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OZET

Diinya genelinde iki milyar kisi, Hepatit B viriisii (HBV) ile karsilasmistir ve
bunlarin 350 milyonu HBV ile kronik olarak enfektedir. Yenidogan ve ilk 1 yasta
gecirilen enfeksiyon % 90 oraninda kroniklesmekte, bu oran 1-5 yas arasinda % 30’a
inmektedir. Daha eriskin yaglar da ise % 2-5 kroniklesme riski bulunmaktadir. HBV
baslica; vertikal, parenteral, horizontal bulas, medikal islemlerin sebep oldugu
nozokomiyal bulas ve korunmasiz cinsel iligki ile bulagsmaktadir. Kronik hepatit B
tedavisinde giiniimiizde; immiinmodiilatdr ve antiviral etkili pegile-interferonlar ve
oral antiviral ajanlar kullanilmaktadir. Oral antiviral etkili ajanlardan Lamivudin;
HBV replikasyonunu saglayan “revers transkriptaz (RT)” enzimini bloke etmekte,
viriisiin replike olmasini engellemektedir. Bu ¢alismanin amaci, toplumdaki hepatit B
virlisliniin giiniimiizde kronik hepatit B tedavisinde sik olarak kullanilmakta olan
lamivudine olan primer direnci saptamak ve tedaviye lamivudinle baslamanin
etkinligi ve uygunlugunu degerlendirmektedir.

Frrat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali‘na basvuran, herhangi bir antiviral tedavi almamis olan
100 hasta calismaya alinmistir. 78 hasta HBeAg negatif, 22 hasta HBeAg pozitif
saptanmistir. HBeAg pozitifligi, ALT yiiksekligi ve HBVDNA arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyon saptanmistir (p<0,05). Hastalarda primer lamivudin
direnci arastirilmak iizere INNO-LIPA yontemi uygulanmustir. Yalnizca HBeAg
pozitifli§i olan bir hastada rtM204V ve L180M mutasyonunun oldugu diger
hastalarda herhangi bir mutasyon motifinin olmadig1 saptanmistir.

Yoremizde bulunan hepatit B virlisiiniin lamivudine direngli sus olmadig,
tedaviye lamivudin ile baglamanin etkin ve uygun bir tedavi oldugu sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kronik hepatit B, Lamivudin, Primer direng, Innolipa



ABSTRACT

DETECTION NATURAL LAMUVIDINE RESISTANCE BY INNO-LIPA IN
PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS B

Two billion individuals worldwide have exposed to hepatitis B virus (HBV)
and 350 millions of them are chronically infected with HBV. Infection experienced
in newborn period and during the first one year of life becomes chronic in the ratio of
90%, this ratio reduces to 30% between 1-5 years. Risk of chronicity is about 2-5%
in adult age. Main routes for HBV transmission are vertical transmission, parenteral
transmission, horizontal transmission, unprotected sexual intercourse and nosocomial
transmission caused by medical procedures. Pegylated-interferons with
immunomodulatory and antiviral effects and oral antiviral agents are used today for
treatment of chronic hepatitis B. Of oral antiviral agents, lamivudine blocks HBV
replication providing enzyme, reverse transcriptase (RT) and prevents viral
replication. In this study, it was aimed to detect primary resistance to lamivudine
which is a drug often used today for chronic hepatitis B treatment and assess
effectivity and suitability of initiation lamivudine treatment.

One hundred patients who were admitted to Clinical Microbiology and
Infectious Diseases Clinic of Firat University Hospital and who did not receive any
antiviral therapies evaluated for investigate lamivudine resistance. We detected 78
patients HBeAg negative and 22 patient HBeAg positive. We detected statistical
significance correlations with HBeAg positivity, elevated ALT levels and HBVDNA
levels (p<0,05). We used INNO-LIPA test for investigate primary lamivudine
resistance. We observed rtM204V and L180M mutations only one patient who have
HBe positivity.

It was concluded that the hepatitis B virus which is our region is current virus
and lamivudine is effective and suitable drug for treatment of chronic hepatitis B.

Key Words: Chronic hepatitis B, Lamivudine, Primary resistance, Innolipa
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1. GIRIS

Diinya genelinde iki milyar kisi, Hepatit B viriisii (HBV) ile karsilasmis olup
bunlarin 350 milyonu HBV ile kronik olarak enfektedir (1,2). Kronik Hepatit B
enfeksiyonlu hastalarda hayati tehdit eden; karaciger yetmezligi, hepatohiicresel
karsinom (HCC) gibi hastaliklarin goriilme insidansi % 40 olarak belirtilmektedir.
HCC tanis1 alan vakalarm %5—10’una karaciger nakli planlanmakta, her yil 500 bin
kisi HCC nedeniyle kaybedilmektedir (3).

Hepatit B viriisii prevelansi, cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir.
Bati tilkelerinde % 0,1 olan prevelans, baz1 Asya ve Afrika iilkelerinde % 15°dir (4).
Bu oranin farklh cografik alanlarda farkli olmasi, bulas sekli ve viriisiin alindig1 yasla
iliskilidir.

Hepatit B viriis enfeksiyonunda, bulas yasi arttikca kroniklesme riski
azalmaktadir. Yenidogan ve ilk 1 yasta gecirilen enfeksiyon % 90 oraninda
kroniklesmekte, bu oran 1-5 yas arasinda % 30’a inmektedir. Eriskin yaslar da ise %
2-5 kroniklesme riski bulunmaktadir (5).

Kronik HBV, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde ¢ok 6nemli bir halk sagligi
sorunu  olmaya devam etmektedir. Ulkemizde HBV tasiyicihgy %3,9-12,5
oranindadir. Ulkemiz orta endemisite bdlgesi igerisinde yer almaktadir (6,7).

Hepatit B viriisii’nin baslica bulas yollarini; vertikal bulas (anneden ¢ocuga),
parenteral bulas (kan ve kan iriinleri, intravendz ila¢ kullanimi), horizontal bulag
(hijyen aligkanliklari, ortak dis fircas1 kullanimi), korunmasiz cinsel iligski ve medikal
islemlerin sebep oldugu nozokomiyal bulas olusturmaktadir (8,9).

Risk gruplarini; enfekte olan kisiyle korunmasiz cinsel iliskide bulunan kisiler,
birden fazla cinsel partneri olan kisiler, cinsel yolla bulasan bagka hastalik oykiisii
olanlar, homoseksiiel erkekler, intravendz madde kullanimi 6ykiisii olanlar, kronik
hasta ile ayn1 evde yasayanlar, enfekte anneden doganlar bebekler, saglik calisanlar1
ve hemodiyaliz hastalar1 olusturmaktadir.

Yapilan calismalarda; tiikiiriik, semen, anne siitii, idrar, pankreas ve safra
sekresyonlarinda hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) oldugu gosterilmis ve horizontal

bulasin 6nemi vurgulanmistir (10-14).



Glinlimiizde Hepatit B’yi 0nlemek icin glivenli asilar gelistirilmis ve bu
asilar % 90-95 oraninda etkin bulunmustur. Halen doksandan fazla iilkede,
yenidoganlarin asilanmasi rutin olarak yapilmaktadir (15).

Hepatit B viriisii enfeksiyonu bagladiktan sonra hastalarmm immiin sisteminde
yeterli ve etkili yanit gelismediginde, viriis karacigerden temizlenememekte ve
kronik hastalik meydana gelmektedir.

Kronik hepatit B tanisi; hastalarn uygun anamnez ve fizik muayene
bulgulariyla beraber serolojik olarak hepatit B’ye yonelik antijen ve antikorlarin
degerlendirilmesi ile HBV DNA diizeyinin molekiiler yontemlerle saptanmasina
dayanmaktadir.

Kronik hepatit B tedavisinde giinlimiizde; immiinmodiilator ve antiviral etkili
pegile interferonlar ve oral antiviral ajanlar kullanilmaktadir. Lamivudin (beta- L-
2’,3’-dideoksi thiacitidine), kronik hepatit B tedavisinde oral olarak kullanilan ilk
niikleozid analogudur. Hastalar tarafindan 1yi tolere edilir ve kullanimimi kisitlayacak
onemli ve sik goriilen yan etkileri de yoktur. Lamivudin; HBV replikasyonunu
saglayan “’revers transkriptaz (RT)’’ enzimini bloke ederek, viriisiin replike olmasini
engellemektedir. En 6nemli dezavantaji; tedavi siiresinin kesin olmamasi ve direngli
suslarin olugsmasina neden olmasidir (16).

Yapilan c¢alismalarda; onceden lamivudin tedavisi almamis olan kronik
hepatit B (KHB)’li hastalarda, viral genomda tirozin-metiyonin-aspartat-aspartat
(YMDD) mutasyonu oldugu gosterilmistir (17,18). Bu sonuglar, direngli mutant
suslarin toplumda dolastigin1 ve bu direngli susla yeni enfeksiyonlar gelisebilecegini
diistindiirmektedir.

Bu c¢alismada; Firat Universitesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigi’ne bagvuran, kronik hepatit B ye yonelik herhangi bir
antiviral tedavi almamis olan hastalardaki lamivudin direncinin arastirilmasi

amaclanmistir.
1.1. Genel Bilgiler

Hepatit B viriisii; hepadnaviridae ailesine ait bir viriistiir. Sadece insan ve
sempanzelerin karacigerinde enfeksiyon yapmaktadir. HBV ilk defa 1965 yilinda

Blumberg ve arkadaslar1 tarafindan “Avustralya Antijeni-Au” adi verilen bir serum



proteini olarak rapor edilmistir.1980°1i yillarda serolojik ve molekiiler yontemler

tanisal amagh kullanilmistir.
1.2. Epidemiyoloji

Diinyanin her yerinde, HBV ile enfekte bireyler bulunuyor olsa da; HBV
ozellikle Asya Giliney Pasifik, Sahra alt1 Afrika’ lilarda, Avustralya’da, Alaska,
Kuzey Kanada’da, Giiney Amerika ve Orta Dogu da endemiktir (19).

Hepatit B viriisii’nin dort ana bulas yolu vardir:

a ) Perkiitan bulas: Enfekte kan ve kan {irlinleri ile meydana gelen bulas
tiiridiir. HBeAg pozitif olan tastyicilar, agik yaralariyla gevreye 107 viral partikiil
sacarlar ve bu viral partikiiller uzun siire dis ortamda canli kalabilirler (20-21).

b ) Cinsel temas: Enfekte kisi ile korunmasiz cinsel aktivite ile bulasir.
Birden fazla cinsel partneri olanlar cinsel yolla bulas i¢in risk olusturmaktadir.

¢ ) Perinatal (vertikal yol - enfekte anneden yenidogana bulas): HBeAg
pozitif anneden dogan bebek, %70-90 enfekte olur, enfeksiyon % 90 oraninda
kroniklesir

d ) Horizontal bulas: Cesitli viicut sivilarinda HBsAg bulunmustur. Plevra
ve peritonda serumdaki kadar virion vardir. Tikiiriik ve semende, serumun yarisi
kadar virion vardir.

Kronik hepatit B (KHB)’nin Diinya’daki dagilimi cografi bolgelere gore
farklilik gostermektedir. HBsAg pozitifligi diinya genelinde % 0,1-20 oranindadir.
Diinya diisiik orta ve yiiksek endemisite bolgelerine ayrilmistir.

a)Diisiik endemisite bolgesinde, HBsAg pozitifligi oran1 %0,1-2 dir. Baslica
bulas yolu; cinsel iliski ve perkiitan bulastir.

b)Orta endemisite bolgesinde, enfeksiyon riski %2-5 oranindadir. Baslica
bulas yolu; perkiitan ve horizontal yoldur.

d)Yiiksek endemisite bolgesinde ise; HBsAg pozitifligi oram % 5-20
oranindadir. Maternal, perinatal ve horizontal bulas ana bulas yollaridir.

Ulkemiz orta endemisite bdlgesinde yer almaktadir. Ulkemizde baskim olan

genotip ise genotip D’dir (20) .



1.3. Etyoloji

1.3.1. HB V Genomu

Hepatit B viriisii; kiiclik zarfli bir DNA virilisiidiir. Viral genom 3200
niikleotidden olusan, kismen ¢ift sarmalli (~%70) cembersel bir DNA’dan olusur ve
ikozahedral simetrili bir kapsid i¢inde bulunur. Bunun disinda da, ii¢ farkl yiizey
antijeni iceren, lipid yapili bir zarf bulunmaktadir. Zarfli bir viriis olmasina ragmen
eter, diisiik pH, 1s1, dondurma ve ¢6zmeye oldukga direnglidir. DNA viriisii olmasina
ragmen, Revers transkriptaz (RT) enzimi kodlar ve RNA aracisi iizerinden replike
olur (22,23).

Hepatit B viriisii genomunda, dort agik okuma bolgesi (ORF) bulunmaktadir.
Bu agik okuma bdolgeleri Zarf (pre-S/S), kor (pre-C/C), polimeraz ve X proteinlerini
kodlar. HBV genomunun her niikleotidi bir kodlama bolgesidir. Genomun yarisindan
fazlas1 bir ORF’den fazla translasyon yapmaktadir. Pre-S/S ORF’ de; pre-Sl, pre-S2
ve S bolgeleri bulunmaktadir ve sirasiyla biiyiik (L), orta (M) ve kiiciik (S) zarf
proteinlerini kodlar. L proteini viriis maturasyonu i¢in temel yapilardan biridir ve
viriis ile hiicre arasindaki etkilesimi saglar. Her ili¢ zarf proteininin de karboksi
terminalindeki 225 aminoasiti ortak olup ti¢ii de, S alaninde yer alan sistein gruplar1
arasinda olusan ve disiilfit baglariyla stabilize edilen, glikoz ile tip 2 transmembran
proteini 6zelligi gosterirler (24).

42 nm’lik Dane partikiilinde her 3 bilesen de yer alir. S bileseni virion
zarfindaki ana protein olup, L ve M bilesenleri virion zarfindaki proteinlerin % 30
kadarmi olusturmakta ve ikisi esit miktarlarda bulunmaktadir. Bu yiizey antijenleri
enfekte olan hiicrelerden enfektif virionlarla birlikte, fakat onlardan yaklasik olarak
100 kat daha fazla salinan non-enfektif flament6z ve sferik yiizey antijenlerinin de
yapisini olustururlar (22, 23).

Pre-core/core ORF ise; baslangic kodonuna gore iki gen icermektedir.
Translasyon Pre-core kodonundan basladiginda, daha sonra modifikasyonla hepatit B
virlisii (zarf-envelope) e antijenin (HBeAg) olustugu prekor polipeptid olusur.
Sentezlenen iiriiniin proteolizi ile olusan HBeAg’nin ilk boliimii, tiim molekiiliin
endoplazmik retikuluma salgilanmasinda gorev alir. Golgi aygitinda, bu molekiiliin

karboksi terminalinden 29 aminoasit ayrilmasi ile HBeAg olgunlasir ve kana salinir.



Pre-C/C ORF de ikinci baslangi¢ kodonundan itibaren translasyon olursa kor
proteini (HBcAg) olusur (24).
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Sekil 1. HBV’ nun genomik organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar (46)

1970’11 ve 1980’11 yillarda yapilan calismalarla; HBeAg’'nin, HBV DNA
polimeraz aktivitesi ve infektivite ile ilgili oldugu gosterilmistir. Fakat gectigimiz
dekatda yapilan hassas tanisal molekiiler testlerle, HBeAg negatif hastalarda HBV
DNA saptanmistir. Ayrica calismalarin ¢ogunda prekor stop kodon mutasyonu
oldugu gosterilmistir (22,23).

Polimeraz ORF kor, zarf, X ORF’lerini kapsar. Polimeraz protein primer,
baglant1 bolgesi (spacer), revers transkriptaz, DNA polimeraz, RNazH icermektedir.

HBx protein ise, giiclii bir transkripsiyon transaktivatoriidiir (24-26).
1.3.1.1. HBV Replikasyon Dongiisii

1.3.1.2. Tutunma ve Fiizyon
Replikasyon, viriisiin hepatosite tutunmasi ile baslar. HBV’nin insan

karaciger hiicrelerine tutunma ve giris i¢in kullandig1 ylizey proteinleri, heniiz



bilinmemektedir. Ancak LHBs Ag’nin amino terminalinde bulunan pre-S1
bolgesinin hedef hiicreye tutunmada en Onemli goreve sahip epitoplar1 icerdigi
saptanmistir (26). Ayrica HBV zarf proteinlerini baglayan c¢esitli hiicresel ligandlar
da tespit edilmistir. Viral alt tiplere gore 109 ya da 120 aminoasit biiyiikliigiinde olan
pre-S1 bolgesinde, tutunma aktivitesinden sorumlu kisim 21-47. aminoasitler olarak
tanimlanmis ve tutunma icin bu bdlgenin var olmasmin yeterli ve gerekli oldugu
anlasilmistir. Daha sonra yapilan mutagenez calismalarinda; LHBs antijeninin
icerisinde hiicreye tutunmada kritik rol oynayan, QLDPAF dizisi tanimlanmistir. Bu
dizi baska bir¢ok viriis, bakteri ve mikroorganizmanin yapisinda olup, ayn1 amagla
kullanilmaktadir. HBV’nin, doku ve organ 6zgiilligiiniin belirlenmesinde ise, geri
kalan pre-S1 kisimlarmin etkili oldugu bilinmektedir. X proteininde pre-S1’e benzer
bir epitopun bulunmasi ve bu bdlgenin de benzer sekilde QLDPAR dizisi igermesi, X
proteininin de tutunmada rol aldigini akla getirmektedir. Ancak in-vitro ¢alismalarda
virlisiin karaciger hiicresine tutunmasinda tiim ylizey proteinlerinin ayni derecede
aktivite gosterdigi de goriilmiistiir (24, 27,28).

Bir sonraki asamada; viriis zarfi ve hiicre membrani arasinda flizyon meydana
gelir ve niikleokapsid sitoplazmaya salinir. Sitoplazmada enzimatik yollarla kapsid
parcalanir ve viral genomik DNA ve polimeraz c¢ekirdege tasmir. Zarftan soyunma

ve niikleer alana ilerleme net olarak bilinmemektedir (24).

1.3.1.3. Viral Gen Ekspresyonu

Viral genomik DNA’nin sentezi i¢in revers transkriptaz, pre-genomik
RNA’nin 5’ucuna baglanir ve bu kompleks niikleokapsid i¢ine paketlenir; boylece
niikleokapsid i¢inde revers transkripsiyon ve viral DNA’nin sentezi baglar. Revers
transkriptaz, bir primer gibi davranir. Negatif iplikli DNA olustuktan sonra revers
transkriptaz enzimi, RNaz H aktivitesi ile pre-genomik RNA’y1 pargalar ve pozitif
ipligin sentezine baslar.

Niikleokapsid partikiilleri, kismi ¢ift iplikli DNA molekiilii olustugunda
endoplazmik retikulum icerisinde tomurcuklanarak, zarf yapilarmi kazanmalarina
imkan saglayacak olgunlasma siirecine girerler. Olusan niikleokapsidlerin bir kismi
hiicre ¢ekirdegine geri donerek cccDNA kopya havuzunu artirmak i¢in gorev alirlar
(29,30).

Ozyapi(kor) proteinlerinin; LHBs Ag amino terminali kismina baglanmalari,



partikiillerin endoplazmik retikulumdan tomurcuklanmasma neden olur. Ug zarf
proteinini de iceren virionlar, endoplazmik retikulumdan golgi kompleksine tasinir.
Bu esnada, zarf proteinlerinin glikozilasyonu tamamlanir ve olgun virion kan

dolasgimina salinir (29, 30).
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Sekil 2. Viral gen ekspresyonu (22)

1.3.1.4. cccDNA’NIN Olusumu ve HBV Enfeksiyonu Persistansindaki
Rolii

Hepatit B viriisii virionlari, baskin olarak, tiim negatif iplik ve kismen
tamamlanmis olan pozitif iplikli ¢gembersel DNA ( relaxed circular DNA- rcDNA)
genomu tasir. Kendi kendine hazirlik mekanizmasi ile olusmus az miktarda lineer
DNA’da, virion igerisinde bulunabilir. Replikasyon dongiisiiniin baglamas1 ile bu iki
form DNA cccDNA’ya doniistiiriiliir. Genom replikasyonunun ilk ve en Onemli
asamas1 burasidir. Virlisiin hepatosite inokiilasyonundan sonraki ilk 24 saatte
olmaktadir. Negatif DNA ipligine kovalent olarak baglanan revers transkriptaz
yerinden ayrilarak pozitif iplik¢ik tamamlanmakta, daha sonra bu iki zincirin
ligasyon reaksiyonu ile birbirine baglanmasi ile cccDNA olusmaktadir (24).

Kovalent bagli sirkiiler DNA, HBV’nin hepatositlerde kalisinda etkili olan

molekiildiir ve antiviral tedavi sonrasinda izlenen viral reaktivasyonlardan



sorumludur (24, 31). Nikleer membrandan viral DNA’nin cekirdege ulasmasi
sonrasinda, virlise ait transkriptazlar ve hiicresel RNA polimerazlar tarafindan
cccDNA olusumu baglatilmaktadir. cccDNA; pregenomik RNA ve messenger RNA
icin kalip olur. 3.5 kb biiytikliigiindeki pregenomik RNA; hem HBVDNA ’nin negatif
iplik¢iginin revers transkripsiyonla tamamlanmasi i¢in kalip gorevi goriir, hem de
niikleokapsid proteinlerinin {liretimi ve polimeraz proteinlerinin {iretimi i¢in
messenger RNA gibi gorev alir (24).

Kovalent bagl sirkiiler DNA olusumu i¢in iki kaynak bulunmaktadir;
bunlardan biri hepatosite yeni virlisiin girmesi, digeri ise hepatosit sitoplazmasinda
olusan yeni HBVDNA’dir. cccDNA’nin yar1 émrii ¢ok uzundur ve cccDNA’nin
kaybi hepatositlerin kaybiyla iliskili gériinmektedir (32).

Bir¢ok antiviral ajan uzun zamandan beri ¢alisilmaktadir. Ancak su ana kadar
yapilan ¢caligmalarin sonuglarina gore; antiviral etkili ajanlarin, cccDNA {izerine ¢ok
az etkisinin oldugu veya higbir etkisinin olmadig1 tahmin edilmektedir. Bu nedenle

antiviral tedavi kesildikten sonra serumda HBVDNA tekrar hizla yiikselmektedir.

1.3.2. HBV Genotipleri

A’dan H’ye toplam sekiz hepatit B genotipi bulunmaktadir. Cografik
bolgelere gore genotipler farklilik gostermektedir. Farkli genotiplerle; farkl klinik
seyir ve farkli sonuglar gdzlenmektedir. Ornegin; genotip B ve C Asya’da sik
gozlenirken, Genotip A ve D Avrupa, Ortadogu ve Hindistan’da siktir. HBV genotip
C enfeksiyonu olan ¢ocuklarda, genotip B ile enfeksiyonu olanlara gore daha yavas

HBeAg serokonversiyonu gozlendigi bildirilmistir (33).

