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1. OZET

HEPATIT B VIRUS DNA POLIMERAZ GENi MUTASYONLARININ
SAPTANMASI

Aylin SENGONUL

Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanlg,
Viroloji Referans Arastirma Laboratuvari,
Sihhiye-ANKARA

Anahtar sozcikler: HBV, lamivudin direnci, YMDD mutantlari, LiPA, dizi

analizi, restriksiyon enzim analizi

HBV, dinya niUfusunun dgte birinin karsilastigi ve 350 milyondan fazla
tasiyicisi olan 6nemli bir saghk sorunu etkenidir. Kronik B hepatiti, siroz ve
hepatoselliler karsinomaya ilerleme potansiyeli nedeniyle tedavi edilmesi gereken
ciddi bir hastaliktir. Tedavide interferon ve nikleozit analoglari kullaniimaktadir.
Nukleozit analoglar arasinda, etkinligi yuksek, iyi tolere edilen, ciddi yan etkisi
olmayan ve diger ilaclara gbére daha ucuz olan lamivudin (LAM), sik tercih edilen bir
ilactir. LAM tedavisi sirasinda ortaya c¢ikan ve dirence yol acan mutasyonlar,
genellikle tedavinin 6-8. ayindan sonra gorulmeye baslanmakta ve ilacin kullanildigi
sureyle orantili olarak yillar icerisinde artis gbstermektedir. Tedavi basarisini izlemek
ve basarisizlik halinde alternatif ilaglarla tedaviye devam edebilmek i¢in lamivudine
karsi direng geligsiminin saptanmasi 6nemlidir.

Tedavi sirasinda HBV pol geninde saptanan dedisikliklerin izlenmesi ve
bildirilmesi, yeni ila¢ diren¢ paternlerinin ve klinik sonuclarinin tanimlanmasini
saglayacaktir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak planladigimiz ¢caligmamizda,

1) LAM direng mutasyonlarinin gelisme sikliginin ve zamaninin belirlenmesi,
2) HBV polimeraz geninde olugan YMDD motif mutasyonlarinin saptanmasi igin dizi
analizi (DA), restriksiyon enzim analizi (REA) ve strip hibridizasyon (LiPA)

yontemlerinin kargilastiriimasi,



3) LAM diren¢ mutasyonu saptanan olgularda, mutasyonun saptanma zamani ile
viral yik / ALT degerlerindeki artig arasindaki iligkinin belirlenmesi,

4) LAM diren¢ mutasyonlari ile cakisan bolgedeki S mutasyonlarinin incelenmesi,

5) HBV-DNA polimeraz geninde olusan diger sekans degisikliklerinin belirlenmesi

6) Olgularin viral genotip ve subtiplerinin belirlenmesi amaclanmigtir.

Calisma grubumuz, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim
Dali'nin izledigi kronik B hepatiti nedeniyle lamivudin tedavisi baglanan olgulardan
olusturulmus ve iki alt grupta degerlendirilmistir.

Grup A: En az bir yil izlenen, tedavi dncesi ve tedavinin 3, 6, 9, 12. ayina ait seri

serum ornegi bulunan 30 olgu ve

Grup B: Seri drnekleri olmayan ancak tedavinin farkh zamanlarina ait serumlari

bulunan 16 olgu. Bu gruptaki 11 olgunun 12. ay, 14 olgunun 24. ay ve 9 olgunun

36. ay serum 6rnegi vardi.

Grup A'da yillar icinde dizi analizi yontemi ile YMDD mutanti gelisme oranlari
degerlendirildi. YMDD mutanti saptanan olgu sayisi, tedavinin birinci yilinda 6/30
(%20), ikinci yilinda 8/20 (%40), ucinciu yilinda 4/10 (%40) idi. Grup A ve Grup B
olgularinin timu igin dizi analizi ve LiPA yontemleri ile saptanmis olan YMDD
mutantli olgularin orani lamivudin tedavisinin birinci yili sonunda %23.1 (9/39 olgu),
2. yili sonunda %36.4 (12/33 olgu), 3. yili sonunda %35.0 (7/20 olgu) idi.

Lamivudin tedavisi alan olgularin izlemi ile elde edilen ve tedavinin farkl
basamaklarina ait (tedavi 6ncesinde, sirasinda ve sonrasinda) toplam 123 serum
orneginin dizi analizi sonuglari, LiPA ve REA yontemlerinin sonuglari ile kargilagtirildi.
Varyantlari saptamada LiPA testinin, DA ve REA'dan daha basarili oldugu g6zlendi.
LiPA testi kodon 204 icin mindr viral populasyonlari saptamada, DA'ne gore 4/123
ornekte (%3,25) daha duyarliydi. LiPA testi, REA'ya goére, kodon 180 icin 64/123
ornekte (%52), kodon 204 igin 63/123 drnekte (%51,2) daha duyarli bulundu. DA ve
LiPA sonuglari, kodon 180 icin %99,9 (122/123 0Ornek), kodon 204 icin %94,3
(116/123 o6rnek) oraninda birbiriyle uyumlu saptandi. LiPA testi, genellikle minor
populasyonlari yakalamada daha basarili olmakla birlikte, kodon 180 igin bir, kodon

204 icin bir olmak uzere toplam iki 6rnekte, karigik viral populasyonlardan birini



saptayamadi. Bir hastanin iki érneginde ise DA ile rtM2041 mutasyonu belirlenirken,
LiPA ile 204. kodona ait yabanil ve mutant diziye 6zgiu problardan hicbirinde
hibridizasyon bandi olugsmamisgti.

REA yénteminin 10° kopya/mlI'nin altindaki HBV DNA diizeylerinde sonuc
veremedigi saptandi ve 62 6rnegin (%50.4) sonucu elde edilemedi. DA y6nteminin
karigik viral populasyona sahip Ornekleri saptamada, REA ile karsilastirildiginda,
kodon 180 igin %52.0 (64/123 6rnek), kodon 204 icin %52.8 (65/123 6rnek) oraninda
daha duyarli oldugu saptandi. Bu Orneklerde REA yoOntemi ile ya viral yuke bagl
olarak hi¢ sonu¢ alinamamig veya karisik viral populasyonlu drneklerdeki mindr tipler
saptanamamisti. Calismamizda REA yonteminin, DA'ne gore kodon 204 igin sadece
bir 6rnekte, LiPA'ya gore kodon 180 icin 1, kodon 204 icin 1 6rnekte karigik viral
populasyonlari tanimlamada daha basaril oldugu saptandi.

Calismamizda, hasta grubunun %50'sinde YMDD mutanti saptanirken, YMDD
mutantina sahip olgularin %80’inde (12/15 olgu) viral direng gelistigi gézlendi. YMDD
mutanti gelisen olgularda, mutasyonlar ortalama 18,8. ayda belirlendi. Mutasyonlar
en erken (bir olguda) tedavinin 3. ayinda saptandi. YMDD mutantlarinin
saptanmasindan ortalama 5 ay sonra viral yikte anlamli artis oldugu goruldi. ALT
yukselmesi, genellikle (11 olgu) viral yik artisindan sonra gelisti ve tedavinin
ortalama 26. ayindan sonra saptandi.

Lamivudin tedavisinden once Grup A’ ya ait 30 olgudan sadece l'inde (%3.3)
dizi analizi (DA) ve LiPA yontemleri ile YMDD mutanti saptandi. Ornekte, rtM204I
mutasyonu, mindr populasyonu olusturmaktaydi ve baskin yabanil tip ile birlikteydi.
Tedaviden 6nce saptanan YIDD mutantinin, tedavinin baglamasiyla kayboldugu,
tedavinin 30. ayinda DA ve LiPA yoOntemleri ile tekrar saptandigi goruldi. Tedavi
oncesi ornekte, DA ve LiPA yontemleri ile saptanmig olan YMDD ve YIDD dizili viral
populasyonlarin varligi, klonal analiz ile dogrulandi. Tedavinin 9. ayindaki serum
orneginden yapilan klonal analizde ise elde edilen yedi klonun timinin YMDD dizisi
tasidigi saptandi.

Calismamizda, A grubu olgularda lamivudin tedavisi sirasinda ilk gbézlenen
YMDD mutasyonlart siklik sirasiyla, YIDD (6 olgu), YMDD+YIDD (4 olgu),
YMDD+YIDD+YVDD (3 olgu), YIDD+YVDD (1 olgu), YVDD (1 olgu) olarak belirlendi.

Mutasyon saptanan bes olgunun izleminde, mutasyonlardaki ardisik degisiklikler



benzer bir patern gdsteriyordu. Bu olgularda yabanil tip viruslar yerini 6ncelikle YIDD
mutantlarina birakiyor, bir stre sonra YIDD mutantlarindan YVDD mutantlarina
gegcis gozleniyordu. Olgularimizda, kompansatuar rt L180M mutasyonu, YVDD/YIDD
mutasyonu ile ayni zamanda veya daha sonra saptandi. On iki olguya ait 16 6rnekte
saptanan rtL80I/V mutasyonlarinin 13'inde YIDD, ucginde YIDD + YVDD
bulunuyordu.

Lamivudin tedavisine direng gelistiren olgularimizda rtM2041, rtM204V, rtV173L
polimeraz mutasyonlarinin, S boélgesinde sirasiyla W196L/S, 1195M, E164D
mutasyonlarina yol actigi saptandi.

Lamivudin direng mutasyonu saptanan olgularda; HBV DNA pol/rt geninde dizi
analizi yontemi ile N76D (3 olgu), R110G (2 olgu), L115Y, S117Y, N123D, G127R,
T128N (2 olgu), T128I, N139K, L144C, L145M, T184l, V214E, S219A, F221Y,
T225N L229W, L231V, P237H, N238H, Y245H, K270R degisiklikleri gozlendi.

30 olgunun serum 06rneginde, dizi analizi yontemi kullanilarak HBV genotipleri
degerlendirildi. Filogenetik analiz sonucu; tim olgulara ait dizilerin, Genotip D
dizileriyle birlikte kimelendigi goruldu. Olgulardan 7’sinin (%23,3) ayw3, 23'Unln
(%76,7) ayw?2 subtipi ile infekte oldugu belirlendi.



2. SUMMARY

DETECTION OF HEPATITIS B VIRUS DNA POLYMERASE GENE
MUTATIONS

Aylin SENGONUL

Refik Saydam Hygiene Center,
Department of virology,
Sihhiye-ANKARA, TURKEY

Key words: HBV, lamivudine resistance, YMDD mutants, line probe assay,

sequencing, restriction fragment length polymorphisms

HBV is an important health problem affecting one third of the world population
and more than 350 million people being carriers. Chronic B hepatitis is a serious
disease which must be treated because of its potential to progress to cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Interferon and nucleoside analogs are used for treatment.
Among the nucleoside analogs, lamivudine (LAM) is frequently the drug of choice
because of its high efficacy, good tolerability, low rate of adverse effects and low cost
compared with other drugs. Mutations that arise during LAM treatment and cause
resistance are usually seen at the 6™-8" months of treatment and the frequency
increases with the duration of treatment. LAM resistance should be determined in
order to monitor treatment success and to continue treatment with alternative drugs.

Monitoring and reporting of changes in HBV pol gene during treatment will
help to define the new drug resistance patterns and clinical consequences. Based on
these data, this study aimed to

1. Determine the incidence and timing of development of LAM resistance
mutations,

2. Compare sequence analysis, restriction enzyme analysis (REA) and strip
hybridization (LiPA) in determining YMDD motif mutations in HBV pol gene,

3. Determine the relationship between the timing of mutation appearance and
rise in viral load / ALT level in cases with LAM resistance mutation,

4. Examine S mutations in regions that overlap with LAM resistance mutations,



5. Determine other sequence changes that develop in HBV DNA pol gene,

6. Determine the viral genotype/subtypes of the cases.

The study group has been composed of chronic B hepatitis cases who were
followed by the Dokuz Eylul University Medical Faculty, Division of Gastroenterology
and in whom lamivudine treatment was started. The study population was divided
into two subgroups:

Group A (n=30): Cases who were followed-up for at least one year and of whom
serial serum samples from the pretreatment period and of 3 6", 9™ and 12"
months of treatment were available.

Group B (n=16): Cases who did not have serial serum samples but who could
provide samples from time periods of the treatment. In this group, eleven of the
cases had a sample from the 12" month, 14 cases had a sample from the 24"

month and 9 cases had a sample from the 36" month of treatment.

Emergence ratio of YMDD mutants in Group A was evaluated according to the
years by sequencing. Number of cases who have YMDD mutants was 6/30 (20%) in
first year, was 8/20 (40%) in second year and was 4/10 (40%) in third year. For all
cases of Group A and Group B, ratio of cases with YMDD mutant determined by
sequencing and LiPA method was 23.1% (9/39 cases) end of the 1% year of
lamivudine therapy, was 36.4% (12/33 cases) at the end of the 2" year and was
35.0% (7/20 cases) at the end of the 3" year.

The results of sequencing analysis of 123 serum samples obtained from followed-
up cases who treated with lamivudine at different stage of therapy (before, during
and after therapy) were compared with the results of LiPA and REA methods. LiPA
test was more successful than sequencing and REA for the determination of variants.
LiPA test was more sensitive to determine of minor viral populations for codon 204
than sequencing analysis by 3.25% for 4/123 samples. It was observed the LiPA test
was more sensitive than REA for 64/123 samples at codon 180 by 52% and for
63/123 samples at codon 204 by 51.2%. Results of sequencing and LiPA were in
consistence by 99.9% for codon 180 (122/123 samples) and by 94.3% for codon 204
(116/123 samples). Although LiPA test is usually more successful to detect the minor



populations , it could not detect one of the mixed viral populations in two samples
(one for codon 180, one for codon 204). While for two samples of a patient, rt M204I
mutation was detected by sequencing, hybridization bands for YMDD and mutant
sequence specific probes were not observed by LiPA.

REA method could not give any results below 10° copy/mL HBV-DNA level and
any results were obtained for 62 samples (50.4%). Sequencing method was more
sensitive to detect samples containing mixed viral populations than REA for codon
180 by 52.0% (64/123 samples), for codon 204 by 52.8 (65/123 drnek). In these
samples either any results were obtained with REA method because of viral load or
could not be detected minor types in mixed viral populations. REA method was more
successful than sequencing to identify mixed viral populations for only one sample at
codon 204 and than LiPA for one sample at codon 180 and one sample at codon
204.

In this study while YMDD mutant was detected in 50% of the patient group, the
viral resistance was observed for 80% of cases (12/15 cases) have YMDD mutant. In
cases with YMDD mutants, mutations were detected at the 18.8™ month. Mutations
were detected at least 3" month of therapy (one case). Significant increase was
observed for viral load at average 5 months later than detected YMDD mutations.
Generally ALT elevations were occurred after an increase of viral load and were
detected after at average 26™ months of therapy.

YMDD mutant was detected for only one case in Group A (n=30) with sequencing
and LiPA methods before LAM treatment. rtM204l mutation was constituted the
minor population and together with dominant YMDD type. YIDD mutant observed
before therapy disappeared with starting therapy and again was detected with
sequencing and LiPA methods at the 30"™ months of therapy. Existence of viral
populations with YMDD and YIDD sequences detected by sequencing and LiPA was
confirmed by clonal analysis for pretreatment sample. It was observed that all seven
clones obtained from clonal analysis of the serum sample at 9 ™ months of therapy
had YMDD sequences.

