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Hepatit B virtisii (HBV), viral hepatit B hastaliginin etkeni olan bir DNA virtsiidir. Hepatit B bulasici bir
enfeksiyondur ve halen tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunudur. Enfeksiyon kroniklestigi zaman karaci-
gerde fibrozis, siroz ve/veya hepatoseliiler karsinoma gibi ciddi hastaliklara neden olabilmektedir. Tedavi-
sinde intravendz yol ile verilen interferon/pegile interferon veya oral yoldan verilen lamivudin, adefovir,
entekavir, telbivudin, tenofovir gibi niikleozid/nikleotid analogu ilaclar kullanilmaktadir. Ancak HBV'nin
replikasyon stratejisi ve biyolojik 6zelliklerinden dolayi, zamanla ilagtan ilaca degisiklik gostermekle bir-
likte, farkli oranlarda bu ilaclara karsi antiviral dirence neden olan mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
sekilde direncli hale gelen viruslerin hastalardan saglam bireylere bulasabilme olasiligi bulunmaktadir. Bu
nedenle tedavi 6ncesinde de ilaca direncli HBV ile enfeksiyon gelisme olasiligi bulunmaktadir. Antiviral
diren¢ mutasyonlari; i) niikleozid analogu (NA) iliskili mutasyonlar, i) primer ila¢ direnci mutasyonlari, iii)
sekonder/telafi edici mutasyonlar, iv) varsayilan antiviral diren¢ mutasyonlari ve tedavi dncesi varyasyon-
lari olmak tizere dort kategoriye ayrilmistir. Ozellikle son dénemdeki calismalar varsayilan mutasyonlar ve
tedavi 6ncesi varyasyonlar lizerinde yogunlagmaktadir. Bu calismada, NA tedavisi almis ve almamis kronik
hepatit B (KHB) hastalarinda antiviral direng profillerinin daha iyi anlagilmasi ve buna bagli olarak ortaya
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cikan gereksiz ilag kullanimi, yan etki ve ekonomik zararlari 6nemli dlctide minimalize edecek sonuclara
ulagsmak amaclanmistir. Calismaya NA ilaglardan biriyle tedavi edilmis 72 hasta ve herhangi bir NA ilac ile
tedavi edilmemis 52 hasta olmak lizere toplam 124 hasta dahil edilmistir. Bu bireylere ait plazma 6rnekle-
rinden DNA izole edilerek, HBV genomunda tiim niikleozid analoglarinin baglandig, revers transkriptaz
bdlgesi icerisinde yer alan B, C ve D alan bolgelerini icine alan 511 baz cift (bp)’lik DNA bolgesi ‘nested’
polimeraz zincir reaksiyonu (nPCR) ile cogaltilarak DNA dizi analizi gerceklestirilmistir. Tedavi alan 72
hastanin 13 (%18.05)'linde ve tedavi almamis 52 hastanin 18 (%34.61)'inde farkli mutasyonlar belir-
lenmistir (p< 0.05). Hasta 6rneklerinin hicbirinde rtl169T, rtA181T/V, rtT184A/C/F/G/I/L/M/S, rtA194T,
rtS202C/G/1, rtM2041/V/S, rtN236T, rtM2501/L/V ve rtV173L gibi primer ilag direnci ile iliskili mutasyon-
lar belirlenememis olmakla birlikte, revers transkriptaz geninin B, C, D ve E alan bélgelerinde belirledi-
gimiz rtR164R, rtG165D/A, rtG172Q, rtS176N, rtF178V, rtA181G, rtS185N/G/C, rtV207M, rtQ215H/S,
rtL231V, rtl233K, rtN238S, rtV253T, rtC256G/S ve rtI266R/V mutasyonlarinin ilag direnciyle iliskili olma
potansiyeli gozlenmistir. Calismamizdaki bulgular kapsaminda tedavi 6ncesi varyasyonlarin tespit edilme-
si ile daha iyi tedavi yonetimi icin dogru antiviral ilaci secmede yardimci olabilecegini diistindigiimiiz
veriler elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B virisii; niikleozid analogu ilaglar; polimeraz zincir reaksiyonu (PCR);
mutasyon; antiviral direng.

