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Amag: Hepatit B enfeksiyonu aslinda tedavi edilebilir bir hastalik degildir ve amag yalnizca viral
replikasyonun baskilanmasi olup, bu nedenle de ¢ogu kez yasam boyu tedavi gerektirir. Uzun siireli
antiviral tedavi beraberinde direngli mutant viriislerin ortaya ¢ikisina neden olmaktadir. Niileoz(t)id
analoglarinin ana hedef bélgesi olan revers transkriptaz gen bélgesindeki mutasyonlar tedavideki
en biyik sorundur. Bu ¢alismada, kronik hepatit B tedavi basarisizligi gésteren hastalardaki
niikleoz(t)id direng mutasyonlarinin restrospektif olarak degerlendirilmesi amaglanmustir.

Yéntem: Bu ¢alismada, 2006-2018 yillari arasinda, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi cesitli klinikle-
rinde takip edilen ve tedavi basarisizligi gdsteren, toplam 120 kronik hepatit B hastasina ait HBV
ilag direnci sonuglari retrospektif olarak degerlendirilmistir. ilag direncinin belirlenmesinde, ticari
ters hibridizasyon temelli testler ve pirosekanslama yéntemi kullaniimistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 120 hastanin yaklasik %52’sinde tekli ve %48’inde ¢oklu baz
mutasyonu belirlenmistir. Cogunlugu lamivudin/telbivudin direncinden sorumlu olmak iizere,
rtA181T/V ve rtN236T gibi adefovir direncine neden olan gesitli primer mutasyonlarin yani sira
rtL180M, rtL80V/I ve rtV173L gibi kompensatuvar mutasyonlar da saptanmistir. Tekli baz mutas-
yonlarindan en sik rtM204V/I (%34.16) ve coklu baz mutasyonlari icerisinde ise en sik rtM204V/
1+rtL180M (%18.33) gériilmdistiir.

Sonug: HBV diren¢ mutasyonlarinin uzun siireli ve kalici olarak izlenmesi gerekmektedir. Ozellikle
tedavi basarisizhigi gibi direng diisiiniildiigi durumlarda daha genis ¢apli mutasyon analizlerinin
yapilmasi ve tedavi rejimlerinin bu mutasyonlarin varligina bagl olarak siirekli giincellenmesi
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B, antiviral direng, mutasyon
ABSTRACT

Objective: Hepatitis B infection is not actually a curable disease, and the goal is only repression
of viral replication and therefore often requires lifelong treatment. Long-term antiviral therapy
leads to the emergence of resistant mutant viruses. Mutations in the reverse transcriptase gene
region, which is the main target region of the nuleos(t)ide analogues, is the biggest problem in
the treatment. The aim of this study was to evaluate the nucleos(t)ide resistance mutations in
patients with chronic hepatitis B (CHB) treatment failure.

Method: In this study; the results of HBV drug resistance of 120 patients with CHB who were
followed-up in various clinics of Inonu University Medical Faculty between 2006-2018 were
evaluated retrospectively. In determining the drug resistance; commercial reverse hybridization-
based tests and pyrosequencing method were used.

Results: Approximately 52% of single and 48% of multiple base mutations were detected in 120
patients included in the study. In addition to various primary mutations leading to adefovir
resistance such as rtA181T/V and rtN236T, compensatory mutations such as rtL180M, rtL8OV/I
and rtV173L have also been found most of which are responsible for lamivudine/telbivudine
resistance. rtM204V/l (34.16%) was the most common among single base mutations and
rtM204V/I+rtL180M (18.33%) was the most common among multiple base mutations.

Results: HBV resistance mutations should be monitored long-term and permanently. Especially in
cases such as treatment failures suggestive of the presence of resistance, more extensive
mutation analysis should be performed and treatment regimens should be continuously updated
depending on the presence of these mutations.