The first observation YMDD mutations were YIDD (6 cases), YMDD+YIDD (4
cases), YMDD+YIDD+YVDD (3 cases), YIDD+YVDD (1 case) in study group A cases
during LAM therapy. In 5 cases who developed a mutation, we were capable of



determining a pattern of consecutive mutations. In these cases first exchange YMDD
viruses with YIDD mutants and after a while a shift from YIDD mutants to YVDD
mutants are observed. In cases compensatory rtL180M mutation was observed at
the same time with YVDD/YIDD mutation or later. 13 of rtL80I/V mutations detected
at 16 samples in 12 cases has YIDD mutation and 3 of mentioned samples has
YIDD+YVDD mutation.

In cases who developed LAM resistance, W196S/L, 1195M, E164D mutations in
the S gene produced as a consequence of the rt M204l1, rtM204V, rtV173L mutations
in the polymerase gene.

N76D (3 cases), R110G (2 olgu), L115Y, S117Y, N123D, G127R, T128N (2
cases), T128l, N139K, L144C, L145M, T184l, V214E, S219A, F221Y, T225N
L229W, L231V, P237H, N238H, Y245H, K270R sequence changes detected by
sequencing were observed in the pol gene of cases with LAM resistance mutations.

In serum samples of 30 cases, HBV genotypes were evaluated using by
sequencing. As a result of phylogenetic analysis, sequences of all cases was
observed that clustered with genotype D sequences. It was determined, 7 of cases
infected with ayw3 subtype (23.3%) and 23 of cases infected with ayw2 subtype
(76.7%).



3. GIRiS VE AMAC

HBV, dinya nufusunun dgte birinin karsilastigi ve 350 milyondan fazla
tasiyicisi olan 6nemli bir saglik sorunu etkenidir. Turkiye'de, boélgelere gore farklilik
olmakla birlikte, ortalama % 6 oraninda HBsAg pozitifligi bildirilmistir (1).

Kronik B hepatiti, siroz ve hepatoselliler karsinomaya ilerleme potansiyeli
nedeniyle tedavi edilmesi gereken ciddi bir hastaliktir. Tedavide interferon ve
nikleozit analoglari kullanilmaktadir. Nukleozit analoglari arasinda, etkinligi yuksek,
iyi tolere edilen, ciddi yan etkisi olmayan ve diger ilaclara gore daha ucuz olan
lamivudin (LAM), sik tercih edilen bir ilagtir. LAM tedavisi sirasinda ortaya ¢ikan ve
dirence yol acan cikan mutasyonlar, genellikle tedavinin 6-8. ayindan sonra
gorulmeye baslanmakta ve ilacin kullanildigi sureyle orantili olarak yillar igerisinde
artis gostermektedir. Birinci yil %15 olan direng orani, dérdincu yilda %67'ye
yukselmektedir (2, 98). Yapilan son calismalarda, antiviral tedavi alan KHB
hastalarinda tedavinin ¢cok erken donemlerinde (2. ve 4. haftasinda) bile YMDD
mutasyonlarina rastlanabildigi bildiriimektedir (107). LAM direnci ile iligkili HBV
varyantlarinin, daha 6nce LAM tedavisi almamig kronik veya asemptomatik HBV
hastalarinda gozlenebildigini bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir ve sayilari giderek
artmaktadir (108, 109, 111, 143 ). Bu nedenle antiviral tedavi planlanan hastalarda,
tedaviye baslamadan once bu varyantlarin bulunup bulunmadiginin arastirilmasinin
geredi, yeni ¢calismalarin sonuglarina gore belirlenecektir.

Tedavi basarisini izlemek ve basarisizlik halinde alternatif ilaglarla tedaviye
devam edebilmek igin lamivudine karsi direng gelisiminin saptanmasi 6nemlidir.
Lamivudine direng gelisimini izlemede, viral populasyon igindeki dusuk viral
titrelerdeki varyant HBV’leri bile saptayabilecek, duyarli, kantitatif testlere gereksinim
duyulmaktadir. Bu amagla dizi analizi (DA), LIPA ydntemi, restriksiyon enzim analizi
(REA) ve gercek zamanli PZT yontemleri kullanilabilmektedir (3,4,98). Bu
yontemlerden altin standart olarak kabul edilen dizi analizi, is yuki fazla olan ve
pahali ekipman gerektiren bir yontemdir. LIPA yontemi ise ticari bir kit ile
uygulanabilen standart bir yontem olmasina kargin pahali olmasi kullanimini
kisitlamaktadir. REA ise, tasarim asamasi ve degerlendirmesi gic fakat maliyeti
yoniinden digerlerine gére daha uygun bir yontemdir (3). Onemli diger bir konu ise

LiPA ile ornekteki virus populasyonunun %?210’unu olusturan minor suglarin bile



tanimlanabilmesi, dizi analizi yontemi ile ancak populasyonda %50 ve Uzeri bulunan
dizilerinin saptanabilmesidir (118). Bu nedenlerle antiviral tedavi alan hastalarda
klinik takipte kullanilacak yontemlerin seciminde, rutinde kullanilabilir olmalari, kisa
surede sonuc¢ vermeleri, yogun is yuki gerektirmemeleri, maliyetlerinin diigik olmasi
ve en Onemlisi tedaviye karsi direng gosterebilecek mutant viruslarin mindr
populasyonlarini  erken donemde yakalayabilme Ozellikleri g6z ©6ninde
bulundurulmaktadir.

Viral direng, tedavi ile saglanan viral replikasyonun baskilanmasindan sonra
serum HBV-DNA dizeylerinde meydana gelen artis (1 logl0 ve ustu) olup ya
uygunsuz tedavi ya da ilaca direngli mutantlarin ortaya c¢iktmasiyla meydana
gelmektedir (126). Genellikle lamivudin direncinin primer sorumlusu olan YMDD motif
mutasyonunun saptanmasindan bir stre sonra gelismektedir. Fakat mutasyon
saptanan hastalarda her zaman viral direng gdzlenmemektedir (118,127). Viral
yukteki artig, siklikla karaciger hastaliginin alevlenmesinden ©6nce olmaktadir.
Lamivudin direng mutasyonlari, tedavi dncesi HBV DNA ve ALT dlzeyi yuksek olan
olgularda daha sik g6zlenmektedir (68,74,129). LAM direnci gelisme riskinin, HBV
genotip/subtipi ile iligkisi, tartismali konulardan biridir. Diren¢ gelisme riskinin
HBsAg'nin adw tipinde ayw tipine gore daha fazla bildiriimistir (50).

YMDD mutant tipinin, klinik sonuglar Uzerine olan etkisinin arastinildigi
calismalar yok denecek kadar azdir. Bu ¢alismalardan birinde YMDD mutant tipinin
farkli 6zelliklere bagli olarak ortaya ¢iktigi ve virolojik/ biyokimyasal relapsla iliskili
oldugu ileri strilmektedir (129). Bazi yazarlar ise mutasyon paternleri ile klinik seyir
arasinda belirgin bir iliski olmadigini bildirmektedir (130).

Lamivudin ile secgilen HBV pol/rt mutasyonlarinin S geninde de mutasyonlara
yol acabildigi ve buna bagh olarak antijenik 6zelligi etkilenen HBsAg proteininin,
invitro olarak antikorlara azalmig affinite gosterdigi bilinmektedir. Ancak bu
degisikligin biyolojik ve klinik sonuglari net degildir(104,124,125).

Tedavi sirasinda HBV pol geninde saptanan dedisikliklerin izlenmesi ve
bildirilmesi, yeni ila¢ diren¢ paternlerinin ve klinik sonuclarinin tanimlanmasini
saglayacaktir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak planladigimiz ¢caligmamizda,

1) LAM direng mutasyonlarinin gelisme sikliginin ve zamaninin belirlenmesi,
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2) HBV polimeraz geninde olugsan YMDD motif mutasyonlarinin saptanmasi icin dizi
analizi (DA), restriksiyon enzim analizi (REA) ve strip hibridizasyon (LiPA)
yontemlerinin kargilastiriimasi,

3) LAM diren¢ mutasyonu saptanan olgularda, mutasyonun saptanma zamani ile
viral yik / ALT degerlerindeki artig arasindaki iligkinin belirlenmesi,

4) LAM diren¢ mutasyonlari ile cakisan bolgedeki S mutasyonlarinin incelenmesi,

5) HBV-DNA polimeraz geninde olusan diger sekans degisikliklerinin belirlenmesi

6) Olgularin viral genotip ve subtiplerinin belirlenmesi amaclanmigtir.

Calisma grubumuz, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji

Bilim Dalrnin izledigi kronik B hepatiti nedeniyle lamivudin tedavisi baglanan
olgulardan olusturulmus ve iki alt grupta degerlendirilmistir.

Grup A: En az bir yil izlenen, tedavi dncesi ve tedavinin 3, 6, 9, 12. ayina ait seri

serum ornegi bulunan 30 olgu ve

Grup B: Seri drnekleri olmayan ancak tedavinin farklh zamanlarina ait serumlari

bulunan 16 olgu. Bu gruptaki 11 olgunun 12. ay, 14 olgunun 24. ay ve 9 olgunun

36. ay serum 6rnegi vardi.
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4. GENEL BILGILER

4.1. Tarihge

Hepatit, karacigerin inflamasyonu ve nekrozudur. Sariliktan ilk s6z eden Babil
Talmudlari ve Hipokrat'in yazilari olmasina karsin, bulasici sarliga ait ilk gozlemler,
birkac binyil 6nce Cinliler'den gelmistir (1). Viral hepatit tanimi ise ilk olarak M.O. 5.
yuzyila dayanmaktadir (5). Viral hepatite bagh salginlar ise ilk olarak 19. yuzyilda
dikkat ¢ekmigtir. Bu salginlarin ¢ogu olasilikla hepatit A virusuna baghdir. HBV'nin
epidemik bulasi ise kan ve kan UdrUnleri kullaniminin yaygin oldugu yerlerde
gOzlenmeye baglamistir (6).

Kan ve kan drunleri ile bulasan hepatit formu ilk kez, 1883 yilinda Lurman
tarafindan, Bremen'de cicek asisi yapilan 1289 tersane iscisinin 191'inde, asi
uygulamasindan sonra sarilik ortaya ¢iktiginda saptanmistir (1,5). Viral hepatit 19.
yuzyilda kizamik ve kabakulak immun proflaksisi amaciyla plazma verilen kigilerde
insan serumu ihtiva eden sari humma asisi yapilan askeri personelde, kontamine
ignelerin kullanildig1 cinsel yolla bulagsan hastaliklar kliniklerinde tedavi goéren
hastalarda yaygin olarak gortlmeye baslamis ve Il. Dinya Savas! sirasinda kan
transfiizyonu yapilan askerlerde ciddi sorunlara neden olmustur (1,7).

Gonulld mahkumlar tzerinde 1930’lu yillarda yapilan g¢aligmalarla infeksiy6z
hepatit ve serum hepatiti etkenlerinin birbirinden ayirt edici 6zellikleri hakkinda dnemli
bilgiler elde edilmistir (1,7). 1943 yilinda A.B.D.'de bulagici hepatit "infeksiy6z hepatit"
olarak isimlendirilirken, Ingiltere Saglik Bakanh@ ayni yil bir memorandum ile kan,
plazma ve serum naklinden sonra geligsen sariliklari "homolog serum sarihgi" adi
altinda toplamistir. 1947 yilinda McCallum, infeksiy0z hepatit icin "hepatit A", serum
hepatiti i¢in ise "hepatit B" deyimlerini kullanmistir (8).

Krugman ve arkadaslari, 1950’li yillarin sonu ile 1960’li yillarin ilk yarisinda
New York ‘da oOzarli cocuklar Uzerinde yudruttukleri c¢alismalar sonucunda
epidemiyolojik, klinik ve immunolojik olarak birbirinden farkl iki ayri hepatit virusunun
varhgini dogrulamiglardir. Bu okulda yapilan c¢alismalarda hepatitli hastalardan
sariigin baglamasindan hemen 0Once alinan serum karisimi 6nce oral yoldan
cocuklara verilmis ve kisa bir sure sonra sarihik meydana geldigi gézlenmigtir. Alti ay

sonra bu ¢ocuklara ayni serum karigimi intramuskuler yoldan verilmis ve ¢ocuklarda
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ilk sariliktan daha uzun kulucgka sureli, yavas yavas yikselen, ama uzun sire yuksek
seviyelerde seyreden KCFT titreleri ile karakterize ikinci bir sarilik gelistigi
g6zlenmistir. iki virusla farkli zamanlarda infekte "M.S." isimli cocuktan sarihgin
baslamasindan hemen 0©nce alinan serum O&rnekleri MS-1 ve MS-2 olarak
isimlendirilmigtir (1). Bunlarin bagka ¢ocuklara oral ve intramuskuler yoldan verilmesi
sonucunda inkubasyon sureleri farkli, iki tip etkenin varligi ortaya konmug, MS-1'in
hepatit A (kisa kulugka sureli hepatit, infeksiydz hepatit) MS-2'nin ise hepatit B (uzun
kulugka streli hepatit, serum hepatiti) virist oldugu anlasiimistir. Ayni arastiricilar
HBV'li serumlar sulandirip bir dakika kaynattiktan sonra goénullilere vermis ve bu
kisilerde sarilik olusmadigini, dahasi HBV'ye karsi korunduklarini gézlemislerdir. Bu
surpriz gelisme hepatit B asisinin gelisiminde buyuk rol oynamigtir. Ayrica bu
viruslardan birine kargi gelisen bagisikhigin digeri i¢cin koruyucu olmadigi da
gosterilmigtir (1).

HBV’nin tarihgesinde bir diger onemli olay Blumberg ve arkadaslarinin 1965
yilinda insan serum proteini polimorfizmini incelerken serumda yeni bir antijeni
bulmalaridir. Antijen ilk olarak hemofili hastasi olan ve ¢ok sayida kan transflizyonu
yapiimis olan Avustralya’li bir yerlinin serumunda bulunmus olup, jelde gercgeklesen
presipitasyon ile varhdr saptanmistir (7) Gunumuzde hepatit B ylzey antijeni
(HBsAQ) olarak bilinen bu proteine "Avustralya antijeni-Au antijeni" adini vermislerdir
(1). Dane ve arkadaslari 1970'de HBV'nin kismen saflastirilmis preparatlarinin
elektron mikroskobik incelemelerinde U¢ degisik partikile rastlamiglardir (1,7).
Bunlardan infektif Ozellige sahip, 42 nm c¢apinda olanlara "Dane partikili" adi
verilmis ve sonraki yillarda, kor antijeni, DNA polimeraz ile viral DNA tanimlanmistir
(8).

4.2. Siniflandirma

HBV Hepadnaviridae ailesinin prototipidir (5). HBV'nin kesfinden sonra bazi
memeli hayvanlar ile kuslarda hepatite neden olan farkli yeni viruslar bulunmustur.
1978 yilinda kronik aktif hepatit ve hepatomali dag sicani (Marmata monax)
otopsilerinde sik bulunan ve “woodchuck hepatitis virus” (WHV) adi verilen yeni bir
viris kesfedilmis, baslangicta Philadelphia hayvanat bahcesindeki dag sicanlarinda
gosterilen bu etkenin Pennsylvania, Maryland ve New Jersey'de yasayan yabani dag
sicanlarinda da bulundugu saptanmigtir (7). 1980 yilinda Kuzey California'da
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yasayan vahsi yer sincaplarindan (Spermophilus beecheyi) “ground squirrel hepatitis
virus” (GSHYV) izole edilmistir (9). Yapilan nikleotid dizi analiz ¢galigmalari sonucunda,
HBV ile GSHV ve morfolojik olarak insan HBV'sinden ayrilmasi ¢ok zor olan WHV
arasinda yaklagik %70 homoloji bulundugu gosterilmigtir. Ancak her iki viris (WHV ve
GSHV) da kendilerine 6zgu turler digindaki diger turlerde (insan ve primatlarda)
infeksiyon olusturmazlar (10).