ABSTRACT

HBV is a DNA virus and the causative agent of hepatitis B infection. Hepatitis B is a contagious dise-
ase and is still a major health problem all over the world. When the infection become chronic, it may
cause serious diseases such as fibrosis, cirrhosis and/or hepatocellular carcinoma. Interferon/pegylated
interferon by intravenous route and nucleoside/nucleotide (NA) analogues such as lamivudine, adefovir,
entecavir, telbivudine and tenofovir given by oral route are used in the treatment. Antivirals given by oral
route are mostly preferred in the treatment. However, because of the replication strategy and biological
properties of HBV, mutations that cause antiviral resistance against these drugs can occur at different ra-
tes, although they can vary from drug to drug over time. It is possible that drug resistant virus may trans-
mit from patient to healthy individuals. Therefore, there is a possibility of infection with drug-resistant
HBV before treatment. Antiviral resistance mutations are divided into four categories; i) Nucleos(t)ide
analog resistance (NAr)-related mutations, if) primary drug resistance mutations, iii) secondary/compen-
satory mutations, iv) putative antiviral resistance mutations and pre-treatment variations. Recent studies
have focused particularly on putative mutations and pre-treatment variations. The aim of this study was
to better understanding of the antiviral resistance profiles of chronic hepatitis B (CHB) patients treated
and untreated with NA, and help to prevent unnecessary drug use, minimize the side effects and econo-
mic damages. A total of 124 patients who have received nucleoside analog (NA) drug treatments (n=72)
and patients without NA treatment (n= 52) were included in the study. Viral DNA was isolated from the
plasma samples of the patients. A DNA fragment, which is 551 bp, was amplified and sequenced inclu-
ding the binding side of all nucleoside analogs containing the B, C and D domains located in the reverse
transcriptase region in the HBV genome. Different types of mutations were detected in 13 (18.05%) of
72 treated patients and in 18 (34.61%) of 52 untreated patients (p< 0.05). Primary drug resistance muta-
tions such as rtI169T, rtA181T/V, rtT184A/C/F/G/I/L/M/S, rtA194T, rtS202C/G/I, rtM2041/V/S, rtN236T,
rt M2501/L/V and rtV173L were not detected in any of the patient samples. However, potential drug
resistance mutations such as rtR164R, rtG165D/A, rtG172Q, rtS176N, rtF178V, rtA181G, rtS185N/G/C,
rtV207M, rtQ215H/S, rtL231V, rtl233K, rtN238S, rtV253T, rtC256G/S and rtl266R/V were detected in
untreated patient samples in B, C, D and D domains of reverse transcriptase region. Our results have sug-
gested that the detection of pretreatment variations could be helpful for choosing the correct antiviral
drug for the better treatment management.

Keywords: Hepatitis B virus; nucleoside analog drugs; polymerase chain reaction (PCR); mutation; antiviral
resistance.
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GIRi$

Diinya capinda dnemli saglik sorunlarina yol acabilen hepatit B virtisii (HBV), karaci-
ger fibrozisi, siroz ve/veya hepatoseliiler karsinoma (HSK) gibi ciddi komplikasyonlara
neden olabilmektedir. HBV genomu yaklasik 3200 baz buyikluginde olup ‘proofre-
ading’ aktivitesi eksik olan HBV revers transkriptazi (RT) kodlamaktadir'. Bu enzimin
eksikliginden dolayi, tiim genom icindeki her niikleotid pozisyonunda hizla mutasyonlar
meydana gelmekte ve bu mutasyonlar HBV varyantlarinin olusmasina neden olabilmek-
tedir>3. Bu tiir mutasyonlarin viral hastali§in patogenezi ve antiviral direnc (izerinde
énemli etkileri olabilecegi bilinmektedir?. Son yillarda, lamivudin (LAM), adefovir dipi-
voksil (ADV), entekavir (ETV), tenofovir (TDF) ve telbivudinin (LdT) dahil oldugu oral
niikleozid analogu (NA) ilaglarin HBV enfeksiyonu kontroliine ciddi katkilar sagladiklari
bilinmektedir*>. Ancak HBV polimerazin revers transkriptaz aktivitesini dogrudan inhi-
be eden NA’larin uzun siireli kullanimi, ilag direncinin gelismesine yol acabilmektedir®.
Onceki calismalarda HBV RT bélgesinde 42 potansiyel NA direnci ile iligkili aminoasit de-
gisiklik bolgesi tanimlanmustir. in vitro fenotip direnc verilerine bagl olarak bu bélgeler-
deki NA ile iliskili mutasyonlar; primer ila¢ direnci mutasyonlari (kategori 1), sekonder/
telafi edici mutasyonlar (kategori 2), varsayilan antiviral diren¢ mutasyonlari (kategori
3) ve tedavi oncesi varyasyonlar (kategori 4) olmak lizere dort kategoriye ayrilabilir
(Tablo 1)”1°,

