar 10 bélgede bulunmus-
tur (rtL91, rt1169, rtQ149, rtv173, rtL180, rtT184, rtA194, rtM204, rtQ215 ve rtN238).
Bu mutasyonlar tekli primer (rtM2041, rtI169S, rtT184L, rtA181S), primer ve kompensatu-
var birlikte mutasyonlar (rtM2041/rtL911, rtM204V + rtL180M/rtV173L) ve tekli kompen-
satuvar-onarici mutasyonlar (rtQ149K, rtQ215H/S, rtN238D, rtA194V, rtV214A, rtS117T
ve rtL229M) seklinde belirlenmistir.

LAM kullanan hastalarda bu ilaca karsi gelisen diren¢ mutasyonlarindan rtM204l, dort
hastada tek bagina primer mutasyon, dort hastada rtQ215H, rtL911 ve rtL180M kompen-
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satuvar mutasyonlari ile tekli ya da ikili birlikte, bir hastada rtM204V + rtL180M + rtV173L
ve Ui¢ hastada rtM204V + rtL180M primer/kompensatuvar mutasyonu belirlenmistir (Tab-
lo II1). Lamivudin tedavisi alan KHB’li hastalarda rtM204V/I + L180M mutasyonlarinin bir-
likte gelismesi halinde ETV kullanmamis hastalarda ETV’ye karsi da direng gelisebilecegi
bildirilmektedir'3. Bu calismada da benzer olarak dért hastada rtM204V/1 ya da rtM204V/I
+ L180M mutasyonlarinin birlikte goértlmesi, bu hastalarda ETV’ye karsi capraz direng ge-
lisimine ve tedavide basarisiziga neden olabilecegini distindiirmektedir.

Entekavir kullanan KHB hastalarinda, tedavinin baslangicinda rtM204V/l mutasyonu ve
bu mutasyon tipinin secilmesine bagh gelisen rtT184, rtS202 veya rtM250 mutasyonlar
ile ETV"ye karsi direnc ortaya cikmaktadir'®. Calismamizda bir hastada parsiyel ETV direnci
(rtT184L + rtl169S) saptanmistir. Fenotipik olarak sinirli duyarhligi gosteren parsiyel mutas-
yonlar primer ve kompensatuvar mutasyonlar birlikte gériilebilmektedir'®.

Kronik HBV tedavisinde kullanilan ADV tedavisi sirasinda ortaya cikan rtA181T/V/S ve rt
N236T mutasyonlari gibi primer ADV diren¢c mutasyonlarinin yani sira rtL80V/I, rtV84M,
rtS85A, rtV214A, rtQ215S, rtP237H ve rtN238T/D gibi kompensatuvar mutasyonlar da
goriilebilmektedir'>'#, Calismamizda KHB tedavisi icin NA kullanan 84 hastadan yalniz
iki hasta ADV kullanmis ve bu hastalarda mutasyon tespit edilmemistir. LAM kullanan bir
hastada rtA181S, LAM ve ETV kullanan bir hastada rtA181V + rtL180M ve ETV kullanan bir
hastada rtA194V mutasyonlari belirlenmistir. HBV rtA181S mutasyonunun ADV direnci ile
iliskili oldugu ve ayni viral genomda LAM’a direncli bir mutasyon ile bir araya geldigi za-
man coklu ila¢ direnci olabilecegi birkac calismada bildirilmistir'®. Bu calismada da benzer
olarak iki hastada rtA181S primer ve rtA181T + rtL180M primer/kompensatuvar mutas-
yonlari birlikte belirlenmistir. Bu mutasyonlarin ¢oklu ilag direncine yol acabilecegi du-
stinulmektedir. ETV kullanan bir hastada saptanan rtA194T mutasyonu varliginin TDF'ye
karsi dirence neden olabilecegi ayrica ADV direnci ile iliskili rtA181T ve rtN236T mutas-
yonlarin da TDF’ye kargi duyarliigi azaltabilecegi in vitro calismalarda gésterilmistir®.

Calismamizda HBV kompensatuvar mutasyonlarindan rtQ215H/P/S, rtQ149K, rt238D,
rtL911, rtS117T ve rtL229M mutasyonlar 22 hastadan 16'sinda tek basina, alti hastada
ikili olarak belirlenmistir. Bu kompensatuvar mutasyonlar, hem LAM ve/veya ADV tedavisi
alan hem de NA tedavisi almayan KHB hastalarinda sik olarak saptanmaktadir'®23, Son
yillarda LAM tedavisi sirasinda rtS117 ve rtL229 gibi yeni kompensatuvar mutasyonlar da
bildirilmektedir?'?2, Calismamizda LAM kullanan iki hastada ve TDF kullanan bir hastada
rtL229M ve TDF kullanan Ug hastada rtS117T/G kompensatuvar mutasyonlari belirlenmis-
tir. Kompensatuvar mutasyonlarin bir kismi antiviral ilag kullaniimasa bile diger NA'lari ile
capraz dirence ya da coklu ila¢ direncine neden olarak tedavi basarisizligina yol acabildigi
bildirilmektedir?®>. Bu tip kompensatuvar mutasyonlari {ilkemizde bildiren calismalar bu-
lunmaktadir®'72325 HBV'nin cembersel yapisindaki genomunda (S) geni ile pol geninin
Ust Uste ortlismesi, pol genindeki primer ya da kompensatuvar mutasyonlarin yani sira
HBsAg ile iligkili aminoasit degisikliklerine de neden olabilmektedir. Son yillarda HBV pol/S
geni Ortiismesi sonucu gelisen bu mutasyonlar icin ADAPVEM kavrami kullaniimaya bas-
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lanmistir®. Ayrica kullanilan antivirallere bagl olarak gelisen rtM2041/s1195M ve rtM204V/
sW196S pol/S gen varyanti kombinasyonlarinin HBsAg antijenitesini distrdigu bildiril-
mektedir>®. Asi kacagi mutasyonlari olarak da tanimlanan bu mutasyonlar tanida HBsAg
yalanci negatifliklere yol acabilmektedir. Calismamizda hastalarda (S) geni ile pol geninin
Ust Uste ortismesi sonucunda HBsAg mutasyonlari (sT126l, sP120S, sG145A, sS193L,
sPT120R, sT123N, sE164D, sY134F, sQ129H, sT118A, sP127K, sI110L, sT127P, sS114A,
sT123A, sT1311) belirlenmis, kronik HBV sekiz hastada po/ gen mutasyonlari ile birlikte
saptanmistir. Bu S geni mutasyonlari; KHB hastalarinin %31.3'linde immiin kacak, %1.5
oraninda HBIg kacagi, %8.3 tani kacagi mutasyonu olarak dagilim gostermistir.