Sonraki yillarda A.B.D.'"de HCC'li pekin ordeklerinde “duck hepatitis B virus”
(DHBV)'un varhgina dikkat cekilmig, ayni etkene Virginia, California, lllionis
eyaletlerindeki ticari 6rdek surulerinde de rastlanmig ve virlis deneysel olarak evcil
kazlara da nakledilebilmistir. Kronik DHBV infeksiyonu, genellikle in-vivo gegis
sonras! ¢alisiilmakta oldugu igin, 6zellikle hepadnavirus replikasyonunun incelenmesi
amaci ile kullaniimaktadir (11).

Hepadnaviridae ailesinde bulunan viruslarin, konak farkhligi, viryon ince
yapisi, polipeptit blyukligu, gen sayisi, genom nukleotid dizi homolojisi ve antijenik
capraz reaksiyonlar dikkate alindiginda, memeli hayvan viruslarinin bulundugu
orthohepadnavirus (HBV, WHV, GSHV) ve kanatlh hayvan viruslarinin bulundugu
avihepadnavirus (DHBV) olmak tzere iki cins altinda siniflandirilmasi énerilmektedir
(7,12).

Tablo 1: Ortohepadnavirideae ve avihepadnavirideae’nin genel 6zellikleri (1).

ol Ortohepadnavirideae Avihepadnavirideae
zelli
(HBV,WHV,GSHV) (DHBV)

Genom 3.2-3.3 kb 3.0 kb

Viryon c¢api 40-42 nm. 46-48 nm.
DNA Kismen ¢ift sarmall Tamamlanmisg ¢ift sarmalli
Memeli hayvanlar ve
Konak _ Kanatl hayvanlar
insanlar

Son yillara kadar HBV'nin sadece insanlarda infeksiyon olusturdugu
dusundlmekle birlikte, dodadan yeni yakalanmigs bazi sempanze, gibbon ve
orangutan gibi hayvanlarin kaninda HBsAg saptanmig olmasi bu virtsin insanlardan

baska primatlarda da hastalik olusturulabildigini distndurmektedir. S6z konusu
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hayvanlarda anti-HBs'nin de tespit edilmis olmasi HBV ile énceden infekte olduklarini
gOstermektedir (13,14). Deneysel olarak sempanze ve bazi ylksek primatlarda
subklinik HBV infeksiyonu olusturulabilmesine ragmen, rat, fare, dag sicani ve

sincaplarda basarili olunamamistir.

4.3. Genel Ozellikler

HBV, Hepadnaviridae ailesinin orthohepadnavirus cinsinde yer alan
hepatotropik, zarfli ve kismen c¢ift sarmalli bir DNA virtsudur. 3200 nukleotidden
olusan genomik yapisi ile, bilinen hayvan DNA viruslari iginde en kiguk olanidir.
Hepadnaviridae ailesinin Uyeleri icinde insanlarda infeksiyon olusturulan tek tir
HBV'dir (5).

HBV iceren serumdan hazirlanan preparatlar elektron mikroskobunda
incelendiginde, buyukluk, yapi ve miktar gibi 6zellikler agisindan farkl Gg tip partikile
rastlanir (5,7) (Sekil 1):

a. Ortalama 42 nm. (40-48 nm.) capinda, tam bir viryon yapisinda, kuresel sekilli
olan ve bulan kisinin adiyla anilan Dane partikilleri, infeksiyozdur. Dane partikilinde:

Bir adet sirkuler, kismi ¢ift sarmalli DNA, DNA polimeraz ve Rnase H aktiviteli

enzim,

Ikozahedral yapida, tek bir fosfoproteinin (HBcAg) kopyalarindan olusan

kapsid,

Virusun kodladigi G¢ adet protein (HBsAg) ve hicreden kazanilan lipidlerden

olusan zarf bulunur.
b. Yaklasik 22 nm. (17-25 nm.) ¢apinda, iginde nikleik asit bulunmayan, infeksiy6z
olmayan kuresel partikiller.
C. 22 nm. c¢apinda, 50-500 nm uzunlugunda nukleik asit icermeyen, infeksiy6z

olmayan tubduler (filamentoz) partikuller.
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B — Kiresd partikdil
22 nm.

A — Dane partikdlt

42 nm.

B - Tubuler partikul
50-500 nm.

Sekil 1: HBV partikilleri (Kaynak 15'den alinmigtir).

Her U¢ form da infekte konak serumunda yuksek miktarda (200-500 mg/ml)
saptanabilen ve HBsAg adi verilen yuzey antijenine sahip olup, immunojeniktir. Anti-
HBs antikorlari ile reaksiyon verirler (1,5). infeksiy6z olmayan partikiiller daha fazla
miktarda uretilir. Dane partikiillerinin sayisi 10* -10%ml arasinda iken, infeksiyoz
olmayan ve kanda en fazla bulunan kiiresel partikiillerin miktari 10" / ml veya daha
fazladir (7,16).

4.4. Genom yapisl

HBV, kismen cift sarmalli, cembersel bir DNA molekull tasir. DNA'nin molekdl
agirhgi 2.3x10° dalton, G+C orani ise yaklasik %49'dur. Bilinen hayvan DNA viruslari
icinde en kuguk olanidir (7). Genom uzunlugu genotiplere bagh olarak 3181 ile 3221
baz arasinda degismektedir (17).

HBV-DNA, yaklasik 3200 ntikleotid tagiyan uzun (L veya negatif) ve uzunlugu
degdiskenlik gosteren (1800 ile 2700 nikleotid) kisa (S veya pozitif) zincir olmak tizere
iki sarmaldan meydana gelmigtir. Bu zincirler cembersel bir yapi halinde bulunmakla
beraber her birinin 3' ve 5' uclan birlesik olmadigindan aslinda lineer molekdl
yapisindadirlar. iki sarmal arasinda degisken uzunlukta tek sarmalli bir bélge vardir.

Negatif zincirin 5' ucunda, sentez sirasinda 6ncul olarak gorev yapan bir protein
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bulunurken; pozitif zincirin 5’ucunda ayni iglevi yerine getiren bir RNA dizisi yer alir.
Negatif sarmalin 3'ucu ise 8-9 nukleotidlik arik ug ile sonlanir. Bu bolge replikasyon
esnasinda superkivrimli, ¢cember seklinde, ¢ift sarmalli (ccc) DNA molekilinin
olusumunda rol oynar (1,5).
HBV'de genetik bilgi negatif sarmal Gzerinde kodlanmis olup, bu sarmal C, S,

X ve P kisaltmalari ile gosterilen dort farkl protein kodlayan nukleik asit dizisine
(“open reading frame”, ORF) sahiptir. ORF'lerin transkripsiyonu promoter
(prom=Dbaglatici) ve enhancer (enh = guclendirici) denilen duzenleyici dizinler
tarafindan kontrol edilmektedir. HBV genomunda fonksiyonel olarak tanimlanmig dort
promoter (pre-Sl prom, S prom, X prom ve pre-C prom) ve 2 enhancer (Enh | ve Enh
2) bolgesi bulunmaktadir (5,16).

HBV'deki genler arka arkaya dizilmig ve birbirinden ayri bolgelerde bulunmazlar.
Bazi bolgelerde binisik durumdadirlar. P geni; X ve C genleri ile kismen, S geni ile
tamamen binigik halde bulunmakta, sonuc¢ olarak uzun sarmal birbucuk defa
okunmaktadir. Bu sayede HBYV, bilinen hayvan viruslar icinde en kugik genomik
yaplya sahip olmasina karsin, kodlama kapasitesi en fazla olan virusdur. S geninde
pre-S1, pre-S2 ve S olmak tzere ¢, C geninde de pre-C ve C olmak tzere iki farkh
baslangic kodonu bulunmaktadir. Sonu¢ olarak HBV'de dort adet ORF olmasina
ragmen yedi degisik polipeptid sentezlenmektedir. (1,18) (Sekil 2).
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Sekil 2: HBV’nun genomik yapisi (Kaynak 11'den alinmistir.)

4.5. Replikasyon

Hepadnaviruslarin replikasyonu ile ilgili bilgilerin ¢ogu hayvan modelleri
Uzerinde yurutulen calismalar sonucunda elde edilmis olup, G¢ 6nemli 6zellik vardir
(29):
1-DNA sarmallarinin sentezi sirasinda negatif iplikgiligin sentezi, pozitif iplikgiligin
sentezinden 6nce tamamlanir.
2- Viral polimeraz, ters transkriptaz (“reverse transcriptase”) olarak da fonksiyon
gorar.
3- Negatif iplik¢igin sentezinde, 5' ucuna kovalen olarak bagli terminal protein 6éncul
olarak kullanilirken, pozitif iplikgikcigin 6nculd, viral genomik RNA'dan kéken alan bir
oligoribonukleotiddir.

Infeksiyon, virusun hepatosite tutunmasi ve reseptére bagli endositozla
hiicreye girmesi ile baglar. HBV'nin tutundugu reseptor veya reseptorler kesin olarak
bilinmemektedir. Adaylar arasinda, apolipoprotein H (apo-H), poli-insan serum

albumini (pHSA), fibronektin, interlokin 6, gp180 ve heniliz tam olarak tanimlanmamis
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80 kDa agirhginda bir protein bulunmaktadir (20,21,22,23). HBV'nin hepatositlere
tutunmasinda L ve M proteinlerinin 6nemli oldugu saptanmig, in vitro olarak pre-Sl
(21-47 aminoasitleri arasi) ve pre-S2'de karacigere spesifik tutunma bdlgeleri
tanimlanmigtir. L protein, karaciger plasma membranina ve mononukleer hticrelere
baglanabilir. SHBs proteini de hepatositlere oldugu kadar primat bobrek hiicre hattina
da baglanabilmektedir (17).

Hucreye giren ve zarftan ayrilan nikleokapsid, islenmeden konak hicre
cekirdegine tasinmaktadir. Kismen ¢ift sarmalli ve her iki ucu serbest halde bulunan
DNA'nin (rcDNA) kisa sarmalinin eksik olan bolimi endojen DNA polimeraz
tarafindan tamamlanir. Bu sirada uzun sarmalin 5' ve 3' uglari arasindaki agiklik da
onarilir ve sonugta cift sarmalli, stper kivrimli, uclar kapali, sirkiler yapida bir HBV-
DNA (cccDNA) meydana gelir. Replikasyonun normal seyri sirasinda, HBV-DNA'nin
konak genomuna integrasyonu gorulmez. Viral mRNA'larin transkripsiyonunda kalip
gOrevini yapan cccDNA, viral minikromozomlar olusturacak sekilde nukleozomlarin
icinde organize olur (24).

Kalip olarak kullanilan cccDNA'dan konak hiicre RNA polimerazinin yardimi ve
viral duzenleyicilerin etkisiyle viral RNAlar sentezlenir (Sekil 3). HBV'de fonksiyonu
bilinen dort mRNA transkripti tanimlanmistir. Genomdan daha uzun olan 3.5 kb’lik
kalip, viral replikasyondan, pre C/C ve polimeraz proteinlerinin ekspresyonundan
sorumludur. 2.4 kb’lik transkriptten ise pre-S1, pre-S2 ve HBs Ag kodlanirken, 2.1
kb’lik transkriptten de pre-S2 ve HBsAg kodlanir. 0.7 kb’lik en kiiguk transkriptten ise
X proteini sentezlenir. Translasyon sirasinda olusan pregenom, kor partikull igine
yerlesir. Konak htcre sitoplazmasinda devam eden replikasyon boyunca 3.5 kb’lik
RNA'dan negatif DNA iplik¢igi sentezlenir (19).

Negatif iplikgigin sentez iglemi, DRI'in 3' ucunda terminal proteinin bulundugu
yerden baslar. Sentez ilerledikge RNA, enzimin RNase H etkisiyle tahrip edilir. Kisa
zincirin sentezinde kalip olarak uzun sarmal kullanilir. Sentez DR2'nin 3' ucundan
baslar ve uzun zincirin 5' ucundaki terminal protein gecilinceye kadar devam eder.
Kismen c¢ift sarmalli sirkiler yapidaki kor yapisinin kilif proteinleri tarafindan
cevrelenmesi ve ayni zamanda polimerazin da tikenmesi nedeniyle kisa zincirin

sentezi tamamlanamaz ve bu sarmal eksik kalir (1,12).
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HBs proteinleri, endoplazmik retikulumda 6ncelikle transmembran proteinleri
olarak sentezlenir. Daha sonra HBc proteini sitozolde sentezlenip zarf proteinleri
(6zellikle LHBs) tarafindan paketlenir. Transgenik farelerde ve hicre kulturleri
Uzerinde yuratulen calismalarda pre-Slin  hicre iginde birikmesinin - HBSAg
sekresyonunu inhibe ettigi gézlenmistir. Ancak pre-S | / HBsAg oraninin, HBsAg'nin
disari atihmindaki rolt kesin olarak bilinmemektedir. HBsAg, cccDNA formasyonunu
inhibe ettiginden bunun HBV replikasyonunda negatif “feedback” mekanizmasi
oldugu kabul edilir (1,12,24). HBV'nin replikasyon semasi Sekil 3'de gosterilmistir.

Viral Entn.r 'I‘“'r:aii:l;;:rt
‘ Assembly )
Raceptm w
‘ ER Positive Strand

Uncoating Synthesis
T Glycosylation T
" \ Myristoylation
bt Remaoval of
Pragenome:
HBsAg RNose H

Translation T

Negative Strand
Synthesis:
Pal

Encapsidation:
poRNA

Nuclaar
Import #

* cccDNA

) §
-
Repair

Nucleus
Transcription 5’

2.4/2.1 kb
RNA

3.5 kb RMNA
Translation

0 encapsidation Signal (e); Post-transcriptional Regulatory Element (PRE)

Sekil 3: HBV'nun replikasyon semasi (Kaynak 25’den alinmistir.)
4.6. Replikasyonu kontrol eden dizenleyici elemanlar
HBV’nin replikasyonunun dizenlenmesinde, enhancer, promoter, negatif
dizenleyici eleman (NRE) ve CCAAT motifi rol oynar. Ayrica, poliadenilasyon sinyali,

post-transkripsiyonel duzenleyici eleman (PRE) ve enkapsidasyon sinyali de

replikasyonun diizenlenmesinde araci rol oynar (26).
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Transkripsiyonun baglangici icin dort promoter(pre C/C, pre S1, pre S2)
ve iki “enhancer” (Enhancer 1 ve 2) ile negatif dizenleyici elemana (NRE) ihtiya¢
vardir. Prekor-kor promoter, bazal kor promoter (BKP) olarak da isimlendirilir. 3.5
kb’lik mRNA'dan kor ve pol proteinlerinin translasyonunu saglar. Prekor-kor promoter
bolgesinin 5’ ucunda yer alan ve bu bolge lzerine kuvvetli uyarici etki gosteren
“core-upstream regulatory sequence” (CURS) adi verilen bir bdlge mevcuttur. Bu
bbélgede kendi icinde CURS-A ve CURS-B olmak uzere ikiye ayrilir. Negatif
duzenleyici eleman ise prekor-kor promoter sentezini inhibe eder. Pre-S1 promoter
pol geninde yer alir ve 2.4 kb.lik mRNAnin translasyonunu dizenler. Pre-S1
promoter TATA kutucugu icerir. Pre-S2/S promoter, 2.1 kb.lik mRNA'dan MHBs ve
SHBs proteinlerinin transkripsiyonunda rol oynar. infekte hepatositlerde 2.4 kb’lik
MRNA, 2.1 kb.lik mRNA'ya oranla daha az miktarda bulunur. X promoter ise
transkripsiyonu birgcok bdlgeden baslatir ve aktivitesi Enh 1 ile kontrol edilir. HBx
MRNA'nin (0.7-0.9 kb) karaciger dokusundaki ekspresyonu zayiftir. Poliadenilasyon
sinyali, ttm mRNAlar igin ortak olup transkripsiyonun sonlanmasi ve mMRNA
molekullerinin 3’ ucuna poli-A kuyruklari takilmasi igin gereklidir. Post-transkripsiyonel
dizenleyici eleman, HBV'nin replikasyonu sirasinda mRNA'larin  kesilmeden
cekirdekten c¢ikabilmesini saglar. Enkapsidasyon sinyali, HBV pol proteinin
nikleokapsidde paketlenmesinden sorumludur. HBV genomunda karacigere 6zgu
proteinler tarafindan aktive olan iki adet “enhancer” (Enh) bélgesi vardir. “Enhancer
1" S ve X gen bolgesi tzerindedir. Prekor ve HBx mMRNA sentezi Gizerine arttirici etkisi
vardir. “Enhancer 27, X geni Uzerindedir ve prekor-kor promoter bdlgesi tzerindeki
“CURS” dizisi ile cakigir. Enh2 pre-S, S, C ve X promoterlerin aktivitesini artirir.
Enh2, A ve B olmak Uzere iki bolgeden olusur. Tek basina “enhancer” fonksiyonu
olmayan bu iki bélgenin fonksiyon gorebilmesi igin bu iki bolgenin igbirligi gereklidir
(26).