Gelisen direncli virlslerin HBV ile enfekte olmus hastalardan saghkli bireylere bulasa-
bilme olasihgr bulunmaktadir. Bildigimiz kadariyla, NA ile tedavi edilmemis kronik he-
patit B (KHB) hastalarinda varsayilan antiviral direng klonlarinin yayginligi sinirli sayidaki
calismada elde edilmistir?. Bu calismalarin sinirhligi, nceki calismalarin primer mutas-
yonlara (kategori 1) ve ikincil/telafi edici mutasyonlara (kategori 2) odaklanmis olmasin-
dan kaynaklaniyor olabilir. Bu ytizden son donemdeki calismalar varsayilan mutasyonlar
(kategori 3) ve tedavi 6ncesi varyasyonlarla (kategori 4) ilgili calismalardir''"12 (Tablo I).
NA ile tedavi edilmis ve edilmemis KHB hastalarinda antiviral diren¢ profillerinin daha
iyi anlasiimasi, gereksiz ila¢ kullanimi ve buna bagli olarak ortaya cikan zaman kaybi,
yan etki ve ekonomik zararlari 6nemli ol¢lide minimalize edecek bulgular saglayacak-
tir' 14, Bu nedenle, bu calismada herhangi bir NA ile tedavi edilmis ve edilmemis naif
KHB hastalarinda tek seferde “nested” polimeraz zincir reaksiyonu (nPCR) ve DNA dizi
analizi yaparak NA mutasyon profilleri arasindaki farkhhklari belirlemek ve antiviral ilaca
direncli HBV'nin evriminde, lglincl ve dordiinct kategorilerde ortaya ¢ikan aminoasit
degisikliginin roliini ortaya koymak amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay ile gerceklestirildi
ve her hastadan bilgilendirilmis onam formu alindi (Tarih: 12.02.2015 ve Karar No.
2015/53).
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Tablo I. Hepatit B Virtisti Revers Transkriptaz Bélgesindeki Potansiyel Niikleozid Analogu Mutasyonlari
(pozisyon 42 mutasyon)”"!
Mutasyon kategorisi Referans tipi Tedavi ile iligki
1. Primer ila¢ direnci mutasyonlar 1169T ETV
A181T/V LAM, LdT, ADV, TDF
T184A/C/F/G/I/L/IM/S ETV
A194T ADV, TDF
$202C/G/I ETV
M204I/V/S LAM, ETV, LdT, TDF
N236T ADV, TDF
M2501/L/V ETV
2. Sekonder/telafi edici mutasyonlari L80I/V, V173L LAM
L180M LAM, ETV, LdT
3. Varsayilan NA mutasyonlar S53N LAM
T54N ADV
L82M LAM
V84M, S85A ADV
191L LAM
Y126C ADV
T128l1, T128N, N139D,W153Q, LAM
F166L
V191l LAM, ADV
A200V, V2071 LAM
S213T, V214A ADV
Q215P/S LAM, ADV
L217R, E218D, F221Y ADV
L229G/V/W LAM
1233V, P237H, N238D/S/T, Y245H ADV
$/C256G LAM, ETV
4. Tedavi 6ncesi mutasyonlari T38A, Y124H, D134E, N139K/H, Tedavi 6ncesi
1224V, R242A
LAM: Lamivudin, ADV: Adefovir dipivoksil, ETV: Entekavir, TDF: Tenofovir, LdT: Telbivudin.

Hasta Grubu ve Klinik Ornekler

Calismaya Mersin Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Bélimiinde takibi yapilan ve
NA ile tedavi edilen 72 hasta ile NA tedavisi almamis olan 52 hasta dahil edildi. Calisma-
ya hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) ve HBV DNA'si pozitif KHB hastalar disinda hepatit
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C virtisti (HCV)/hepatit delta virisi (HDV)/insan immiinyetmezlik virisi (HIV) koenfeksi-
yonu ve/veya otoimmuin karaciger hastaligi olan hastalar dahil edilmedi.

HBV DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu

HBV DNA, uretici firmanin onerileri dogrultusunda Mag]ET viral DNA ve RNA (Thermo
Fisher Scientific, Litvanya) kiti kullanilarak 200 pl serum Orneklerinden ekstrakte edil-
di. Tim NA’larin HBV genomuna baglandigi 511 bp DNA bdlgesi, nPCR ile amplifiye
edildi. PCR icin kullanilan dizi, 6zellikle Tiirkiye’de yapilan calismalarda belirlenen ve D
genotipine ait referans dizi olan AY721609 gen bankasindan indirilerek Vektor NTI 11.5
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Litvanya) programiyla bu calismada tasarlandi. ilk
tur PCR’de hedef bolge icin kullanilan sense ve antisense primerler sirasiyla 5-TGT GTC
TGC GGC GTT TTA TC-3' ve 5-GCA GGA TAA CCG CAT TGT GT-3’ iken, ikinci tur
PCR’de hedef bolge icin kullanilan internal sense ve antisense primerler sirasiyla 5’-CAA
GGA ACC TCT ATG TAT CC-3’ ve 5-GCA GGA TAA CCG CAT TGT GT-3'tir. Isi dongii
cihazinda, 95°C’de 5 dk bekletildikten sonra 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 56°C’de 30
sn primer baglanmasi ve 72°C’de 45 sn uzama olmak lizere toplam 30 dongu gercek-
lestirildi. Ardindan ikinci PCR reaksiyonu 95°C’de 5 dk bekletildikten sonra 30 dongi
94°C’de 30 sn denatiirasyon, 55°C’de 30 sn primer baglanmasi ve 72°C’de 45 sn uzama
seklinde devam eden program ile cogaltildi. Elde edilen PCR urinleri, %1.5 agaroz jelde
elektroforezde yuritildi.