1.3.3. HBV Mutantlan

Hepatit B viriisii genomu, RNA aracili revers transkripsiyonla replike
olmaktadir. Ilaglar ya da immiin sistem tarafindan replikasyon baskilanmadig:
takdirde, giinde yaklasik 10" virion meydana gelmektedir. Revers transkriptaz
enziminin diizeltici fonksiyonunun olmamasi ile bu yiiksek virion iiretimi bir araya
geldiginde, replikasyonda fazla miktarda hatanin olusabilmesine neden olmaktadir.
Hepatit B viriisii polimerazinin yillik hata oraninm, niikleotid basina 1,4-5/10.000
oldugu hesaplanmistir (24). Bu mutasyonlar; mutant viriise, vahsi (wild) tip viriise
gore daha fazla immiin yanittan kagabilme ve daha fazla replikasyon yapabilme

yetenegi saglamasiyla susun baskin sus halini almasina neden olmaktadir (34).



1.3.3.1. Prekor Mutasyonlar

Prekor bolgesi, 87 niikleotid (29 aminoasit) icermektedir. En baskin olan
mutasyon,1896. niikleotidde (A1896) triptofan kodlayan 28. kodon olan TGG
kodonunda, sondaki guaninin adenine degisimi ile TGA stop kodonunun olugmasidir.
Bu mutasyonla; prekor protein,28. kodonda erkenden sonlanir ve HBeAg iiretimi
engellenir. Bu stop kodonu, HBeAg ekspresyonunu durdurmaktadir. Buna ragmen
HBYV kor antijen iiretimi ve HBV replikasyonu devam etmektedir (34,35).

Diger bir mutasyon grubu da; bazal kor promotor bolgesini etkilemekte ve
prekor ve kor RNA’larmin transkripsiyonunda azalma seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
A1762T ve G1764A seklinde olusan bu mutasyonlarin ikisi birlikte oldugunda, HBe
antijeni sentezi azalmakta ve viral yiikte artis gozlenmektedir. Digerinin aksine; bu
mutasyon tipi, genotip A ile enfekte kisilerde daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Bazal kor
promotor bdlgesinde olusan mutasyonlar, daha az prekor ve kor transkriptinin ve kor
proteininin  olugsmasma neden olmaktadirlar. Ancak pregenomik RNA
transkripsiyonunu ya da polimeraz / kor proteinlerinin translasyonunu etkilemezler
(34,35).

AlI896 mutasyon prevelansindaki cografi farklilik, baskin olan HBV genotipi
ile ilgilidir. Cinkii bu mutasyon sadece HBV genotip B, C, D, E baz1 C
genotiplerinde 1858 (T1858) pozisyonunda T niikleotidi olmasi durumunda
goriilmektedir. 1896. niikleotidle ayn1 bolgede 1858. pozisyonda bulunan niikleotidin
baz ¢ifti olusturduklari, bu yapmin da viriisiin replikasyonunda gorev aldigi
bilinmektedir. Mutasyon sonucu olusan stop kodon, A-T baz ¢ifti olusturarak
fonksiyonel sekonder yapiy1 stabilize etmektedir. A, F ve baz1 C genotiplerinde ise;
bu pozisyonda, timidin yerine sitozin bulunmakta, bu nedenle prekor stop kodonu
mutasyonu bu genotiplerde nadiren izlenmektedir (35).

AlI896 mutant suslar; ilk defa kronik aktif ve ya fulminan hepatitli hastalarda
saptanmistir (35). Mutant suslarin sec¢ilmesi; baslangicta mutant olan susun, Anti
HBe antikorlarmin immiin cevabindan ka¢gma yetene§i olarak degerlendirilse de
AlI896 mutantlarinin asemptomatik tasiyicilarda da olabildigi gosterilmistir. Ancak,
Al896 mutasyonunun patojenik dnemi hala net olarak tanimlanamamaistir (36).

Molekiiler ~ viroloji  calismalariyla G-A  mutasyonunun pregenom,

enkapsidasyon dizisinin ikincil giliglenmesini sagladigi, Wild tiple kiyaslandiginda,



T1858 iceren HBV genotiplerinde daha etkin replikasyon yaptigi gozlenmistir.
Bununla beraber; yapilan klinik ¢alismalarda Al896 mutant suslarda HBV DNA
diizeylerinin, vahsi tip HBV suslarindan yiiksek olmadigi saptanmistir (36).

Kor geninde izlenen mutasyonlar ve prekor stop kodonu mutasyonlarmin
varligi; HBe antijeni sentezi ve karacigerde devam eden hastaliginin aktivitesi ile
iliskilidir (37).

Onceleri, HBeAg negatif hastalarda klinik persistans ve aktif karaciger
hastaliginin nadir oldugu diisiiniilmekteyken, son zamanlarda sikliginin artmakta
oldugu gozlenmistir. Avrupa’da bir¢ok arastirmaci, HBeAg negatif KHB’nin,
HBeAg pozitif KHB’ye gore daha fazla olduguna inanmaktadir. Bu da, Al896

mutant susun, vahsi tipten daha fazla oldugunu diistindiirmektedir.

1.3.3.2. X Bolgesi Mutasyonlar:

Bazal kor promotor bdlgesinin X geni ile ¢akigsmasindan dolay1; A1762T ve
G1764A kor promotor mutasyonlari, X geninde de degisikliklere sebep olur. Bazal
kor promotor bolgesinde izlenen tiim delesyon ve insersiyonlar, X geninde c¢erceve
kaymasi olusturarak, dalli ve kisa X proteinlerinin sentezlenmesine sebep olmaktadir.
Olusan mutant X proteinleri, HBx antijeninin gosterdigi transaktivasyon aktivitesini

gostermemektedirler (24).

1.3.3.3. S Mutasyonlar

HBV genomunun en yiiksek diizeyde heterojenlik izlenen bolgesi, pre-S
bolgesidir. Pre-S2 proteinlerini sentezlemeyen viriisler, 6zellikle asemptomatik
tastyicilarda, baskin popiilasyonlar olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Polimeraz
proteininin baglayici, bosluk birakici bolgesiyle cakisan pre-S2 bolgesi nedeniyle,
bolgede olusan mutasyonlar enzim aktivitesinde ©Onemli degisikliklere neden
olmaktadir (24).

Giliniimiizde uygulanan bir¢ok Hepatit B asisi, HBs antijenini tagimakta,
proteinin 99-170. pozisyonlarinda yerlesen major hidrofobik bdlgeye karst olusan
immiin yanit, bagisiklig1 saglamaktadir. Yiizey antijeninin 144. ve 145.
pozisyonlarinda meydana gelen mutasyonlar as1 basarisizligi ile iliskilendirilmektedir

(24).

10



Hepatit B viriisii S geni mutasyonu, asiya ragmen HBV enfeksiyonlu anneden
dogan bebeklerde (38,39) ve HBIG ile profilaksiye ragmen HBV reenfeksiyonu

gelisen karaciger transplant alicilarinda gosterilmistir (40,41).

1.3.3.4. Polimeraz Bolgesi Mutasyonlar

Polimeraz geni 3.5 kb RNA’ dan sentezlenmektedir. 845 aminoasitten
meydana gelmektedir. Polimeraz protein primer, baglant1 bolgesi (spacer), revers
transkriptaz, DNA polimeraz, RNazH icermektedir.

Kronik hepatit B tedavisinde niikleotid/niikleozid analoglarmnin kullanilmaya
baslanmasiyla, polimeraz bdlgesinin 6nemi anlasiimaya baslanmustir. Ilag tedavisine
direng gosteren bu virlislerde, polimeraz bdlgesinde mutasyon oldugu ortaya
koyulmustur. Bu mutasyonla, tedavi sonunda mutant viriisler, diger viriislerin
arasindan se¢ilmekte, baskin tiir halini almaktadir (24).

HBY Polymerase Domains

Terminal protein ~ Spacer POLIRT RNaseH

1 183 349 (1) YH {rt 344 B45aa
G F B C D E

A

K - i g [ 5
| — — — — — —

aa 24-36 a3 3747 aa 75490 aa 159-182 éa 200-210 a3 230-241 aa 247-257

a3, amino acid; pol. polymerase; i, reverse franscripiase.
Sekil 3. Polimeraz proteininin yapisi

Kronik hepatit B tedavisinde HBV polimeraz/reverse transkriptaz (rt) geni tek
hedeftir. Bu nedenle bu hastalarda antiviral diren¢ 6nemli sorunlardan biridir.

Kronik hepatit B tedavisi i¢in gelistirilmis olan antiviraller Niikleoz(t)id
analoglaridir.
Ancak bu antiviral ajanlar kendi iclerinde alt gruplara ayrilmaktadir (42) .

1. L-niikleozid analoglari: Lamivudin (LMV), Emtrisitabine (FTC),
Telbivudin (LdT) ve Klevudin (CLD);

2. Asiklik fosfanatlar: Adefovir (ADV) ve Tenofovir (TFV);

3. Siklopentan halkasi iceren grup: Entekavir (ETV).

Bu kimyasal klasifikasyon etki paterni ve ila¢ direnci yolu acisindan

Onemlidir.
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[lag direncinin arastirilmasi icin baz1 belirtegler vardir;

1. Tedavisini diizenli alan ve tedaviye yanit veren bir hastada iki ay arayla
alinan iki serum 6rneginde viral ytlikte 1.0 log10 [U/ml artig olmasi

2. Niikleoz(t)id analoglar1 bilinen genotipik markerlarmin HBV polimeraz
geninde gosterilmesi
Iki tip mutasyon gosterilmistir.

* Primer diren¢ mutasyonlar1 (rtM204V/I, rtN236T)

* Sekonder/kompensatuvar mutasyonlar (rtL80V/I, rtL180M);

3. Serum ALT diizeyinde artis olmasi

4. Klinik kotiilesme olmasi

Ik bulgu virolojik direnci, ikinci bulgu genotipik direnci ve ii¢ ve dordiincii
bulgu ise klinik direnci gostermektedir (42).

HBV de tedavi yanitsizligina yol agan polimeraz genindeki primer direng

mutasyon noktalar1 Sekil 4° de gdsterilmektedir.

Terminal
Protein

Spacer POL/RT RNaseH
183 349 (rt1)

692 (rt 344) 845aa.
F_V_LLAG YMDD

{G) (F) A B C D E
— T H — |
LMV Resistance rrAIBITV  rtM204VN
L-dT Resistance rtA1BATAY rtM2041
ADV Resistance tAIBITIV rtN236T
TDF Resistance rtATBATV rtA194T rtM204V/ rtN263T
ETV Resistance rti169T rtL180M riT1 84S AVLIGICM

rtS202C/G/ rtM204V  rtM2501/V
Sekil 4. Polimeraz geni ve direng mutasyon noktalar1 (42).

1. L-niikleozid yolu (rtM204V/I); Bu mutasyon viral polimerazin C alaninda
bulunmaktadir. rtM204V/I; YMDD mutasyonu olarak adlandirilmakta ve lamivudin,
embtrisitabin, telbivudin ve klevudin tedavisi ile rtM204V/I mutant suslar
secilmektedir.

C alanmin rt203-rt206 kodonlarint olusturan tirozin (Y), metiyonin (M),
aspartat (D), aspartat (D) motifinde olusan mutasyonlar ve 204. pozisyondaki
metiyonin aminoasitinin baska bir aminoasit ile degisimine sebep olan mutasyonlar
YMDD mutasyon motifi igerisinde yer almaktadir. Diger mutasyon tiirleri ise YIDD

(Tirozin-izoldsin-Aspartat-Aspartat) ve YVDD (Tirozin-Valin-Aspartat-Aspartat) dir.
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Ikinci mutasyon daha {ist taraftaki B alaninda bulunan rtL180M, kismi
dirence yol acarken, 1tM204V ile beraber daha yiiksek dirence sebep olmaktadir.
Lamivudin almis olan hastalarda entekavir direnci de gozlenebilir (42).

2. Asiklik fosfanat yolu (rtN236T); Adefovir ve Tenofovir tedavisi ile
rtN236T HBYV tiirtimsiileri se¢ilmektedir. Viral polimerazin D alaninda bulunmakta
olan rtN236T invitro olarak 5-10 kat direng artisina yol agmaktadir (42).

Tenofovir i¢cin HIV/HBV koenfekte olan hastalarda lamivudin ve
emtrisitabine kombine tedavilerle yapilan caligmalarda, rtA194T mutasyonunun
dirence neden oldugu gosterilmistir. Tek basina tenofovirle yapilan ¢aligmalarda
heniiz direng saptanmamaistir (42).

3. Ortak yol (rtA181T/V); Hem L- niikleozid hem de asiklik fosfanatlarla
tedavi sonrasi rtAl81T/V HBV tiriimsiileri olusmaktadir. Bu direng noktasi,
adefovir tedavi basarisizliginda %40 ve lamivudin tedavi basarisizlifinda %35 den
az goriilmektedir (42).

4. Naiv entekavir diren¢ noktasi; Entekavir direncine HBV polimerazin B
alam (rtT184G, rtl169T), C alam1 (1tS202G/I) ve E alanindaki (rtM250V)
mutasyonlar neden olmaktadir. rtL180M + rtM204V mutasyonlarma ilave olarak
rtT184, S202 ve ya M250 kodon degisikliklerinden biri gozlenmektedir. Direncin
gelisebilmesi i¢in iic mutasyon gerektiginden dolay1 entekavir ¢ok diisiik direng
profiline sahiptir (42).

5. Coklu ila¢ direnci gelisme yollari; Kompleks bir patern ve HBV

polimerazda mutasyon kiimeleri olmasi gerekmektedir (42).

Primary Resistance Mutations: The Important Codons

B-domain 169 C-domain 202
180 204
181
184
D-domain 236 E-domain 250
TOTAL &

168 180 181 184 202 204 236 250
Proposed Key Pathways:

L-NUCLEOSIDES (LWV, LdT]
= MIM204VA C 1 i Luv-Expusenced
- fIN236T ACYCLIC PHOSPHONATES (ADV, TOF}
. RATBITIV SHARED

+ rtL150M-+rtM204V+T184 or 5202 or M250 ———————»  ETV (naivea)
* A 181 Terl23IVHrtNzIaT srtM2s0L —= MDA

Sekil 5. Polimeraz geninde direng gozlenen alanlar (42).
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1.4. Hepatit B’nin Patogenezi

Hepatit B viriisii iligkili karaciger hastaliginin patogenezi, immiin aracili
mekanizmalara bagli oldugundan dolay1 oldukca genistir. Bununla beraber; bazi

durumlarda HBV karacigere direkt sitopatik etkili olabilir.
1.4.1. immiin Aracih Karaciger Hasan

Hepatit B viriisii direkt sitopatik etkili bir viris degildir. HBV virlist,
karacigerde nekroinflamatuvar lenfomononukleer hiicre infiltrasyonu ve kupffer
hiicre hiperplazisine neden olmaktadir (43,44).

Akut viral enfeksiyonlu hastalarda; hepatit B viriisiiniin, zarf, kor ve
polimeraz proteinleri gibi HBV antijenine karsi gelisen, multispesifik, poliklonal,
sitotoksik T hiicre yanit1 ile viral temizlenmein basariyla saglandigi gosterilmistir
(43-45).

Ayrica sitotoksik T hiicre (CTL) yanitina ek olarak, hepatit B viriisiine 6zgiil
T helper hiicre yanit1 da gelisir. Yani; HBV enfeksiyonun seyri giiclii ve etkili
hiicresel immiin yanita baghdir (46). Bu yanitin zayif oldugu ve ya olmadigi
durumlarda viriis temizlenemez ve hastalik kronik hale doner (43, 44).

Enfeksiyonun erken fazinda; tip 1 IFN alfa {iretimi, dogal oldiiriicii (NK)
hiicre aktivasyonunda ve IFN gama iireten CD8" T hiicre sayisinda artis oldugu
gosterilmistir (47,48). Tip 1 IFN gama iiretimi, direkt olarak HBV ile indiklenir.
Akut hepatitte, karacigerde IFN gama iireten hiicre varligi, HBV’nin Tip 1 IFN gama
icin giiclii bir uyarici oldugunu diisiindiirmektedir (46).

Akut hepatitin erken doneminde IFN gama ve tiimor nekroz faktor alfa
(TNFa) ve NK hiicreleri 6nemli bir role sahiptir. NK-T hiicrelerinin; IFN gama
iireterek viral replikasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (49). CTL antiviral aktivitesi,
tip 1 inflamatuvar sitokinlerin iiretimi ile sitolitik olmayan mekanizmayla baslar (50).
Bu sitokinlerin aktivasyonuyla ilk olarak; hepatositte viral niikleokapsid
partikiillerinin olusumunun inhibisyonu ve replike olan viral genomun eliminasyonu
saglanir, ikinci olarak viral RNA’nm post transkripsiyonel down regiilasyonu
etkilenir. Eger HBV; IFN gama gibi antiviral sitokinlerin lokal tiretimini indiiklerse,

o zaman spesifik olmayan immiin yanitla viral temizlenme saglanabilir (46).
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Akut, kendini sinirlayan hepatit B enfeksiyonunda; HBV replikasyon ve
maturasyonuna karsi karacigerden IFN gama ve TNF-a {iretimi olur (51). Bundan
kisa bir siire sonra da, adaptif immiin yanitin aktivasyonu gozlenir. Adaptif immiin
yanitin aktivasyonu, diisiik titrede HBV iceren karaciger hiicrelerinin lizisine neden
olur (52).

Akut hepatit B’de konagin immiin yanit1 tam ise ciddi hepatosit hasar1 gelisir
ve bunun sonucu olarak transaminazlarda ytikselme gozlenir (47).

Kronik hepatit B'nin akut alevlenmesi; ¢ogunlukla HBeAg pozitif olan
hastalarda gozlenir (53). Karaciger hastaliginin ilerlemesine ve ciddi vakalarda
karaciger yetmezligine neden olmaktadir. Akut alevlenmeler; kendiliginden ve ya
konagin immiin durumunu degistiren tedaviler ile olabilmektedir (46). Yani kronik
hepatit B’nin akut alevlenmesi, immiin yanitla HBV arasindaki dengenin
bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan calismalarda, akut alevlenmelerde HBcAg
ve HBeAg’ye kars1 artan bir T hiicre yanit1 oldugu gosterilmistir (54).

Akut alevlenmeden Once, viral niikleotid degisikliklerinin eslik ettigi viral
replikasyonda dalgalanmalar gozlenmekte, bu da konagin viriise toleransinda
dengenin bozulmasina neden olmaktadir (55). Kronik hepatit B’nin akut
alevlenmesinden sonra, HBV genomunda 6zellikle kor, kor-promotor ve polimeraz
genlerinde varyasyonlar gdsterilmistir (56). Bununla beraber; akut alevlenmede viral
genomun %50’sinde degisiklik olmamaktadir. Akut alevlenme sonrasi ortaya ¢ikan
varyantlarin replikasyon potansiyeli artmis degildir. Ancak olusan yeni HBV
varyantlary; akut alevlenme Oncesi olan susla aynmi olabilirken, konagin immiin
yanitindan kacabilen yeni varyantlar da meydana gelmis olabilir. Yapilan
calismalarin sonuglarma gore; kronik hepatitin ilk akut alevlenmesinde, alevlenme
oncesi viral genomda varyasyon olmasi nadirdir ve bu genomik varyasyon akut
alevlenmeye neden olmamaktadir.

Hepatit B viriisiiniin sebep oldugu karaciger hasarinin, enfekte hepatositlerin
sitotoksik T lenfositler araciligiyla yikimina bagli oldugu gosterilmistir (57). Spontan
ve ya antiviral tedavinin indiikledigi immiin temizlenmenin arttigi durumlarda,
karaciger hastaliginda alevlenmeler gozlenir. Kronik hepatit B’nin akut

alevlenmesinin gozlendigi hastalarin %93’iinde; serum ALT seviyesinin pik
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yapmasindan once, viral yiik genellikle pik yapar. Diger %7’lik hasta grubunda ise,
viral yiikte artis ile ALT piki ayn1 zamanda gozlenmektedir.

Fulminan hepatit gelisen hastalarda, siklikla HBV replikasyonuna ait kanit
bulunmamaktadir. Fulminan klinik tablonun, hizli ve agresif immiin yanita bagl
olduguna inanilmaktadir. Bununla beraber; immiin aracili viral temizlenme, sitokin
salinimi gibi sitolitik olmayan yollarla da olusabilir. Kronik hepatit B’deki sitolitik

olmayan ve sitolitik immiin temizlenmenin rolleri heniiz kesinlestirilmemistir (58).

1.4.2. Direkt Sitopatik Etki

Karaciger transplantasyonu sonrasi, rekiirren hepatit B’li bazi hastalarda
ortaya ¢ikan fibrozlu kolestatik hepatitte, viral yiik cok yiiksek oldugunda direkt
sitopatik etki gozlenebilmesi disinda, HBV viriisii direkt olarak hepatositlere hasar
veren bir viriis degildir (59).

Kronik hepatit B’li bir¢ok hastada viral ylik ve karaciger hastaligmnin

ciddiyeti arasinda direkt bir korelasyon yoktur.
1.5. Hepatit B Enfeksiyonunda Klinik

Hepatit B enfeksiyonu akut enfeksiyon ve kronik enfeksiyon olarak iki

formda goriilmektedir.

1.5.1. Akut Hepatit B

Hepatit B viriisii ile enfekte olan eriskinlerin %5-20’sinde akut enfeksiyon
gelismektedir. Akut HBV enfeksiyonun klinik bulgular1 ve enfeksiyonun seyri;
virlisin alindig1 yas, viriisiin genetik yapisi, eslik eden bir baska hepatotrop viriis
enfeksiyonu varligi ile konak¢inin immiin durumu gibi faktorlere bagl olarak
degismektedir (60).

Vakalarin %60 ile %80’inde akut enfeksiyon klinik olarak asemptomatik ve
ya karaciger enzimlerinde serum alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) yliksekligiyle beraber, HBsAg ve HBV DNA diizeylerinin
yiiksek oldugu hafif subklinik formda gozlenmektedir (60).

Akut hepatit B seyrinde; inkiibasyon, preikterik donem, ikterik donem ve
konvelesan donem olmak iizere dort klinik donem izlenir

Akut hepatit B’de inkiibasyon siiresi 60-180 giindiir. inkiibasyon déneminden

sonra preikterik donem baslar. Bu donem yaklagik 3-10 giin siirer. Bu donemde
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bulanti-kusma, grip benzeri sikayetler, halsizlik, yorgunluk, istahsizlik, sag fist
kadranda hafif kiint bir agr1 ile yemek ve sigaraya karsi tiksinti gibi semptomlar
gozlenir. Immiin kompleks olusumuna bagl iirtikeryal ve makiilopapiiler dokiintiiler
gbzlenebilir. Hastalarin %30 kadarinda amilaz yiiksekligi goriiliir. Nadiren pankreatit
klinigi gozlenir. Yine nadiren de olsa perikardit, miyokardit, plevral effiizyon,
aplastik anemi, ensefalit, polinérit gdzlenebilir (60).