4.7. Virus proteinleri

4.7.1. Yuzey (kilif) proteinleri

Pre-S / S geni Urlnleridir ve HBV'nin yizey (HBs) proteinlerini olustururlar.
HBV-S geni Uzerinde baslangi¢ kodonlar farkli ancak ortak 3’ ucuna sahip t¢ ayri

gen boélgesi bulunmaktadir. Pre-S1 gen boélgesi 2850-3174. nikleotidler arasinda
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olup, Pre-S2 3174-157. nukleotidler arasinda yer alir. S gen bdlgesi ise 157-833.
nikleotidler arasinda yer alir (1).

LHBs: Okuma islemi gen Uzerindeki ilk kodondan baslarsa pre-S1 + pre-S2 +
S gen Dbdlgelerinin tumi okunacagindan kilifin buyuk proteini (L protein: LHBS)
sentezlenir. Bu protein 39 kDa molekil agirhginda 389 — 400 aminoasitten olusmus
bir polipeptid olup (p39), glikolize edilmis formu 42 kDa agirhdindadir (gp42). LHBs
en fazla Dane partikullerinin ylizeyinde bulunur. Tlbdler partikillerin kilifinda da bir
miktar L proteinine rastlanir ama kuguk kuresel partikillerdeki miktari ¢ok azdir
(2,22). Viryonun konak hicreye baglanmasinda L proteininin roli olduguna
inaniimaktadir. LHBs'nin 21-47. aminoasitleri arasindaki bdlgenin hepatositlere
tutunma oOzelligine sahip oldugu saptanmis ve bu boélgeye kargi olusturulan
antikorlarin baglanmayi engelledigi gOsterilmigtir. Dane partikillerinin  olugumu,
biraraya gelmesi ve konak hicreden salinmasi igcin M proteininin varligi sart
olmamakla birlikte S ve L proteinlerinin mutlaka sentezlenmis olmasi gerekmektedir
(27). Hepatosit icinde Pre-S1 drdnlerinin birikimi endoplazmik retikulumda
dilatasyona neden olmakta, htcreler balonlasmakta, buzlu cam gérinumi almakta,
sonugta koagulasyon nekrozu ile hucreler 6lmektedir. Kilif proteinleri iginde
asetillenmis halde bulunan tek polipeptid LHBs'dir. Bu nedenle pre-S1 proteini
hicreden tek basina salinamaz. Bu molekuliin sekresyonu icin S proteinine gerek
vardir. Ancak agiri L protein konsantrasyonlart M ve S proteinlerinin salinimini bloke
eder. Yuzey proteinlerinin sekresyonundaki bu karisik durum ve LHBs / SHBs orani
hepatositlerde olusan partikiltin morfolojisini belirler. LHBs diizeyleri %5'den daha az
oldugunda sadece 22 nm.'lik kiresel partikiller meydana gelirken, daha yuksek
konsantrasyonlarda  tubuler  partiktller sekrete  edilmekte, asirn  LHBs
konsantrasyonlarinda ise tubuler sekresyonu onlenmektedir. Diger taraftan kor
partikillerinin kiliflanabilmesi icin de L proteinine ihtiyag vardir (1,12).

MHBs: Okuma iglemi S geni tzerindeki ikinci kodondan baglarsa pre-S2 + S
bdlgelerinin Grunu olan orta protein (M protein: MHBS) sentezlenir. Bu protein 33 kDa
molekil agirhginda 281 aminoasitten olugsmus bir polipeptid (p33s) olup, daima bir ya
da iki bolgesinden glikolize edilmis haldedir. Glikolize formu 36 kDa agirhigindadir
(gp36s). M proteininin 133-139. aminoasitleri arasindaki bdlge gruba 6zgu, 137-143.
aminoasitleri arasindaki bolge ise tipe 0zgu epitoplar olarak tanimlanmistir (19).Her
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Uc partikil tipinde de bulunan MHBs'nin miktari, viryon ve tibuler partikillerde en az,
22nm'lik kiresel partikillerde ise LHBs'den biraz daha fazladir. Replikasyonun
olmadigi durumlarda HBsAg icinde yer almaz. Bu nedenle MHBs, asemptomatik
HBsAg tasiyicilarinda az miktarda bulunur. (1- M Kiyan). M proteinini 124-147.
aminoasitleri arasindaki bolge kompleks bir antijenik yapiya sahip olup bu bélgeye
karsi gelisen antikorlar tum HBV subtiplerine karsi koruyucudur(28).

HBV'nin karaciger hicrelerine tutunmasinda rolu olabilecegi dustnulen
reseptorlerden biri de preS2-glikandir. M proteini Uzerinde pozisyon 4'de bir
asparagin rezidasu bulunur. Bu rezidi mannoz ile sonlanan bir oligosakkarid ile
glikolize haldedir. HBV'nin bu bdlgeden mannoz baglayan protein (MBP) araciligi ile
hepatositlere baglandigi sanilmaktadir. MBP, dogal immunitede 6nemli roli olan
kalsiyuma bagimli bir lektindir. Kendisi ile iligkili serin proteazla kompleman sistemini
ve fagositozu aktive eder. Sahip oldugu kollajen bolgeleri ile kollektin reseptorlerine
baglanarak opsonin gibi hareket eder. Mannoz bakimindan zengin bir olisakkarid
iceren M proteini MBP'e baglanip hepatositlere tutunabilir(1,29) .

SHBs: Okuma iglemi, G¢tncl kodondan baglarsa sadece S bolgesi okunarak
kilifin kuguk proteini (S protein: SHBs) sentezlenir. Bu protein 24 kDa molekl
agirhiginda (p24s) 226 aminoasitten olusmus bir peptid olup glikolize edilmis formu 27
kDa (p27s) agirhigindadir. HBsAg'nin buyuk kismini olusturan SHBs kilifin major
proteini olarak bilinir ve B lenfositleri igin epitop 0Ozelligine sahiptir (1,6). HBSAg
degisik oranlarda S, L ve M kilif proteinlerini igerir.

Kanda dolasan S geni urunlerinin yaklasik %5-15'1 M, % 1-2'si L ve geri kalan
kismi S proteininden olugmaktadir. Yapilan ¢aligmalar bu tg¢ proteinin, gesitli HBV
partikil tipleri arasinda esit oranda dagilmadigini ortaya koymustur. Her t¢ partikdl
tipinde de baskin olarak S proteinleri bulunurken, subviral 22 nm'lik partikillerde
degdisebilen miktarlarda M polipeptidleri ve ¢ok az miktarda L zincirleri bulunur. Kuguk
partikillerde bazen LHBs'e hi¢ rastlanmayabilir ama Dane partikillerinde L proteini
daima vardir. L proteininin reseptdr tanima alanina sahip olmasi ve viryonlarda diger
partiktllerden farkl olarak daha fazla miktarda yer almasi konak hicre yluzey
reseptérlerine baglanmada Dane partikillerini avantajli hale getirmektedir. 22 nm'lik
kuresel partikdller, viryonlardan 1.000-1.000.000 kat daha fazla sayida olsa da, Dane
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partikilleri  icerdikleri L  proteinleri  sayesinde  hepatositlere  kolaylikla
baglanabilmektedir. Dane partikillerinde L:M:S orani yaklasik 1:1:4 seklindedir.
Viryon ve tubuler partikillerde S>L>M, kiguk partikillerde ise S>M>L duzeni hemen
hemen daima korunur (12,24).

SHBs'yi olusturan aminoasitlerin belli bolgelerdeki dizilig farkhliklarina gore
HBsAg lzerinde en az 5 antijenik determinant (a, d/y ve w/r) bulundugu saptanmigtir.
Batun subtiplerde ortak olarak yer alan 6zgul "a" determinanti, 124-147. aminoasitler
arasindaki hidrofilik bir bdlgedir. "a" determinantina kargl olusan antikorlar HBV'nin
hepatositlere baglanmasini engeller ve tim subtiplere karsi etkili bir bagisiklik saglar.
SHBs Uzerindeki bu bélge, yapisinda yer alan 7 adet sistein arasindaki disulfid
koprilerince olugturulan ve 124 ile 147. aminoasitler arasinda yer alan iki ilmik
sayesinde oldukca iyi korunmustur. Viryonun dis yiziunde bulunan "a" determinanti,
asl veya dogal infeksiyon sonrasi olusan anti-HBs'lerin buyik kismini baglama

Ozelligine sahiptir (28).

4.7.2. Kor proteinleri

HBV genomunun C geninde bir ORF bulunmasina ragmen, gen uzerinde
okuma igleminin bagsladigi iki farkli kodon (1816. ve 1903. nt) yer alir. Bu nedenle
prekor ve kor olmak Uzere iki bdlgeye ayrilan C geni, antijenik 6zellikleri farkl, iki
degisik protein (HBeAg ve HBCcAQ) sentezleyebilir. 1816 ve 1903.nt arasinda yer alan
prekor bolgesi 29 aminoasitlik bir peptidin Uretiminden sorumludur. Prekor dizisi,
ayni gen tarafindan sentezlenen polipeptidlerin sitoplazmada mi kalacagi yoksa
endoplazmik retikuluma mi gideceginin belirlenmesinde, karboksi-terminal ugctaki
DNA baglayan kismin konak hicre tarafindan uzaklagtirlmasinda, hicre
membranlarinda protein birikmesinde ve HBeAg o6zelligi godsteren p25c'nin
sekresyonunda rol oynayan, diger bir deyisle sentezlenen proteinlerin kaderini
belirleyen bir yapidir. Her iki bolgeye ait stop kodon (2452. nt) ortak oldugu igin
protein sentezi sirasinda okuma iglemi hangi baslangic kodonundan baglarsa
baslasin ayni noktada sonlanir (1).

HBcAg: 1903 ile 2452. nukleotidler arasinda yer alan C bdlgesinden, genotipe
bagimh olarak degisen 183 (genotip B-F), 185 (genotip A) veya 195 (genotip G)
aminoasit uzunlugunda bir polipeptid (p23c) olan HBcAg’'nin 6éncilt sentezlenir (17).
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C geninin ikinci bolgesi tarafindan sentezlenen p23c, 29 aminoasitlik ek sekansi
olmadigi icin endoplazmik retikuluma gidemez, konak hticre sitoplazmasinda kalir.
Hicre sitoplazmasinda modifikasyona ugrayan p23c HBCAg' ye dondsur ve
karboksiterminal ucundaki 34 aminoasitlik kisim sayesinde viral DNAvya sikica
baglanir. Saflastirnlmis viryon korlarinda ve HBYV ile infekte hasta hepatositlerinde
gosterilebilen HBcAg siklikla intrandkleer yerlesimlidir. Ancak aktif hastalik
doneminde ve asiri viral replikasyon gosteren olgularda sitoplazmada da yaygin
olarak saptanabilir (1,7). infekte hepatositlerden saflagtirilan HBcAg partikilleri ile
viryon korlarinda protein kinaz ve proteaz aktivitesi bulundugu tespit edilmistir (11).
Dolasimda serbest halde HBcAg'ye rastlanmaz. Kanda sadece Dane partiktillerinin
icinde bulunur. Serum defalarca dondurulup, ¢c6zilir veya lipid eriticiler ile igleme
sokulursa viryonlar parcalanir ve HBcAg serbestlesgi r(1). Lipit eriticilerle serum
muamele edilerek antijen agiga ¢ikartilmis ve serumda da varhgi gosterilmistir (30).

HBeAg: Prekor boélgesinden baslayan okuma isleminde 25 kDa molekil
agirliginda bir polipeptid (p25c) sentezlenir. Bu proteinde, HBcAg'den farkli olarak
bulunan ek aminoasit dizisi, sentez sirasinda giderek uzamaya baslayan prekor
polipeptidini  (p25c) endoplazmik retikuluma ydnlendirir, burada bir peptidaz
tarafindan C terminal bélgesindeki 34 aminoasitlik bolum kesintiye ugrar ve islenmis
protein haline gelerek golgi cisimcigi Uzerinden HBeAg olarak sekrete edilir (18).
HBeAg'nin HBc proteininin sekrete edilebilen formu oldugu soylenebilir. HBe antijeni,
persistan infeksiyonun olugsmasi icin gereklidir. Kronik infeksiyonun toleran fazinda,
serumda yuksek duzeyde HBe proteini ile birlikte yiksek viral yuk ve normale yakin
karaciger histolojisi bulunur. HBeAg'nin eliminasyonu genellikle virus ile infekte
hepatositlere karsi artmig bir bagisik yanit ile birliktedir. Bu durumda viral yik belirgin
olarak duger. HBe antijeni sekrete edemeyen mutant HBV, genellikle kronik
infeksiyon sirasinda olusur (17). HBe proteini, HBV ile infekte hepatositlerin bagisik
yanitla eliminasyonunu baskilamakta ve in vivo tolerojen olarak fonksiyon
gostermektedir (31).

HBeAg ve HBcAg immunojendir. HBcAg'nin immunojenitesi HBsAg'den daha
fazladir ve T hicre-bagimsiz antijen 6zelligi gosterir. HBV ile infekte hastalarin
hemen tamaminda gerek HBeAg gerekse HBcAg'ye kargi hem hicresel hem de
sivisal yanit gelisir. Degisik ¢alismalar her iki antijenin de T ve B hicrelerince taninan
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epitoplara sahip oldugunu ortaya koymustur (1,7,18). HBeAg'de 85 ile 138.
aminoasitler arasinda en az iki adet B hicre epitopu (HBel ve HBe2) vardir. HBel
lieneer, HBe2 konformasyoneldir. HBCcAg epitoplarn ise 74-89 ve 107-118.

aminoasitler arasinda tanimlanmigtir (17).

4.7.3. P proteini

P geni, HBV genomunun yaklagik 3/4'Und kaplayan en uzun gendir. 2309 ile
1623.nt arasinda yer alir ve yaklasik 832 aminoasitten olusmustur. Hepadnaviruslarin
P genindeki 835 - 845. kodonlar arasi bolge HIV'e ait ters transkriptaz ile homoloiji
gOstermektedir (18,24). P proteini, ters transkriptaz, endonikleaz (RNase H) ve hem
DNA hem de RNA'ya bagimli polimeraz aktivitesine sahiptir. 90 kDA molekul
agirligindaki bu proteinin en az dort farkli isleve sahip boélgesi vardir. Aminoterminal
parcasi, negatif DNA sarmalinin sentezlenmesinde RNA pregenomunun ters
transkripsiyonu igin dncul gorevi gorur. Orta parca, negatif sarmal sentezi igin ters
transkriptaz ve pozitif sarmal sentezi icin DNA polimeraz olarak islev yapar. Karboksi
uctaki parca ise negatif sarmal sentezi sirasinda RNA pregenomunun degredasyonu
icin gerekli olan RNase H'i kodlar. DNA polimeraz bdlgesi, ters transkriptaz aktivitesi
icin gerekli olan YMDD aminoasit motifini tasir (1).