Keywords: Hepatitis B, antiviral resistance, mutation
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GiRiS

Klinik olarak iyilesen akut hepatit B’nin en 6nemli
komplikasyonu kronik hepatit B’dir. Kronik hepatit B
(KHB) enfeksiyonunun onlenmesinde yaklasik otuz
yildir hepatit B asisi diinya genelinde yaygin olarak
uygulanmaktadir. Asilama sayesinde gorulme sikh-
ginda azalma kaydedilmesinin yaninda, yeni antiviral
tedavilerin gelistirilmesi ve tedaviye erisilebilirligin
artmasi sayesinde son donem karaciger yetmezligi ve
hepatosellller karsinomaya ilerlemeler engellenme-
ye cahsilmaktadirt. Ancak Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
2017 global hepatit raporuna® gore; yaklasik 257
milyon kisinin hepatit B viriis (HBV) tasiyicisi oldugu,
2015 yilinda ¢ogu siroz ve hepatoseliiler kanser gibi
hepatit B’nin uzun dénem komplikasyonlari nedeniy-
le 887 bin 6lime neden oldugu bildirilmistir.

Hepatit B virlis enfeksiyonu spesifik olarak tedavi
edilebilir bir hastalik degildir ve KHB yonetiminde
temel amag viral replikasyonun baskilanmasi olup,
bu nedenle de ¢ogu kez yasam boyu tedavi gerektir-
mektedir. Tedavi sayesinde siroz progresyonu yavas-
latilabilir, karaciger kanser insidansi azaltilabilir ve
uzun sureli sagkalim saglanabilir®. Pegile interferon
alfa-2a ve 2b gibi immiin-modulatorler ile birlikte
lamivudin (LAM), adefovir (ADV), entekavir (ETV),
tenofovir (TNF) ve telbivudin (Ldt) gibi nileoz(t)id
analoglari (NA) KHB enfeksiyon tedavisinde tlkemiz-
de mevcut olan ve kullanim onayi almis ilaglardir®,
Nileoz(t)id analoglar, viral replikasyonun ana enzi-
matik aktivite bolgesi olan revers transkriptaz (RT)
inhibitoru olarak islev gormektedir. Viral polimerazin
cesitli bolgelerindeki mutasyonlar tedavideki en
blylk sorundur. Cliinkii bu mutasyonlar RT’nin kon-
formasyonel yapisini degistirmekte ve baglanmalari-
ni engelleyerek NA’larin etkinligini azaltmaktadir®®.
Mutasyonlarin neden oldugu genotipik direng, viral
polimerazin spesifik pozisyonlardaki sekans varyas-
yonlarinin degerlendirildigi cesitli ticari testlerle tes-
pit edilebilmektedir. Bu amagla kullanilabilecek mev-
cut tani yontemleri arasinda; Restriksiyon Parca
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), hibridizasyon ve dizi
analizi yontemleri gelmektedir®. Tedavi-naif hasta-

42

Turk Mikrobiyoloji Cem Derg 2019;49(1):41-46

larda HBV ila¢ diren¢g mutasyonlari ender oldugun-
dan dolayi direng testinin; 6zellikle tedaviye yanitsiz-
llk durumunda veya geg¢mis tedavi tecriibesi olan,
devam eden NA tedavisine ragmen viremi gorilen ve
tedavi sirasinda virolojik kiriima (breakthrough) olan
hastalarda yapilmasi énerilmektedir®®, Bu calisma-
da KHB tedavi basarisizligl gdsteren hastalardaki NA
diren¢ mutasyonlarinin restrospektif olarak deger-
lendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, 2006-2018 vyillari arasinda, inénii
Universitesi Tip Fakdiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi’'ndeki
cesitli kliniklerce takip edilen ve tedavi basarisizhig
gosteren KHB hastalarina ait HBV ilag direnci sonug-
lari retrospektif olarak degerlendirilmistir. Yaklasik
12 yilhk strede toplam 120 hastaya ait direng testi
sonucu incelenmistir.