Preikterik donemde gozlenen semptomlarda diizelmeyle baslayan ikterik
donemde; idrar renginde koyulagsma ve gaita renginde acilmanin eslik ettigi sarilik
gozlenir. Sarilik, bes yas altindaki ¢ocuklarda %10 gozlenirken, 5 yas tistii ve
eriskinlerde %50 oraninda goézlenir. Biliriibin yiiksekligi 2,5 — 3 mg/dI’nin {izerine
ciktig1 durumlarda skleralarda ikter gozlenir. Sarilik nadiren 4 haftay1 gecer,
cogunlukla 1-3 hafta kadar stirer.

Fizik muayenede; hepatomegali %10, splenomegali %5, lenfadenopati %5
oraninda goriiliir (60).

Hastalarin %90-95’inde klinik olarak iyilesme saptanmaktadir. Enfeksiyonun
seyri, konagm verdigi immiin yanita baghdir. Viral replikasyonun gercgeklestigi
hepatosite karsi immiin saldir1 sonucunda hepatosit nekrozu gelisir. HBV’ye karsi
gelisen etkili ve yeterli immiin yanitla iyilesme saglanir (60).

Primer enfeksiyonda, viriis mililitrede 10°-10'° civarindadir. Hepatit B viriisii
ylizey antijeni HBsAg, inkiibasyon periyodu sonrasi kanda goriilmeye baglar.
Bundan kisa bir siire sonra HBV kor antijenlerine (HBcAg) kars1 gelisen antikorlar
(Anti-HBc) ortaya ¢ikar. Bu antikorlar; erken enfeksiyonda, esas olarak IgM tipi
antikorlardir. Cogu vakada, serumda HBeAg saptanir. Bu donemde hem horizontal,
hem vertikal bulas ¢ok fazladir. T hiicre bagimli immiin yanit olusuncaya kadar ALT
normaldir. Bu cevap olustuktan sonra hem kan, hem karacigerde viriis titresi diiser.
Immiin temizlenmele beraber, dolasimdan HBsAg ve HBeAg kaybolur. Anti HBs
antikorlar1 saptanmaya bagslar. Uzamis klinik seyirde; 3-4 aydan bir yila kadar
semptomlar devam edebilir, bu durumda HDV ile koenfeksiyon ve ya kroniklesme
hatirda tutulmalidir (60).

Baz1 akut hepatit B’li vakalarda ates, karin agrisi, sarilik, kusma gibi ani
baslayan semptomlarla beraber hepatik komanin eslik ettigi fulminan hepatit tablosu

da gozlenebilir. ikter basladiktan genellikle iki hafta icerisinde ve ya semptomlar
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basladiktan sekiz hafta iginde gelisen hepatik ensefalopati fulminan hepatitin ilk
bulgusu olabilir. Nadir gdzlenen bu durum, yiiksek mortalite ile iligkilidir. Uykuya
meyil, dalginlik hali, komaya kadar ilerleyen bilin¢ degisikliligi, fizik muayene de
flapping tremor, karacigerde kii¢iilme, serum transaminaz diizeylerinde ani azalma,
protrombin zamaninda uzama, oligiiri, azotemi ve asit gelismis olmasi 6nemli
bulgulardir. Ates, lokositoz, hemorajiler olusabilir. Bazi hastalarda karaciger
yetmezliginin derecesine gore, HBsAg ve HBV DNA diizeyleri aniden diiser. Bu
hastalari, karaciger transplantasyonu yapilabilen merkezlere yonlendirmek

gerekebilir (60).

1.5.2. Kronik Hepatit B’de Klinik

Vahsi (Wild tip) ve Prekor mutant viriislerle olusan, alt1 aydan daha uzun
sireyle HBsAg pozitifligi, kronik hepatit B’yi desteklemektedir. Viral replikasyon,
hem kanda hem de karacigerde devam eder. Karacigerde, hepatosit dliimiiniin eslik
ettigi inflamatuvar infiltratlar varligi, kronik viral hepatit i¢cin karakteristiktir (60).

Enfeksiyonun alindig1 yas, kroniklesme i¢cin 6nemli bir faktordiir. Yenidogan
ve infant doneminde enfeksiyon alindiysa %95 oraninda kroniklesme goriiliirken,
neonatal periyot sonrasi ilk 6 yasta bulas olmasi durumunda, kroniklesme orani %30
dur. Erigkin ¢agda akut hepatit B ge¢irildiginde kroniklesme orani ise %3-5dir (60).

Kronik viral hepatitli hastalarin biiylik ¢ogunlugu asemptomatiktir. Bu
nedenle de hastalar genellikle enfekte olduklarinin farkinda degildirler. Bazi
hastalarda halsizlik, yorgunluk, bulanti, sag iist kadranda kiint agri, kas ve eklem
agrilar1 gibi 6zgiil olmayan sikayetler olusabilir. Bununla birlikte, anksiyete basta
olmak iizere bir takim psikiyatrik semptomlar, endise hali, diisiincelerini
yogunlastirmada giicliik, kas gerginligi, uyku bozukluklar1 ve depresyon goriilebilir.
Bu bulgularin, hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkiledigi, mental ve genel saglik
skorlarinda normal insanlara gore daha diisiikliige sebep oldugu gosterilmistir (60).

Kronik hepatit B dinamik bir siirectir. Kronik hepatit B' nin dogal seyri 5 faz
altinda degerlendirilebilir (57,61).

1.5.2.1. immiin Toleran Faz
Hepatit B e antijeni pozitifligi ve yilksek HBV DNA seviyesinin goriildiigt
bu fazda; aminotransferaz seviyeleri normal ve ya dusiik, karaciger

nekroinflamasyonu yok ve ya hafif diizeydedir. Progresyon olmamasi ve ya yavas
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progresyon olmasi bu donem icin karakteristik bulgulardir. Bu fazda spontan HBeAg
kaybi1 oranlar1 ¢ok diisiiktiir. Bu faz; yenidogan déoneminde ve ya yasamlarmin ilk
yillarinda enfekte olan kisilerde daha sik goézlenir ve daha uzun siirer. Yiiksek

viremiden dolayi, bu hastalar oldukca bulastiricidirlar (61).

1.5.2.2. immiin Temizlenme Fazi

Immiintoleran fazdan sonra gézlenen immiin temizlenme fazi, birkag hafta ile
birkac yil devam edebilir. HBeAg pozitifligi, diisiik serum HBVDNA diizeyi, artmis
ve ya dalgal seyir gdsteren aminotransferaz diizeyleri, orta ve ya ciddi karaciger
nekroinflamasyonu, bir onceki faza gore fibrozisde daha hizli ilerleme olmasi bu
fazin karakteristik bulgularidir. Vahsi (Wild) tip ile olan enfeksiyonda, spontan
HBeAg kaybi orani yiiksektir. HBeAg serokonversiyonu olmasi % 85 klinik

remisyon anlamma gelmektedir (61).

1.5.2.3. Inaktif Tasiyic1 Fazi

Bu faz cok diisiik ve ya hi¢c olmayan HBV DNA diizeyleri ve normal
aminotranferaz diizeyleri ile karakterizedir. Immiinolojik yamitin kontroliiniin bir
sonucu olarak, bu donemde hastalarin biiyilik bir ¢gogunlugunda siroz ya da HCC’ ye
ilerleme orani oldukga diisiiktiir. HBsAg kayb1 ve Anti HBs’ye serokonversiyonu,
uzun siire devam eden, saptanamaz HBV DNA diizeyinden birkac¢ yil sonra, her

yil %1-3 oraninda gdzlenebilir (61).

1.5.2.4. Immiin reaktif Faz

Immiin reaktif fazi, HBeAg’ nin anti-HBe’ ye serokonversiyonu takip edebilir.
Bazi1 hastalarda, HBeAg negatif bazal kor ve kor promotor bdlgesinde olan degisiklik
sonrast HBeAg sentezlenemez ve ya diisiik diizeyde sentezlenir, ancak replikasyon
devam eder. HBeAg negatif kronik hepatit B fazi baslar. Bu donem kronik hepatit B’
nin son fazi olabilir. Bu fazda; HBV DNA ile aminotransferaz diizeylerinde ve aktif
hepatit tablosunda periyodik reaktivasyonlar gozlenir. HBeAg-negatif kronik hepatit
B, spontan remisyon icin diisiik oranlara sahiptir. Bu fazi inaktif tasiyic1 fazindan
ayirmak Onemli ve giictiir. Spontan remisyonda gozlenebilir. Inaktif tasiyicilar,
komplikasyon gelismesi agisindan diisiik riske sahip olduklarinda iyi prognoza
sahipken, HBeAg negatif kronik hepatit B de, karaciger fibrozisinin ilerlemesiyle

siroz ve dekompanse siroz ve hepatohiicresel karsinom gibi komplikasyon goriilme
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oram yiiksektir. Hastalar dikkatle degerlendirilmeli, dalgalanmalar1 saptamak i¢in en
az bir yil stireyle HBVDNA ve aminotransferaz (ALT) diizeyleri li¢ aylik araliklarla
takip edilmelidir (61).

1.5.2.5. Diisiik Replikatif Donem

Hepatit B ylizey antijeni negatif faz icinde, HBsAg kaybindan sonra
karacigerde saptanabilir diizeyde HBVDNA diizeylerinin devam ettigi diisiik
replikatif bir donem go6zlenebilir. Genel olarak; AntiHBc antikorlar1 (anti HBs
varliginda ve ya yoklugunda) varken HBV DNA serumda saptanamamaktadir.
HBsAg kaybr ile iyilesme ve siroz, dekompansasyon ve HCC riski diismektedir.
Okkult hepatit B’de HBV DNA diizeyleri serumda saptanamayacak kadar diistiktiir,
ancak karacigerde saptanabilir. Bu hastalarda immiin siipresyon durumunda
reaktivasyonlar gozlenebilir (61).

Bazi faktorler kronik hepatit B kliniginin agirligini tahmin etmek icin 6n
belirleyici olarak kabul edilmektedir. Enfekte kisinin ileri yasta olmasi, HBV genotip
C ile enfekte olmasi, HBV-DNA diizeylerinin yiiksek olmasi, alkol aligkanliginin
olmas1 ve HCV, HDV ya da HIV ile koenfeksiyon olmasi durumunda hastalarda
siroza ilerleme riski yliksektir (61).

Hepatohiicresel karsinoma i¢in risk faktorleri ise; erkek cinsiyet, ailede
hepatohiicresel karsinom oOykiisii, ileri yas, anti-HBe’nin HBeAg’ye geri donme
Oykiisii, siroz varligi, HBV genotip C ile enfeksiyon, kor promotor mutasyonu ve
birlikte HCV enfeksiyonunun varligi seklinde siralanabilir. Bazi diger faktorler de
kisiden bagimsiz olarak siroza ya da hepatohiicresel karsinoma ilerleme olasiligini
artrrabilir. Bu faktorler; asir1 alkol alimi, sigara kullanimi ve aflatoksin gibi

karsinojen maddeler ile maruziyet olarak siralanabilir (62).
1.6. HBV infeksiyonunda Tam

Hepatit B viriisii enfeksiyonunun tanisi; virolojik ve immiinolojik markerler,

karaciger morfolojisi ve karaciger fonksiyonlarinin degerlendirilmesi ile yapilir (63).
1.6.1. Serolojik Tanida Kullanilan Markerlar

a) Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg); Hepatit B ylizey antijeni, pre-S/S

geninden sentezlenen 3 viral proteine ayrilir. Major yiizey proteini; S geninde iiretilir,
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en fazla iiretilen proteindir; orta yiizey proteini; preS2/S geni tarafindan sentezlenir
ve biiyiik yiizey proteini preS1-preS2-S genince iiretilir

Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg); HBV ile enfekte olan hastalarin kaninda
enfeksiyoz ya da enfeksiyoz olmayan sferik ve tiibliler partikiiller seklinde ve
yaklasik 10" partikiil / ml miktarinda bulunur (64).

Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg); akut enfeksiyon doneminde, bulastan
ortalama 6-10 hafta sonra ve klinik semptomlarin ve biyolojik bulgularin
olusmasindan birka¢ hafta Once saptanabilir. Su an ki HBsAg tarama testlerinin
duyarlilign % 99.5’den fazladir. Yalanci pozitiflik; hamilelerde, otoimmiin
hastaliklarda ve diger sebeplere bagli gelisen kronik karaciger hastaliklarinda
gortilebilir (65). Bazen heparinize, hemolize (hemoglobin >1.4 g/dL), ikterik
(biliriibin >52.8 mmol) kan 6rneklerinde de gozlenebilir (66).

Hepatit B yiizey antijeninin (HBsAg) serumda saptanamadigi bazi klinik
tablolar vardir;

(1) Asemptomatik HBV tasiyicilarinda, diisiik replikasyon olmasi

(2) Bazi mutant suslarda, S geninde olusan niikleotid degisiklikleriyle
HBsAg sentezlenememesi

(3) Basarili bir antiviral tedavi sonrasi, HBsAg kaybi, anti HBs
serokonversiyonu olmast

(4) Delta-HBV-koenfeksiyonu olmast durumunda HDV’ nin, HBV’yi
baskilamasi (67).

Hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) Ol¢iimii; tan1 yaninda, antiviral tedaviye
yanitin degerlendirilmesini saglayan Oonemli bir markerdir. Antiviral tedaviyle,
HBsAg’nin azalmasindan sonra HBsAg temizlenmesinin olugmasi tedavinin ana
hedefidir. HBsAg temizlenmesinden sonra da, anti HBs’nin olustugu
serokonversiyon donemi gozlenir (68).

Kronik hepatit B’li Kafkas halkinda spontan HBsAg temizlenmei %1-2 iken,
perinatal donemde ve ya erken cocukluk doneminde enfekte olan, yiiksek
endemisiteye sahip alanlarda yasayanlarda bu oran daha diisiik olup %0.1-0.8

oranindadir (63).
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b) Anti-Hepatit B Yiizey Antikorlarn (Anti-HBs);

Anti HBs antikorlarmin varligi hepatit B’den iyilesmeyi ve uzun siireli
bagisikligin oldugunu gostermektedir. Zamanla anti HBs diizeyi tespit edilemez
diizeye inebilir. HBV ile asilanma sonrasi etkin koruyuculuk i¢in titresi >10mIU/ml
olmalidir (69).

¢) Anti-Hepatit B kor (Anti-HBc) Antikorlar:

Anti-hepatit B kor (6zyap1) antikorlar, HBV enfeksiyonu erken doneminde
saptanabilir. Anti-HBc antikorlarmin iki izotipi vardir (69);

- Anti-HBc IgM; Akut enfeksiyonda, kronik hepatitin  immiin
eliminasyonunda, distik titrede ve inaktif tasiyicilik alevlenmesinde yiikselir.
HBsAg’nin serumda saptanmasidan kisa bir siire sonra saptanir. Birkac hafta (4-8
hafta) sonra pik seviyeye ulasir. 4-8 ayda (bazen 12 ayda) kaybolur.

- Anti-HBc IgG; HBsAg ile paralel ytikselir. Anti HBcIgM yiikseldikten kisa
bir slire sonra saptanmaya baslar ve HBV enfeksiyonu sonlanincaya kadar devam
eder. Pencere doneminde sadece anti-HBc total pozitifligi gozlenir.

Anti-HBc antikorlarmin yanlis negatifligi nadiren immiin baskilanmig
hastalarda gozlenir (69).

d ) Hepatit B e Antijen (HBeAg) ve Anti-HBe Antikorlari:

Hepatit B e antijeni; PreC/C geni tarafindan kodlanan, yapisal olmayan bir
proteindir. Enfekte hiicrelerce,16 ile 20 kDa agirhiginda cesitli formlar1 sentezlenir.
HBe protein sekresyonu, HBV yasam sikliisii i¢in temel degil gibi goriinse de, varligi
immiin tolerans ve yliksek viral replikasyon ve hastaligin bulastirilabilme 6zelligi ile
ilgilidir (69). HBV replikasyonlarmin seviyesi ve enfektivite potansiyellerini
gostermektedir.

Enfeksiyondan  sonra, HBeAg ortalama 6-12 hafta  boyunca
saptanabilmektedir. HBeAg temizlenmei vireminin azalmasi ve aminotransferaz
alevlenmesi ile iliskilidir. Temizlenmein ardindan, anti-HBe antikorlarmin ortaya
ciktig1 serokonversiyon fazi gozlenir. HBeAg’nin persistansi, genellikle kronik
hepatit B’li hastalarda gozlenir (69).

Kronik hepatit B’de, HBeAg pozitif ve HBeAg negatif olmak iizere iki

fenotipik form gozlenir.
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Immiin temizlenme fazin Onemli bir sonucu olan HBeAg’ nin
serokonversiyonu ile AntiHBe antikorlar1 olusur. HBeAg serokonversiyonu HBeAg
negatif kronik hepatit B ve ya normal aminotranferaz ve saptanamayan HBV
DNA(<2000 1U/ml) diizeyi olan inaktif tastyici fazi ile sonug¢lanabilir. Kronik hepatit
B’li  hastalarda HBeAg’nin spontan serotemizlenmesi %5-15 oraninda
gozlenmektedir (70, 71) .

e) Hepatit B viriis (HBV) DNA tarama ve HBV DNA seviyelerinin
ol¢timii.

Tedavi endikasyonu, tedavi izlemi, viral reaktivasyonun saptanmasi icin HBV
DNA o6lciimii temel testlerdendir. HBVDNA’nin kantitasyonu i¢in duyarlhilik ve
ozgilliigi nedeniyle, real-time polimeraz zincir reaksiyonu (RTq-PCR)
kullanilmaktadir (69).

f) Diger viral enfeksiyonlarin arastirilmasi;

Anti-HDV, anti-HCV ve anti-HIV antikorlar1 bakilmali, siiphe halinde ileri
testler uygulanmalidir. HBsAg pozitif olan hastalarda, HDV enfeksiyonu saptanabilir.
Anti HDV antikorlar1 ve HDV RNA diizeyleri serumda ve karacigerde saptanabilir
(69).

1.6.1.1. Akut Enfeksiyonda Serolojik Tam

Akut HBV enfeksiyonu sirasinda, viriise ait ilk saptanan antijen HBsAg’dir.
Serumda, HBsAg hastalik semptomlar1 ortaya ¢ikmadan 3-5 hafta dnce saptanabilir
diizeye ulasmakta, seviyesi giderek yiikselerek akut enfeksiyon sirasinda en {ist
seviyeye ¢ikmaktadir. Iyilesme ile sonlanan olgularda 2-6 ay icinde azalarak ortadan
kaybolmaktadir. Kaybolduktan bir miiddet sonra, serumda HBsAg’ye karsi olusan
koruyucu anti-HBs antikorlar1 ortaya ¢ikmakta ve genellikle hayat boyu saptanabilir
bir diizeyde kalmaktadirlar. Akut donemde, anti-HBs antikorlarmin daha erken
olustugu, ancak ¢ok fazla miktarda HBsAg bulunmasi dolayisiyla olusan immiin
komplekslerin bunlar1 maskeledigi diisiiniilmektedir. HBsAg’nin ortadan kayboldugu
ve heniiz anti-HBs antikorlarinin saptanamadigi bu doneme “pencere donemi” ismi
verilmektedir. Bu donemde hem HBsAg, hem de anti-HBs antikoru negatif olarak
bulunmaktadir (69).

Akut HBV enfeksiyonundan sonra, anti-HBs antikorlarinin olusmasi,

hastaligin 1yilesme ile sonlandigin1 ve bagisiklik olustugunu gostermektedir. Akut
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HBV enfeksiyonu disinda, hepatit B asilanmasi sonrasinda da anti-HBs serumda
tespit edilebilir. Hepatit B immiinglobiilin verilmesi, kan transflizyonu ve anneden
bebege pasif olarak gecis olmasi nedeniyle de serumda anti-HBs saptanabilmektedir.
Pasif olarak alinan bu antikorlar, birkag ay i¢inde ortadan kaybolmaktadir.

Serumda anti-HBs seviyesinin 10 mIU/mL’nin {izerinde olmasi, bagisiklik
seviyesinin iizerinde bir antikor titresinin var oldugunu ve kisinin bagisik oldugunu
gosterir. Akut HBV enfeksiyonundan sonra,6 aydan daha uzun siire serumda HBsAg
pozitif olarak kaliyor ise; hastaligin kroniklestigi distiniilmelidir. Kronik HBV
enfeksiyonlarinda genellikle anti-HBs antikorlar1 saptanmamaktadir (72).

Akut enfeksiyon sirasinda, HBsAg’nin ortaya ¢ikmasindan kisa bir siire sonra,
serumda HBeAg ortaya ¢ikmakta, HBsAg ortadan kaybolmadan 6nce ortadan kay-
bolmaktadir. HBeAg’nin kaybindan kisa bir siire sonra, anti-HBe antikorlar1 ortaya
ctkmaktadir. Anti-HBe antikorlarinin serumda tespit edilmesi; viral replikasyonun
azaldigin1 ve hastaligin iyilesmeye dogru gittigi gostermektedir. Ancak prekor
bolgesinde mutasyon sonucu olusan mutant suslarla meydana gelen enfeksiyon
sirasinda, hasta serumunda anti-HBe pozitif olmasma ragmen aktif viral replikasyon
ve enfeksiyon tablosu devam etmektedir.

Hepatit B e antijeninin (HBeAg) serumdaki varliginin 3-4 aydan uzun
siirmesi, kronik enfeksiyona gidisi gostermektedir. Kronik enfeksiyonda HBeAg’nin
pozitifliginin siirmesi ise agir karaciger hastaligi gelisme riskini artirmaktadir (72).

Biitiin serolojik gostergeler negatif olmasina karsilik, tek basina anti-HBc 1gG
pozitifligi su durumlarda gézlenmektedir;

a) Hepatit B enfeksiyonu iyilesmis, ancak serum anti-HBs diizeyi

saptanamayacak kadar azalmis olan kisiler.

b) HBsAg diizeyi saptanamayacak kadar diisiik olan kronik enfeksiyonlu

kisiler

c¢) Uzamis pencere donemi.

d) Yalanc1 pozitiflik.

e) Pasif olarak anti-HBc IgG kazanilmasi.
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\ ~ Anii-HBs

Sekil 6. Akut HBV serolojisi (69).

1.6.1.2. Kronik Hepatit B Enfeksiyonunda Serolojik Tani

Kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalarda, HBsAg diizeyi 6 aydan daha uzun
stire pozitif seyreder. Beraberinde AntiHBcIgG pozitifligi mevcuttur. Bu markerlarin
yaninda, viriis mutasyon durumunun ve infektivite potansiyelinin kaba gostergesi

olan; HBeAg ve anti-HBe diizeylerinin incelenmesi gerekmektedir (69-70).

Sempiomlar

Sekil 7. Kronik HBV serolojisi (69).

1.6.2. Molekiiler Tam1 Yontemleri

Hepatit B viriisii enfeksiyonunun tanisinda molekiiler tan1 yontemleri; HBV-
DNA diizeyi, HBV genotipinin tayini, HBV mutasyonlarinin saptanmasi ve serolojik
yontemlerle tani zorluklarinda yardimci olan testlerdir (69).