4.7.4. X proteini

X geni, 154 aminoasit uzunlugunda, 17 kDA molekul agirliginda HBx proteinini
kodlar. HBV genomunda 1376 ile 1838. nukleotidler arasinda yer alan en kicik gen
bolgesidir. Kanath hayvan hepadnaviruslarinda bulunmadigr halde tim memeli
hepatit B viruslarinda bulunur. HBx mitojen-aktive edici protein kinaz (MAPK), c-Jun
N-terminal kinaz ve Scr tirozin kinaz gibi hicresel sinyal yolaklarini aktive edebilir
(32,33). Diger taraftan X proteini tumdr supresor gen drununun (p53) iglevini bozar.
Bu durum HBV ile iligkili hepatokarsinogenez sirecinin ilk asamasinda etkili olarak,
HBxAg'nin HCC gelisiminde rol oynayabilecegini akla getirmektedir. X dizisine karsi
olusan antikorlar, HCC arastiriimasinda ve HBYV ile infekte karaciger dokularindaki X
proteininin saptanmasinda kullaniimistir. HBxAg, yuzey ve kor antijenlerinden gok

daha az olarak tespit edilebilmistir. X dizisi iceren sentetik peptidler, hasta
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serumlarinda anti-HBx antikorlarinin saptanmasinda kullanilmig ve HCC'un erken

tanisinda yararli olabilecegi bildirilmistir (34).

4.8. Genotip ve subtipler

S proteinin olusturan aminoasit dizilerinin belli bolgelerdeki farkliliklarina gore
aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg-, ve adrg+ olarak dokuz ayri subtip
tanimlanmigtir. Bltin subtiplerde ortak “a” determinanti, virisin dis yizeyindeki S
proteininde 124 - 147. aminoasitler arasinda yer alir. S proteinindeki diger
determinantlar ise 122. (d veya y) ve 160. (w veya r) pozisyonlarda bulunan
amioasitler ile belirlenir. “d” ve “w” subtip determinantlarinin her iki pozisyonunda
lizin, y ve r ‘de ise arjinin vardir (1,35) (Tablo 2). aywl-ayw2 subtipleri arasinda 5
reziduluk fark tanmimlanmistir. Bunlar pozisyon 134 (Phe/Tyr), 143(Thr/Ser),
159(Ala/Gly), 161(Tyr/Phe), 168(Val/Ala) de bulunan aa’'ya gore belirlenmektedir
(121).

Tablo 2: HBV'nin antijenik subtipleri ile S bélgesindeki aminoasit pozisyonlari
arasindaki iligki

[Pozisyon Aminoasit HBsAg
subtipi
Lizin d
122
Arjinin y
Prolin wl/w2
127 Treonin w3
Losin/izolosin w4
Lizin w
160
Arjinin r

HBsAg subtipleri arasinda biyolojik farkliliklara rasttanmaz. Ancak genotiplerle
iligkili olduklari igcin cografi dagihmlar farkhlik go6sterir. HBSAg subtiplerinin

saptanmasi, epidemiyolojik calismalarda, infeksiyon kaynaginin izinin surilmesinde
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ve HBV'nin bireyler veya toplumlar arasindaki yayiliminin izlenmesinde o6nemli
ipuclari verir. A.B.D.'de "w" subtipi "r" den daha yaygin iken, Tayland'da en sik
gorulen subtip "r" dir. Kuzey Avrupa, Amerika ve Avustralya'da "adw", Dogu Avrupa,
Dogu Akdeniz, Kuzey ve Orta Asya'da baskin olarak "ayr" bulunur. Malezya,
Japonya, Tayland ve Endonezya'da "adr" daha sik olmakla beraber "adw" subtipine
de rastlanmaktadir.

Son yillarda molekiler diizeyde yapilan ¢aligmalar sonucunda, HBV genomlari
arasindaki farkliliklar incelenmis, benzerlik orani %92 ve daha fazla olan HBV suslari
ayni grupta toplanarak 6 farkhh genotip (A-F) belirlenmigtir (36).Yakin zamanda
Fransa ve A.B.D’de diger genotiplerden tim genom duzeyinde %11,7 ile %15,3
farklihk gdsteren yeni bir genotip bulunmus ve genotip G olarak adlandiriimistir (37).
2002 yilinda Arauz-Ruiz ve arkadaglari tarafindan, genotip F'e benzer, Nicaragua,
Mexico ve California’da saptanan ve H olarak adlandirlan yeni bir genotip
bulunmustur (38).

Genotipler ile HBsAg subtipleri arasindaki iligkilerin saptanmasi amaciyla
genom dizileri ile S geni dizileri karsilastirilmig, S geni dizeyinde genotip farklilik
sinirt %4 olarak tespit edilmis ve genotip-subtip dagilimi yapilmistir (Tablo 3) (17).

Tablo 3: HBV genotip ve subtiplerinin cografi dagilhmi ve nikleotid farkhliklar

HBV Proteinleri

(aa)
Genotip Subtip Genom Pre- Pol Kor Cografi dagilim
uzunlugu (nt) S1

A adw?2 3221 119 | 845 | 185 | Kuzeybatl Avrupa, Kuzey
aywl Amerika, Afrika

B adw?2 3215 119 | 843 | 183 | Endonezya, Cin, Vietham
aywl

C adw?2 adr 3215 119 | 843 | 183 | Dogu Asya, Kore, Cin,

ayr Japonya, Polinezya

D ayw?2 3182 108 832 | 183 | Akdeniz Bolgesi, Hindistan
ayw3

E ayw4 3212 118 | 842 | 183 | Bati Afrika

F adw4 adw 3215 119 | 843 | 183 | Orta ve Guney Amerika,

Polinezya
G adw?2 3248 108 | 842 | 195 @ ABD, Avrupa
H adw3 3215 108 844 | 183 | Orta Amerika
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HBV prevalansinin dusuk oldugu Kuzeybati Avrupa ve A.B.D.'deki tasiyicilar
arasinda genotip A baskindir. Amazon bolgesi ve Peru gibi yuksek HBV prevalansina
sahip ulkelerde ise genotip F'nin sik oldugu saptanmistir. HBV bulasinda vertikal
gecisin ilk sirada oldugu Dogu Asya Uulkelerinde genotip B ve C' nin prevalansi
yuksektir. Bu durum kismen, vertikal gegisten sorumlu olan HBeAg pozitif (replikatif)
donemin daha uzun olusu ile aciklanir. HBV'nin endemik oldugu bdlgelerde, yuksek
tagtyicilik oraninin devaminda en dnemli mekanizmanin vertikal gegis oldugu kabul
edilmektedir. Bunun aksine genotip A ve D' nin dominant oldugu Akdeniz ve Sahra
alti Afrika ulkelerinde horizontal gecis daha 6nemlidir (39). Ulkemizde vyapilan
calismalarda en sik raslanan genotipin D oldugu ve en sik raslanan subtiplerin ise
ayw3 ve ayw?2 oldugu bildirilmigtir (40, 41)

Genotip ile klinik sonug¢ arasindaki iliski konusunda fikir birligini saglayacak
veri bulunmamaktadir. Bu konudaki ¢aligmalar ¢cogunlukla Uzakdogu'da yapilmistir.
Bu toplumlardaki yaygin genotip B ve C oldugu icin, bu genotiplerle ilgili veriler daha
fazladir. Kao ve ark.’nin Tayvan'da yaptigi ¢calisma sonucunda, bdlgede genotip B ve
C’nin baskin oldugu, genotip C’nin daha ciddi karaciger hastaligi ile genotip B’nin ise
50 yas alti hastalarda HCC gelisimi riski ile iligkili oldugu go6ralmuastur (42).
Japonya’daki caligmada ise Kao ve ark.’nin sonuglarindan farkli olarak genotip C'nin
HCC ile iligkili oldugu bildirilmistir (43). Mayerat ve ark.’min lIsvicre’de yaptiklar
calismada, genotip A akut, B ise daha ¢ok kronik infeksiyonlu hastalarda saptanmigstir
(44). Hindistan’'da Thakur ve ark.’nin genotip A ve D’den olusmus bir hasta
populasyonu ile yaptiklari bir calismaya gore, asemptomatik hasta gruplarinda
genotip D ve Anin sirasiyla %48 ve %42 oraninda bulundugu ve 40 yas altinda
genotip D'nin HCC ile daha fazla iligkili oldugu goérulmustir. (45). Fung ve Lok ise
HBeAg seropozitifliginin genotip B ve D’de daha nadir oldugunu, genotip D’'de prekor
ve kor mutasyonlari nedeniyle HBeAg'nin negatiflestigini, interferon tedavisine yanitin
genotip A ve B'de genotip C ve D’ye gore daha yuksek oranda goruldigini, genotip
D’nin daha c¢ok akut hastaliga, genotip A'nin ise daha ¢ok kronik hastaliga neden
oldugunu bildirmigtir (46).

HBV genotipleri ile tedaviye yanit arasindaki iligki degerlendirildiginde,

Almanya’da yapilan bir calismada interferona bagli HBeAg serokonversiyonunun
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genotip Ada D’den daha sik oldugu gorulmuastir (47).Tayvan'daki calismada ise
interferon tedavisine yanit, serum aminotransferaz dizeylerinin normale dismesi,
tedavide sonraki 48 haftalik izlemde HBeAg ve HBV-DNAnin kaybolmasi olarak
degerlendirildiginde genotip B’'nin C'den daha iyi yanit verdigi bildirilmigtir (48).
Japonya'da akut hepatitli olgularda yapilan calisma sonucunda, genotip A'nin akut
HBV infeksiyonunda kronik infeksiyona oranla daha sik goruldigu ve akut HBV
infeksiyonunun persistan hale geldigi yedi olguya uygulanan interferon (IFN)
tedavisinde, genotip A disindaki genotipler ile infekte olan hastalarda daha iyi
sonuglar alindigi bildirilmigtir (49). Genotipler ile lamivudin tedavisi arasindaki iligkiyi
arastiran calisma sonuglarina gore, subtip adw’nin ayw'ye gore lamivudine daha
yuksek oranda direng gelistirdigi saptanmigtir (50). Tayvan'da yapilan bir calismada
lamivudin tedavisine yanit, HBeAg serokonversiyonu ve serum aminotransferaz
dizeylerinin normallesmesi olarak degerlendirildiginde genotip B’de yanitin C'ye gore
daha iyi oldugu, bununla birlikte diren¢ gelisim zamanlari arasinda anlamli bir fark
olmadig bildirilmistir (51).

4.9. HBV mutasyonlari

HBV bir DNA virusu olmasina ragmen, yasam siklusu sirasinda pregenomik
RNA'dan ters transkripsiyonla DNA sentezler. Ters transkriptazin ilk okuma
yetenegindeki zayiflik nedeni ile nukleotid yerlesiminde hatalar meydana gelmekte ve
sonugta genom yapisinda mutasyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu ylzden HBV diger
DNA viruslarindan 10 kat fazla mutasyon oranina sahiptir. Ortalama ntkleotid
degisim hizi 1,4 - 3,2 x 10™ niikleotid / yil olarak hesaplanmaktadir. Ayrica genom
Uzerindeki genler birbiri ile binigik oldugu icin bir gende olan mutasyonel degisiklik
diger genleri de etkilemektedir (17).

HBV'de olusabilecek mutasyonlar klinik agidan dnemlidir. Bunlar;
a- Virusun replikasyonunu arttirabilir,
b- Virusun antijenik yapisini degigtirerek bagisik yanittan kagabilmesine yol agabilir,
c- Virusun hicreye girigini ve integrasyonunu kolaylastirabilir,
d- Antiviral ilaglara direng geligsmesine yol acabilir.
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4.9.1. Ylizey (S) mutasyonlari

Bu bolgenin  mutasyonlari, preS ve S bolgesi dedisiklikleri olarak
incelenmektedir.

PreS Bolgesi: Yuksek heterojeniteye sahip olan PreS1 ve preS2 gen bdlgesi
ile ilgili bir dizinin silinmesi, yer degistirmesi veya yeniden duzenlenmesi seklinde
mutasyonlar gorulebilmektedir (1). PreS1 gen bolgesinin ikinci yarisinda ve preS2
gen bolgesinde interferon tedavisinden sonra genis delesyonlar gorilmektedir (32).
Pol proteinin enzim aktivitesi igin gerekli olmayan “spacer” bolgesi ile ortigsen preS2
bolgesi, HBV’de 6nemli bir immunolojik yapi olup, bu boélgedeki delesyonlar virusun
bagisik yanittan kagmasini saglamaktadir. Anti-HBe pozitif kronik HBV infeksiyonlu
hastalarda preS2 bolgesi mutasyonlarina siklikla rastlanmaktadir (17).

S Bolgesi: Bu gen bdlgesinde ortaya cikan mutasyonlar virusun antijenik
yapisini etkileyerek agili bireylerde infeksiyon ortaya ¢ikmasina ve HbsAg saptatyici
testlerde tarama testlerinde yanlis negatif sonuglara neden olur. HBV kilif varyantlari
ile ilgili olarak tanimlanan ilk énemli mutasyon, subtip determinant ciftlerinde (d/y
veya wi/r) saptanmistir. Bununla birlikte subtip degisikliginin infeksiyonun dogasi
Uzerinde bir etkisi yoktur. S HBs Ag’nin 99 - 169. niukleotidler arasi major hidrofilik
bolge olup epitop kiimesini icerir. Bu yapi disulfit kdpruleriyle stabilize edilmis olup 8
korunmus sistein butin subtiplerde ortaktir. Bu bélgede B hiicre epitopu olarak
bilinen "a" determinanti mevcut olup 124-147 aa.lar arasindadir (52,53,54). "a"
determinati nétralizan antiHBs'nin subtipten bagimsiz olarak hedefi olup aktif ve pasif
immunoprofilakside kullanilir. Tim subtiplerde "a" determinanti ortak oldugu ve bu
bblgeye karsi olusan antikorlar HBV'nin hepatositlere baglanmasini engelledigi igin,
asl veya dogal infeksiyon sonucu herhangi bir subtipe karsi gelisen humoral bagisik
yanit, tum serotiplere karsi koruyuculuk saglar. Fakat "a" determinantinda degisiklik
tasiyan HBsAg'nin, klasik HBsAg subtiplerine karsi olusmus antiHBs antikoruna
baglanma kapasitesinde belirgin azalma olmaktadir. Tam bir antijenik yapi
gOsterebilmesi icin 142. pozisyonda prolin bulunmasi gerekmektedir (53,55,56).

Asi ile iligkili ilk kagak mutant 1988 yilinda Italya'da gérulmistir. HBeAg pozitif
anneden dogdugu icin pasif ve aktif immunizasyon uygulanan bir bebekte yeterli
dizeyde anti-HBs bulunmasina kargin HBsAg ve HbeAg'nin pozitiflestigi ve daha
sonra kronik hepatit gelistigi saptanmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda "a"
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determinantinin 145. pozisyonunda glisin-arginin degisimi saptanmistir (57). Daha
sonra Cin, Japonya, Almanya, Arjantin gibi dinyanin farkh dlkelerinden "a"
determinantinin farkli pozisyonlarinda mutasyonlarla olugsan asidan kacan mutantlar
bildirilmigtir (55,58,59,60).