Hastalara ait serum oOrneklerinden DNA izolasyonu
amaciyla 2006-2014 vyillari arasinda kolon temelli
ekstraksiyon yontemi (QIAamp DNA Mini kit, Qiagen,
Hilden, Almanya) ve 2014 yilindan itibaren manyetik
partikdl teknolojisinin kullanildig otomatize ekstrak-
siyon sistemi (QlAsymphony SP, Qiagen, Hilden,
Almanya) kullaniimistir.

ilag direncinin belirlenmesinde polimeraz gen bélge-
sindeki mutasyonlar hazir ticari sistemler kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla 2006-2014 yillari arasinda
ticari ters hibridizasyon temelli Inno Lipa HBV DRv2
ve Inno Lipa HBV DRv3 (Innogenetics, Belgika) testle-
ri ve 2014-2018 yillari arasinda ise pirosekanslama
(Pyromark, Qiagen, Almanya) testi Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda kullaniimistir. Pirosekans
testi ile HBV polimeraz (pol) geninin rtl169, rtV173,
rtL180, rtA181, rtT184, rtA194, rtS202, rtM204,
rtN236 ve rtM250 kodonlarindaki mutasyonlar belir-
lenebilmektedir. Bu bolgeler icerisinde rtL80, rtL180,
rtA181, rtM204, rtN236 bolgeleri INNO-LiPA testi
version 2 ile ve rtT184, rtA194, rtS202, rtM250 bol-
geleri ise INNO-LiPA testi version 3 ile taranabilmek-
tedir. Pirosekanslamada ters-hibridizasyon teknikle-
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Tablo 1. Calismada belirlenen tekli ve goklu baz mutasyonlarinin dagilimi ve olasi niikleoz(t)id analoglarina direnci.

Mutasyon Primer ve kompensatuvar ilag direnci®%® Hasta sayisi
n (%)

Tek Baz Mutasyonu
rtM204V/I LAM/Ldt 41 (34.16)
rtL180M LAM/Ldt (Kompensatuvar) 8 (6.66)
rtA181T/V LAM/ADV 7 (5.83)
rtL8ov/I LAM (Kompensatuvar) 3(2.5)
rtN236T ADV 3(2.5)

Coklu Baz Mutasyonu
rtM204V/I+rtL180M LAM/Ldt (Kompensatuvar) 22 (18.33)
rtM204V/I+rtL80V/| LAM/Ldt (Kompensatuvar) 20 (16.66)
rtM204V/I+rtA181T/V LAM/Ldt/ADV 5(4.16)
rtL180M+rtL80V/I LAM/Ldt (Kompensatuvar) 3(2.5)
rtL180M+rtA181T/V LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar) 2 (1.66)
rtA181T/V+rtV173L LAM/ADV (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtM204V/I+rtV173L LAM/Ldt (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtL80OV/I+rtA181T/V LAM/ADV (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtM204V/I+ rtL180M+rtL80V/I LAM/Ldt (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtM204V/I1+rtL80V/I+rtA181T/V LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtM204V/I+ rtL180M+rtN236T LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar) 1(0.83)

riyle kacirilan polimeraz gen bolgesi rtl169 olup,
rtL80 mutasyonu ise pirosekanslamada taranma-
maktadir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarda saptanan RT gen
bolgesi mutasyonlarinin %51.66’sinin tek bdlgede,
%45.83’iniin iki bolgede ve %2.51'inin ise Ug¢ bolge-
de oldugu gorilmastir. Tek bolge mutasyonlari iceri-
sinde %9.16 oraninda rtL180M ve rtL80V/I pozisyon-
larinda kompensatuvar mutasyonlar saptanmistir.
Coklu baz mutasyonu belirlenen ornekler arasinda
ise, toplamda %44.13 oraninda rtL180M, rtL80V/I ve
rtV173L pozisyonlarinda kompensatuvar mutasyon-
lar gérulmustur.

Tek bolge mutasyonlariicerisinde en sik RT enziminin
204 no.lu kodonunda goriilen ve YMDD mutasyonu
olarak adlandirilan rtM204V/I (%34.16) mutasyonu
saptanmis olup, bunu izleyen sirasiyla rtL180M
(%6.66), rtA181T/V (%5.83), rtL80OV/I (%2.5) ve
rtN236T (%2.5) mutasyonlari belirlenmistir.