DNA Dizi Analizi

PCR drtinleri DNA dizi analizi yapilmasi amaciyla Gene)ET PCR saflastirma kiti (Thermo
Fisher Scientific, Litvanya) ile Uretici firmanin onerileri dogrultusunda saflastirildi. BigD-
ye® Terminator v3.1 cycle sequencing Kit (Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific,
Litvanya) kullanilarak her bir 6rnek icin, 0.75 pl 5X dizi analizi tamponu, 0.5 pl Sequ-
encing RR-100, 5.75 pl distile su ve 1 pl primer (HBV rt internal sense) iceren reaksiyon
karisimi hazirlandi. PCR, 1s1 dongu cihazinda 96°C’de 1 dk bekletiimenin ardindan 30
dongul 96°C’de 5 sn denatiirasyon, 50°C’de 5 sn baglanma, 60°C’de 4 dk seklinde ger-
ceklestirildi. Dizi analiz 6rnekleri Sephadex® G-50 ile saflastirildi ve kromatogramlarinin
elde edilmesi icin kapiller elektroforeze (ABI 3130 -POP-7 polymer- Applied Biosystems,
ABD) yuklendi.

istatistiksel Analiz ve Degerlendirme

Kapiler elektroforez ile elde edilen kromatogramlarin dijital veri dosyalari, VECTOR NTI
11.5 (Invitrogen) ve MEGA 7.0.21 bilgisayar programlari kullanilarak 6zellikle Tirkiye’de
yapilan calismalarda belirlenen ve D genotipine ait olan referans diziler ile (Z35716,
AY721609, AY721605, AY796030, AY661792, AY741796, AY796031 X72702) bizim
elde ettigimiz dizilerin hizalanmasi (alignment) ve karsilastirmasi yapilarak bu dizilerin
aminoasit translasyonlari yapildi. Farkl aminoasit karsiliklari iceren polimorfizmler mutas-
yon olarak degerlendirildi. Ayrica, NA ile tedavi edilen hastalarla NA ile tedavi edilmeyen
naif hastalar istatistiksel olarak Chi-square ya da Fisher’s exact test ile karsilastirildi ve
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p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. istatistiksel analiz, Prism for Win-
dows (ver 6.01) programi kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Belirlenen tim mutasyonlar, calisilan kodon rt150-293 arasinda kalan RT bolgesinin
A-B, B, B-C, C, C-D, D, D-E, E ve E- alanlarindaki konum, mutasyon cesidi ve sayilarina
gore kategorize edilmistir (Sekil 1).

Farkli aminoasit iceren polimorfizmler mutasyon olarak degerlendirilmistir. NA ile te-
davi edilen 72 hastanin 13 (%18.05)'linde ve NA ile tedavi edilmeyen naif 52 hastanin
18 (%34.61)‘inde farkli mutasyon tirleri saptanmustir (p< 0.05). Mutasyon tespit edilen
NA tedavisi almis hastalardan dort tanesi ETV, alti tanesi TDF, iki tanesi ADV ve bir tanesi
de LAT + LAM kullanmistir (Tablo 1) (Tablo IlI).

En fazla mutasyon A-B alanlari arasinda (inter-domain) belirlenmistir. NA tedavisi alan
ve mutasyon belirlenen 13 6rnegin tamaminda (%7100) A-B alanlari arasi bolgede degisik
sayllarda ve tiirlerde mutasyon belirlenirken, NA tedavisi almamis naif 18 takip hastasinin
16 (%88.88)'sinda bu bolgede mutasyon belirlenmistir. Her iki grup arasinda A-B alan
mutasyonlari bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadi-
g1 belirlenmistir (p= 0.3290). A-B alanlar arasi bolgede belirlenen aminoasit degisiklik

W Kodon rt150 B domain (rt164-189) C domain (rt200-210)
ve
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Sekil 1. Referans olarak kullanilan sekiz dizi ve mutasyon belirlenen toplam 31 drnede (NA tedavisi almis ve
almamis) ait diziler.
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oranlar calisilan 143 kodon Uzerinden hesaplanmis ve tedavi alan hastalarda bu oran
%12.58, tedavi almamis takip hastalarinda ise %15.38 olarak hesaplanmistir (Tablo II,
Tablo Ill). Bu oranlar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi belirlenmistir
(p= 0.3398). Bu bodlgede kodon 153 ve 154’te belirlenen mutasyonlar en fazla belirle-
nen mutasyonlar olmustur. Tedavi alan hasta grubunda toplam alti hastada rtR153Q/W,
sekiz hastada ise rtK154V/E/R mutasyonlar belirlenmistir. Ayrica, bir hastada rtG152Q,
bir hastada rtH156L, bir hastada da rtI163N motif mutasyonu belirlenmistir (Tablo ).
Tedavi almayan takip hastalarinda da benzer sekilde kodon 153 ve 154'te tespit edilen
mutasyonlar en fazla belirlenen mutasyonlar olarak saptanmistir. Toplam yedi hastada
rtR153G/Q, sekiz hastada rtk154G/R/D mutasyonu belirlenmistir. Ayrica birer hastada
rtG152R ve rtG155E, ikiser hastada rtG156L ve rtI163S/V ve bir hastada da rtS159T mu-
tasyonu belirlenmistir (Tablo III).