Molekiiler tan1 konusundaki en oOnemli gelisme; HBV-DNA testlerinin

sensitivitesini arttiran “real time PCR” tekniginin ortaya ¢ikmasi ve gelismesidir. Bu
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yontem sayesinde sonuclar kantitatif olarak, daha kisa zamanda verilmekte ve farkl
HBV genotiplerini saptamak miimkiin olmaktadir. Ancak cesitli kantitatif test
sonuglar1 arasinda standardizasyon sorunu bulunmaktadir. Molekiiler tani
yontemlerinin siklikla kullanildig1 alanlar (71, 72):

1) HBYV enfeksiyonunun tanist:

2) Tedavi etkinliginin izlenmesi; HBV-DNA miktarinin kantitatif olarak
Olgiilmesi, kullanilan tedavi semasmin etkili olup olmadigmin tespit edilmesinde,
tedavi siirest ve dozunun belirlenmesinde ve gerektigi durumlarda tedavi
protokoliiniin degistirilmesinde yardimci olmaktadir (69, 70).

3) Mutant viriisiin tanmis;, HBV-DNA’nin sekans analizi ile ilgili gen
bolgelerindeki mutasyonlar saptanabilmektedir (69, 70).

4) Antiviral ilag¢ direncinin saptanmasi;, HBV ila¢ direnglilik testleri; tek
veya c¢oklu mutasyonlar1 saptayan genotipik testler ve ya viral genomun ilgili
vektorlerle hiicre icerisine konulmasi ve ila¢ varliginda HBV’ nin replikasyonunu
direkt olarak olgen fenotipik testlerdir. Duyarl testler kullanilarak yapilan HBV
direng tayininin, HBV-DNA miktarinin ve transaminaz diizeylerinin yiikselmesinden
daha once belirlenebilecegi, cesitli calismalarla gosterilmistir. ila¢ direnci
gelistiginde, hastaliin aktivitesinde artis kaydedildiginden, ila¢ direncinin bu
aktivite goriilmeden saptanmasi ile agir karaciger hasar1 onlenebilmektedir (69).

Hepatit B virilisii genomunun herhangi bir bolgesinde olusan mutasyon diger
genlerin olusturdugu triinleri de etkilemektedir. P ORF’de olusan mutasyonlar, daha
cok ilaglara direnci etkilerken ayni zamanda S ORF f{iriinlerinin ortaya ¢ikisini da
etkilemektedir (73).

Hepatit B viriisii cografi dagilimlar1 %8 ve daha fazla niikleotid farklilig1
temelinde birbirinden farkli 6 major (A-H) genotipe sahiptir (73). Akdeniz
iilkelerinde en sik genotip D gozlenmektedir. Genotipik fakliliklar ve hastaligin seyri
arasinda baglantilar oldugu gosterilmistir. Genotip C’de B’ye gore sirozlu olgular
daha fazladir. Tersine; HBeAg serokonversiyonu, genotip B’de C’ye gore daha fazla
goriilmektedir. Genotip B, genotip C’ye gore daha yavas progresyon gostermektedir.
Genotip A’da D’ye gore daha fazla HBsAg temizlenmei gozlenmektedir. Karaciger
hastaligina bagl 6liimler, genotip F’de daha fazla gozlenir (74).
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Hepadnaviriislerin yillik mutasyon hizi, 2x10° baz degisimi / bolge olarak
degerlendirilmektedir (73). Genotipik fakliliklara gore mutasyon hizlar1 da farklilik
gostermektedir (74). Baz1 mutasyonlar viriisiin ¢ogalmasi i¢in sorun olustururken,
bazilar1 ise avantaj saglamaktadir. Niikleotid ve niikleozid analoglar1 ile uzun siireli
tedavi sonucunda gelisen mutant suslarin se¢imi, HBsAg’de de yapisal degisime
sebep olup, antijenik yapmin degismesine neden olabilmektedir (75).

Antiviral ilaglara kars1 gelisen direng birbirleri ile ilgili en az alt1 farkh
fonksiyona bagli olarak gelisebilmektedir;

a) Viral replikasyon hiz1

b) Viral mutasyon hizi

c¢) Antivirallerin hedef bdlgesindeki mutasyona yatkinlik

d) Ilaclarm segicilik baskis1

e) Replikasyon uyumu ve ya ilaca direncli mutant suslarin (dogal viriisle

karsilastirildiginda) replikasyon kapasitesi

f) Replikasyon alaninin uygunlugu (76).

Yiiksek viral yiike (10''-10'%) sahip bireylerde giinliik %50’lere varan
turnover goriilmektedir. Bu olgularda, her revers transkripsiyon dongiisiinde 10*-10°
mutasyon beklenmekte, tek nokta mutasyonlar1 kadar, 2-3 nokta mutasyonlar1 da
goriilmektedir. Bu nedenle; ilaca diren¢li quasispecieslerin (yeni lriinlerin), minor
komponent olarakda olsa, daha tedavi baslanmadan bulagma sirasinda bulunmasi
muhtemeldir. Ilaglarm segici baskismin yoklugunda, en hizl iireyen tiiriimsiilerin

baskin olmasi, beklenen dogal bir sonugtur (77).
1.7. Kronik Hepatit B’de Tedavi
1.7.1. Antiviral Tedavi Endikasyonlar

Kronik hepatit B de tedavi amaci; hayat kalitesini artirmak, kompanse ve
dekompanse siroz, son donem karaciger hastaligi, HCC ve 6liim gibi hastaligin
getirdigi kotli sonucglarin ortaya ¢ikmasmi engellemektir (78). HBV replikasyonun
baskilanmasi ile histolojik aktivite azalmakta, bu da siroz ve HCC riskinin
azalmasina neden olmaktadir (61). Fakat enfekte hepatositlerin niikleusunda sakl

kalan cccDNA nedeniyle, HBV enfeksiyonu tamamen eradike edilememektedir.
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Antiviral tedavi ile viral yiikiin azaltilmasiy, ALT seviyelerinin
normallestirilmesi ve karacigerdeki hastaligin remisyonu amaglanmaktadir.

Kronik hepatit B’li hastalarda tedavi, immiin aktif fazda endikedir. Bu faz;
viral replikasyonun yiiksek oldugu ve HBV igeren hepatositlerin, immiin aracili
olarak hasara ugratildigi fazdir. Bu donemde ALT diizeyi yiiksektir. Karaciger
histolojisinde enflamatuvar aktivite goézlenir ve hastaligin siiresine bagh olarak
degisik derecelerde fibrozis gézlenir (78).

Hepatit B e antijeni-pozitif ve HBeAg-negatif hastalardaki tedavi
endikasyonlar1 genel olarak aynidir. Genel olarak serum HBV DNA diizeyleri, serum
aminotransferaz diizeyleri, histolojik grade ve evre kriterlerinin kombinasyonundan
olusmaktadir.

Hepatit B virlisi DNA diizeyi,2000 1U/ml (10,000 kopya/ml) iizerinde ve
serum ALT diizeyi normalin {ist sinirinin iizerinde olan, karaciger biyopsisinde orta
diizeyde ve ya ciddi nekroinflamasyon ve/ve ya standart skorlama sistemine gore orta
ya da ciddi fibrozis olan hastalar tedavi edilmelidir (61).

Tedavi endikasyonunu degerlendirirken; hastanin yasi, saghk durumu,
antiviral ilacin temin edilebilirligi gibi durumlar hesaba katilmalidir.

a) Immiinotoleran fazdaki hastalar: Bu gruptaki hastalarin ¢ogu 30 yas
altindadir. Bu hastalarda ALT diizeyleri siirekli normal ve HBVDNA diizeyleri
genellikle 10’ TU/m!’nin iizerindedir. Herhangi bir karaciger hastalig1 siiphesi yoktur.
HCC ve siroz gibi hastaliklara ait aile hikayesi yoksa karacier biyopsi yapilmasi
gerekmemektedir. Bu hastalar diizenli araliklarla takip edilmelidir (61).

b) Hafif KHB’li hastalar: Hafif diizeyde yliksek ALT (normalin {ist sinirinin
iki katindan az) ve hafif histolojik hastalik (METAVIR ile A2-F2 den daha az )
olmas1 durumunda tedavi gerekmemektedir. Takip onerilir (61).

¢) Kompanse sirozlu ve saptanabilen HBVDNA’s1 olan hastalarda; ALT
seviyesi normal ve HBVDNA seviyesi 2000 1U/ml (10,000 kopya/ml)’nin altinda
olsa bile tedavi acisindan degerlendirilmelidir (61).

d) Dekompanse sirozlu hastalara; acil antiviral tedavi gerekmektedir. Bu
grup icinde, Ozellikle hizli ve etkili viral silipresyonun saglanmasi ve direng

gelisiminin 6nlenmesi gerekmektedir. Anlamli klinik iyilesme, viral replikasyonun
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kontrolii ile saglanabilir. Fakat hastada fazla ilerlemis bir karaciger hastaligi var ve

tedavi geciktiyse, hasta karaciger transplantasyonu i¢in degerlendirilmelidir (61).

1.7.2. KHB’ de Tedavi Secenekleri

Kronik HBV enfeksiyonlu hastanin ilk degerlendirilmesinde anamnez alinip,
tam bir fizik muayene yapilmali ve hastalik Oykiisii incelenmelidir. Ozellikle
koenfeksiyon acisindan risk faktorleri, alkol kullanimi, ailesel HBV enfeksiyonu ve
karaciger kanseri hikayesi sorgulanmalidir.

Karaciger hastaligmin degerlendirilmesi i¢in; karaciger fonksiyon testleri,
HBV replikasyon belirtegleri ve risk tarif edenlerde HIV, HDV ve HCV
koenfeksiyonu arastirilidir. Eger bagisik degilse hepatit A icin as1 yapilmalidir
(62,79).

Ilk degerlendirmeden sonra bazi hasta gruplarmda tedaviye baslamadan
izlemek gerekebilir. Bu hastalar;

a ) HBeAg pozitif, HBV-DNA’s1 20.000 IU/mL’den fazla ve ALT diizeyi

normal olan grup ve

b ) inaktif HBsAg tastyicilar: grubu
olarak iki sekilde siniflandirilabilir. Her iki gruptaki hastalarda da hepatohiicresel
karsinom i¢in tarama yapilmasi gereklidir (79).

Birinci gruptaki hastalar, her 3-6 ayda bir ALT diizeyleri bakilarak izlenirler.
Eger ardisik ki ALT seviyesi, normalin iist limitinden 1-2 kat yiiksek ve hastanin
yast da 40’in iizerinde ise karacier biyopsisi yapilir. Biyopside orta / siddetli
inflamasyon ve belirgin fibroz saptanmis ise, hastaya tedavi baslanmasi agisindan
degerlendirilir. Ardisik iki ALT diizeyi normalin iist limitinin 2 katindan daha
yiiksek olan hastalara ise direkt biyopsi yapilarak tedavi baslanir (79).

Inaktif HBsAg tastyicilari ise; ilk yil her {i¢ ayda bir ALT diizeyleri bakilarak
takip edilir. 11k yil ALT normal seviyelerde ise, takip araliklar1 6-12 aya ¢ikarilabilir.
Eger ALT diizeyi, normalin iist sinirindan 1-2 kat fazla ise, diger karaciger hastaligi
nedenleri arastirilir ve HBV-DNA diizeyi tekrar bakilir. HBV-DNA diizeyi 20.000
IU/mL’nin tizerinde ve ALT diizeyleri ayni seviyelerde ise, hasta karaciger biyopsisi
icin degerlendirilir. Biyopside belirgin fibroz veya orta / siddetli inflamasyon goriiliir

ise, hasta tedavi baglanmasi i¢in degerlendirilir (79).
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Kronik hepatit B tedavisinin hedefleri; HBV replikasyonunu durdurmak
veya belirgin oranda azaltmak, siroz, karaciger yetersizligi ve hepatohiicresel
karsinoma gelisimini Onlemektir. HBV-DNA’nin azalmasi ya da negatiflesmesi
birincil hedef olarak goriilmektedir. Bunun yani swra; ALT seviyesinin normale
donmesi ve histolojik iyilesme saglanmasi diger hedefler arasindadir. Eger HBeAg
pozitif ise; HBeAg’nin negatiflesmesi ve anti-HBe serokonversiyonu diger bir hedef
olarak sayilabilir. Ozellikle hasta, interferon dis1 bir antiviral tedavi aliyorsa,
tedavinin sonlandirilma kararmda HBeAg’nin negatiflesmesi onemli bir noktadir.

HBsAg negatiflesmesi ya da serokonversiyonu nadir ancak ideal hedeftir (79).

1.7.2.1. KHB Tedavisinde Pegile interferonlar

Interferon molekiiliine bir polietilen glikol polimerinin baglanmas: esasina
dayanan pegilasyon teknolojisi, uzamig plazma Omriine sahip interferonlarin
kullanima sunulmasmi saglamistir. Pegile interferonlarla ilgili yapilan ¢alismalarin
sonuclart  incelendiginde, tedavi sonunda pegile interferonlarm; HBeAg
serokonversiyonu, transaminaz normalizasyonu, kalici viral yanit ve HBV-DNA
negatiflesmesi acisindan standart interferonlara gore daha avantajli olduklar:
gorilmistiir (80,81).

Hepatit B e antijeni pozitif, ALT nin normalin bes katindan yiiksek,
HBVDNA diizeyi <20,000,000 IU/mL olan, sirozu olmayan, genotip A ve ya B olan
hastalarda, interferon tedavisine yanit iyi olacagindan, bu hasta grubunda ilk tercih
tedavi, standart ve ya pegile interferon olmalidir. ilerlemis fibrozisi olan ( Ishak
stage >3) ve interferona yanitsiz olanlarda, niikleozid ve niikleotid analoglar1 tercih
edilmelidir (82).

Yapilan ¢aligmalarla, pegile interferonlarin giivenilirlik ve yan etki agisindan,
standart interferonlardan farkli olmadig: gosterilmistir (82).

Pegile interferonlarin en sik yan etkileri; list solunum yolu semptomlari, ates,
sa¢ dokiilmesi, karinda rahatsizlik, yorgunluk, eklem agrisi, istah azalmasi ve lokal
eritamatdz reaksiyonlardir. % 10 kadar hastada kilo kayb1 goriilebilir (80, 81). Diger
oral antivirallerle kiyaslandiginda, kalic1 viral yanit oranlar1 ve HBsAg kayip oranlari
standart interferon (IFN) ve pegile interferon a-2a (PEG IFNo2a) tedavisinde daha

yiiksek oranlar saptanmaistir.
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1.7.2.2. KHB Tedavisinde Niikleozid/Niikleotid Analoglar

Niikleoz(t)id analoglar;; DNA polimerazlara baglanmak icin dogal
substratlar1 ile yarisan, bu yolla yeni yapilmakta olan DNA’ya baglanip, DNA zincir
sentezini durduran, viral replikasyonu Onleyen bilesiklerdir. Niikleozid analoglarmin
cogu sitoplazmada bulunan enzimler tarafindan niikleozid 5’-trifosfatlara
fosforillenir; ardindan viral polimerazlar ile etkilesir (83).

Food and Drug Administration (FDA) tarafindan kronik hepatit B tedavisinde
onay verilen niikleoz(t)id analoglari; lamivudin, adefovir dipivoksil, entekavir ve
tenofovir, telbuvidin olmak {lizere bes tanedir. Bu ajanlar gilivenilirlik ve oral
kullanilabilme avantajina sahiptirler. Ancak tedavi kesildikten sonra, hastalarin az bir
kisminda kalic1 cevap olusur. Bu nedenle, hastalarin biiyiik bir béliimiinde uzun siire
kullanilmaktadirlar. Uzun siireli kullanim ise; ilaca diren¢li HBV mutantlarinin

sikliginda artisa ve ilacin etkinliginin sinirlanmasina sebep olmaktadir (83).

1.7.2.2.1. Lamivudin

Lamivudin; 2’-3° dideoksi 3’-tiyasitidin’in negatif enantiomeri olan bir
niikleozid analogudur. Enzimatik yolla, hiicre igerisinde kendisine eklenen aktif
trifosfat sayesinde, DNA zinciri igerisine girmekte, olgunlasmamis zincir
sonlanmasina sebep olmaktadir. Béylece HBV-DNA sentezine engel olmaktadir.
(90). Yiksek oral biyoyararlanimi ve uzun plazma yart omri (5-7 saat) vardir
Lamivudin tedavisi ¢ocuklarda da giivenilirdir (84).

1 yillik lamivudin tedavisinden sonraki HBeAg serokonversiyonu,16 haftalik
standart interferon alfa tedavisinin sonuglariyla benzerdir. Ancak 1 yillik pegile
interferon alfa tedavisi kadar iyi degildir (62). Kalict ve ya aralikli transaminaz
yiikselmesi olan, HBeAg pozitif kronik hepatit B’li hastalar ile yapilan 731
calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde,1 yil boyunca lamivudin alan hastalardaki
HBeAg serokonversiyonu oran1 % 16-18 arasinda degismektedir. Bu oran, tedavisiz
kontrollere gore 3-4 kat daha iyidir. Tedavi alan hastalarda histolojik iyilesme %49-
56 arasinda rapor edilmektedir (73).

Hepatit B e antijeni (HBeAg) serokonversiyonu orani, tedavi siiresiyle dogru
orantili olarak artar ve 5 yilda % 50’lere yiikselir (85). Tedavi 6ncesi transaminaz
diizeyinin, HBeAg serokonversiyonu agisindan giiglii bir prediktif gosterge oldugu

belirtilmektedir (86). Cinsiyet, yas, tedavi oncesi beden-kitle indeksi ve tedavi 6ncesi
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histolojik aktivite indeksi ile HBeAg serokonversiyonu arasinda bir etkilesim
goriilmemistir (83-86).

Transaminaz diizeyi normalden 1-2 kat yiiksek olan hastalarda,1 yillik tedavi
ile HBeAg serokonversiyonu oran1 % 10’dan az olup,3 yillik tedavi sonunda % 19’a
kadar yiikselebilmektedir. Diinyanin degisik yerlerinde yapilan ¢alismalarda benzer
sonuglar bulunmustur (85).

Hepatit B e antijeni (HBeAg) negatif kronik hepatit B’de, lamivudin
tedavisinin siiresi konusunda fikir birligi yoktur. Son zamanlardaki ¢aligmalar 1 yillik
tedavi sonunda serum HBVDNA baskilanmasi oraninin % 60-70 civarinda oldugu
belirtilmektedir. Bununla beraber, tedavi sonlandirildiktan sonra hastalarin % 90 gibi
biiyiik bir boliimiinde relaps oldugu goriilmektedir. Onerilen HBV-DNA
negatiflesmesinden sonra en az alt1 ay daha tedavinin siirdiiriilmesidir (62).

Bunun disinda lamivudin; interferon alfa tedavisine cevapsiz hastalarda,
kompanse sirozlu ve dekompanse sirozlu hastalarda da giivenle kullanilabilir (62).

Lamivudinin kronik hepatit B tedavisinde Onerilen giinlik dozu 100
mg/giin’dlir. Kreatinin klirensine gore doz ayarlamasi yapilabilir. Buna gore
kreatinin klirensi 50 ml/dk seviyesine kadar, 100 mg/giin dozunda verilebilir. Eger
kreatinin temizlenmei 30-49 ml/dk arasinda ise; ilk doz 100 mg/giin olmak tizere 50
mg/giin,15-29 ml/dk arasinda ise; ilk doz 35 mg/giin olmak {izere 25 mg/giin, 5-14
ml/dk arasinda ise ilk doz 35 mg/giin olmak iizere 15 mg/giin, 5 ml/dk’nin altinda ise
yine ilk doz 35 mg/giin olmak iizere 10 mg/giin olarak verilebilir (62).

Lamivudin genellikle ¢ok 1iyi tolere edilir. Yapilan calismalarda ilacin
kesilmesini gerektiren bir yan etkiye rastlanmamustir. Ilaca alerjik reaksiyon gelisen
kisilerde tedaviye devam edilmemesi onerilir (62).

Kronik hepatit B tedavisinde lamivudin kullanimini sinirlandiran en 6nemli
ozellik, tedavide kullanildig1 siirenin artmasiyla dogru orantili olarak artan, ilaca
kars1t direng gelisimidir. HBV polimerazinin primer katalitik bolgesi olan revers
transkriptazin C alanindaki YMDD motifinde meydana gelen bir mutasyon
sonucunda revers transkriptaz, lamivudini DNA zincirine eklemeyecek ozellik
kazanrr. Bu sayede, HBV replikasyonu ilaca ragmen devam eder. Ilaca direng
gelisiminin en korkulan sonucu; hastaligin aktivasyonu ile biyokimyasal, viral ve

histolojik olarak bir kotiiye gidis meydana gelmesidir. Bu kotiiye gidis, hastaligi
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tedavi dncesi doneme geri dondiirebilecegi gibi daha kotii bir seviyeye de gotiirebilir
(87).

Lamivudin tedavisi baslangicindan itibaren 6 ay icinde mutant tipler
goriilmeye baglar ve tedavi siiresi arttikga mutasyon oranlar1 artarak devam eder.
Suana kadar yapilan caligsmalar; 1. yil % 12-15 kadar olan lamivudin direng
oraninin,2. yilda % 35-45,3. yilda % 45-50,4. yilda % 50-60 ve 5. yilda % 60-70
oraninda oldugunu ve diren¢ oranlarmin hastalik siiresiyle dogru orantili olarak
arttigin1 gostermektedir (88, 89).

Direng gelisen hastalarda hepatit klinigi yeniden ortaya ¢ikar. Lamivudin
tedavisi sirasinda meydana gelen transaminaz diizeylerinde ani yiikselme, karaciger
fonksiyonlarinda bozulma, HBV-DNA nin serumda tekrar 6lgiilebilir hale gelmesi ve
karaciger histolojisinde kdétiilesme olmasi, lamivudin direnci ile iliskili bulgulardir.

Direng ortaya ¢iktiktan sonra meydana gelen ani transaminaz yiiksekligi ve
karaciger fonksiyonlarinda bozulma“biyokimyasal breakthrough”, HBV-DNA’nin
tekrar serumda Olciilebilir hale gelmesi ise “virolojik breakthrough” olarak
adlandirilmaktadir (90).

Yapilan ¢esitli caligmalarda; lamivudin tedavisi sirasinda HBV polimerazin
YMDD motifinde mutasyon gelisen hastalarda klinik koétiilesme gelistigi,
transaminaz ve HBVDNA diizeylerinin yiikseldigi ve bu bulgulara ek olarak
karaciger histolojisinde kotiiye gidis oldugu belirtilmistir. Bu nedenle, klinik
kotiilesme olmadan, ilag direncinin saptanmasii saglamak amaciyla, lamivudin

tedavisi sirasinda belirli araliklarla direng testi yapilmasi dnerilmektedir (83).