4.9.2. Prekor ve kor mutasyonlari

Prekor ve kor proteinlerini kodlayan ORFde iki farkli baslama kodonu
bulunmaktadir. HBeAg, prekor baslama kodonunun okunmasi ile sentezlenir ve
translasyon sonrasi degisikliklerden sonra hticre disina salinir. HBeAg yapisal bir
protein degildir ve gergek fonksiyonu bilinmemektedir. HBeAg replikasyon gostergesi
olarak kabul edilse de bazi replikatif infeksiyonlarda HBeAg saptanamamaktadir.
Bunun en sik nedeni prekor stop kodon, daha ender olarak da kor promoter
mutasyonlandir (61).

Prekor Bolgesi: 1816 ve 1900. nt arasindadir. 1816. nukleotidde HBeAg'nin
baslangi¢ kodonu bulunmaktadir. Prekor bolgesi viral replikasyon igin kritik olan
paketleme (enkapsidasyon) sinyalini veren epsilon bdlgesinin gévde ve ilmik (“stem-
loop”) yapisini icerir. Bu bélge ayni zincir tzerinde olusan baz ciftlesmelerine bagl
olarak meydana gelen ikincil yapiya sahiptir. Prekor bdlgesinde gorilen en sik
mutasyon HBeAg'nin Uretilememesi ile karakterize olan stop kodon olusumudur.
Normalde prekor bélgesinde stop kodon bulunmaz ve prekor bélgesinin baslangig
kodonundan baglayan sentez islemi, kor bdlgesi ile devam eder. Eger prekor
bblgesinin 1896. nt'deki guaninin (G) yerine adenin (A) gelirse triptofan kodonu
(kodon 28, TGG), stop kodon (TAG) haline gelir ve HBeAg'nin oncil proteini
olusamaz. S6z konusu nokta mutasyonu kor bolgesinin start kodonundan 6nce
meydana geldigi ve HBeAg ile HBcAg farkli mRNA molekdillerinden sentezlendigi igin
HBeAg uretilemez ancak HBcAg'nin sentezi devam eder. A1896G mutasyonu, bazi
HBV genotiplerinde “stem-loop”un sekonder yapisini daha kararli (stabil) hale getiren
bir baz cifti olusumuna yol acar. Genotip B, C, D ve E’'de 1858. pozisyonda bulunan
C, A1896G degisimini kolaylagtirarak bu pozisyondaki G ile bir baz cifti olusturur.
Olusan G1899A mutasyonu kararli yapinin gelismesine katkida bulundugu icin stop

kodon mutasyonu siklikla 1858. pozisonda C tagiyan suglarda gorulur (1,56).
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HBeAg sentezini engelleyen diger bir mutasyon ise 1862. nt'deki dedisimdir.
Bu mutasyon iki farkli noktada HBeAg sentezini engellemektedir. Bu bolge hem
sinyal peptit ayrilma boélgesine yakin oldugu icin, hem de pregenomik RNAnin ters
transkripsiyonunun  engelleyerek HBeAg sentezini engellemektedir. Prekor
mutantlarinin varligr asemptomatik HBV tasiyicilarinda, kronik viral HBV'li olgularda,
ciddi karaciger hastaligi olanlarda ve fulminant hepatitli hastalarda gosterilmistir
(56,62).

Bazal Kor Promoter Bolgesi: HBeAg negatif olgularin bir kisminda prekor
mutasyonu bulunmamaktadir. Yapilan calismalarda HBeAg sentezini transkripsiyon
diizeyinde kontrol eden bazal kor promoter bdlgesindeki bazi mutasyonlarin, HBeAg
negatif olgularda pozitif olanlara oranla daha fazla goruldigu saptanmistir. Bazal kor
promoter bdlgesi ters transkripsiyon igin 6nemli DR1 bolgesini kapsar. 1742-1849. nt
arasinda yer alan bu bolge, in vivo olarak hem preC mRNA hem de pg RNA
transkripsiyonunun baslamasi ve duzenlenmesinde buyiuk 6nem tasir. Bu nedenle
bazal kor promoter mutasyonlari, hem mRNA transkripsiyonunu hem de bunlarin gen
drunlerinin ekspresyonunu etkiler. Ayrica bolge uzerinde dort adet AT'den zengin
bolge (TATA benzeri kutu) bulunmaktadir. TA1 (1750-1755), TA2 (1758-1762), TA3
(1771-1775) ve TA4 (1788-1795) bolgeleri prekor m-RNAnin optimal transkripsiyonu
icin gereklidir. X geninin 3’ ucu da 1838. nt'de sonlanmaktadir (63).

Caligmalarda 1750 ve 1775.nt arasinin degisken bir bélge oldugu saptanmigtir.
Bazal kor promoter mutasyonlari arasinda hakkinda en fazla bilgi birikimi olan ve
HBeAg sentezini baskilayan A1762T-G1764A cift baz mutasyonu, genotip A ve C'de
daha sik go6zlenmektedir. Bu mutasyonun karaciger hasari ve HCC ile iligkili
olabilecegini gbsteren calismalar bulunmaktadir (56,64).

Son yillarda antiviral tedaviye yanitin degerlendirildigi ¢calismalarda prekor ve
kor promoter mutasyonlarinin da etkileri incelenmigtir. Tassopoulos ve ark., HBeAg
pozitif ve negatif olgular arasinda tedaviye yanit agisindan anlamli bir fark
bulmamislardir (65). Cho ve arkadagslarinin calismasinda ise lamivudin (LAM)
tedavisi sirasinda prekor ve kor promoter mutantlarinin, yabanil tipe degisim
goOsterdigi saptanmig, bu nedenle mutant suslarin LAM’e daha duyarl olabilecekleri
ileri sirdlmastir. Ancak ayni ¢alismada, uzun sureli tedavide mutant suglarin tekrar

ortaya ¢ikmalari bu gorusu curatmagtir (66). Prekor mutantlarinin LAM duyarlhiligina
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etkisinin invitro aragtirildigir Chen ve ark.'nin yaptigi ¢alismada, mutasyonun ilag
duyarliigina etkisinin olmadigi, bununla birlikte prekor mutasyonlarinin LAM diregli
suslarin replikasyonunu arttirabilecegi goérulmustir (67).

Kor Bolgesi: Hepatosit ylzeyinde eksprese olan kor antijeni major bir immun
hedeftir. T ve B lenfositlerce taninan epitoplarina sahip olup CD4 ve CD8 hiicrelere
sunulabilmektedir. Kor bélgesi ile ilgili mutasyonlar siklikla yardimci-T ve B hicre
epitoplarinda ortaya ¢ikar. Kor bolgesinin yardimci-T hicre epitopu iginde yer alan
12. pozisyonundaki treonin'in serin ile yer degistirmesi, HBV'nin CD4(+)T hicre
cevabindan kagmasini saglamaktadir. Ayrica yardimci-T hicre epitopu ile
HBeAg/HBcAg'ye ait B hicre epitopu cevresinde yogunlagsmis delesyonlar da
saptanmistir (1,18,56).

4.9.3. Polimeraz mutasyonlari

Hepadnaviruslar, retroviruslarda oldugu gibi ters transkripsiyon aktivitesine
sahiptir. Ters transkriptazlarin aktif boélgesinde (C bdlgesi) polimerizasyon aktivitesi
icin gerekli olan yilksek derecede korunmus tirozin-metionin-aspartat-aspartat
(YMDD) motifi bulunur. HBV infeksiyonunun dogal seyri sirasinda polimeraz gen
mutasyonlari nadiren ortaya c¢ikmakta ve interferon tedavisi boyunca polimeraz
mutasyonlari induklenmemektedir (68).

Gunumuzde kronik B hepatiti tedavisinde lamivudin ve adefovir gibi antiviral
ilaclar, HBV replikasyonunu baskilamak amaciyla kullaniimaktadir. Bu ajanlar HBV
replikasyonunu baskilamakta etkili olmakla birlikte, uzun sdreli kullanimlarindan
sonra ilaca direngli HBV suslari ortaya c¢ikmaktadir. HBV pol geninin katalitik (C
bdlgesi) bdlgesinde yer alan YMDD motifini etkileyen mutasyonlar lamivudin (LAM)
direncinden sorumludur (Tablo 4) (69,70,71). LAM tedavisi sirasinda secilen en
onemli polimeraz mutasyonlari, metiyoninin valin veya isolésine donismesi
(rtM2041/V) seklinde goralar. rtM2041 mutasyonu tek basina ilag direnci
saglayabilirken, rtM204V mutasyonu siklikla pol geninin B bélgesinde yer alan 180.
kodondaki 16sin metiyonin (rtL180M) mutasyonu ile birlikte gorilmektedir. Bu
birliktelik her bir mutasyonun tek basina yol agtigi ila¢ direncinden daha kuvvetli bir

dirence neden olur. 204. kodondaki her iki mutasyon da virus replikasyonunu



azaltmaktadir. Ancak, C ve B bdlgesinde birlikte mutasyon olan suslarda replikasyon,
sadece C bolgesinde mutasyon olan suglardan daha fazladir (68).

Bugune kadar yuritulmus caligsmalarda HBV genotipiyle iligkili polimorfizm
nedeniyle B ve C bdlgesindeki farkli aminoasit numaralarindan sz edilmekteyse de,
Stuyver ve arkadaglarinin HBV polimeraz bélgesi mutasyonlarina iliskin olarak
Onerdikleri genotipten bagimsiz standardize isimlendirme sistemi kullanilarak bu
karisiklik giderilebilir (72).

Calismalarda LAM direnci ile iligkili YVDD ve YIDD mutasyonlari saptanmigken
2001 yilhinda yapilan bir calismada YMDD motifinde yeni bir mutasyon bildirilmistir.
Daha nadir gorulen bu mutasyonda 204. kodonda metiyonin yerine serin aa'i
gelmektedir (YSDD) (69).

Primer LAM direng mutasyonlarinin, rtM204I1/V/S oldugu bilinmektedir. Ancak
rtL80I/V, rtvV173L, rtL180M mutasyonlarinin, tek basina dirence neden olmayan
ancak YMDD motif mutasyonlari ile birlikte bulundugunda hem replikasyonu arttiran
hem de dirence neden olan destekleyici mutasyonlar oldugu bildirilmigtir. A181T ilk
olarak uzun sureli LAM tedavisi alan hastalarda YMDD mutasyonu olmadan
saptanmistir fakat yakin zamanda adefovir tedavisi sirasinda da gozlenmistir (122,
123).

Tablo 4. Lamivudin direncine neden olan mutasyonlarin gruplandiriimasi.

(Kaynak 73’ den alinmigtir.)

Grup | rtL80OV/l | rtV173L | rtL180M | rtA181T | rtM204V | rtM2041 |rtM204S

I - - + - + - -
[l - - - - - + -
11 + - - - - + -
v - - + - - + -
\Y; - + + - + - -
Vi - - - + - - -
VII - - + - - - +
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Onemli bir diger konu ise, HBV genomunda pol/rt geninin, S geni ile binigik
olmasidir. Lamivudin ile secilen HBV pol/rt mutasyonlari, S geninde mutasyonlara yol
acabilmekte ve bu mutasyonlar, HBsAg proteinlerinin aa dizisini dolayisiyla antijenik
Ozelligini degistirebilmektedirler (Tablo 5). Toressi ve arkadaslari bu mutasyonlara
bagli olarak antijenik yapisi degismis olan HBsAg'ye, anti-HBs antikorlarinin daha az
baglandigini bildirmislerdir. Anti-HBs’ye affinitesi azalmis HBsAg, tanida problemlere
veya asl ya da HBIG ile infeksiyonun 6nlenmesinde basarisizliga yol acabilmektedir
(124,125,104 ).

Tablo 5: HBV pol/rt geni lamivudin diren¢ mutasyonlari ve S genindeki
karsilhiklari

HBV pol/rt geni S geni

rtvi73L E164D
rtM2041 W196S/L
rtM204v 1195M
rtv207I M198I
rtL180M Etkisiz
rtL80oV/I Etkisiz

LAM tedavisi sirasinda ortaya cikan mutasyonlar, genellikle tedavinin 6.
ayindan sonra gorulmeye baglar ve gorilme sikligi zamanla artar. Tedavinin birinci
yilinda mutasyon orani %15 civarinda iken, dorduncu yilda bu oran %67'ye
yukselmektedir (2). Mutant gelisimi sonucunda virolojik ve biyokimyasal
parametrelerde bozulma saptanir. Tedavi sirasinda baskilanmig olan HBV DNA
duzeyi yeniden Olculebilir dizeye yukselir veya tedavi ile inilen noktaya gore en az 1
logl0’luk artis meydana gelir, ALT artar. HBV DNA artigi karaciger hastaliginin
alevlenmesinden 6ncedir ve molekuler yontemlerle aylar 6ncesinden ortaya konabilir.
Lamivudine diren¢ saglayan mutasyonlara, tedavi éncesi ALT ve HBV DNA diizeyi
yuksek olan ve viral replikasyonun tam baskilanamadigi hastalarda daha sik
rastlanmaktadir (68,74).
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Lamivudin direngli mutant infeksiyonunun uzun donemde dogal seyri iyi
bilinmemektedir. Kisa donem gozlemler, HBV DNA ve ALT seviyelerinin baglangi¢
degerlerinden daha yiksek olmadigini gostermekte, histolojik olarak karaciger
hastaliginin énemli bir ilerleme gostermeyebilecegini ortaya koymaktadir (2). Ancak
tedavide basarisizlik sonrasinda hepatit alevlienmesi gerceklegirse sirotik hastalarda
hastaligin seyri kotileserek kompanze siroz dekompanze siroza doénusebilir.
Karaciger transplantasyonu yapilan hastalarda ise karaciger fonksiyon testleri
bozulabilir (75).

Gunumuizde lamivudine direngli olgularin  tedavisinde  adefovir
kullanilmaktadir. Adefovir kullanilan hastalarda diren¢ sorununa lamivudin kullanan
hastalara oranla daha az rastlanmaktadir; ilk yil dirence rastlanmazken, ikinci yilda
%3, Ucuncu yilda %8, dordincu yilda %18, besinci yilda ise %29 oraninda dirence
rastlanmaktadir (76,77). Adefovir kullanan hastlarda dirence neden olan mutasyonlar
pol geninin B Dbolgesindeki rtA181V/T ve D boélgesindeki rtN236T aminoasit
degisiklikleridir. rtA181V/T mutasyonunda adefovir duyarlihgr 2 - 4 kat azalirken,
rtN236T mutasyonu, duyarliigi 7 - 13 kat azaltmaktadir. Yakin zamanda rtV214A,
rtQ215S, rtl233V mutasyonlarinin da adefovire direngten sorumlu olabilecegi
gosterilmigtir (105). Lamivudine direncli olgular genellikle adefovire duyarli olmasina
karsin adefovir ile ilgili deneyimlerin artmasiyla her iki ilaca da farkli dizeylerde
direng gosteren, rtA181T/V, rtV214A / rtQ215S ve A bolgesi (80., 84., 85. kodon)
mutasyonlarini tasityan suslarin varhigi gosterilmistir (78). Yakin zamanda yapilan bir
calismada LAM tedavisi basarisiz olan hastalarda ADV direnci gelisiminin daha hizli
oldugu bildirilmigtir (122). Adefovire karsi direng gelistiginde de virolojik, biyokimyasal
ve histolojik parametrelerde bozulma goézlenmektedir (78,79,80). Adefovir direncine
yol acan mutasyonlar, kismen tenofovir direncine de neden olmaktadir.