Tablo Il. Niikleozid Analogu Tedavisi Almis Hastalarda rtA-E Alanlari Arasinda Kalan Kisimda Belirlenen
Mutasyonlar ve 143 Kodona Gére Degisiklik Oranlari (%)
rt A-E alanlan arasinda belirlenen mutasyonlar

Hasta no ilag A-B B BC C CD D DE E E-
T-1 ETV K154V

H156L
T-2 TDF K154E 1266R

V278l

T3 ETV R153Q
T-4 ADV R153Q
T-5 TDF R153Q
T-6 TDF R153Q G165D 1233K

IMT63N  G172Q

S176N

T-7 LAM K154E
T-8 TDF R153W
T-9 TDF K154E
T-10 ETV G152Q

K154E
T-11 TDF K154E
T12 ETV K154R

H156L
T13 TDF R153Q  S158N V286D

K154E
Toplam aminoasit 12.58 2.79 0 0 0 0.69 0 0 2.09
degisiklik orani (%)
T: Niikleozid analogu tedavisi alan hasta, LAM: Lamivudin, ADV: Adefovir dipivoksil, ETV: Entekavir, TDF: Tenofovir,
LdT: Telbivudin.
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Tablo . Niikleozid Analogu Tedavisi Aimamis Hastalarda rtA-E Alanlari Arasinda Belirlenen Mutasyonlar
ve 143 Kodona Gdre Degisiklik Oranlari (%)
rtA-E alanlari arasinda belirlenen mutasyonlar
Hasta no A-B B B-C C Cc-D D D-E E E-
UT-1 G152R N279H
UT-2 K154E C256G V278l
UT-3 R153G
uT-4 R153Q
UT-5 V207M  Q215H V253T
uT-6 R153G
K154G
ut-7 R153Q
UT-8 K154G
uT-9 K154R
UuT-10 Q215S 1266K
UT-11 K154R  G165A
H156L  S176N
1163S F178v
A181G
S185N
uT-12 R153Q
UT-13 R153G  S158N N238S C259S
K154D $262T
1269T
Q270H
UuT-14 K154R  S185G C256S  1266R
N279H
UT-15 R153Q
UT-16 K154R R164R
G155E
G156L
S159T
ut-17 V278l
UT-18 1163V S185C L2371V C256S
Toplam aminoasit  15.38 5.59 0 0.69 1.39 1.39 0 2.79
degisiklik orani
(%)
UT: Niikleozid analogu tedavisi almayan hasta.
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ilac tedavisi almis 13 hastadan 2 (%15.38)'sinde B alan bélgesinde toplam dért mu-
tasyon belirlenmistir. Bu hastalardan birinde rtG165D, rtG172Q, rtS176N, digerinde
ise rtST85N mutasyonu belirlenmistir (Tablo Il). Tedavi almamis 18 takip hastasinin 4
(%22.22)'Gnde B alan bélgesinde toplam sekiz mutasyon belirlenmistir. Bunlarin; bir
hastada rtG165A, rtS176N, rtF178V, rtA181G ve rtS185N, bir hastada rtS185G, bir has-
tada rtR164R ve bir hastada da rtS185C mutasyonlari oldugu belirlenmistir (Tablo IIl).
NA tedavisi almisg ve almamis takip hastalarindaki B alan bolgesi mutasyonlar istatistiksel
olarak karsilastirildiginda anlamh bir fark bulunmamustir (p= 0.5007).

NA tedavisi alan 13 hastanin hicbirinde C alani bélgesinde mutasyon belirlenmemis-
tir. Ancak NA tedavisi almayan 18 takip hastasindan 1 (%5.55) inde rtV207M mutasyo-
nu belirlenmistir (Tablo IIl). Her iki grup arasinda C alani bélge mutasyonlari bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p= 0.5806).

NA tedavisi alan 13 hastanin hicbirinde C-D alanlar arasi bélgede mutasyon belirlen-
memistir. Ancak NA tedavisi almayan 18 takip hastasindan 2 (%11.11)’sinde rtQ215H
ve rtQ215S mutasyonlari belirlenmistir (Tablo IIl). Her iki grup arasinda C-D alanlari arasi
bolge mutasyonlari bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p=
0.3290).