1.7.2.2.2. Adefovir Dipivoksil

Antiretroviral, revers transkriptaz inhibit6rii olan adefovirin 6n maddesi olan
adefovir dipivoksil, oral alimdan sonra bagirsaklarda hizla aktif metabolit olan
adefovire doniistliriiliir. Adefovir; adenozin monofosfatin, fosfanat niikleotid
analogudur. Plazma yarilanma omrii 7,5 saat olup, bobrek yetersizliginde bu siire
uzar. Atilimi idrar yolu ile olur. Esasinda, HIV tedavisi i¢in kullanildig1 dozlarda
nefrotoksiktir, ancak kronik hepatit B tedavisinde diisilk dozda kullanildigindan
dolay1 bu yan etkisi az goriiliir (83).

Adefovir; lamivudin ve entekavire direncli suslara da etkilidir. Etkinligi

lamivudine gore daha azdir, ancak direng gelisme orani lamivudine gore oldukca az
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bildirilmektedir. 1, 2, 3, 4 ve 5 yillik tedavi sonras1 direng oranlar1 sirasiyla; % 0, %
3, % 11, % 18 ve % 29 olarak bildirilmistir. HBV polimerazinin D alaninin 236.
kodonunda meydana gelen N236T ve B alanmnin 181. kodonunda meydana gelen
A181V mutasyonlari, adefovir dipivoksil direnci ile iliskilendirilmektedir (83).
Adefovir dipivoksilin erigkin dozu 10 mg/glin’diir. Pediatrik emniyetli dozu

bilinmemektedir. Karaciger yetersizliginde doz ayarlanmasi gerekmez. Bobrek

hastaliginda ise; kreatinin klirensi 50 ml/dk altma indiginde doz ayarlamas1 gerekir.
Kreatinin klirensi; 20-49 ml/dk arasinda iken, giin asmr1 10 mg/giin,10-19 ml/dk
arasinda iken,3 giinde bir 10 mg/giin, hemodiyaliz hastalarinda ise hemodiyalizden
sonra haftada bir 10 mg/giin 6nerilmektedir. Nefrotoksisite riski nedeni ile diizenli
araliklar ile bobrek fonksiyonlar1 degerlendirilmelidir. Adefovir dipivoksil, 6zellikle
obez kadinlarda tedavinin uzun siirmesine bagli olarak hepatotoksisiteye neden

olabilir. Bu durumlarda tedavinin kesilmesi gerekir (83).

1.7.2.2.3. Entekavir

Entekavir,2’-deoksiguanozinin ~ karboksilik  analogudur. Adefovir ve
lamivudinden farkli olarak, HBV polimerazina spesifiktir. HIV ve diger DNA
viriislerine etkili degildir.

Hepatit B viriisii replikasyonunu; pregenomik RNA’dan negatif HBV-DNA
ipliginin revers transkripsiyonunu, DNA polimerazin hazirlik safthasini ve pozitif
HBV-DNA zincirinin sentezini engelleyerek ii¢ farkli yol ile inhibe eder. In vitro
calismalarda entekavirin, lamivudin ve adefovirden daha etkin oldugu gosterilmistir.
Vahsi tip HBV’ye kiyasla, lamivudine direncli suslarda etkinligi daha azdir ve direng
gelistirme riski yiiksek oldugundan bu suslarda daha ytliksek doz kullanilmas1 gerekir
(91).

Entekavir genellikle iyi tolere edilir. Yemekler, emilimini azaltir. Onerilen
gilinliik dozu 0,5 mg/giin’diir. Kreatin klirensi 50 ml/dk’nin altinda olan hastalarda
doz ayarlanmas1 gerekir. Yan etki profili ve giivenlik agisindan lamivudine benzerdir
(91).

1.7.2.2.4. Tenofovir

Tenofovir disoproksil fumarat; HIV enfeksiyonu tedavisinde kullanilan bir

niikleotid analogudur. HBV ve HIV birlikteliginde, HBV DNA diizeylerinin diigmesi
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iizerine KHB olgularinda kullanilabilecegi fikri dogmustur. Lamivudine direngli
olgularda adefovirden daha etkin oldugu gdsterilmistir (91).

Hepatit B viriisii e antijeni (HBe Ag) pozitif kronik hepatit B olgularinda,
adefovir ile karsilastirildiginda, 48. haftada HBV DNA {izerine -etkinligi;
tenofovirle %76 ve adefovir ile %13 ve histolojik diizelme; tenofovirle %74 ve
adefovirle %68 bulunmustur. Tenofovirle HBeAg serokonversiyonu oramt %20,9
oraninda gozlenmistir. Dikkat ¢ekici olarak tenofovirin; olgularin %3,2 sinde HBsAg
kaybma, %1,3 oraninda ise HBsAg serokonversiyonuna yol agtigi saptanmustir.
Gebelik kategorisi B dir (91).

Glomeriiler filtrasyonla %70-80 oraninda idrarla ile atilir. Bdbrek
yetmezliginde doz ayarlanmasi gerekmektedir. Genel yan etkileri arasinda; bas agrisi,
bulanti-kusma, karmn agrisi, diyare, USYE sayilmaktadir. Ciddi yan etkileri arasinda
ise; ALT yiiksekligi, trombositopeni bildirilmistir. Tenofovirle gelisen Fanconi

sendromu ve bobrek yetmezligi bildirilmistir (91).

1.7.2.2.5. Telbivudin ( L-Deoksitimidin)

Hepatit B viriisiine karsi etkin antiviral aktiviteye sahip bir niikleozid
analogudur. Klinik ¢alismalar, HBV replikasyonunun baskilanmasinda telbivudinin,
lamivudine gore daha etkili oldugunu gostermektedir. Bununla beraber; telbivudine
kars1 direng gelisme riski yiiksektir ve telbivudine dirence neden olan mutasyonlar,
lamivudin ile capraz direng gosterir. Bu ylizden kronik hepatit B tedavisinde
kullanimi kisitlidir. Onerilen giinliik dozu; 600 mg/giin‘diir (91).

Kreatinin klirensi 50 ml/dk’nin altinda olan hastalarda doz ayarlanmasi

gerektirir. Glivenlik profili, lamivudine benzerdir ve 1iyi tolere edilir (91).

1.7.2.2.6. Embtrisitabin

Embtrisitabin; lamivudinin fosforillenmis derivesidir. Niikleotid analogudur.
Lamivudinle c¢apraz direng gostermektedir. Tedavinin ikinci aymda HBV
DNA’y1 %50-87 oraninda baskilar. HIV replikasyon siipresyonunda da, lamivudin
kadar etkilidir. 48. haftada HBe serokonversiyonu %40 bulunmustur (91).

Emtrisitabinin 200 mg’lik tabletleri bulunmaktadir. Giinde tek doz halinde
kullanilmaktadir. idrarla degismeden atilir. Bébrek yetmezliginde doz ayarlanmalidr.
Kronik hepatit B tedavisinde, FDA onay1 almamustir. HIV enfeksiyonu tedavisinde

onay almistur.
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Bu dort niikleozid analogu disinda, kronik hepatit B tedavisinde kullanilmasi1
beklenen diger ajanlar, klevudin ve timosindir. Bu ajanlar ile ilgili klinik ve hayvan

calismalar1 devam etmektedir (83).
1.7.3. Tedavinin Sonlanim Noktalan

Ideal olan tedavi sonlanim noktasi; HBV DNA diizeyinin real time PCR
saptanabilen en alt diizeye (10—15 IU/ml) inmesini saglamaktir. Boylece virolojik
siipresyonu, biyokimyasal ve histolojik iyilesme takip edecek ve komplikasyonlar
onlenmis olacaktir (61).

Interferon alfa ve ya niikleozid/ niikleotid analoglari, HBV DNA diizeylerini
azaltarak, hastaligin remisyona girmesini saglamaktadir. Niikleoz(t)id Analoglarina
(NA) olan direnci en aza indirmek i¢in, HBV DNA diizeyinin en aza indirilmesini
saglamak gerekmektedir. Ayrica tedavi ile HBeAg pozitif hastada, HBe
serokonversiyonu olasiligt ve HBsAg kaybi olasiligi artmaktadir. Eger RT PCR
yapilamiyorsa, HBVDNA olabildigince duyarli olan baska bir yontemle taranmalidir
(61).

(1) HBeAg pozitif ve HBeAg-negatif hastalarda ideal sonlanim noktasi;
anti-HBs serokonversiyonu ile ve ya serokonversiyon olmadan, HBsAg’nin kaybini
saglamaktir. Bu durum KHB’nin tam remisyon durumudur ve uzun donem
gerekmektedir (61).

(2) HBeAg pozitif serokonversiyon saglanamamis hastalarda ve HBe Ag
negatif hastalarda; niikleozid/niikleotid analoglar1 ve ya interferon tedavisiyle;
siirekli devam eden saptanamayan HBV DNA diizeyleri bir diger 6nemli sonlanim
noktasidir (61).

(3) HBeAg porzitif hastalarda; HBeAg serokonversiyonun saglanmasi,

tatmin edici bir sonug olabilir, ¢linkii 1y1 prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (61).
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1.7.4. Tedaviye yanit tanimlarn

Kronik hepatit B tedavisinde iki farkli grup ilag kullanilmaktadir. Bunlar;
1) Interferon alfa
2) Niikleozid /niikleotid analoglaridir.

Antiviral tedaviye yanit kriterleri tedavi tipine gore farklilik gdstermektedir
(61).

1.7.4.1. interferon Alfa Tedavisinde

Primer yamitsiz; tedavinin 3.ayimda HBV DNA diizeyinde, baslangi¢
degerine gore 1 log10 IU/ml’den daha az diisme olmasidir.

Virolojik yamt; tedavinin 24. haftasinda HBVDNA diizeyinin 2000
[U/ml’den az olmasidir.

Serolojik yamit; HBeAg pozitif KHB’de, HBeAg’nin anti-HBe’ye

serokonversiyonu olmasidir.

1.7.4.2. Niikleozid/Niikleotit analogu tedavisinde

Primer yanmitsiz; tedavinin 3. ayinda HBV DNA diizeyinde baslangica gore 1
log10 IU/ml’den daha az diigme olmasidir.

Virolojik yamit; tedavinin 48. haftasinda HBV DNA’nm, RT-PCR ile
saptamayacak diizeye inmesi olarak tanimlanmaktadir.

Kismi Virolojik Yamt; HBV DNA’da 1 logl0 IU/ml’den fazla diisme
olmasi, ancak real time PCR ile saptanabilen DNA diizeyinin devam etmesi olarak
tanimlanmaktadir. Orta diizeyde potent ve ya dirence karsi diisiik genetik bariyeri
olan, lamivudin ve telbuvidin gibi ilaglarmn kullanildig: tedavi rejimlerinde, tedavinin
24. haftasinda kismi virolojik yanit degerlendirilmelidir. Yiksek potensli, dirence
kars1 daha yiiksek genetik bariyeri olan ve ya ge¢ direng gelisen (entekavir, adefovir
ve tenofovir) gibi ajanlarla tedavi de ise 48. haftada kismi virolojik yanit
degerlendirilmelidir (61).

Virolojik breakthrough; tedavi esnasinda saptanan en diisik HBV DNA
diizeyiyle karsilastirildiginda, HBVDNA diizeyinde 1 logl0 IU/ml’den daha fazla
artis olmasi olarak tanimlanmaktadir. Siklikla bu durumu, ALT seviyelerinin artis1
ile olusan biyokimyasal breakthrough izler. Niikleozid ile tedavi esnasinda gelisen

virolojik breakthrough’nun en sik sebebi, hastanin tedaviye uyumsuzlugu ve direngli
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varyantlarin secilmesidir. Antivirallere diren¢ gelismesi sonrasinda, primer tedavi
yanitsizlig1 ve virolojik breakthrough gézlenebilir (61).

Su ana kadar; kronik hepatit B tedavisinde kullanimda olan yedi ilag
bulunmaktadir. Bu ilaglarla olan tedaviye yanit oranlari, c¢esitli c¢alismalarla
gosterilmistir.

Hepatit B e antijeni (HBeAg) pozitif hastalarda virolojik yanit oranlarmnin;
pegile interferon alfa da %25, lamivudin ile %3640, adefovir ile %21, entekavir
ile %67, telbuvidin ile %60 ve tenofovir ile %74 oldugu gdsterilmistir (92).

Hepatit B e antijeni (HBeAg) serokonversiyon oranlari; konvansiyonel ve
pegile interferon ile % 30 ve Niikleoz(t)id analoglar1 ile %20’dir. Niikleoz(t)id
analoglar ile tedaviye devam edilmesi durumunda, HBeAg serokonversiyon oranlari
artmakta, ancak diren¢ gelisme ihtimalini de beraberinde artirmaktadir (61).

HBsAg kayip oranlari; tedaviden bir yil sonra pegile interferon alfa i¢in %3-4
ve lamivudinle %1, adefovir ile %0, entekavir ile % 2, telbivudine ile %0 ve
tenofovir ile %3 dir (61).

Hepatit B e antijeni negatif hastalarda, bir y1lda virolojik yanit oranlari; pegile
mterferon alfa ile %63, lamivudine ile %72, adefovir ile %51, entekavir ile %90,

telbivudine ile % 88 ve tenofovir ile %91 oranindadir (61).
1.7.5. Tedaviye Yamit icin On Gériicii Kriterler

1.7.5.1. interferon Alfa Tedavisine Yamt Icin Ongériicii Kriterler

Hepatit B e antijeni serokonversiyonu i¢in tedavi oncesi dngdriicii kriterler;
diisiik viral yiik (HBV DNA’nin <10'TU/ml ve ya <7 logl0 IU/ml), yiiksek serum
ALT seviyesi, normalin iist smir1 (NUS) 3 katmin iistiinde olmasi) ve karaciger
biyopsisinde histolojik aktivite skorunun 4 ve iistii olmasidir (61).

Hepatit B viriisii genotip A ve B’nin; IFN alfa’ya olan yanit1, genotip C ve
D’ye olan yanitina gore daha 1yidir (61).

Tedavi esnasinda; 12. haftada HBV DNA’nin 20,000 IU/ml’den daha diisiik
diizeye inmesi, HBeAg pozitif hastalarda %350 oraninda serokenversiyon
gozlenebilecegini ve HBeAg negatiflerde ise, %50 oraninda yanit alinabilecegini
desteklemektedir. Yine tedavi esnasinda,24. haftada HBeAg’nin azalmasi

serokonversiyon belirtecidir (61).
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1.7.5.2. Niikleozid/niikleotid analoglariyla tedaviye yamt icin ongoriicii
kriterler;

Tedavi oncesi HBeAg serokonversiyonu igin yol gosterici faktorler; diisiik
viral yitk, HBV DNA’nin 10’ TU/ml ve ya 7 log10 IU/ml’nin altinda olmasi, yiiksek
serum ALT diizeyi (>3xNUS), karaciger biyopsisinde histolojik aktivite skoru 4 ve
iistli olmasidir (61).

Lamivudin, adefovir ve ya telbuvidin ile tedavi esnasinda; tedavinin 24. ve ya
48. haftasinda virolojik yanit olmasi, direng insidansinin diisiik olduguna ve HBeAg
pozitif hastalarda ise, HBeAg serokonversiyonu sansinin arttigina isaret eder.

Hepatit B wvirlisi genotipi herhangi bir oral antiviralin yanitini

etkilememektedir (61).

1.7.6. Tedavi Stratejileri

Interferon alfa tedavisinin (konvansiyonel ve pegile) avantaji; hem immiin
modiilatdr etkiye hem de, antiviral etkiye sahip olmasidir. Immiin modiilatér etkinligi
ile virolojik yanit1 desteklemekte, antiviral etkiyle de HBV DNA kaybimna yol
acmaktadir. Bu tedaviye yanit alman ve bu yanitin kalic1 oldugu hastalarda, HBsAg
kaybir ihtimali bulunmaktadir. Yan etkilerinin sik olmasi ve subkutan enjeksiyon
uygulanmas1 dezavantajlardir. IFN alfa; dekompanse siroz, otoimmiin hastaliklar,
kontrolsiiz ciddi depresyon ve psikoz durumlarinda kontrendikedir (61).

Entekavir ve tenofovir; ilag direncine yiiksek genetik bariyeri olan potent
antivirallerdir. Bu nedenle, monoterapide giivenle kullanilabilir. Adefovir, tenofovire
gore daha distik etkinlige sahiptir ve direng¢ oranlar1 artmaktadir (61).

Telbuvidin; HBV i¢in potent bir inhibitordiir. Fakat dirence olan genetik
bariyeri daha diistiktiir. Baslangicta yiiksek viral replikasyonu olanlarda,24 haftalik
tedaviden sonra bile, HBV DNA saptanabilecek diizeydedir.

Lamivudin ise; oldukca ucuz bir ajandir. Monoterapi ile diren¢ oranlari
yiiksektir (61).

Bu iki farkli tedavi stratejisi de; hem HBeAg pozitif, hem HBeAg negatif
KHB’de uygulanabilir (61).

Adefovirle primer yantsizlik; %10-20 oraniyla, diger niikleoz(t)id
analoglarma gore daha fazladir. Tenofovir ve ya entekavir tedavisine gecilmelidir.

Primer yanitsizlik; lamivudin, telbuvidin, entekavir ve ya tenofovir ile nadiren
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gozlenmektedir. Primer yanitsiz olan hastalarda tedaviye uyum gozden gecirilmelidir.
Primer yanitsiz uyumlu hastada, olas1 bir mutasyon taranmali, varyant HBV’ye etkili
daha potent bir ilaca ge¢ilmelidir (61).

Lamivudin, adefovir ve telbuvidin tedavisi alan,24. haftada kismi virolojik
yanitli hastalarda iki strateji uygulanabilir; Tenofovir ya da entekavir gibi daha
potent ilaglara degistirilebilir ve ya ¢apraz diren¢ olmayan (lamivudine ve telbuvidin
tenofovir ve ya adefovire entekavir gibi) bir ilag eklenebilir. Entekavir ve ya
tenofovir alan hastalarda,48. haftada kismi virolojik yanit varliginda, uzun dénemde
direnci dnlemek icin, diger ilacin eklenmesini 6nerilmektedir (Tenofovire entekavir
ve ya tam tersi) (61).

Tedaviye uyumlu hastalarda; virolojik breaktrough olmasi durumunda,
hastada viral direng gelistigi diisiiniilmelidir. Lamivudin, adefovir, telbuvidin,
emtrisitabin direnci, onceden niikleoz(t)id kullanimi ile iligkilidir. Tedavi almamis
olan yliksek HBV DNA diizeyine sahip hastalarda; HBV DNA’nin yavas diismesi,
tedavi esnasinda kismi virolojik yanit alinmasi halinde diren¢ insidansi artmaktadir.
Bu grup hastalarda, HBV DNA monitorizasyonu ile klinik breakthrough’dan 6nce
diren¢ saptanmali ve bu hastalara olabildigince erken tedavi degisikligi yapilmalidir
(61).

Diren¢ varliginda; ¢oklu ilaca direngli sus indiiksiyonu i¢in minimal riske
sahip olan, en etkili antiviral baslanmalidir ve ya ¢apraz direnci olmayan etkili bir
antiviral tedaviye eklenmelidir. Bazi kombinasyonlarn, uzun ddnemdeki
giivenilirligi bilinmemektedir. Ozetle;

Lamivudin direncinde; tedaviye tenofovir (tenofovire ulasilamiyorsa
adefovir) eklenir (61).

Adefovir direncinde; tedavi, tenofovire degistirilmeli ve ya tedaviye capraz
direnci olmayan farkl bir ila¢ eklenmelidir. Mutasyon analizinde; N236T bolgesinde
degisiklik varsa tedaviye lamivudin ve ya telbivudin eklenir ya da tenofovir
tedavisine degistirilir. Eger A181T/V mutasyonu varsa, entekavir ve ya tenofovir
tedavisine degistirilir (61).

Telbivudine direncinde; tedaviye tenofovir eklenir. Bu kombinasyonun uzun

donem giivenilirligi bilinmemektedir (61).
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Entekavir direncinde; tedaviye tenofovir eklenir, bu kombinasyonun
giivenilirligi bilinmemektedir (61).

Tenofovir direnci; heniiz daha tanimlanmamistir. Laboratuvarda, genotipik
ve fenotipik tarama yapilmalidir. Bu tedaviye direng¢ varliginda, entekavir, telbivudin,
lamivudin ve ya emtrisitabin eklenebilir. Ancak bu kombinasyonlarin giivenilirligi

bilinmemektedir.
1.7.7. KHB’de Tedavi Siiresi

1.7.7.1.IFN Alfa Tedavisi Alan Hastalarda Tedavi Siiresinin Belirlenmesi

Hepatit B e antijeni serokonversiyonu ihtimali yiiksek olan, HBeAg
pozitiflerde tedavi; 48 hafta siireyle Onerilmektedir. IFN alfa tedavisi, HBeAg
negatiflerde de kullanilabilir, Ancak tedaviye yanit oranlar1 yiiksek degildir.

Pegile interferon alfa ve lamivudin kombinasyonu ile tedavi altinda yanit
yiiksek olup, kalict yanit agisindan fark olmadig1 gosterilmistir. Diger Niikleoz(t)id
analoglar1 ve peg- IFN kombinasyonlarinin etkinligi ve giivenilirligi ile ilgili yeterli

veri yoktur (61).

1.7.7.2. Niikleoz(t)id Analogu Tedavisi Alan Hastalarda Tedavi Siiresinin
Belirlenmesi;

Niikleoz(t)id analoglar1 kullanilarak, HBeAg pozitif hastalarda HBeAg
serokonversiyonu basarilmistir. Fakat tedavi stiresi, tedavi oncesinde 6n goriilemez
ve HBeAg serokonversiyonun olusmasima baghdir (61).

Hepatit B e antijeni serokonversiyonu; ALT diizeyi normalin 3 katindan fazla
olan ve HBV DNA diizeyi 2x10° TU/ml (yaklasik 10’ kopya/ml )’den daha az olan
hastalarda daha fazla gézlenmektedir.

Sonlu siireli tedavi; yiiksek direng bariyeri olup, viremiyi hizla diigiiren ve
HBYV direncinin sebep oldugu tekrarlar1 6nleyebilen potent antivirallerle saglanabilir.

Niikleoz(t)id analoglar1 ile serokonversiyon olusursa, tedavi 6 ve ya 12 ay
daha wuzatilmalidir. Bu hastalarin  %80’inde, kalici anti HBe antikorlar:
olusabilmektedir (61).

Kalict yanit alinamayan hastalarda, Niikleoz(t)id analoglar1 ile uzun siireli
tedavi uygulanmasi1 gerekmektedir. HBeAg serokonversiyonu gelismeyen, HBeAg

pozitiflerde tedavinin uzatilmasi gerekmektedir. Ayrica sirozu olan hastalarda,
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HBeAg durumuna ve serokonversiyona bakilmadan niikleoz(t)id analoglarinin
kullanilmas1 gerekmektedir. Monoterapide; optimal direng profiline sahip, en potent
ilaglar olan tenofovir ve entekavir gibi ilaclar segilmelidir. Ila¢ kullanildig: siire
icinde, RT- PCR ile saptanamayan, HBV DNA diizeyinin siirekliligi en ideal olandir.
Entekavir ve tenofovirin uzun siireli etkileri, giivenlik ve tolerabilitesi hala

bilinmemektedir (61).
1.7.8. Tedavi Takibi

1.7.8.1.Pegile Interferon Alfa Alan Hastalarda Takip

Bu hastalarda, aylik tam kan sayim1 ve serum ALT seviyesi takip edilmelidir.
Tedaviye yanit1 degerlendirmek icin; 12. ve 24. haftalarda, serum HBV DNA
seviyesine bakilmalidir.