Entekavir ile yapilan ¢alismalarda nadir de olsa direng gelisimine rastlanmigtir.
Direng, tedavi baslangicinin ilk yilinda goérilmememekte, en erken ikinci yilda
rastlanmaktadir. Entekavir direnci pol geninin E bolgesindeki rtM250V mutasyonu ile
olugsmaktadir. Ozellikle LAM direnci olanlarda, rtT184G ve rtS202| mutasyonlari da
entecavir direncine yol agcmaktadir (82). Entecavire kismi direncten sorumlu bir diger
mutasyon rtI169T dir (123).
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4.9.4. X mutasyonlari

X gen bdlgesi 465 nukleotidten olugmaktadir. Virusun replikasyonu ve
ekspresyonu icin 6nemlidir. X proteini HBV genlerini transaktive etmekte ve kor
promoter, enhancer I, DR1 ile DR2 bu bdlgede yer almaktadir (83).

X geninde meydana gelen mutasyonlarin fonksiyonel dnemi tam olarak
acikhga kavusmamis olmakla beraber bu tip varyantlarin infektiviteleri zayif,
replikasyon yetenekleri dusukttr. Kronik HBV infeksiyonlu, HCC'li, fulminant hepatitli
ve sirozun son doneminde bulunan hastalarda X geni Uzerindeki 130. (AAG
(lizin)aATG(methionin)) ve 131. (GTC (valin)&ATC (izoltsin)) kodonlarda nokta
mutasyonlar bildirilmigtir. Her iki mutasyon da transaktivasyon igin gerekli olan ve
genomun 132 - 139. kodonlari arasinda bulunan enhancer ll-kor promoter bdlgesinde
yer alir. 1770 - 1777. pozisyonlar arasindaki 8 nukleotidlik delesyonunun, DNA
ekspresyon ve replikasyonunu baskiladigl ve sonugta HBsAg'nin negatif hale geldigi
bildirilmistir (83).

4.10. Epidemiyoloji

Batin dunyada yaygin olarak gorilen HBV, akut ve kronik karaciger
hastaliginin en énemli nedenlerinden biridir. Erigkinlerde HBV’ye bagh akut hepatitin
ortalama %?5'i kroniklesir. Dunyada yaklasik iki milyar kisinin HBV ile karsilasmis
oldugu ve 360 milyon kiside kronik B hepatiti oldugu distnulmektedir. Bu olgularda
da siroz ve hepatoselliler kanser gelisme riski, sirasiyla %8-20 ve %6-15 civarinda
olup yilda yakasik 520.000 kisinin HBV nedeniyle (50.000 kisi akut hepatit B
nedeniyle, 470.000 kisi siroz ve karaciger kanseri nedeniyle) 6lmektedir (6,84,85).

HBV infeksiyonunun dunyadaki dagilimi cografi bolgelere gore farkliliklar
gostermektedir. HBsAg ve anti-HBs pozitifligi oranlari, infeksiyonun alinma yasi ve
viristin en sik hangi yolla bulastigi gibi kriterler gbz ontine alinarak dinya, dusuk,
orta ve yuksek endemisite bdlgelerine ayriimistir (84).

Dusuk endemisite: Bu bdlgelerde tasiyicilik prevalansi %2'den azdir.
Erigkinlerde infeksiyonla karsilagsma orani yaklasik %20 olup, cinsel temas en dnemili
bulas yoludur. Etken ile ¢cogunlukla erigkin donemde karsilasilir. Ancak perinatal ya
da erken cocukluk donemlerinde bulas da 6nemlidir. DUstik endemisite, daha ¢ok
Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda gibi gelismig
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ulkelerde gorulmektedir. Bu ulkelerde HBV insidansi genel populasyonda dusuk iken,
hemofili, hemodiyaliz hastalari, escinseller ve damar i¢i uyusturucu bagimlilari gibi
risk gruplarinda yuksektir (7).

Orta endemisite: Guney ve Dogu Avrupa, Giiney ve Orta Amerika, Orta Asya
ile Tarkiye'nin de icinde bulundugu Ortadogu’da izlenmektedir. Bu grupta, toplumdaki
HBsAg pozitifligi %2-8 arasinda degismekte ve erigkinlerin %20-60'inda anti-HBs
pozitifligi bulunmaktadir. Baslica bulasma yolu yatay olmakla birlikte diger bulagsma
yollari da infeksiyonun yayilmasinda rol oynarlar (84,85).

Yiksek endemisite: Afrika ve Asya gibi bolgelerde toplumun %8'den fazlasi
HBV ile kronik olarak infektedir. Erigkinlerin %70'den fazlasinda anti-HBs pozitiftir.
Yiksek endemisite bolgelerinde bulagsma siklikla perinatal veya horizontaldir. Bu
bdlgelerde HBsAg pozitif kadinlarin %35-50’sinde HBeAg pozitifligi bulunmaktadir.
Endemik bolgelerde infeksiyonun bebeklikte alinmasi ve en yuksek tasiyici kitlesini
cocuklarin olusturmasi, primer hepatoselliler kanser insidansinin yiksek olmasina
yol agcmaktadir (84,85)

HBV infeksiyonu, Turkiye’'de karaciger hastaliklarinin basta gelen nedenidir.
Viral etiyolojiye bagl karaciger sirozlu hastalarin %46’sindan, HCC’lerin ise %45-
50'sinden HBV sorumludur. Ulkemiz orta derecede endemik bir bolgede vyer
almaktadir. Tagiyicilik orani yaklasik %6 civarinda olmakla birlikte bolgesel farkliliklar
gOstermektedir. Bati bolgelerinde ortalama %2’ye kadar diserken, dogu bolgelerinde
%210’un Uzerinde deg@erler bildiriimektedir (86).

4.10.1. Bulasg yollan

HBV, infekte kan ya da vicut salgilar ile parenteral temas (perkitan), cinsel
temas, infekte anneden yeni dogana bulagsma (perinatal-dikey) ve infekte kisilerle
yakin temas (yatay) ile bulagsmaktadir. Oral yolla bulags ancak infekte kanin
hasarlanmis oral mukoza ile temas etmesiyle olusabilmektedir. Butinligu bozulmus
deri ve g6z mukozasi da virus bulaginda énemli rol oynamaktadir (7).

Perkiatan bulag: Virisun perkitan inokdlasyonu, infekte kan ve kan
drunlerinin transfiizyonu, infekte aletlerin kullanimi (endoskop, yapay solunum cihazi,
akupunktur, enjektdr, ddvme, vb) veya kan ile temas riskinin fazla oldugu hemodiyaliz
gibi islemler sirasinda olmaktadir. Ayrica infekte kanla bulasmis havlu, jilet, tiras
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makinesi, dis fircasi, banyo malzemeleri gibi gunlik egyalarin ortak kullanimi da
perkitan bulasa neden olabilmektedir. Kan ve kan drunlerinde HBsAg taramasinin
zorunlu hale getirilmesinden ve parali yerine gonulli dondrlerin  kullaniimaya
baslanmasindan sonra transfizyon aracihigiyla HBV'nin bulagmasi oldukca
azalmigtir. Asilamanin yayginlasmasiyla korunma saglanmig olup bulas azaltilmigtir.
(84)

Cinsel temasla bulag: Homoseksueller arasi cinsel temas, HBV igin en riskli
cinsel bulagma yoludur. Hasarlanmis ve butinliglu bozulmus rektal mukozanin
infekte kan veya semenle temasi riski arttirmaktadir. Genital sekresyonlar kandan
daha az konsantrasyonda virus icermelerine karsin bulasa neden olmaktadir.
Heteroseksuel yolla bulasmada, HBV tasiyicilarinin esleri en c¢ok tehlike altinda
olanlardir. Coklu heteroseksuel partneri veya diger cinsel yolla bulasan hastaligi
olanlarda risk daha fazladir (84).

Perinatal bulag: Annenin HBV tasiyici olmasi, hamileliginin tGg¢lncu
trimesterinde veya dogum sonrasi ilk iki ay! icinde akut hepatit B infeksiyonu
gecirmesi, perinatal bulagsmaya yol acabilmektedir. Ozellikle anne HBeAg pozitifse
bulagma riski artmaktadir. Anneden bebege bulas, dogum esnasinda veya dogumdan
sonra olusabilen deri ve mukoza siyriklarinin infekte maternal sivilarla temasi,
vaginal kanaldan gecis sirasinda anne kaninin yutulmasi, sezaryen sirasinda anne
kaniyla temas veya plasenta hasari sonucu maternal dolagimin foétal dolagima
karismasi gibi nedenlerle meydana gelmektedir (84).

Yatay bulag: Parenteral, cinsel ya da perinatal temasin s6z konusu olmadigi
durumlarda ortaya ¢ikan bulagma yatay (horizontal) bulasma olarak tanimlanir. Bu tip
bulagsmanin mekanizmasi tam anlasiimamistir. Takurik ve idrar gibi vicut sivilarinin
hasarli deriyle temasi da bulagsmaya neden olabilir. Ozellikle serumdaki HBV DNA
miktari ile orantili bigimde idrar, tukurik gibi vicut sivilarinda viral DNA miktari
artmaktadir (87). Yatay yol, 6zellikle ev i¢i bulagsmada dnemlidir. HBV'nin zeka 6zurlu
cocuk bakimevleri bagsta olmak Uzere anaokulu, kres, yatili okul, kisgla, yurt,
hapishane gibi yerlerde kolay yayildigi belirlenmigtir. Kalabalik yasam sartlari, kotu
hilyen ve dusuk sosyo-ekonomik dizey HBV'nin bulagma oranini arttirmaktadir
(7,84).
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4.10.2. Risk gruplari

Parenteral bulagma yolu agisindan en riskli gruplar, sik kan ve kan urinleri
verilen hemofili hastalari ile sik perkitan girisimde bulunulan hematoloji-onkoloji ve
hemodiyaliz hastalaridir. Damar i¢i uyusturucu bagimlilari da ortak enjektér kullanimi
nedeniyle perkitan bulagsma acisindan risk tasirlar. Saglik personelinde HBV ile
karsilasma orani, hastayla temastan c¢ok kanla temas etme oraniyla paralellik
gOstermektedir. Bu nedenle kanla dogrudan temasi daha fazla olan cerrahlar, dig
hekimleri, hemsgireler, hastabakicilar, laboratuvar teknisyenleri ve ilk yardim
calisanlar ytksek risk altindadirlar.

Perinatal bulagsma yolu acisindan riskli grup, HBV tagiyicisi olan, hamileliginin
son trimesterinde veya dogum sonrasinin ilk iki ayi icinde akut HBV infeksiyonu
geciren, HBeAg pozitif annelerin bebekleridir.

Yatay bulag yonunden riskli gruplara 6rnek olarak, sosyoekonomik dizeyi
disuk ve kotu hijyen kosullarinda kalabalik olarak yasayan aileler verilebilir. Ayrica
anaokulu, kres, yatih okul, kisla, yurt, hapishane gibi toplu yasam alanlarinda HBV
yayilimi daha kolay olabilmektedir. Zeka oOzurli bireylerin, sosyal iligkilerde riskli
davraniglarda bulunabilmeleri nedeniyle yatay bulagsa daha agik olduklar
belirtiimektedir(84).

4.11. Patogenez

HBYV sitopatik etkisi olmayan viruslara tipik bir 6érnektir. Hastalik, immun aracili
doku hasari ve hepatosit 6lumi sonucu gelismektedir. Virusun temizlenmesinde,
infekte hicrelerin ortadan kaldirilmasi tek mekanizma degildir. HBV ile infekte hayvan
modellerinde sitokin aracili, sitolitik olmayan mekanizmalar ile de virusun ortadan
kaldinldigr gosterilmigtir.

HBV infeksiyonuna yeterli immun yanit igin 6zgul immun yapilarin taninmasi
gereklidir. Antijen sunan hucreler viral antijenleri igleyerek T hicrelerine sunar.
HBV’ye karg! primer immun yanit lenf nodlarinda HBV spesifik T hicreler tarafindan
baglatilir. infeksiyonun erken dénemlerindeki patolojik siirecten 6zellikle sitotoksik T
hicreleri sorumludur. Zarf antijenlerine yonelik sivisal antikor yaniti dolagimdaki viral
partikillerin temizlenmesine yardimci olurken, zarf, nikleokapsid ve polimeraz

antijenlerine yonelik hicresel yanit infekte hicrelerin temizlenmesini saglar. CD4+
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hicrelerinden salinan sitokinler sitotoksik T lenfositlerinin anti-viral aktivitesine
katkida bulunur ve boéylece immun yanitin etkinligi artar. Yardimci ve sitotoksik T
hicreleri HBV infeksiyonu sonrasinda birkag yil aktif kalmaktadir. Bunun sebebi az
miktarda da olsa dolasimda virus bulunabilmesidir. HBsSAg'nin saptanmamasi, tum
virus partikdllerinin temizlendigi anlamina gelmez. Bu sonug, CD4+ ve CD8+T
hicrelerinin HBV'yi kalici bir bicimde baskilamasi nedeniyledir.

Konak hicrelerine virusun girmesine engel olmak icin serbest HBV
partiktllerinin nétralizasyonu 6nemlidir. Zarf antijenlerine kargi olugan antikorlar akut
infeksiyonun ortadan kalkmasindan sonra kalici hale gelirler. B hiicrelerinden antikor
uretimi CD4+ T hicrelerinin yardimiyla uretilen sitokin aracili bir stregtir.

Kronik infeksiyonlarda virusun immun sistemden kurtulmasi igin ya virusun T
hicreleri tarafindan taninmaktan kurtulmasi (zayif peptid sunumu, antijenik degisim,
virusun immin sistemden korunmusg yerlerde saklanmasi) ya da konak immin
yanitinin  baskilanmasi (Thl sitokin fonksiyonunun azalmasi, virus-spesifik T
hicrelerin tikenmesi) gerekmektedir. Kaliteli immin yanitin ve noétralizan antikor
yapiminin baglamasi i¢in 6ncelikle antijenik epitoplarin, HLA sinif-11 allelleri ile CD4+
T hicre reseptorine (TCR) sunulmasini gerektirmektedir. Bu ylzden viral
persistansin, konagin imminogenetik yapisi ile iligkisi Gzerinde durulmustur.

HBV infeksiyonunun kontrolinde sitotoksik T lenfositleri dnemlidir. Kronik
infeksiyonlu hastalarda 6zgul CD8+ T hicre yanitinin olmadigi veya zayif ve sinirli
epitoplara karsi gelistigi gosterilmistir. Cesitli viral proteinlere karsi immun tolerans
gelismesi etkin bir virus temizligini engellemektedir.

Sonug olarak immun yanitin guct ve kalitesi HBV infeksiyonun dogal seyrinde
en 6nemli belirleyici faktérdiir. Immun yanit, infeksiyonun sinirlandiriimasi igin gerekli
olmakla birlikte HBV'nin elimine edilemedigi durumlarda viral replikasyon ile immun
yanit arasindaki iligki karaciger hasarina yol a¢gmaktadir. Kronik hepatosit hasarina
eslik eden yangi ve rejenerasyon DNA hasarina yol acarak hepatoselltler kanser
gelisimi ile sonlanabilmektedir. Viral DNA'nin konak DNA'sIna integrasyonu da konak
genleri Uzerine etki ederek kanser gelisimine katkida bulunabilmektedir (88,89,90).
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4.12. Klinik
HBV infeksiyonu, iyilesme ile sonlanan akut hepatitten fulminan hepatite, inaktif
tasiyiciliktan karaciger sirozuna kadar degisen farkl klinik tablolar gostermektedir. Bu
seyirlerden hangisinin gerceklesecegi virusa ve konakgiya ait cesitli faktorler
tarafindan belirlenir. HBV infeksiyonunun seyri Sekil 4'te gosterilmistir.