Hastalarin 55’inde saptanan iki farkli bolgedeki
mutasyonlarin gorilme sikligi ise; 22 hastada

(%18.33) rtL180M+rtM204V/I, 20 hastada (%16.66)
rtM204V/1+rtL80V/I, bes hastada (%4.16) rtM204V/
[+rtA181T/V, 3 hastada (%2.5) rtL180M+rtL80V/I, iki
hastada (%1.66) rtL180M+rtA181T/V ve birer hasta-
da (%0.83) rtA181T/V+rtV173L, rtM204V/I+rtV173L
ve rtL80V/I+rtA181T/V seklindedir.

Ug bélge mutasyonu saptadigimiz birer hasta (%0.83)
bulunmakta olup, mutasyonlarin rtL180M+rtM204V/
[+rtL80V/I, rtM204V/I+rtL80V/I+rtA181T/V ve
rtL180M+rtM204V/1+rtN236T bolgelerinde oldugu
gorialmustir. Calismamizda belirlenen direng mutas-
yonlari Tablo 1’de sunulmustur.

TARTISMA

Kronik hepatit B’nin tedavisinde 1985 yilindan itiba-
ren interferonlar kullaniimaya baslanmis, daha sonra
yeni antiviral ilaglarin ortaya ¢ikmasiyla HBV enfeksi-
yonunun tedavisinde yeni ve daha basarili tedavi
secenekleri kullanilabilir hale gelmistir®. Ancak, NA
tedavileri uzun sureli, cogu kez yasam boyu devam
etmekte ve bu da beraberinde direngli mutant viris-
lerin ortaya ¢ikisina neden olmaktadir. Primer mutas-
yonlar ilag direncinden dogrudan sorumludur, kom-
pensatuvar mutasyonlar ise viral replikasyon yetene-
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ginin yine gelismesine neden olmaktadir. Dirence
karsi genetik bariyeri disik LAM, Ldt ve ADV gibi
antivirallere direng gelisiminde tek bir primer mutas-
yon vyeterli olabilmektedir®. Bu nedenle tedaviye
uyumlu KHB hastalarinda ilk secenek ilag olarak
tenofovir ve entekavir gibi dirence karsi genetik bari-
yeri ylUksek, oral olarak alinan ve kullanimi kolay, yan
etkisi az olan ilaclar 6nerilmektedir®®, Tedavi uyum-
lu hastalarda tedaviye yanitsizlik durumunda antivi-
ral direng varhgi arastirilmalidir. Antiviral direng tes-
pit edilmesi durumunda ise ¢ogul ilaca direncli susla-
ri indikleme riskini en aza indirmek icgin, ¢apraz
direng géstermeyen en etkili NA ilaglar ile uygun bir
kurtarma tedavisi baslatilmasi onerilmektedir®.

Lamivudin en yuksek direng oranina sahip antiviral
olup, dirence neden olan en yaygin mutasyon HBV
polimerazinin aktif boélgesindeki YMDD (tirozin, meti-
yonin, aspartat, aspartat) motifini etkileyen mutas-
yonlardir. Mutasyonun sonucunda YMDD motifinde-
ki 204. kodon tarafindan kodlanan metiyonin yerine
valin/izolésin  (rtM204V/I, YVDD/YIDD varyanti)
gelebilmektedir®'®, Calismamizda da en sik
rtM204V/l mutasyonlari gértlmustir. Bu mutasyon-
larin tek basina (%34.16) ve gesitli kompensatuvar
mutasyonlarla (%38.31) veya ADV direncinden
sorumlu olan rtA181T/V mutasyonu ile birlikte
(%4.16) oldugu belirlenmistir. Cesitli ¢alismalarda,
¢oklu-baz mutasyonlari igerisinde sonuglarimiza ben-
zer sekilde en sik rtM204V/1+rtL180M birlikteliginin
goruldigu bildirilmis ve bu mutasyonlarin sikhkla
yapisal olarak da birbirine benzer LAM ve Ldt diren-
cine neden oldugu vurgulanmistir®®V, Bu iki pozis-
yonda gorilen mutasyonlarin sonuglarimiza benzer
sekilde tekli mutasyonlar icerisinde de en sik gorilen
bildirilmistir®d,
Calismamizda, toplamda %77 oraninda saptanan