Hepatit B e antijeni pozitif hastalarda; HBeAg ve anti-HBe diizeyleri 24. ,48.
ve tedaviden sonraki 24. haftada bakilmalidir. HBe serokonversiyonu ile beraber
ALT normalizasyonu ve HBV DNA’nin 2000 [U/ml’ nin altinda (yaklasik 10,000
kopya/ml) olmasi istenen yanittir.

Takip boyunca, real time PCR ile saptanamayan HBVDNA diizeyi ideal olan
sonuctur ve bu durumun devamli olmasi halinde, HBsAg’nin kaybolma olasiligi
yiiksektir.

Pegile interferon ve ya NA ile HBeAg serokonversiyonu gozlenen, HBeAg-
pozitif hastalar; HBeAg seroreversiyonu ve HBeAg negatif kronik hepatit B
yoniinden uzun siire takip edilmelidir. HBV DNA negatifligi devam ediyorsa,
HBeAg serokonversiyonundan sonra 6 ay araliklarla, HBsAg, AFP, CEA diizeyi,
ultrason ile takip edilmelidir. Interferona primer yanitsiz olan vakalarda, interferon
tedavisi kesilmeli ve uygun bir niikleoz(t)id analoguyla tedavi baglanmalidir (61).

Hepatit B e antijeni negatif hastalarda; 48 hafta boyunca benzer sekilde
monitorize edilmelidir. HBV DNA’nin <2000 [U/ml olmas1 durumu olan virolojik
yanit, karacigerdeki hastaligin remisyonu ile iligkilidir.

Polimeraz zincir reaksiyonu ile saptanamayan HBV DNA diizeyi, tedaviden
sonra beklenen ideal sonugtur ve bu durumun stirdiiriilmesi, yiiksek olasilikla HBsAg
kaybiyla iliskilidir. HBV DNA’nin saptanamayan diizeyde seyri esnasinda, her 6
ayda bir HBsAg diizeyi kontrol edilmelidir (61).
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Tim hastalar pegile interferon alfanin yan etkileri acgisindan monitorize

edilmelidir (61).

1.7.8.2. Niikleoz(t)id Analoglar ile Tedavi Takibi

Hepatit B e antijeni pozitif hastalarda niikleoz(t)id analoglar1 ile tedavi
sonlanim noktasi, HBe serokonversiyonudur. HBV DNA; PCR ile 6lgiilemeyecek
diizeyin altinda olmalidir ve buna biyokimyasal ve histolojik yanitin birlikte oldugu
serokonversiyon eslik etmelidir. Yapilan calismalara gore NA tedavisi, HBeAg
serokonversiyonundan 24-48 hafta sonra kesilebilir. HBsAg diizeyi, HBeAg
serokonversiyonundan sonra,6 ay araliklarla bakilmalidir. HBsAg kaybi, NA
tedavisiyle oldukc¢a nadir goriilmektedir (61).

Virolojik yanit1 belirlemek i¢in; 12. haftada HBV DNA bakilmalidir ve her
12-24 haftada bir kontrol edilmelidir. HBV DNA’nin PCR ile 0&l¢iilemeyecek
diizeylere inmesi, direnci dislayabilmek i¢in degerlendirilmesi gereken bir
parametredir. Yine tedavi yanitsizligmi degerlendirmek i¢in, HBV DNA takibi
onemlidir. HBeAg pozitif hastalarda HBeAg diizeyleri ve HBeAg negatifliginden
sonra anti HBe antikor diizeyleri, 6-12 ay araliklarla 6l¢iilmelidir (61).

Niikleoz(t)id analoglari; bobreklerle atildigindan, kreatinin temizlenmei
azalan hastalarda, doz ayar1 yapilmasi1 gerekmektedir. Karaciger yetmezliginde, doz
ayarlanmasi ile ilgili yeterli ¢alisma yoktur. Tedavi altinda, hepatit B’nin akut
alevlenmesi goriilebilir (61).

Sirozlu hastalarda, ilk {i¢ ay aylik olmak {izere, yogun izlem yapilmalidir. Bu
hastalarda gelisen komplikasyonlarin yOnetimi, acilen yapilmalidir. Renal
yetmezligin, tenofovir ve adefovirle nadirde olsa goriildiigli belirtilmistir. Yine, HIV
pozitif ve tenofovirle tedavi olan hastalarda, kemik mineralizasyonunda azalma
oldugu gosterilmistir. Entekavirin, uzun donemde karsinogenez iizerine olan etkileri
calisilmaktadir. Telbuvidinle miyopati nadiren bildirilmistir. Pegile interferon ve
telbivudine ile periferal noropati goOrilmiistiir, bu nedenle bu kombinasyon

onerilmemektedir (61).
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1.8. Kronik Hepatit B’de Genotipik Direng

1.8.1. Antiviral Direncinde Rol Alan Etkenler

a) Viris replikasyon miktar1 ve hizi;

b) Viral polimeraz hata hizi

¢) Ilacimn antiviral etkinligi

d) Karacigerde replikasyon mesafesi genisligi: Karacigerde yeni cccDNA
yerlesebilecek hepatosit miktari, replikasyon alani olarak tanimlanir. Mutant
viriisiin hepatositlere yerlesebilmeleri icin orijinal viriisiin replikasyon
mesafesini bosaltmasi gerekir.

e) Rezistan suslarin replikasyon yetenegi: Bagisiklik sistemi ve ilag baskisi
altindaki viriisiin ¢ogalabilme yetenegidir.

f) Genetik bariyer: Primer antiviral diren¢ gelismesi i¢in gerekli olan mutasyon
sayisidir.

g) Diger faktorler: Ilag metabolizmasi ile ilgili genetik faktorler tedaviye uyum,

sakl1 bolgelere antiviral erisebilirligi, cccDNA formuna etkinlik (93).

1.8.2. Genotipik Direnci Arastirma Metodlar

Viral polimerazin reverse transkriptaz bdlgesi, tiim genotipler i¢in ortaktir.
Mutasyonlar adlandirilirken rt 6n eki ardindan ilk aminoasit-rt bolgesinin
baslangicina kadar kodon sayisi, mutasyonla yeni olusan aminoasit olarak
adlandirilir (93).

- PCR iiriiniinii direkt sekanslama; duyarliligi en az olan metoddur. Mutant
susun tespit edilmesi i¢in, bu susun HBV havuzunun >%20’sini olusturmasi gerekir.
(93 -95)

- RFLP (restriction fragment polymorphism) metodu: Mutant suslar, viral
popiilasyonun % 5’ini1 olusturdugunda pozitiflesir. Reaksiyon i¢in kullanilan
endoniikleazlar mutant susa spesifiktir. Dolayisiyla spesifik endoniikleaz
kullanilmadiginda, reaksiyon negatif kalabilir (93- 95).

- Mikrochip teknolojisi ile sekanslama: Pahali ve her yerde olmayan yeni bir
yontemdir (93).

- MALDI-TOF MS: Mutasyonlar1 tasiyan, ufak DNA fragmanlarinin mass

spektrofotometrik analizidir. Mutant suslar, viral popiilasyonun %]1’ine eristiginde
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mutasyonu yakalayabilmektedir. Her bir mutasyon i¢in hazirlanmis yeni primer ve
spektrometre gerekebilir (96).

- Tek genomun sekanslamasi: saptanan mutasyonlarin popiilasyon
icerisindeki siklig1 bilinmediginden, klinik karsiligini degerlendirmek zordur (97).

- Revers hibridizasyon testi: (LIPA DR) Mutant suslar, viral
popiilasyonun %5’ ini olusturdugunda mutasyonu yakalayabilmektedir. Nitroseliiloz
membran iizerinde direncten sorumlu gen bolgesine ait duyarli ve mutant dizileri
iceren problar bulunmaktadir. PCR ile ¢ogaltildiktan sonra direncten sorumlu gen
bolgelerine ait DNA molekiilleri bu problar ile hibridizasyona sokuldugunda mutant
dizilere baglanirsa direngli olarak yorumlanir. Her bir mutant i¢in, spesifik bir prop
gereklidir. Ayrica genotipik degisiklikten dolayi, ayn1 mutasyonu farkl genotiplerde
yakalamak i¢in birden fazla prop gerekebilmektedir (93).

- Auto-LiPA (INNO-LiPA); otomotize bir ters hibridizasyon sistemidir.
Direng genlerinin tespit edilmesi ve pozitiflik veren bantlarin okunmasi esasina
dayanmaktadir.

Genotipik direnci saptamak i¢in iilkemizde genellikle; line-probe testleri
kullanilmaktadir. Ancak bu yontem ile sadece bilinen mutasyonlar aranabilir.
Dolayisiyla, direng gelisimine yol agabilen yeni mutasyonlar tanimlandikca ilgili
problar teste ilave edilmelidir. Bu testlerde pozitiflik, mutant suslar HBV
havuzunun %35 ini olusturdugunda tespit edilebilir (93).

Line probe testinin ters hibridizasyonu yontemi ile gelistirilmis olan INNO-
LiPA HBV DR v2 (Innogenetics, Gent, Belgium), 6zellikle serum ve ya plazma
orneginde farkli genetik varyantlarin bir arada olmasi durumunda mutasyonlarin
saptanmasimi saglayan oldukca yararli bir testtir. Bu test ile HBV polimeraz
proteininin L8OV/I, V/G173L, L180M, A181T/V, M204V/I/S ve N236T kodonlar1

taranmakta, wild tip viriis ile mutant virlisler ayni testte saptanabilmektedir (93, 94).
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Sekil 8. INNO-LiPA HBV DR v2 (Innogenetics, Gent, Belgium) test stribininin ve

ornek mutasyon motifinin goriinimii (94).

1.8.3. Lamivudin ve Diger L-Nukleozitlere Genotipik Direng
Degisiklikleri

Lamivudin i¢in primer direng mutasyonlari;; rtM204V/I/S ve rtAl181T
mutasyonudur. rtAl181T mutasyonu; adefovir tedavisi esnasinda da secilebilir.

rtM204 V/I mutant suslar; diger L niikleozidler olan emtrisitabin, telbuvidin,

klevudin gibi ilaglara da direnclidir (93, 94).

1.8.4. Asiklik Fosfonatlara Genotipik Diren¢ Degisiklikleri
Adefovir direnci: Primer diren¢ mutasyonlari, D bdlgesindeki rtN236T ve B
bolgesindeki rtA181T/V mutasyonlaridir. Nadiren rtI233V mutasyonu, primer direng
sebebi olabilir. rtA181T mutant suglar, lamivudine de duyarlilig1 azalmis olabilir
(93, 94).
Tenofovir direnci: Diren¢ heniiz saptanmamistir. Muhtemelen birden fazla

mutasyon gerekmektedir.

1.8.5. Entekavire Genotipik Direnc¢ Degisiklikleri
Lamivudin direncine yol agan mutant suslarin yani sira; T184, S202, M250

mutasyonlar1 da gerektirir (93, 94).
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Hastalar

Haziran 2010 ile Mayis 2011 tarihleri arasinda, Firat Universitesi Hastanesi
Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilimdali’na basvuran Kronik
hepatit B hastalig1 olup, herhangi bir antiviral tedavi almamig yiiz hasta ¢aliymaya
alind1. Calisma i¢in Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Degerlendirme Komisyonu
onay! almmistir. Calisma icin proje hazirlanmistir. Proje, Gilead Sciences Ila¢ Tic
Ltd Sti tarafindan desteklenmistir. Calisma, Istanbul Diizen Laboratuvarlari’nda

yapilmistir.
2.2. Verilerin Toplanmasi

Calismaya uygun olan hastalardan biyokimya tiiptine 5 ml kan alind1 ve 3000
devirde 5 dk santrifiij edildi. Serumlar ayrilarak calisma giiniine kadar -80°C de
sakland1.

Calismaya alinan hastalarin yasi, cinsiyeti, bulas sekli, hastalik siiresi, ek
hastaliklar1, kullandig1 diger ilaglari, meslegi, 6grenim durumu, basvurdugu yer, fizik
muayenesi, serum ALT, AST, ALP, GGT, bilirubinleri, protein, albiimin, iire,
kreatinin, elektrolitleri, PTZ-INR diizeyleri, AFP, CEA, TFT diizeyleri, kolesterol
diizeyi, tam kan sayimi, HBeAg ve anti HBe durumu, HBVDNA diizeyi, karaciger
biyopsisi, USG bulgular1 kaydedildi. Tiim biyokimyasal, hematolojik, serolojik
testler ve HBV DNA diizeyleri, F.U Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda ¢alisildi.
Kan biyokimyasal testleri, Olympus AU2700 cihazinda enzimatik kinetik yontemle,
tam kan sayimi Advia2120-i cihaziyla, PTZ-INR diizeyi Cycmex CA-1500 cihaziyla,
hormonal testler (kolesterol ve TFT) Immulite 2000-2500
cthaziyla, HBeAg ve anti-HBe diizeyleri Achitect 2000 cihazinda makroelisa
(Architect System Abbott Diagnostics, Germany) ile HBV DNA diizeyleri Roche
Cobas Tagman (The COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV Test, v2.0,
Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) ile ¢alisildi. Serum HBV-DNA diizeyleri ve
lamivudin direncine sebep olan mutasyon motifleri ise Diizen Laboratuvari’nda
INNO-LiPA HBV DR v2 - Auto-LiPA 48 (Innogenetic, Gent, Belgium) cihaz ile

analiz edildi.
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2.2.1. HBV DNA Ekstraksiyonu

Hepatit B viriisi DNA ekstraksiyonu i¢in High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Germany) kullanildi.

a) Once lizis binding soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in hazir kitin icinde olan
hazir lizis, proteinaz K ve carrier RNA soliisyonlarina son asamalar eklenerek
hazirlanan son malzemeler kullanilda.

Proteinaz K’y1 hazirlamak i¢in, hazir kitin i¢ine 5 ml eliisyon buffer eklendi

Carrier RNA hazirlamak icin ise; 0,5 ml eliisyon buffer eklendi.

7 ml lizis +1400 pL proteinaz K +140 pL carrier RNA eklenerek, binding
lizis soliisyonu hazirland1.

Hazirlanmis olan bu lizis binding soliisyondan 625 pL kapakli epandorf tiipe
koyuldu. Hasta serumlar1 eklenmeden Once santrifiijlendi. Lizis binding
soliisyonlarmin bulundugu bir kapakli epandorf tiipe,500 pL hasta serumu eklendi.
10 sn siireyle vortekslendi. 50 °C su banyosunda,10 dk siireyle inkiibe edildi. 10 dk
sonra su banyosundan ¢ikarilip,4600 g’de 2 dk santrifiijlendi. Santrifiij edildikten
sonra tiipiin i¢indeki karigima 250 pL izopropanol eklendi. 10 sn vortekslendi.
Ardindan; 46 sn,4600 g’de santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi1 iki asamali filtreleme
yapildi. Wast rock denilen tiip, filter tiip denilen filtreleme rockina yerlestirildi.
Hazirlanmis olan bu karigimdan, 750 pL bu filter tiipline eklenip, kapagi kapatilarak
4600 g’de iki dk santrifiijlendi ve DNA’nin parcalanarak filtredeki kolonlara
yapismasi saglandi. Alttaki Wast rock degistirilerek filter tiip yeni bir wast rockina
koyuldu. Uzerine kalan soliisyondan tekrar konulup, iki dk 4600’g de tekrar
santrifiijlendi. Tekrar alttaki wast rock degistirildi. Filtreli tiipe PCR’1 engelleyen
maddelerin ortamdan uzaklastirilmasini saglayan inhibitér ¢ikarma tamponu olan
IRB den 400 pL eklenip 4600 g’de iki dk santrifiijlendi. Tekrar alttaki wast rock
degistirilerek, filtreli tiipteki iirtine 700 pL etanol igeren wash soliisyonu koyuldu.
Iki dk 4600 g’de santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi ikinci kez 700 puL wash soliisyonu
eklenip, lic dk 4600 g’de santrifiijlendi. Alttaki wast rock degistirilip ii¢ dk siireyle
diger tiim malzemelerin uzaklastirilmasi i¢in tekrar 4600 g’de santrifiijlendi. Alttaki
wast rock tekrar degistirildi, filtreli tiipe 75 uL -70 °C deki 1s1 blogundan ¢ikarilan
eliisyon bufferdan koyuldu. U¢ dk oda 1sisinda bekletildi. Ardindan 4600 g’de ii¢ dk
santrifiij edildi. Elde edilen iiriin PCR i¢in tiiplere aktarildi.
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2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA ekstraksiyonu saglandiktan sonra elde edilen iirlinler, soguk zincir
saglamak amaciyla buz akiileri tizerindeki PCR tiiplerine yerlestirildi. Tiplere 12,5
uL master mix koyuldu. Uzerine 5 uL. DNAz- RNAz free su koyuldu. 1 uL primer
eklendi. Bu karisimim {izerine de hazirladigimiz DNA ekstraksiyonundan 6,5 pL
koyuldu. Baloncuk olmamasina dikkat edilerek, birka¢ kez karistirildi. Denatilirasyon
icin Gene Amp 9700 PCR cihazi, 95. 0 °C 15dk,55 °C 30 sn, 72° C 0,40 sn, 72° C 10
sn, 4°C/ «© seklinde ayarlandi. Hazirlanmis olan toplam miktar cihaza kaydedildi.

Cihaz calistirildi.

2.2.3. Akrilamid Jel Elektroforezi
A)Akrilamid Jel Elektroforezinde kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi:
* %7,5 NaOH------- 75 g NaOH alinip, 1000 ml distile su i¢inde ¢oziildii.
* 9%1,5 NaOH------- 200 ml %7,5’luk NaOH c¢ozeltisinden alinip, distile su ilave
edildi ve hacim1000 ml tamamland:.

*9%0,1’lik AgNO3------ 0,3 g AgNO; aliip, 300 ml distile suda ¢oziildii.

Boyama: 100 ml %1,5 luk NaOH,0,4 ml formaldehit ve eser miktarda NaBH4 bir
sisede karistirildi.
* APS (amonyum peroksit disiilfat) %10’luk 10 g alinip,100 ml distile suda
cozdirildi.
* S5XTEB
-108 gr Tris —Base (2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol)
-55 gr Borik asit
-40 ml EDTA (0,5 mM'lik)—

SXTEB Hazrlamisi: 93,06 ¢ EDTA,0,5 L distile su icinde karistirilip,
karisima kire¢ beyazi renginden berrak hale gelene kadar, NaOH tabletleri titre edildi.
Karisim distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. En az 12 saat boyunca magnetik
karigtiric1 yardimiyla karistirildi.

* %30' luk 29:1 stok akrilamid (karanhk ortamda korunarak) hazirlanisi:
58 g Akrilamid+ 2 g bisakrilamid+ 100 ml distile su,2-3 saat magnetik
karstirict yardimiyla karistirildi. Behere aktarilip, 200 ml'ye tamamlandi.

Sonra tekrar dondirilerek stok akrilamid elde edildi.
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%30'luk 29:1 stok akrilamidden, %6k 29:1 akrilamid hazirlandi. (60 ml
dH20+20 ml stok akrilamid) (%30' luk akrilamid +20 ml SXTEB bir beher
icerisinde karistirilarak elde edildi.).
* Akrilamid jel hazirlanmasi: 5-6 ml %6'lik 29:1 akrilamid +8,5 mikrolitre
Temed+ 0,1 ml APS ile karistirildi.
B ) Jel Elektroforezi
Kalm ve ince cam kiska¢ yardimiyla birlestirildi. 5- 6 ml %6'lik 29:1
akrilamid + 8,5 mikrolitre Temed+0,1 ml APS karistirild1. iki cam arasma hazirlanan
karisim dokiildii. PCR iiriinlerinin koyulacagi kuyucuklarin belirlenecegi kalip tarak
hemen takildi. Jel donduktan sonra, tarak iki cam arasindan ¢ikarildi ve distile su ile
kuyucuklar yikandi. Elektroforez tankina cam kaset yerlestirildi. Tankin ve kasetin
icine 1XTEB tamponu ilave edildi. Her bir numune i¢in 1 mikrolitre boya ve 5
mikrolitre {iriin karistirildi ve kuyucuklara pipet yardimiyla sirasiyla aktarildi. Ana
glic kaynagi acildi. Anot ucuna; gii¢ kaynagindan ¢ikan negatif yiiklii kablo, katot
ucuna ise; pozitif yiikli elektrik akimi tasiyan kablo baglandi. Sistem 150 V'
ta,100mA' de 20 dk.‘ya ayarlandi. Bitiminde sistemin ana diigmesi kapatilip, anot ve
katot uglar1 sistemden ¢ikarildi. ki cam arasindan jel ayrilip, temiz bir kaba alindi.
Kabin icerisine %0,1°lik AgNO;s eklendi. Bes dakika kadar bu c¢ozelti iginde
calkalandiktan sonra, bagka bir kapta 100 ml %1,5’luk NaOH,0,4 ml formaldehit ve
eser miktarda NaBH,4 konan karigama jel aktarildi. Bes dakikada bu ¢6zelti icerisinde
bekleyen akrilamid jelde boyama islemi gerceklestirildi ve pozitif bant veren bantlar
saptandi.
Polimeraz zincir reaksiyonu iirlinleri akrilamid jel elektroforezinde
yiiriitiildiikten sonra UV transluminatorde bantlar incelendi ve 867 bp boyutunda

bantlar gézlendi. PCR {iriinleri -20 °C’de ters hibridizasyon islemine kadar saklandi.

2.2.4. inno Lipa Revers Hibridizasyon

Hibridizasyon i¢in birinci boru Hibridizasyon soliisyonuna, ikinci boru
Stringet wash soliisyonu’ na, ii¢lincii boru Rins soliisyonu ‘na, dordiincii boru
Seyreltilmis konjugat soliisyonu‘na, besinci boru Substrat buffer soliisyonuna,
altinct boru 10 pL denatiirasyon soliisyonu ve 10 uL PCR iiriinii koyularak 5 dk
denatiirasyon i¢in beklenme soliisyonuna koyuldu. Hazir test stripleri yerlestirilip,

Otomatize Auto-Lipa Cihazi ¢alistirildi.
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OtomatizeAuto-Lipa Cihazi’yla (Innogenetic, Gent, Belgium) revers

hibridizasyon iglemi gerceklestirildi. HBV polimeraz geninin 80, 173, 180/181, 204,

236 numarali kodonlar1 tarand1 ve Hepatit B virlisiine ait mutasyonlar degerlendirildi

(Sekil 9).

Sekil 9. Otomatize Auto-Lipa Cihazi
2.3 istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 12.0 paket programinda degerlendirildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugunun degerlendirilmesinde Kalmagorov-Smivnov testi uygulandi.
Veriler ortalama /- standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasit verilerin
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis varyans analizi ve ikili gruplar i¢in Mann-
Whitney U testi uygulandi. Parametreler arasindaki iligkilerin degerlendirilmesinde
ise Spearman korelasyon analizi uygulandi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Frrat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali‘na basvuran, herhangi bir antiviral tedavi
almamis olan 100 hasta ¢alismaya alind1.