D alani bolgesinde ilag tedavisi alan 13 hastanin 1 (%7.69)’inde rtI233K mutasyonu
ve ila¢ tedavisi almayan 18 takip hastasindan 2 (%11.11)’sinde her hastada bir adet
olmak Uzere rtL231V ve rtN238S mutasyonlari belirlenmistir (Tablo I, Tablo ). Her iki
grup arasinda D alani bolgesi mutasyonlari bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamustir (p= 0.6240).

NA tedavisi alan 13 hastanin hicbirisinde E alani bolgesinde mutasyon belirlenme-
mistir. NA tedavisi almayan 18 takip hastasindan 4 (%22.22)’tinde mutasyon belirlen-
mis olup bu mutasyonlar; birer hastada rtC256G, rtvV253T, rtC256S ve rtC256S olarak
gOzlenmistir (Tablo IIl). Her iki grup arasinda E alani bolgesi mutasyonlari bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p= 0.0973).

NA tedavisi alan 13 hastanin 2 (%15.38)’sinde E alani bolgesinde mutasyon belirlen-
mis olup, bu mutasyonlar; bir hastada rtI266R ve rtV278l, bir hastada ise rtV286D ola-
rak saptanmistir (Tablo I). NA tedavisi almayan 18 takip hastasindan 6 (%33.33)'sinda
E alani bolgesinde mutasyon belirlenmistir. Bu mutasyonlarin; birer hastada rtN279H,
rtV278I, rtl266K, tV278I ve yine birer hastada rtC259S, rtS262T, rt1269T, rtQ270H ve
rtI266R, rtN279H oldugu tespit edilmistir (Tablo Ill). Her iki grup arasinda E alani bolgesi
mutasyonlari bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir (p= 0.0973).

NA tedavisi alan ve almayan takip hastalarinin hicbirinde B-C ve D-E alanlari arasinda-
ki bolgelerde mutasyon belirlenmemistir.
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TARTISMA

Bu calismada 72 NA ile tedavi edilmis ve 52 NA ile tedavi edilmemis naif KHB hasta-
sinin, HBV RT gen bolgesindeki klasik ve varsayilan NA antiviral direng mutasyonlarinin
profilleri nPCR, kapiler elektroforez ve biyoinformatik yaklasimlar kullanilarak analiz edil-
mistir. Calismamizdaki bulgulari genel olarak degerlendirdigimizde, caligilan RT geninin
kodon rt150-293 arasinda kalan bolgesinde toplamda 124 hastanin 31 (%25)’inde de-
gisik sayida ve cesitte mutasyon belirlenmistir (Tablo Il, Tablo Ill). NA tedavisi almamig
takip hastalarinda, NA tedavisi alan hastalara gore daha ylksek oranda ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur. NA tedavisi alan 72 hastanin 13 (%18.05)'linde, NA
tedavisi almayan 52 takip hastasinin ise 18 (%34.61)'inde mutasyon belirlenmistir (p=
0.0297; p< 0.05). Mutasyon oraninin ilag tedavisi alan hastalarda daha dusik bulunma-
sinin, bu varyantlarin yiiksek olasilikla ila¢ baskisi altinda ortadan kalkmast ile iliskili oldu-
gunu distindiirmektedir. Wasityastuti ve arkadaslan' tarafindan yapilan bir calismada
bulgularimiza benzer sekilde NA tedavisi almamis hastalarda %23.9, NA tedavisi alan
hastalarda ise %4.59 oraninda mutasyon belirlenmistir.

HBV’'nin DNA polimerazi terminal protein, “spacer”, RT ve RNaz alanlarindan olus-
maktadir. NA'dan etkilenen varyasyonlar korunmus G, F, A, B, C, D ve E alanlarinin yani
sira HBV replikasyonunda rol oynayan F-A, A-B, B-C, C-D ve D-E ara bolgelerini iceren RT
bolgesinde yer almaktadir. Bu alanlardaki mutasyonlar NA tedavisinin yoklugunda bile
RT fonksiyonunu etkilemektedir. Bununla birlikte, RT varyantlari cogunlukla fonksiyonel
alandan yapisal olarak uzak olan HBsAg “a” determinant bélgesiyle 6rtiisen A-B alanlari
arasi bolgede bulunur ve bu mutasyonlar viral immiin kacisa neden olabilmektedir'®17.

Calismamizda, A-B alanlan arasindaki bolgede rtG152Q/R, rtR153Q/W, rtK154V/E/
R/G, rtG155E, rtH156R, rtS159T, rtI163N/S mutasyonlari belirlenmistir. Kodon 153'teki
rtR153Q/W mutasyonunun olasi varsayilan bir ilag diren¢ mutasyonu oldugu bildiril-
mistir'”. Bu mutasyon A-B alanlari arasindaki bélgede en yiiksek oranda belirledigimiz
mutasyonlardan birisidir. NA tedavisi alan 13 hastadan 6 (%46.15)’sinda, NA tedavisi al-
mayan 18 hastadan 7 (%38.88)'sinde bu mutasyon belirlenmistir. Calismaya dahil edilen
31 hastanin 13 (%41.93)'tinde bu mutasyonu belirledigimiz gorilmektedir. Wasityastuti
ve arkadaslari'® yedi naif hastadan 6 (%85.71)’sinda bu mutasyonu belirlemistir. Bizim
calismamizda LAM tedavisi basarisiz olan alti hastanin 2 (%33.33)sinde rtR153Q mutas-
yonu saptanmistir (Tablo IV).