diren¢  mutasyonu oldugu
YMDD mutasyonu, yakin zamanda Saran ve ark.nint*?
yaptigi calismada %83 oraninda belirlenmistir.
Calismada antiviral tedavi alan 131 KHB hastasinda
%9.1 oraninda mutasyon saptanmis ve YMDD ile
birlikte cesitli kompensatuvar mutasyonlar ve ADV
direncinden sorumlu rtN236T mutasyonu bildirilmis-
tir.
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Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, HBV tedavisi
alan 45 hastadaki direng mutasyonlari arastiriimis ve
hastalarin %29’unda ilag direnci ile iligkili mutasyon-
lar saptanmistir. Calismada, sonuglarimiza benzer
sekilde rtM204V/l mutasyonu tek basina %31 ora-
ninda saptanirken, geri kalanina rtL180M ve rtV173L
kompensatuvar  mutasyonlarin  eslik  ettigi
bildirilmistir®®. Sikhkla belirlenen bu rtL180M ve
rtV173L gibi sekonder kompensatuvar mutasyonlarin
viral replikasyon kapasitesini arttirdigi bilinmektedir.
Ozellikle tek bolge primer mutasyon saptanan viriis-
lerle kiyaslandiginda, bu tiir sekonder kompensatu-
var mutasyonlarin mutant virtslere énemli bir avan-
taj sagladigi bildirilmektedir®®. Kirdar ve ark.® bir yil
siireyle LAM tedavisi alan 50 KHB hastasinda direng
mutasyonlarini arastirdiklari calismada, hastalarin
%24’linde primer ve kompensatuvar direngten
sorumlu mutasyonlar saptamistir. Diren¢ mutasyonu
saptadiklari hastalarin yarisinda tek basina YMDD
mutasyonu saptanirken, diger yarisinin ADV direnci
ile kompensatuvar mutasyonlarin birlikte goraldiuga
bildirilmistir. Calismamizda da, hastalarin yaklasik
yarisinda blylik cogunlugu LAM ve Ldt ile birlikte
veya ADV diren¢ mutasyonuna eglik eden kompensa-
tuvar mutasyonlar saptanmistir.

Nikleotid analoglarindan ADV, LAM direngli varyant-
larda etkilidir fakat bes yillik tedavi sonrasinda
%30’luk 6nemli bir direng oranindan s6z edilmekte-
dir. Adefovir direncine neden olan baslica iki mutas-
yon tanimlanmistir. Bunlar HBV polimerazin 236.
(rtN236T) ve 181. (rtA181V/T) pozisyonlarindaki ami-
noasit degisimleriyle sonuglanan mutasyonlardir®®.
Calismamizda, her iki mutasyonun da tespit edildigi
gorialmustdr. Bazi calismalarda, daha 6nce ADV teda-
visi gobrmeyen hastalarda ADV direncinden sorumlu
mutasyonlarin saptandigi da bildirilmistir®), Ancak,
ADV tedavisi almamis bu hastalarda gorilen tekli
rtA181T mutasyonunun ADV vyerine yeni bir LAM
diren¢ mutasyonu olarak da duslnulebilecegi
belirtilmistir®. Ayni sekilde LAM tedavisi almis hasta-
larda saptanan primer olarak LAM/Ldt direncinden
sorumlu rtM204V/I + L180M mutasyonlarinin daha
once ETV almamis hastalarda ETV direncine neden
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olabilecegi vurgulanmistir®®, Dolayisiyla LAM tedavi
uyumlu olup da tedaviye yanitsiz hastalarda ilk sece-
nek olarak 6nerilen ETV kullanimindan 6nce de ¢ap-
raz direncin sorgulanmasinin yararli olacagi
bildirilmektedir®®. Calismamiz uzun sireli geriye
donik bir tarama galismasi oldugundan ve hastalarin
tedavi gegmislerine ulasilamadigindan entekavir
tedavisine baslarken nelerin dikkate alindigina dair
verilere ulagilamamistir.