Hastalarin yas ortalamasi; 40'/.13 dii. 41 hasta kadin, 59 hasta ise erkekti.
Hastalarda; perinatal bulas %3, horizontal bulas %18, cinsel iliskiyle bulas %14 ve
Perkiitan bulas %65°di. Calismaya dahil edilen hastalarin; %1’ inin yaklasik 20 yillik
tani, %18’inin 10 ile 20 yillik tani, %44 iiniin 5-10 yillik tani, %33 iiniin 5 yildan az
stireli tan1 ve %4’{liniin yeni tan1 oldugu belirlendi

Calismaya dahil edilen hastalarin %69’unda baska ek bir hastalik yokken,
%24 ek olarak diyabet, %4’iinde kalp hastalig1 ve %3’linde ise KBY tanis1 mevcuttu.
Toplam 70 hasta ek bir medikal tedavi almiyorken, 30’unda ek kronik hastaligi
nedeniyle baska bir medikal tedavi almaktaydi.

Hastalarin mesleki durumlari incelenmis ve ¢alismaya alinan hastalarm %6’
sinin saghk calisani, %7°sinin 08retmen, %9’unun 6grenci, %9’unun memur,
%21’inin esnaf oldugu ve %44 gibi bir ¢ogunlugunun caligmadigr goézlenmistir.
Hastalari %8’inin okuma yazma bilmedigi, %27’sinin ilkogretim mezunu oldugu,
%46’smn lise mezunu ve %19’unun ise iiniversite mezunu oldugu saptanmustir.
Calismaya alinan hastalarin, %67 si il i¢inden bagvuru iken, %33’1 ise il diginda
yasamaktaydi. Hastalarin %94’liniin yapilan fizik muayenesinde herhangi bir
patolojik bulguya rastlanmadi. Hastalarm demografik 6zellikleri tablo halinde

verilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Hastalarm Demografik Ozellikleri

Demografik Ozellikler Hastalar

Yas

Min 18

Max 73

Ortalama 407/.13

Cinsiyet

Kadin 41

Erkek 59

Bulas sekli

Perinatal 3

Perkutan 17

Horizontal 65

Cinsel iligki 1

Diger 14

Hastaligin siiresi
Yeni tant 4

< Syl 33
5-10 yl 44
10-20 y1l 18
>20 yil 1

Ek hastahk varhg:

Yok 69
Diyabet 24
Kalp hastaligi 4
Diger 3

Kullanilan diger ilaclar

Var 30

Yok 70

Meslek
Calismiyor 44
Ogrenci 9
Ogretmen 7
Esnaf 21
Memur 9
Diger 4
Saglik ¢alisani 6

Ogrenim durumu
Okuryazar degil 8
[kogretim 27
Lise 46
Universite 19

53



Calismaya alinan hastalarin AST diizeyi 70 hastada normaldi. Ortalama AST
diizeyi 47 /. 5 IU/ml idi. ALT diizeyi 63 hastada normaldi. 37 hastada ise ALT
diizeyi yiiksekti. Ortalama ALT diizeyi; 69'/.10 IU/ml idi. ALP diizeyi %97 oraninda
normaldi. Ug hastada, minimal ALP yiiksekligi mevcuttu. GGT diizeyi %91 hastada
normalken, %9’unda sinir degerin lizerinde minimal bir yiikseklik gézlendi. Caligilan
diger biyokimyasal testlerden biliriibin diizeyleri, iire-kreatinin diizeyleri, elektrolit
diizeyleri, protein ve albiimin diizeyleri ile LDH, PTZ-INR ve AFP- CEA diizeyleri
ile tam kan sayimi testleri tiim hastalarda normaldi. Hastalarm laboratuvar verileri

tablo halinde sunulmustur (Tablo 2, Tablo 3).
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Tablo 2. Hastalarm yapilan tetkik sonuglar1

Laboratuvar Testi Sonu¢ (Hasta Sayisi)
AST 70
Normal 30
Yiksek 47+/-5
Ortalama
ALT 63
Normal 37
Yiksek 69+/-10
Ortalama
ALP 97
Normal 3
Yiiksek
GGT 91
Normal 7
Yiiksek
Bilirubinler 97
Normal 3
Yiiksek
Total protein 100
Normal 0
Diisiik
LDH 96
Normal 4
Yiiksek
Ure
Normal 96
Yiksek 4
Kreatinin
Normal 96
Yiksek 4
PTZ/INR
Normal 98
Yiksek 2
Hgb/Htc
Normal 98
Diisiik 2
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Tablo 3. Hormonal testlerin sonuglar1

HORMONAL TESTLER HASTA SAYISI
AFP

Normal 99

Yiiksek 1
CEA

Normal 100

Yiiksek 0

50 hastada HBVDNA diizeyi 10* kopya/ml idi. 25 hastada, HBVDNA diizeyi
10° kopya/ml idi. 13 hastada HBVDNA diizeyi 10° kopya/ ml, 2 hastada 10’
kopya/ml, 8 hastada 10°® kopya/ml, 2 hastada ise 10" kopya/ ml idi (Tablo 4).
Tablo 4. Hastalarin HBVDNA diizeyleri (kopya/ml)

HBYV DNA Diizeyleri Hasta Sayis1
10* Kopya/ml 50
10° Kopya/ml 25
10° Kopya/ml 13
107 Kopya/ml 2
10® Kopya/ml 8
>10® Kopya/ml 2

Calismaya almman hastalarin 78’inde, AntiHBe pozitifligi mevcuttu. Geriye
kalan 22 hastada ise; HBeAg pozitifligi vardi (Tablo 5).
Tablo 5. Hastalarin HBe Ag- Anti HBe pozitiflik durumu

HBeAg DURUMU POZITIF HASTA SAYISI
HBeAg 22
Anti HBe 78

Calismaya alinan hastalarin kolesterol profilleri de incelendi ve 37 hastada
hiperkolesterolemi saptandi (Tablo 6). Hastalarin 87’sinde tiroid fonksiyon testleri
normal 13’tinde hipertiroidi saptandi (Tablo 7).

Tablo 6. Hastalarin kolesterol ve tiroid fonksiyon testleri

KOLESTEROL DUZEYI HASTA SAYISI
NORMAL 63
YUKSEK 37

56



Tablo 7. Hastalarin Tiroid fonksiyon testleri sonuglari

TIROID FONKSIiYON TESTLERI HASTA SAYISI
NORMAL 87
YUKSEK 13

Hastalarin utrasonografik olarak yapilan karaciger incelenmelerinde, 52
hastanin karacigerinin normal gériinlimde oldugu gézlendi. 31 hastada hepatosteatoz,
11 hastada karacigerde graniilasyon, ii¢ hastada kaba graniilasyon, ii¢ hastada ise
hepatosplenomegali saptandi (Tablo 8).

Tablo 8. Hastalarin ultrason bulgular1

USG Hasta Sayis1 (%)
NORMAL 52
HEPATOSTEATOZ 31
GRANULE 11

KABA GRANULE 3

HSM 3

25 hastaya, Braun Hepafix Luer lock 17G/1,4 mm igne ile perkiitan karaciger
biyopsisi yapildi. ISHAK skoruna gore hastalarin ortalama histolojik aktivite indeksi
(HAI) 87/. 2 ve evre 2'/.1 olarak saptandi. En diisik HAI; 5, en yiiksek HAI; 12
olarak saptandi. En diisiik evre; evre 1, en yiiksek evre; evre 3 olarak belirlendi
(Tablo 9).

Tablo 9. Hastalarin karaciger biyopsisi sonuclari

Karaciger biyopsisi Ishak skoru
1) HAI
MIN : 5
MAX : 12
2)EVRE .
MIN : 1
MAX : 3

Calismaya alinan hastalarm serum &rnekleri almip, INNO-LIPA yontemiyle
diren¢ mutasyon noktalar1 arastirildi. Tiim hastalarin genotip D ile enfekte olduklar1
saptandi. Yalnizca bir hastada, primer lamivudin direnci saptandi. Pozitif hastanin

test strip gorintiisii Sekil 10°da verilmistir.

57



lins

Conj. control - 1
Amp. contol -2
-3

'—f'f"|-4
vib -5
lao.|_-,
vi7Ta -8
Gi73 -8
L1173 -10

L18o/A1B1 -1
L180T181 o © -

L1BONV1B1 - 14
M18OVA181 - 15

M18O/T1B1 - 16
M1BO/ViBT1 - 17
-18
m{_“
.20
vans { 21
-22
lm*-ﬂ

- 24

s204 -25
-26

-27

N236 {-28
-29

-30

-3

- 32
7236 { 33

........
Pl s s m o www
........
---------
.........
........
........

--------

--------

--------
--------

--------

--------

--------

--------

------
.......
______
.......

-------

-------

Sekil 10. INNOLIPA test stribinde M204V ve L180M mutasyonlarmmn gdriiniimii



Yapilan istatistiksel analizle ALT yiiksekligi ile HBV DNA yiiksekligi
arasinda pozitif korelasyon saptandi (p 0,012). Ancak ALT yiiksekligi ile HAI ve
Fibroz skoru arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (p=0,436, p=0,712). HBVDNA
ile HAI ve Evre arasinda anlamli bir iligki saptanmadi1 (p=0,480, p= 0,625) (Tablo

10).

Tablo 10. ALT nin, HBV DNA, HAI ve Evre arasindaki iligkisi

Parametre HBVDNA HAI Evre

ALT 1,5x10° /- 1,3x10° 827/-1,8 2,4 /- 0,69
Normal 6,0x10° /- 5,7x10° * 7.8 -1,7 2,1 7-0,71
Yiiksek

* HBVDNA ve ALT yiiksekligi arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. P<0,05
Istatistiksel analiz sonucunda, HBeAg pozitifligi ile HBVDNA ve ALT

yiiksekligi arasinda anlamli korelasyon saptandi (p=0,003). Verilerin analizi Tablo

11°de sunulmustur.

Tablo 11. HBeAg ile HBV DNA ve ALT iliskisi

Parametre HBVDNA" ALT" HAI EVRE
HBeAg

Pozitif 1,1x10'°/-9,6x10°  126+/-33 77/-1,3 2,17-0,6
Negatif 1,1x10® /- 1,1x10% 53 +/-8,2 8,47/-1,7 2,2%/-0,7

* ortalama '/- standart sapma verilmistir.

Kolesterol diizeyleri ile HBVDNA, ALT yiiksekligi, HAI ve Evre
degerlendirilmis ve anlamli bir iliski saptanmamistir. Veriler Tablo 12°de
sunulmustur.

Hastalarin TFT diizeyleri ile HBVDNA, ALT yiiksekligi, HAI ve Fibroz
skoru degerlendirilmis, anlamli bir iligki saptanmamustir. Verilerin istatistiksel

analizi Tablo 12’de sunulmustur.
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Tablo 12. Kolesterol ve TFT’nin HBVDNA, ALT yiiksekligi, HAI ve evre
arasindaki iliskisi

Parametre HBYV DNA ALT HAI Evre
KOLESTEROL

Normal 2,4x10°%/-1,4x10°  677/-12,8 8,37/-1,8 2,3%7-0,17
Yiiksek 5,8x10°%/-5,6x10°  73%/-16,8 7,2%/-1,2 2,0%/-0,2
TFT

Normal 2,6x10°%/-2,4x10°  697/-11,0 8,07/-1,8 2,2%-0,16
Yiksek 1,2x10%%/-0,8x10°  72%-26,2 7,7 - 0,4 2,2%-0,25

* Veriler ortalama /- standart sapma seklinde verilmistir.

Ultrason bulgulartyla; HBVDNA, ALT yiiksekligi, HAI ve fibroz skoru ile
arasindaki iligki istatistiksel olarak degerlendirilmis ve anlamli bir iliski
saptanmamistir. Veriler Tablo 13°de verilmistir.

Tablo 13. Ultrason bulgulariyla HBV DNA, ALT yiiksekligi, HAI ve EVRE
arasidaki iliski

USG HBV DNA(n) ALT(n) HAI (n) EVRE (n)
1. Normal 1,4x10°7/-4,6x10"(52) 77,9 /- 17,8(52)  7.,87/-0,5(15) 2,27/-0,20 (15)
2. Hepatosteatoz 6,9x10° /- 3,8x10% (31) 57 /-7,8 (31) 7,77-0,4(7)  2,1%-0,26 (7)
3. Graniile 1,1x10° /- 7.810% (11) 80 */-29 (11) 95%-1,5 (2) 3,0 ()
4. Kaba graniile 1,75x10° (3)  297/-8,6(3) 9,0° (1) 2 (1)
5. HSM 1,1x10* (3)  537-26 (3)

? Yalnizca bir hastada saptanmustir.
n Hasta sayisi

Lamivudin direnci saptanan hasta; 20 yasinda erkek hastaydi. Yaklasik 10 yil
once yapilan tetkikler sonrasi tesadiifen tani koyulmus olan hastanin annesinde
kronik hepatit B hastaligi mevcuttu. Hastanin HBeAg pozitifligi mevcuttu, ALT
diizeyi tan1 aninda 82 IU/ml, HBVDNA diizeyi ise 10" kopya /ml idi. Hastaya
planlanan karaciger biyopsisi, hasta onayr alinamadigindan yapilamadi. Diger

biyokimyasal parametreleri ile TFT leri ve USG’ sinin normal oldugu saptandi.

60



4. TARTISMA

Diinya genelinde yaklasik 300 milyon kronik hepatit B enfeksiyonlu hasta
bulunmakta ve bu hastalarin %10’u HBV ile iligkili kronik hastalik nedeniyle
kaybedilmektedir. Diinya genelinde %8’den fazla olan yiiksek prevelansh (Afrika,
Asya ve Bati Pasifik) bolgeler yaninda, %?2’den daha diisiik prevelansl (Bat1 Avrupa,
Kuzey Amerika ve Avustralya) bolgeler de bulunmaktadir (99). Ulkemiz ise; Giiney
ve Dogu Avrupa iilkeleri ile birlikte %2-7 prevelans orani ile orta prevelanslt alanlar
icerisinde yer almaktadir.

Hepatit B viriisi kan dolasimmna katildiktan sonra karacigere yerlesip
cogalmaktadir. Enfekte hepatositlere karsi gelisen immiin saldir1  sonucu,
hepotositlerin hasar1 ve bunun sonucunda da transaminaz seviyelerinde ylikselmeler
gozlenmektedir. Kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalarda ise etkin ve yeterli immiin
yanit olugsmamaktadir. Ancak bu hastalarda aralikli olarak gdzlenen viral
replikasyonlarla, immiin sistem aktive olmakta ve transaminaz degerleri
yiikselmektedir. Her immiin saldir1 ile birlikte fibroz bantlarda artis olmakta ve siroz,
HCC riski artmaktadir (99).

Hepatit B virus markerlarindan HBeAg, HBsAg ile birlikte es zamanli ortaya
cikar ve genellikle vahsi sus ile enfekte hastalarda pozitif olarak kalir (99).

Ljunggren ve ark.’nin (100), yaptiklar1 bir ¢alismada; HBeAg pozitif 13
hastanin dokuzunda, anti-HBe pozitif 27 hastanin yedisinde ALT nin yliksek oldugu
saptanmistir. Bu ¢aligmada, ALT ytiksekligi ile HBeAg pozitifligi arasinda anlamli
korelasyon saptanmistir. Anti-HBe pozitif olan 27 hastanin 12’sinde, HBV DNA’nin
yiiksek oldugu ve 12 hastanin altisinda ALT nin de yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Rabbi ve ark.’nin (101) yaptiklar1 ¢calismada ise, yiiksek ALT diizeyine sahip
olan HBeAg pozitif 28 hasta ile anti-HBe pozitif 38 hasta karsilastirilmistir. HBeAg
pozitifligi olan hastalarda, HBV DNA ile ALT yiiksekligi oraninin % 92,8 oldugu,
HBeAg negatifligi olan hastalarda ise bu oranin %36,8 oldugu belirtilmistir. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik da saptanmustir.

Cheng ve ark.(102) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise; HBeAg
pozitifligi bulunan ve normal ALT diizeyi olan hastalar ile HBeAg pozitifligi
bulunan ve yliksek ALT diizeyi olan hastalar, HBVDNA diizeyleri agisindan

karsilagtirilmis, anlamli bir farklilik saptanmamistir. Bunun yaninda, anti-HBe
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pozitif ve ya hem HBeAg hem de anti-HBe negatif hastalarda, normal ve yliksek
ALT diizeyine sahip gruplar karsilagtirilmis, istatistiksel olarak anlamli farkhilik
saptanmistir. Anti-HBe pozitif ve ALT yiliksekligi olan hastalarin yarisinda
HBVDNA pozitif olarak saptanmistr. HBVDNA negatif olan tiim hastalarda ise
ALT diizeylerinin normal oldugu gézlenmistir. HBeAg ve anti-HBe’nin her ikisinin
de negatif oldugu 21 hastanin %60’mmda HBVDNA yiiksekligi gozlenmis ve bu
hastalarin hi¢ birinde normal ALT saptanmamustir.

Bizim calismamizda da; 78 anti-HBe pozitif ve 22 HBeAg pozitif olan
toplam yliz hastadan 37’sinde ALT yiiksekligi gozlenmistir. Bu hastalardan 20’sinde
HBeAg negatifligi, 17’sinde HBeAg pozitifligi oldugu saptanmistir. ALT yiiksekligi
olan tiim hastalarda HBVDNA’nm da yiiksek oldugu gozlenmistir. Hastalarimizda,
HBeAg pozitifligi, ALT yiiksekligi ve HBVDNA arasinda anlamli korelasyon
saptanmistir (p=0,003).

Kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalarda kullanilan antiviral ajanlara karsi
direng gelisimi, kullanim siiresine bagli olarak artmaktadir. Kronik hepatit B
tedavisinde ilk kullanima giren ajan Lamivudin’dir (99).

Lamivudin, kronik hepatit B tedavisinde 1998 yilinda FDA onay1 almis olan
bir niikleozid analogudur. Bir sitozin analogu olan Lamivudin (dideoxy-2’,3’-
thiacitidine), ¢ogalan DNA igerisine girerek, erken zincir sonlanmasina neden
olmaktadir.

Lamivudin, giinde tek doz 100 mg oral olarak almir. Iyi tolere edilir, genis
giivenlik profiline sahiptir. Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan diger anti-viral
ajanlara gore tek dezavantaji, lamivudin tedavisi sirasinda daha c¢ok goriilen, ilag
direncidir. Lamivudin direnci hastayla ilgili yas, cinsiyet, hastalik durumu gibi
hicbir faktorle iliskili degildir.

Lamivudinle viral slipresyonun saglanabilmesi icin, tedavinin uzun siire
devam etmesi gerekmektedir. HBeAg serokonversiyonu, bir yilda %16-22, tedavi
edilmeyen grupta ise %4-13’diir (103).

Lamivudin direnci, diger L niikleozidlere, niikleotid analoglarma capraz
direnci artirip, diger antivirallere duyarliligi da sinirlamaktadir. Bu nedenle tedavi

seceneklerini kisitlamaktadir (104, 105).
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Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda; 1. yilda % 12-15 kadar olan lamivudin
diren¢ oraninin, 2. yi1lda % 35-45, 3. yilda % 45-50, 4. yilda % 50-60 ve 5. yilda %
60-70 oraninda oldugu ve diren¢ oranlarmin hastalik siiresiyle dogru orantili olarak
arttig1 belirtilmektedir (103-105).

Lamivudin direncine; polimeraz geninin reverse transkriptaz bolgesindeki B
alaninda, 180. kodonda bulunan I6sinin, metiyonine (rtL180M) ve YMDD
mutasyonu olarak isimlendirilen C alanindaki 204. kodonda bulunan metiyoninin
valin ya da izolosine degismesinin neden oldugu gosterilmistir (103-106).

Yiiksek viral yiike sahip bireylerde (10''-10"? replikasyon olan hastalarda);
giinliik %50’lere varan oranda replikasyon goriilmektedir. Bu olgularda, her revers
transkripsiyon déngiisiinde 10*-10° mutasyon beklenmekte, tek nokta mutasyonlar1
kadar, 2-3 nokta da mutasyonlar1 da goriilmektedir. Ayni hastada direncli mutant sus
ile mutant olmayan sus bir arada bulunabilmektedir. Yiiksek viral yiikii olan
hastalarda tedaviye potent antiviral etkinligi olan ilaglarla baslanmadig1 durumlarda,
tam viral baskilanma saglanamayacagindan direnc¢li mutantlar segilecek ve baskin
tiir haline gelecektir. Bu mutant suglarin replikasyon yetenekleri diisiik olsa da,
direkt olarak bagka bir hastaya bulasabilmektedir (105).

Ucuz ve kullanimi kolay olan lamivudin, kronik hepatit B tedavisinde 10
yildan fazla siiredir, HIV tedavisinde ise daha da uzun bir siiredir kullanilmaktadir.
Onemli bir yan etkisi bulunmamaktadir. Ancak lamivudin potent bir antiviral
degildir. Lamivudin tedavisinin verilmesiyle, direngli sus secilebilmekte ve bu
diren¢li susun g¢ogalmasiyla hastalarda tedavi altinda virolojik ve biyokimyasal
kirilmalar (breakthrough) gozlenebilmektedir.

Ulkemizde uygulanmakta olan saglik uygulama tebliginde; kronik hepatit B
tedavisine HBV DNA diizeyi < 10" kopya/ml olan eriskin hastalarda, oral antiviral
tedaviye giinde 100 mg lamivudin ile baslanilmaktadir. Bu nedenle lamivudin
iilkemizde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢alismanin amaci; tedaviye lamivudin ile baslamanin ne kadar etkin
oldugunu degerlendirmektir. Bu amacla, herhangi bir tedavi almamis olan kronik
hepatit B enfeksiyonlu hastalarda lamivudine direnci INNO-LIPA ydntemiyle

arastirilmstir.
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Hepatit B viriis enfeksiyonu tedavisi i¢in viral gen havuzunun analizinde,
duyarlilig1 ve belirleyiciligi yiiksek bir genotipleme yonteminin kullanilmasi 6nemli
bir yere sahiptir. Bunun i¢in simdiye kadar kullanilan yontemlere; dogrudan dizi
analizi yontemi (sekans analizi), klonal dizileme, oligoniikleotid problarla
hibridizasyon, FRET teknolojisini kullanan Tagman PCR ydntemi ve 5' niikleaz
yontemi, restriksiyon parcalar1 kiitle polimorfizmi (RFMP), yiiksek yogunluklu
DNA Prob dizinleri ve oligoniikleotid chipleri 6rnek verilebilir (106, 107).

Malstrom ve ark.‘nin (103) yaptiklar1 bir calismada, lamivudin direnci
oldugu bilinen bes hastanin 27 serum O6rneginde, Tagman PCR yontemi ile viral
polimeraz geninin 180. ve 204. kodonlar1 taranmistir. Bu ¢aligma, RFLP ve sekans
analizi ile karsilagtirilmistir. Bu ¢alismanin sonucuna gore, Tagman PCR
yonteminin hizli, maliyet etkin ve kullanish oldugu vurgulanmstir.