Bununla birlikte B, C, D ve E alanlarinda belirledigimiz rtR164R, rtG165D/A, rtG172Q,
rtS176N, rtF178V, rtA181G, rtS185N/G/C, rtV207M, rtQ215H/S, rtL231V, rti233K,
rtN238S, rtV253T, rtC256G/S ve rtl266R/V mutasyonlarinin ila¢ direnciyle iligkili olma
potansiyeli bulunmaktadir.

Ulkemizde Ciftci ve arkadaslari'® tarafindan yapilan calismada NA tedavisi almamis
16 naif hastanin hicbirinde klasik primer veya sekonder ila¢ direnciyle iliskili mutasyon
belirlenememistir. Bununla birlikte alti izolatta NA ila¢ direnci ile iligkili olabilecek rtL91I,
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Tablo IV. Calismamizda ve Benzer Calismalarda Ayni Kodonda Saptanan Farkli Polimorfizmler
Mutasyonun Tespit ettigimiz Benzer calismalardaki Referans
gerceklestigi kodon polimorfizm polimorfizmler makaleler
R153 Q/wW Q Q 15, 25
Q215 H/S P, H, H, H/S, 18, 22, 23, 24
N238 S D, S/T 18, 25
C256 G/S S, S, G 18, 21, 25
1266 R/V G 18
V207 M M/L, M, M/I 21, 24, 25
A181 G Vv, G 21, 24
1233 K \ 25

rtT128l1, rtQ215P, rtF221Y, rtN238D, rtC256S ve rtl266G mutasyonlari bulunmustur.
Calismamizda rtQ215H/S, rtN238S, C256G/S, 1266R/V mutasyonlari belirlenmistir. Bu
mutasyonlar da heniiz tedavi almamis takip hasta 6rneklerinde belirlenmistir. Onceki ca-
ismalarda, LAM tedavisi sirasinda rtC256S mutasyonlarinin ortaya ciktigini ve bu mutas-
yonlarin potansiyel NAr mutasyonlari olarak tanimlandigini bildirilmistir'®-2%. Ren ve arka-
daslari?! benzer bir calismada genellikle uzun siireli LAM tedavisi géren KHB hastalarinda
rtV207M/L ve rtC256S mutasyonlarinin oldugunu bildirmislerdir.

Ciftci ve arkadaslar'® ilac tedavisi alan dokuz hastadan 1 (%11.11)inde LAM direnci
ve ayni hastada rtI266G mutasyonunu saptamistir. LAM direnciyle iliskisi daha 6nce bil-
dirilmeyen kodon 266’daki bu mutasyon bizim ¢alismamizda yine hi¢ tedavi almamis
18 takip hastasinin 2 (%11.11)'sinde belirlenmistir. Bu mutasyonlarin rtI266R ve rtI266V
oldugu belirlenmistir (Tablo IV).

Kim ve arkadaslari?> LAM tedavisi basarisiz olan alti hastadan 1 (%16.66)'inde rtQ215H
ve rtA181V mutasyonlarini belirlemislerdir. Micco ve arkadaslan?® rtQ215H mutasyonu-
nun ADV direnci ile iliskili oldugunu gostermistir. Calismamizda tedavi almamis 18 ta-
kip hastasinin 2 (%11.11)'sinde 215. kodonda rtQ215H ve rtQ215S seklinde iki farkl
mutasyon saptanirken, 1 (%5.55)'inde de ayni kodonda rtA181G mutasyonu belirlen-
mistir. Salpini ve arkadaslari®* ise NA tedavisi almamis D genotipli 140 naif hastanin 30
(%21.4)'unda ilag direnci ile iliskili oldugu bildirilen pozisyonlarda bazi yeni aminoasit
degisikliklerinin varlhigini gozlemlemislerdir. S6z konusu calismada belirlenen rtvV207M,
rtQ215H/S ve rtA181G mutasyonlari benzer sekilde calismamizda da saptanmistir. Bu
polimorfizmlerin, HBV ila¢ direncinin altinda yatan mekanizmalarla dogrudan iliskili ola-
bilecegi ve/veya ilaca direncli mutasyonlarin kazanilmasinda genetik bariyeri etkiledigini
gosteren calismalarla yapilan kargilastirma Tablo 1Vte vurgulanmustir.