Dirence karsi genetik bariyeri olduk¢a yiksek olan
entekavir igin, LAM direngli hastalarda daha yiiksek
oranda direng gosterdigi saptanmistir. Cinkld ETV
direnciicin rt1169T, rtS184G, rtS202G/I veya rtM250V
gibi primer olarak ETV direncinden sorumlu mutas-
yonlarin yaninda bir YMDD motif mutasyonuna gerek
duyuldugu belirtilmektedir*”)., Tenofovir direncinden
sorumlu tutulan tipik bir mutasyon bildirilmemekle
birlikte, TNF tedavisi sirasinda gozlenen rtA194T
mutasyonunun TNF direnci ile iliskilendirilebilecegi
belirtiimektedir®¥. Ancak, ADV ile bazi yapisal ben-
zerlikleri nedeniyle iki ilag arasinda potansiyel bir
capraz direng s6z konusudur. Hem ADV direncine yol
acan primer mutasyonlara (rtA181T/V ve/veya
rtN236T) sahip mutant virslerde TNF’'nin in vitro
olarak daha az etkinlik gosterdigi hem de ADV
direncli hastalarda duyarli hastalarla kiyaslandiginda
TNF’nin ¢cok daha az etkili oldugu belirtilmektedir418),
Calismamizda, ETV veya TNF ile primer olarak iligki-
lendirilmis herhangi bir mutasyon saptanmamustir.

Nikleoz(t)id analoglarinin uzun sireli ve yaygin ola-
rak kullanilmasi yillar icerisinde direng mutasyonla-
rinda artisa neden olmustur. Gelisen direncle birlikte
antiviral tedavilerin etkinligi de 6nemli oranda zayif-
lamis, hastaligin yénetimi zorlagmistir®. Niikleoz(t)
id analoglari viral polimeraz geni tarafindan kodlanan
RT enzimini hedef aldigi icin, RT bolgesinde goriilebi-
lecek her tirli mutasyon ilag direnci ile iliskili
olacaktir®. Hazir ticari testler daha énceden iyi belir-
lenmis direng mutasyonlarini saptayabilmekte fakat
olasi yeni mutasyonlar konusunda fikir vermemekte-
dir. Ulkemizde yapilan bir calismada, LAM tedavisi
alan KHB hastalarinda direng mutasyonlari dizi anali-

zi ve ticari hibridizasyon yontemleri ile arastiriimis,
yontemlerin mutasyonlari belirlemedeki perfor-
manslar degerlendirilmistir®®. Libbrecht ve ark.®,
bu iki yontemi karsilastirdiklari ¢alismalarinda, dizi
analizinin primer ve kompensatuvar direnci belirle-
mede duyarliliginin daha disik oldugunu belirtirken,
Aydogan ve ark."®) her iki yontemin de genel olarak
benzer performans sergiledigini bildirmislerdir.

Sonug olarak, ozellikle tedavi yanitsizligi gosteren
uyumlu hastalarda, rutin direnc testleri yaninda dizi
analizi gibi yontemlerle daha 6nce tanimlanmamis
yeni mutasyonlarin arastirilmasi ve buna bagli olarak
tedavi rejimlerinin yeniden planlanmasi daha yararl
olabilir. Bu amagla, HBV diren¢ mutasyonlarinin uzun
sireli ve kalici olarak izlenmesi, tedavi basarisizhig
gibi direng dustinldigi durumlarda daha genis ¢apl
olarak mutasyon analizlerinin yapilmasi ve tedavi
rejimlerinin bu mutasyonlarin varli§ina gore surekli
olarak giincellenmesi akilci bir yaklasim olacaktir.
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