Restriksiyon parcalar1 uzunluk polimorfizmi (RFLP- Restriction fragment
length polimorfizm) ve 5'-niikleaz aktiviteli Taq DNA polimeraz ¢aligmalari, diger
iki yeni mutasyon tarama yontemidir. Bu testler HBVDNA genomu ml’de <1,000
kopyanin altinda olup, lamivudin tedavisi alan hastalarda varyantlar1 taramak i¢in
gelistirilmis yeni yontemlerdir. Her iki yontemde HBVDNA polimeraz geninde tek
niikleotid degisikliklerini tarama i¢in dizayn edilmistir. Allen ve ark.’nin (106)
calismasinda, bu iki yeni test, sekans analizi ile karsilastirilmig ve diisiik
konsantrasyonlarda bile vahsi tip ile YMDD mutantlarinin ayrilabildigi belirtilmistir.

Deoksiriboniikleaz (DNA) sekanslama, diger testlere gore daha fazla tarama
yapabildiginden daha verimli bir testtir. DNA sekanslama gibi bu iki testte PCR ile
DNA amplifikasyon asamasina ihtiyag duymaktadr ve bu testler DNA
sekanslamaya gore daha az miktarda virlis varliginda tarama yapabilme yetenegine
sahiptir. Bununla beraber, bu testler DNA sekanslamaya gore daha az ig giicii
gerektirmektedir. RFLP testi; mutant suslar1 tespit etmede, DNA sekanslama
yonteminden daha sensitiftir. RFLP testi ve 5'-niikleaz testinin duyarliliklar esit olsa
da miks viral sus varliginda RFLP testi, 5'-niikleaz testine {istiindiir (106-108).

Tran ve ark.(107) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise; 170 ornekte Pol, S ve
prekor ve bazal kor promotor bdlgeleri sekanslanmis ve Chip teknolojisi ile 1053

(%90) kodon amplifiye edilip, analiz edilmistir. Yiiz elli bir 6rnegin 148’inde
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sekanslama ve Chip ile genotiplerin uyumlu oldugu gosterilmistir. Her iki yontemle
12,161 kodon taranmis ve %92,8’inin ayn1 oldugu gosterilmistir.

Gen chip teknigi ile ayn1 anda ve hizlica vahsi tip virilis ile YMDD, YVDD,
YIDD mutasyonlar1 saptanabilmektedir. Gen chip tekniginin, HBV polimeraz
geninde YMDD mutasyonunu saptamada giivenilir ve 6zgiilliigiinlin yiiksek oldugu
sonucuna vartlmistir (109).

Diisiik titredeki mutant suslar1 tespit etmede, altin standart olarak dizi analizi
oncesi klonlama kabul edilmektedir. Fakat bu yontem, is giiciiniin fazlalig1 sebebiyle
rutin taramalarda kullanilmamaktadir. Bunun i¢in en yaygin olarak, dogrudan dizi
analizi (sekanslama) yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem de suslari1 ancak tiim
popiilasyonda en az %20 oraninda bulunduklar1 zaman tespit edebilmektedir. Daha
duyarli olan, mutantlara 6zgii oligoniikleotid problarla hibridizasyon (LIPA) ve
RFLP yonteminde ise bu oran % 5 kadardir (106-108).

Niesters ve ark. (94 nm INNO-LIPA testinin  duyarliligini
degerlendirdikleri caligmada, testin wild tip ve mutant viriisleri aymrmadaki
basarismin  oldukga  yiiksek oldugu  saptanmustir. ik testte tanisal
duyarliligmmin %94,8 oldugu belirtilmektedir. Tekrarlayan testlerle duyarliligin
arttil, ilk tekrarlayan testte %96,3, ikinci tekrarlayan testte ise %100 oranina
ulastigi  belirtilmektedir. Tanisal yararliligmin ise, sekanslama ile LIPA
arasinda %77 uyumlu oldugu belirtilmektedir (94).

Son zamanlarda gelistirilen MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
Ionisation Time of Flight) kiitle spektrometresi ile restriksiyon pargasi kiitle
polimorfizmi (RFMP) yontemi daha duyarli yontemlerdir. Bu ydntemle 100
kopya/ml HBVDNA varliginda bile varyantlar tespit edilebilmektedir. Miks sus
varliginda en yiiksek 0zgiilliige sahip olan yontemler; MALDI TOF ve RFMP gibi
kiitle spektrometrisinin kullanildig1 yontemlerdir. MALDI TOF yontemiyle %1°lik
mutant popiilasyon saptanabilmektedir. Hassasligi, dogrulugu ve yiiksek miktarda
genomu degerlendirebilme yetenegi nedeniyle uygun bir yontem oldugu
belirtilmektedir (106-108).

Chip teknigi ile virlis DNA’sinda ¢oklu mutasyonlar1 tarama ydntemi;

ozellikle viral ‘quasispecies’ poplilasyonu i¢in gelistirilmis olan bir diger mutasyon
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analiz yontemidir. Yeni kullanilmaya baslanmistir ve duyarliligr % 10 kadardir
(106-108).

Tim bu yontemlerin ortak noktasi; polimeraz zincir tepkimesine ihtiyag
gostermeleridir. Dolayisiyla, yontemlerin duyarlilik ve belirleyicilikleri PCR’1n
duyarlilign ve belirleyiciligine bagldir. Yontemlerin iginde duyarhilik ve
belirleyicilik yoniinden RFMP yontemi, en duyarli yontemdir.

Toplumda lamivudin direngli suslarla enfekte kronik hepatit B tastyici
hastalar1 oldugu, diinyanin ¢esitli bolgelerinde yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir
Bazi arastirmacilar, hi¢ lamivudin kullanmamis olan HBeAg pozitifligi ve ya
HBeAg negatifligine sahip kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalarin serumlarinda
YMDD mutasyon motifine sahip suslar saptamiglardir. Bu farkli ¢alisma gruplarinda,
YMDD mutasyon oranlar1 %7,5-%29,5 olarak saptanmistir Bu farklilik toplumu
enfekte eden HBV viriisiiniin genotip farkliligina baglanabilir ki, bu mutasyon
cogunlukla genotip C’de ve miks genotiple olan enfeksiyonlarda gézlenmektedir
(110-124).

Kirishima ve ark.’nin (110), konvansiyonel RFLP testi kullanarak 18 tedavi
almamis anti HBe pozitif kronik hepatit B enfeksiyonlu hasta lizerinde yaptiklar1 bir
calismada; 4 (%?24,2) hastada YMDD mutant sus saptanmistir. Bu dort hastanin
ikisinde; YMDD+Y VDD (tirozin-valin-aspartat-aspartat) ve ikisinde ise; YMDD+
YIDD (tirozin-izolosin-aspartat-aspartat) mutasyonu tespit edilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda; kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalarda, tedavi 6ncesinde ve tedavi
siiresince direncin monitdrize edilmesinin, tedavinin ydnlendirilmesinde yol
gosterici oldugu vurgulanmustir.

Japonya’da Kobayashi ve ark.’nin (111), tedavi almamis kronik hepatit B
enfeksiyonlu 18 hastayr degerlendirdikleri bir ¢aligmada ise, 5 (%27,7) hastada
YMDD mutasyonu saptanmistir. Bunlardan iiclinde YMDD+YIDD, ikisinde
YMDD+YVDD+YIDD oldugu gosterilmistir. Bu calisma da sekanslama yontemi
kullanilmistir. Kobayashi ve ark., anti-HBe pozitif olan tiim hastalarda YMDD
mutasyonu saptamiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda, lamivudin tedavisi almamis
olan asemptomatik tasityicilarda YMDD mutasyonu olabilecegi kanisina varilmastir.

Yan ve ark.’nm (112), tedavi almamis 110 hasta ile yaptiklar1 bir caligmada,
19 (%17,7) hastada YMDD mutasyonu oldugu gdsterilmistir.
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Shin ve ark.’nin (113), daha once hi¢ antiviral tedavi almamis 34 kronik
hepatit B enfeksiyonlu ve alt1 sirozlu toplam 40 hastayla yaptiklar1 bir ¢alismada,
sekanslama ve RFLP yontemiyle YMDD, YVDD ve YIDD mutasyonlar1 taranmis
ve YMDD mutasyonunu; iki kronik hepatit B enfeksiyonlu ve bir sirozlu hasta
olmak iizere toplam ii¢ hastada (%7,5) saptanmistir. Kronik hepatit B enfeksiyonu
olup antiviral tedavi almamis olan hastalarda spontan YMDD mutasyonu
olabilecegini belirtilmistir.

Leon ve ark.’nin (114), yaptiklar1 calismada; randomize olarak sectikleri 79
kronik hepatit B tasiyicisinda, lamivudin direnci LIPA ydntemiyle taranmis ve 10
hastada dirence yol agan noktalarda mutasyon oldugu saptanmistir. En cok gozlenen
mutasyonun, rtM204] mutasyonu oldugu ve 6 (%7,5) hastada gozlendigi
belirtilmistir. Tek basina rtM204V mutasyonu, bir hastada ve rtV2071 mutasyonu ise
baska bir hastada gozlenmistir. Bir hastada rtL180M mutasyonu, rtM2041
mutasyonu ile birlikte gézlenmistir. Bu ¢alismada, mutasyon saptanan hastalarin ti¢
tanesinin (%3.8), daha once herhangi bir antiviral tedavi almadig1 kanitlanmistir. Bu
ii¢ hastadan iki tanesinde vahsi susla beraber rtM204I ve ya rtV2071 mutasyonunun
beraber oldugu gosterilmis ve bir tanesinde ise yalnizca rtV207I oldugu belirtilmistir.
Hastalara tedavi planlarken, tedavi basarisizligr goriilme ihtimali nedeniyle
oncesinde rutin mutasyon taramasi yapilmasinin yararh olabilecegi vurgulanmaistir.

Bunun yaninda Zhang ve ark.’nin (115), antiviral tedavi almamis olan kronik
hepatit B enfeksiyonlu 150 hastay:r degerlendirdikleri bir baska ¢aligmada, hasta
serumlarinda, HBVDNA diizeyleri gen chip teknigiyle arastirilmis ve 122 hastada
YMDD mutasyonu saptanmistir. YMDD mutant olmayan (vahsi tip) sus ile enfekte
90 (%78 ) iken, 28 hastada (%22,9) YVDD, iki hastada YIDD (%1,6), iki hastada
ise YIDD/YVDD (%]1,6) miks mutasyonu belirlenmistir. Toplam mutasyon
oran1 %26,2 olarak saptanmistir. Bu c¢alisma sonucunda; hastalarda, tedaviye yanit
alabilmek i¢cin tedavi Oncesi ve tedaviden sonra YMDD mutasyonunu
degerlendirmek gerektigi vurgulanmistir.

Matsuda ve ark.’nin (116) ¢alismasinda da, lamivudinle tedavi edilmemis,
kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalardan ikisinde, YMDD mutasyonu oldugu
gosterilmistir.  Ayn1  calismada bagka bir hastada, lamivudin direnci

gosterilmemesine ragmen, tedaviyle akut alevlenme ve hepatik ensefalopati
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gozlenmistir. Bu hastanin tedavi Oncesi ve sonrasi serum Ornekleri tekrar
incelendiginde, her ikisinde de YIDD mutasyonu oldugu saptanmistir. HBV DNA
klonlarindaki aminoasit sekanslarinin, tedavi Oncesi ve sonrasi ayni olmadigi
gozlenmistir. Lamivudin tedavisi sirasinda breakthrough gelisen bagka bir hastada,
tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi serum Orneklerinde, YIDD mutasyonu oldugu
gosterilmis, bu hastada da, HBV DNA klonlarinin aminoasit sekansi incelendiginde,
hastanin tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasinda aminoasit sekansimin uyumlu olmadigi
saptanmustir.

Heo ve ark. (117) tarafindan yapilan ve bir tanesi HBeAg pozitif olan 40
lamivudin naiv hastanin degerlendirildigi bir baska caligmada, hastalarin serum
ornekleri, vahsi tip YMDD mutasyonu (M552V ve M5521 mutasyonlarini) saptamak
iizere gelistirilmis oligontikleotid chip teknigi ile ¢alisilmis ve her bir 6rnek i¢in,
M5521 mutasyonu varligi, RFLP ve direkt sekanslama testleri 1ile de
degerlendirilmistir. Iki kronik hepatit B ve bir sirozlu hasta olmak iizere toplam {i¢
hastada, oligoniikleotid chip teknolojisi ve RFLP ile uyumlu sonuglar alimmaistir.

Ye ve ark. (109), YMDD mutasyonlarinin ¢ogunlukla anti-HBe pozitifligi
olan vakalarda gozlendigini ve YMDD mutasyonunun anti-HBe pozitiflerde daha
kolay gerceklestigini belirtmislerdir.

Cin’de, Huang ve ark.‘nin (118) yaptiklar1 bir ¢calismada, lamivudin tedavisi
ve ya son bir yil i¢cinde herhangi bir antiviral tedavi almamis kronik hepatit B
enfeksiyonlu toplam 104 hasta degerlendirilmistir. Bu hastalarin serum Ornekleri
almip, YMDD mutasyonlari, mikrokozmik niikleik asit ve capraz niikleik asit
kantitatif tarama yontemiyle ¢calisilmistir. Bu ¢calismada, 28 hastada (%26,9) YMDD
mutasyonu saptanmistir. HBeAg pozitif olan hastalarda YMDD mutasyonunu %27,1
(16/59) ve HBeAg negatif olan hastalarda ise; %26,7 (12/45) saptanmus, her iki grup
arasinda anlamli farklilik saptanmamustir.

Lee ve ark.’nin (119), yaptiklar1 baska bir calismada; kronik hepatit B
enfeksiyonu olan 28 hastanin lamivudin tedavisi Oncesi ve sonrasi serum
orneklerinde YMDD mutasyonlar1 taranmis, tedavi oncesi HBeAg pozitif 12
hastanin sekizinde ve HBeAg negatif 16 hastanin sekizinde YMDD mutasyonu
saptanmistir. Tedavi sonrasinda ise; HBeAg pozitif hastalarin iki tanesinde ve

HBeAg negatif hastalarin yedi tanesinde YMDD mutasyonu gosterilmistir.
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Bizim ¢alismamizda; tedavi almamis olan 22 HBeAg pozitif ve 78 HBeAg
negatif kronik hepatit B enfeksiyonlu toplam yiiz hasta degerlendirilmistir.
Calismamizin sonucunda primer lamivudin direncinin %1 oldugu saptanmistir. Bu
hastada HBeAg pozitifligi olup, rtM204V ve rtL180M mutasyonu oldugu
gozlenmistir.

Ulkemizde Akarsu ve ark.’nin (120) yaptiklar1 bir calismada, inaktif HBsAg
tasiyicisi olup, en az bir yil siireyle ve liger ay araliklarla ALT seviyeleri takip edilip
normal oldugu gosterilmis ve interferon ve ya antiviral tedavi almamis olan anti-
HBe pozitif 71 hasta degerlendirilmistir. Hastalarin serumlar1 alinarak, INNO-LIPA
yontemiyle mutasyon analizi c¢alisilmig, anti-HBe pozitifligi olan 71 hastanin
13’tinde (%18,3) YMDD mutasyonu saptanmistir. Bu 13 hastanin 10’unda (%76,9)
rtL180M mutasyonunun da eslik ettigi ve 13 hastanin 11°inde YMDD ve vahsi
susun beraber oldugu gésterilmistir. Iki hastada YIDD ve/ve ya YVDD
mutasyonuyla, rtL180M mutasyonunun beraber oldugu ancak YMDD
mutasyonunun olmadig1 gosterilmistir.

Tungbilek ve ark.’nin (121) yaptiklar1 baska bir ¢alisma da; 77 kronik hepatit
B enfeksiyonlu hasta degerlendirilmis, viral genomun PCR ile amplifikasyonu
sonrast sekans analiziyle mutasyonlar arastirilmistir. HBeAg pozitifligi olan 24
hastanim tigiinde, anti-HBe pozitifligi olan 53 hastanin {i¢iinde olmak {izere toplam
alt1 hastada (%7,8) mutasyon belirlenmistir. Mutasyonlarin ikisinin YIDD, dérdiiniin
YVDD oldugu saptanmastir.

Sayan ve ark.’nin (122) yaptiklar1 calismada ise; kronik hepatit B
enfeksiyonu olan 66 HBeAg negatif, 22 HBeAg pozitif toplam 88 naiv hasta
degerlendirilmistir. Sekanslama ile HBVDNA polimeraz bdlgesi ¢alisilmis, HBeAg
negatiflii olan hastalarin 30 (%34)’unda ve HBeAg pozitifligi olan hastalarin 17
(%19)’sinde dogal aminoasit degisiklikleri oldugu saptanmustir. Her aminoasit
degisikligi tek basina saptanmis ve rtA194T, rtV214A, rtQ215S, rtI1233V, rtN236T
noktalarinda goézlenmistir. Bu calisma sonucunda da hastalarda daha iy1 tedavi
yonetiminin saglanmasi i¢in, her hastanin tedavi Oncesinde degerlendirmesi
gerektigi belirtilmistir.

Yildiz ve ark.‘nm (123), 245 kronik hepatit B ve 38 inaktif hepatit B

tastyicisi toplam 283 hasta {lizerinde yaptiklar1 bir calismada, PCR ve sekans analizi
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ile HBV genotipi saptanmistir. YMDD mutasyonu ise RT hibridizasyon metodu ile
calisilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin 104 (%39)’iiniin 6nceden bir antiviral
tedavi aldigi, bunlarinda 32 (%30.8)’sinin lamivudin tedavisi almis oldugu
belirtilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin 25 (9%10,7)’inde lamivudin direnci
saptamuislardir. Sekiz (%4) hastada primer lamivudin direnci saptanmigken, sekonder
lamivudin direnci ise 17 (%53.1) hastada saptanmistir. 267 hastada genotip D
belirlenmistir. Bu c¢alisma da degerlendirilen toplam 202 lamivudin naiv hastanin
sekizinde (%4) mutasyon saptanmistir. Tedavi 6ncesinde YMDD mutasyonunun
saptanmasmin, hastalara uygun tedavinin verilmesinde faydali olacagi
vurgulanmistir. Bu ¢aligma, bolgemize en yakin olan ilin sonuglarini yansitmaktadir.
Bizim calismamizda da, primer diren¢ oranlari, bu calismaya benzer sekilde diisiik
bulunmustur.

Bunun yanmda, lamivudin tedavisi almamis olan kronik hepatit B
enfeksiyonlu hastalarda, YMDD mutasyonu saptamayan caligmalarda vardir. Zhang
ve ark.’nin (125) yaptiklar1 bir calisma da, kronik hepatit B tanis1 olan bes hastada,
tedavi Oncesi bes ve 48 haftalik lamivudin tedavisi sonrasi bes olmak iizere toplam
10 serum orneginde, PCR sonrasinda sekanslama ile YMDD mutasyon motifi
taranmis ve bu bes hastanin tedavi 6ncesinde aliman serumlarinin hi¢ birinde YMDD
mutasyon motifi gozlenmemistir. Dort hastada tedaviden sonra YMDD mutasyon
motifi saptanmistir.

Matsuda ve ark.‘nin (116) calismasinda, c¢alismaya alinan hastalarin
hicbirinde mutasyon olmadig1 belirtilmis, ancak tedaviyle breaktrough gelismesi
iizerine tekrar yapilan degerlendirmede iki hastada YMDD mutasyonu oldugu
belirtilmistir.

Jardi ve ark.‘nin (120) yaptiklar1 bir caligmada, 111 tedavi almamis olan
ancak daha sonra 18 ay siireyle lamivudin tedavisi verilen kronik hepatit B hastasi
degerlendirilmis ve tedavi 6ncesi ve sonrasinda serum oOrnekleri incelenmistir. RT
geninde sekans analizi ile mutasyonlar taranmis, lamivudin tedavisi uygulanmadan
once ii¢ hastada (%2,7) ETV (1tS202S/1) direnci saptanmistir. Bu hastalarin hig
birinde lamuvidin direnci saptanmamaistir.

Bizim calismamizda; ilimiz ve cevresinde incelenen kronik hepatit B

enfeksiyonlu hi¢ tedavi almamig 100 hastalik bir seride, lamivudine direncli yalnizca
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bir sus tespit edilmistir. Diinya genelinde yapilan c¢alismalarla karsilastirildiginda,
calismamizda primer lamivudin diren¢ orami diisiiktiir. Bunun nedenleri arasinda; a)
Calismalarm yapildig: iilkelerde genotipik farklilik ve ya miks genotip olabilecegi b)
Yoremizde uzun bir donem interferon ile lamivudinin kombine uygulanmig
olmasmin olabilecegi c) Son yillarda daha potent antiviraller olan tenofovir ve
entekavir gibi ilaglarin, daha fazla kullanilmis olmasi olabilecegi d) Diinya
genelinde yiiksek oranda goézlenen HIV oranlarininda, YMDD mutasyonu fazla
goriilen tlkelerde yiiksek olmasi ve dolayisiyla gegmiste bu iilkelerde daha yogun
lamivudin kullanilmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda tekrarlayan INNO-LIPA testlerinde
duyarliligin arttiracagi vurgulanmaktadir.

Ulke genelinde yapilan diger ¢alismalarla kiyaslandiginda da bizim ¢alisma
sonucumuz diger caligmalara gore diisiik bulunmustur. Bunun nedeni verilerin
toplandig1 cografik bdlgelerin farkli olmasi ve tedavide kullanilan antiviral
tercihlerinin farkli olmasi olabilir.

Yoremizde boyle bir calisma daha Once yapilmamistir. Bu sonug¢ bizim
yoremizde gozlenen ve dolasimda olan hepatit B viriisiiniin vahsi sus agirlikl
oldugunu, 6zellikle viral yiikii yliksek olmayan hastalarda tedaviye lamivudin ile
baslamanin etkin ve uygun bir tercih oldugunu desteklemektedir.

Sonug olarak; su anda lamivudinin uygun sartlar1 saglayan hasta grubunda
ilk tercih antiviral olarak kullanilmasinda sakinca olmadigi kanisina varilmistir.
Ancak; lamivudinin sik kullanilmasmin da gelecekte lamivudine primer direncli
olan viriisiin, toplumda baskin olabilecegini ve tedavide sorunlara yol acabilecegi de
hatirlanmalidir. Diinya genelinde yapilan ¢aligma sonuglarma gore; tedavi dncesinde
her hastanin YMDD mutasyonu varlig1 agisindan degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
Ancak bu Onerinin iilkemiz 6l¢eginde uygulanabilirliginin bulunmadig1 ve maliyet
etkin olmadig1 da g6z onilinde tutulmalidir. Yoremizde primer lamivudin direncinin
disiik diizeyde saptanmis olmasit nedeniyle, Ozellikle viral yiikii diisik olan

hastalarda tedaviye lamivudin ile baglanmasinin uygun oldugunu diisiinmekteyiz.
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