KHB enfeksiyonlarinda ADAPVEM sonucu ortaya ¢ikan mutant HBV tiplerinin, sokak
tipi HBV ile asilanmig ya da asilanmamis bireyler icin potansiyel risk oldugu bilinmekte-
dir. Bu mutasyon, ucuz bir ila¢ olan LAM'In tedavide Ulkemiz ve bazi Asya Ulkelerinde
yaygin kullanilmasi nedeniyle daha fazla oranda gériilebilmektedir?. Ulkemizde yapilan
ADAPVEM mutasyonlarini belirleyen bazi ¢calismalarda mutasyon oranlari %10, %17.9 ve
%24 olarak bildirilmistir'®2324, Calismamizda ise ADAPVEM mutasyonlari %715.4 olarak
belirlenmistir. HBV pol geninde meydana gelen rtA181T/V, rtM204I ve rtM204YV gibi ilag
diren¢c mutasyonlari cakisma gosterdigi S geninde rtA181T/sW172*, rtM2041/sW196* ve
rtV1911/sW182* gibi stop kodon mutasyonlarina yol actigi belirtilmektedir?6. Calisma-
mizda LAM kullanan sekiz hastada rtM2041/sW196L ADAPVEM'i ve bir hastada rtA181S
mutasyonu ile birlikte sW172C ADAPVEM'i belirlenmistir. rtA181T/S-sW172* mutasyo-
nunun hepatoseliiler karsinomaya (HSK) ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmektedir'*'>.
ADAPVEM'lerin vertikal yoldan aktarilabilmesinin mimkiin olmasi bu mutasyonlu ko-
kenler ile enfekte annelerden dogan bebeklerde asi ve immin serum uygulamalarinin
yetersiz yanit alinmasina yol acabilmektedir?>. LAM ve LdT ile secilmis sE164D, sI195M,
sW196 ve sW196L mutasyonlarinin HBsAg'nin hepatit B ylizey antikoru (anti-HBs)'na
baglanmayi azalttigi gosterilmistir’. Bu nedenle calismamizda da oldugu gibi, NA teda-
visi altinda olan ve tedavi almayan hastalarda pol geni mutasyonlarinin yani sira pol/S gen
cakisma mutasyonlarinin birlikte analiz edilerek degerlendirilmesi yararl olabilir. Ayrica
bu mutasyonlu suslar agilanmis bireylere bulasabilecedi icin, lokal ya da global hepatit B
bagisiklama programlarinda risk olusturabilir>2.

Gunlimiizde kronik HBV enfeksiyonunun tedavisi, en distik genotipik dirence sahip,
en etkin antiviral kullanarak tedaviye monoterapi ile baslanarak ve antiviral cevabi zaman
icerisinde takip edilerek gerceklestiriimektedir. Tedavinin basarisiz oldugu durumlarda di-
rence neden olan mutasyonun belirlenmesi ve gerektiginde ilagc degisikliginin yapilmasi
tedavi basarisi acisindan cok énemlidir?’. Tedavi basarisizigina yol acarak gereksiz ilag
degisikliginin 6niine gecebilmek icin kompensatuvar mutasyonlari da bildirmek gerek-
lidir. Tedavi ile gelisebilecek primer, kompensatuvar ve potansiyel yeni mutasyonlarin
belirlenmesinde direkt dizi analizi yontemi, en tercih edilen ve altin standart yontem
olarak kabul edilmektedir?®,

Sonug olarak, caismamizda KHB'li hastalarda NA tedavilerinde, klinik ve epidemiyo-
lojik 6nemdeki HBV pol/S geni mutasyonlari belirlenmis ve mutasyon profilleri literatiir-
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deki verilerle benzerlik gostermistir. KHB’li hastalarda NA tedavilerine bagli olarak gelisen
potansiyel asi kacagi mutasyonlari; toplumda asili olan tiim bireyler icin, HBV enfeksiyo-
nu acisindan 6énemli bir risk olusturabilir. Bu nedenle KHB tedavisi sirasinda NA mutas-
yonlarinin analizinin yani sira genotiplerin ve pol geni ile ¢cakisan HBV § geninin birlikte
degerlendirilmesi, NA tedavilerine bagl olarak gelisebilecek potansiyel asi kacagi HBsAg
mutasyonlarinin belirlenmesi ve tedavinin yeniden diizenlenmesinde yararli olacaktir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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