Liu ve arkadaslan®® 192 ilag tedavisi almayan naif hepatit B hasta serumu ile yapmis
olduklari calismada tim RT genini analiz etmislerdir. Bu ¢alismada orneklerin hicbirisinde
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klasik NA diren¢ motifinde mutasyon belirlenmedigi, bununla birlikte 59 (%30.53) hasta
orneginde potansiyel NA diren¢ mutasyonu oldugu goérilmustir. Belirlenmis olan bu
mutasyonlardan rtV207M/I, rt1233V, rtN238S/T, rtS256G, rtR153W/Q mutasyonlar bi-
zim calismamizda da benzer sekilde gozlenmistir. Bunlardan rtl233'teki mutasyon calis-
mamizda saptanan rtI233K, ilag tedavisi alan hastalarin birinde belirlenmistir. ilag tedavisi
almamisg takip hastalarindan birinde rtN238S mutasyonu, birinde rtC256G mutasyonu,
ikisinde rtC256S mutasyonu belirlenmistir. Liu ve arkadaslari®® bu kodondaki mutasyo-
nu rtS256G olarak belirlemistir. Bu mutasyon hem ila¢ tedavisi alan hem de almayan
takip hastalarinda belirlenmistir. Liu ve arkadaslari®® ayni kodonda saptadiklari rtR153W
mutasyonu calismamizda ilag tedavisi almis bir hastada da bulunmustur. Kombinasyon
mutasyon paternleri ve HBV genotipleri arasindaki iliskiyi gosteren onceki calismalara
dayanarak bu farkliigin genotipik 6zelliklerden kaynaklandigini séyleyebiliriz262”. Onceki
calismalar genotip B ve C HBV suglarinin, rtM2041 ve rtM204V mutantlarinin replikasyo-
nunu kolaylastirmak icin sirasiyla rtL80I/V ve rtL180M gibi farkli dengeleyici mutasyonlari
kullanabildigini géstermistir?®. Liu ve arkadaslan?® calismalarina dahil edilen érneklerin
%28.65'inin genotip B, %71.35’inin ise genotip C ile enfekte oldugunu bildirmistir. Ca-
lismamizda hasta orneklerinin tamami genotip D olarak belirlenmistir (Tablo V).

Son yillarda HBV RT gen bdlgesindeki klasik ve varsayillan NAr antiviral diren¢ mu-
tasyonlari bircok calismada farkli pozisyonlarda bildirilmistir. Bununla birlikte, tedaviye
heniiz baslanmamis hastalarda 6zellikle varsayimsal ilag direnci mutasyonlari net degil-
dir. Bu calismada orneklerin hicbirisinde rtI169T, rtA181T/V, rtT184A/C/F/G/I/L/IM/S,
rtA194T, rtS202C/G/I, rtM2041/V/S, rtN236T, rtM2501/L/V ve rtV173L gibi primer ilag
direnci ile iliskili mutasyonlar belirlenememis olmakla birlikte RT geninin B, C, D ve E
alanlarinda, ilag¢ direnciyle iligkili olma potansiyeli olan rtR164R, rtG165D/A, rtG172Q,
rtS176N, rtF178V, rtA181G, rtS185N/G/C, rtV207M, rtQ215H/S, rtL231V, rtI233K,
rtN238S, rtV253T, rtC256G/S ve rtl266R/V mutasyonlari belirlenmistir. Ayrica bu mutas-
yonlardan rtG165A, rtS176N, rt F178V, rt A181G, rtS185N, rtS185G, rtR164R, rtS185C,
rtV207M, rtQ215H, rtQ215S, rtN238S, rtL231V, rtC256G, rtV253T, rtC256S ve rtC256S
mutasyonlari, NA tedavisi almamis takip hastalarinda belirlenmistir.

Tedavi almayan naif hastalarda 6nceden varolan HBV RT mutasyonlari potansiyel ilag
direnci ve HSK/siroz gibi karaciger hastahiginin ilerlemesi ile ilgilidir. Bununla birlikte
RT’de genotip bagimli polimorfik aminoasit degisikligi ila¢ direncine bagh olarak tedavi
sonuglarini da etkileyebilir. Naif hastalardaki spontan RT mutasyonlarinin prevalansi cesit-
lidir ve bliytik oranda cografi faktorlere, HBV genotiplerine, HBeAg serolojisine, HBV viral
yiikiine, hastalik progresyonuna ve HIV ile koenfeksiyona baghdir?®.

Sonug olarak, RT mutasyonlarinin tedavi 6ncesi varligi virtis ve konak immiin yanitinin
modiuilasyonu ile poptulasyonda hastaligin ilerlemesini ve tedavi sonuclarini etkileyebilir.
Bu nedenle 6zellikle tedaviden once direng mutasyonlarinin belirlenmesi tedavi strate-
jisinin planlanmasinda 6nemlidir. Bunun icin gelecekte daha genis bir hasta profilinin
bulundugu kohort calismalarinin yapilmasina ihtiyag vardir.
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CIKAR CATISMASI

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