Akut HBV infeksiyonu: Klinik gidig infeksiyonun alindigi yasa, virusun
genetik Ozelliklerine, eslik eden baska hepatotrop virus infeksiyonunun varligina ve
konakg¢inin immin yanitina baglidir. Yenidogan doneminde alinan infeksiyon %90
oraninda kroniklegirken, bu oran ilk bes yasta %30’a, erigkin cagda %5’in altina
inmektedir. Yenidogan ve erken bebeklikte gecirilen infeksiyonlar genellikle
asemptomatiktir. Bununla birlikte erigkin donemde alinan infeksiyon %30 - 50
oraninda sarilikla seyretmektedir(35,85).

Akut HBV infeksiyonunun inkiibasyon donemi 4 - 28 hafta olarak belirlenmig
olup ¢cogu vakada bu stire 60 - 180 gundur. Hepatitin ortaya c¢ikmasi, serumda
HBsAQ'nin saptanmasindan ortalama 4 hafta (1 - 7 hafta) sonradir (7).

Akut hepatitin baslangi¢c semptomlari belirgin degildir. Semptomatik akut HBV
infeksiyonu hafif (anikterik) veya ciddi ve ikterle birlikte olabilir. HBV'yi almis olan
erigkinlerin %5-20'sinde klinik olarak belirgin akut hepatit belirtileri ortaya ¢ikmaktadir.
Tipik semptomlar, halsizlik ve yorgunluk olup bunu igtahsizlik, bulanti, kusma ve sag
Ust kadranda hafif kint bir agri takip eder. Preikterik donemdeki bu semptomlar
genellikle 3 - 10 gun surer (7).

Sarihgin baslamasi ve koyu idrar ¢ikmasi ile ikterik donem baslar. Total serum
bilirubini genellikle 10 - 14 gun yuksektir ve ¢cogu hastada 10 mg/dl'yi gecmez. Akut
viral hepatitin esas gostergesi serum transaminazlarinin hizli yikselisidir.
Transaminazlarin artisi semptomlardan ©6nce baglar ve genellikle semptomlarin
birinci haftasinda en yiksek diizeyindedir. Diizey genellikle 1000 U/mI’nin tizerindedir
ve alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST)'dan daha yuksekiir.
Serum alkalen fosfataz seviyesi normal veya hafif yukselmistir. Hastalarin bir
kisminda birkag gtin stren hafif kasinti olusur, nadiren kasinti uzayabilir. Kolestazin
ilerlemesi ile idrar koyu, diski agik veya ¢camur renginde saptanir. Sariligin suresi
genellikle 1 - 3 haftadir, nadiren 4 haftayl asar. Cocuklar genellikle 2 haftada,
erigkinler ise 4 - 6 haftada iyilegir (7).
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Fulminan hepatit, karaciger yetmezligi ve ensefalopatinin eglik ettigi,
mortalitesi yuksek, ciddi bir formdur. Akut HBV hepatitli olgularin %1 - 2’'sinde
fulminan tablo olusabilir ve %63 - 93 oranda fatal seyirlidir. Fulminan hepatitten 6lim
genellikle semptomlarin baglangicindan sonraki 1 - 3 hafta icinde olur.

Kronik HBV infeksiyonu: HBV infeksiyonunun dogal seyri infeksiyonun
alindigr yasa go6re degismektedir. Erken yaslarda immin sistemin yeterince
olgunlasmamis olmasi nedeniyle virlise karsi yetersiz yanit sonucu immaun tolerans
donemi baglar. Bu donemde immun yanit yetersiz oldugu icin viris ¢ogalmakta ama
karaciger hucreleri tahrip olmadigi icin ALT dizeyleri normal bulunmaktadir. Immun

tolerans donemin Ozellikleri sunlardir:

HBeAg pozitifligi
HBV DNA yuksekligi
Normal ALT

Normal karaciger biyopsisi

immiin tolerans doénemi 10 - 30 yil devam ettikten sonra olasilikla
viristnantijenik yapisindaki bazi degisiklikler nedeniyle sonlanir ve konakda virisle
infekte hepatositlere kargi immun yanit olusmaya baslar. Bunun sonucunda HBV
DNA dizeyi duger, hucre yikimindan dolayr ALT duzeyi yukselir, karaciger
biyopsisinde kronik hepatit bulgularina rastlanir ve siklikla HBeAg serokonversiyonu
goralur. HBeAg serokonversiyon orani yaslilarda, kadinlarda, ALT dizeyi yiksek
olanlarda ve genotip B ile infekte kigilerde (genotip C'ye goére) daha yuksektir.

Hastalar immuin temizlenme déneminde akut alevienmeler hari¢ ¢ogunlukla
asemptomatiktir. Akut alevienme doneminde hastalarin HBV infeksiyonu Onceden
bilinmiyorsa, anti-HBc IgM pozitifligi nedeniyle hatali akut HBV tanisi konulabilir.
immiin temizlenme dénemi ne kadar aktif ve uzun sirerse siroz gelisme riski o kadar
artar. Eger bu donem kisa sirer ve asiri alevlenmeler gortlmez ise immin
temizlenme déneminden sonra hasta inaktif tagiyici durumuna gelir.

inaktif tagiyicihkta immiin temizlenme sirasinda hastalarda infekte
hepatositlerin buylk oranda temizlenmesi ve virisiun baskilanmasi nedeniyle kalici

bir HBeAg negatifligi ve anti-HBe pozitifligi meydana gelir. Virisun replikasyonu ve



antijen ekspresyonu azalir. HBV DNA diizeyi 10*° kopya/mlI'nin altindadir. HBsAg
pozitif saptanir ancak klinik bulgu yoktur. Hepatoselltler karsinom gelisme riskinin
yuksek olmasi diginda prognoz oldukcga iyidir. Bununla birlikte %20 - 30 olasilikla
HBYV DNAnin ve ALT nin yukselmesi, bazen de HBeAg'nin yeniden pozitiflesmesi ile
giden alevlenmeler gdorulebilir. Bu alevienmeler sonrasinda kronik hepatit gelisebilir.

HBeAg negatif kronik hepatit ise HBeAg serokonversiyonu sonrasinda bazi
hastalarda replikasyonun devam etmesidir. Hastalarda HBsAg (+), HbeAg (-), anti-
HBe (+) ve HBV DNA pozitifir (>10*> kopya/ml). HBeAg'nin sekresyonunu
engelleyen mutasyonlardan dolay! immin tolerojen sayllan HBeAg salinamaz ama
replikasyon devam eder. Hastalarin %50’den fazlasinda orta-agir nekroinflamasyon
bulgular vardir. Kendiliginden kalici remisyona girme olasiligi ¢ok dusuktir. Hastalik
ALT dalgalanmalariyla seyredebildigi icin ALT normal olan zamanlarda inaktif
tasiyiciliktan ayirmakta guclik cekilebilir. Hastalarda en az bir yil boyunca anti-HBe
pozitif olmasi, zaman zaman veya sirekli ALT yiiksekligi ve viral yikin >10*°
kopya/ml olmasi, HBeAg negatif kronik hepatit lehinedir. Uzun dénemde hastaligin
prognozu iyi degildir.

Kronik HBV infeksiyonlarinin  hepsi karaciger komplikasyonlari ile
sonuglanmaz. Virusun alindigr yas c¢ok oOnemlidir. Adolesan ve geng erigkin
doneminde ortaya ¢ikan kronik infeksiyonlarda siroz ve hepatoselliler kanser gelisme
riski %15 civarinda iken erken c¢ocukluk doneminde bu oran %25'in Uzerindedir
(6,85).
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Sekil 4: Akut HBV infeksiyonunun haftalara gore seyri (Kaynak 91'den

alinmigtir.
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4.13. Tani ve antiviral ajanlara direncin saptanmasi
4.13.1. Tani

Akut ve kronik hepatitte, tanida en 6nemli testler HBV'ye ait nikleik asit,
antijen ve antikorlarin degerlendirildigi 6zgul testlerdir. Ozgul testlerin yanisira
karaciger hasarini degerlendirmek amaciyla da gesitli hematolojik ve biyokimyasal
testlerden yararlaniimaktadir. Bu amagcla kullanilan “Karaciger Fonksiyon Testleri”
arasinda karaciger parankim hasarini saptamada aminotransferazlar, ¢zellikle de
karacigerde lokalize olan ALT oldukca yararlidir. Ozgil tanida, viriise ait antijenler
HBsAg, HBeAg ve bunlara kargl olusan anti-HBs, anti-HBe ve anti-HBc antikorlari
kullanilir. Ayrica replikatif viryonlarin varligini arastiran molekiler tabanh testler
(kalitatif / kantitatif HBV DNA) tani ve tedavinin izleminde dnemli bir yer tutmaktadir
(1,5,7).

HBsAg, HBV ile temastan 1 - 12 hafta sonra veya semptomlarin
baslangicindan 2 - 8 hafta 6nce serumda saptanir ve yaklasik 3 ay sonra kaybolur.
HBsAg'nin alti aydan uzun sure pozitif saptanmasi, infeksiyonun kroniklestiginin
gostergesidir. Erigkin donemde gegirilen infeksiyonlarin %95’inde HBsSAg silinirken,
%5’inde kronik HBsAg tasiyiciligi gelisir. HBsAg kaybolduktan sonra (hastaligin
baslangicindan 3 ay sonra), anti-HBs olusur. Bu antikor, iyilesmeyi ve immuniteyi
gOsterir. Anti-HBs ¢ogu kigide hayat boyu kalir. Anti-HBs ile birlikte anti-HBc 1gG’nin
saptanmasi gecirilmig infeksiyona bagh bagisiklikhgi, sadece anti-HBs pozitifligi ise
agilama ile olusan koruyuculugu gosterir (1,5,7).

HBCcAg, sadece infekte karaciger hiicrelerinde saptanabilir. Anti-HBcIgM ve IgG
semptomlarin baglamasiyla ortaya cikar. Anti-HBclgM birka¢ ay pozitif kalir ve
hastaligin baslangicindan 4 - 8 ay sonra serumda saptanamaz. HBsAg'nin serumdan
kaybolup anti-HBs gelisinceye kadar gecen tanisal pencere doneminde anti-
HBcIlgM'in varhigi akut infeksiyonu godsteren en Onemli gdstergedir. Anti-HBc 1gG
yillarca veya hayat boyu pozitif kalabilir (1,5,7)

HBeAg viral replikasyonun devam ettigini ve infektiviteyi gdsterir. HBsAg'den
kisa bir sure sonra pozitiflesir, 10 haftadan daha uzun sire devam etmesi
infeksiyonun kroniklesecegdinin belirtisidir. Anti-HBe nisbeten dusuk infektivitenin ve
hastaligin iyileseceginin bir gostergesidir. Anti-HBe genellikle akut infeksiyondan yillar

sonra kaybolur. HBeAg, replikasyon gostergesi olarak kabul edilse de, sentezi
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Onleyen mutasyonlarin gelismesi sonucu anti-HBe pozitif replikatif suglar
bulunabilmektedir (1,5,7,92).

HBV-DNA'nin serumda saptanmasi, viral replikasyonun belirlenmesinde,
Ozellikle HBeAg negatif olgularda infeksiyonun tanisinda ve tedavinin izleminde
kullaniilmaktadir. Akut HBV infeksiyonu sirasinda HBsAg, HBV ile temastan 1-12
hafta sonra veya semptomlarin baglangicindan 2-8 hafta 6nce pozitiflesirken HBV
DNA serum transaminaz duzeyleri ile paralel olarak HBsAg'den 3-5 hafta 6nce
saptanabilmektedir. HBV DNAnin saptanmasi ve kantitasyonu amaciyla farkl
yontemler gelistiriimigtir. Bunlar, hibridizasyon temelli (sinyal amplifikasyonu) ve
nikleik asit amplifikasyonu (PZT vb) temelli tekniklerdir (93). Testlerin arasinda
duyarliik ve kantitasyon araligi agisindan farklar vardir. Hibridizasyon temelli
tekniklerde yakalama sinir 10*° kopya/ml, kantitasyon arali§i 3-4 log'dur. Klasik
nidkleik asit amplifikasyonunda ise 10 - 100 kopya/ml saptayacak duyarlihga
ulagiimakta ancak kantitasyon st sinir 10° kopya/ml'yi agamamaktadir. Gergek
zamanli PZT yonteminde standardizasyon saglanabilirse her iki teknigin avantajlari
birlestirilebilmekte ve yakalama sinirit 10 - 100 kopya/ml'ye kadar inebilmekte
kantitasyonun st siniri ise10%° kopya/ml’ye kadar cikabilmektedir (94,95).

4.13.2. Antiviral ajanlara direncin saptanmast:

Nukleozit/nukleotid analoglarina kargi direng gelisimi sikhkla HBV DNA
polimeraz gen bdlgesi mutasyonlart sonucu olmaktadir.  Direng arastirmada
kullanilan yontemler indirekt, fenotipik ve genotipik yontemler olarak (ce
ayrilmaktadir. Genotipik yontemler viral direncle iligkili daha 6nce tanimlanmis
mutasyonlar hakkinda bilgi verirken, fenotipik yontemler hiicre kiltirinde hastadan

izole edilmig viruslarin, ilaca karsi olan duyarhligini 6lgmemizi saglamaktadir (106).

indirekt yontemler:

HBV DNA viral yuk tayini

llac diizeyi analizi (3)
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Fenotipik yontemler (106):

Hucre kudltiri veya deney hayvanlarinda, HBV DNA replikasyonu ve ilaca
duyarlilik degerlendirilir. Replikasyon bazli yontemler ikiye ayriimaktadir:

Vektorsiiz fenotipik testler

Vektorlt fenotipik testler

Genotipik Yoéntemler (96,106):
TUum genotipik yontemler hasta serumundan izole edilen HBV-DNAnin bir

b6lumdndn veya tamaminin PZT ile amplifikasyonunu baz almaktadir.
Dizi analizi
Restriksiyon enzim analizi (RFLP; Restriction fragment length polymorphism)
Strip hibridizasyon (LiPA ; Line Probe Assay)
Gercek zamanli PZT

Diger yeni geligtirilen genotiplendirme yontemleri arasinda DNA ¢ip, “mini-
sequencing” karisik hibridizasyon-dizi analizi-PZT, “mass spectrometry”, lusiferaz
testleri, guanin oksidasyon sinyalini 6lgcen elektrokimyasal biyosensorler , “revers dot
blotting” bulunmaktadir.

Dizi analizi igin secilmis gen bdlgesi (direkt veya klonlanarak) PZT ile ¢ogaltilir.
PZT GraniU saflastirilarak nukleotid dizisi otomatize cihazlarda tek veya cift yonla
olarak belirlenir. Arastirilan gen bolgesine ait dizi, referans dizi ile eslestirilerek
nikleotid ve aminoasid degisimleri arastirihir. Direkt uygulanan dizi analizinde
mutasyonun saptanabilmesi igin mutant nukleotidin, incelenen virus populasyonunda
baskin olmasi gereklidir. Virus populasyonu icerisinde % 30’dan az oranda bulunan
mutant suslar bu yontemle saptanamazlar. En 6nemli avantaji yeni mutasyonlari
saptamaya acik olmasidir. Dizi analizinin ig yuku fazladir ve 6zel ekipman gerektirir
(3,96,97).

REA, yontem olarak PZT sonrasi elde edilen Granin arastirilan boélgesinin
restriksiyon endonukleazlar araciligiyla taninmasi ve kesilmesi esasina dayanir. Bir
veya daha fazla endonukleaz tarafindan kesilerek elde edilen DNA fragmanlarinin jel

elektroforezinde incelenmesiyle mutasyon varligi aragtirilir. Dizi analizi gibi ig yuku
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fazla olan bu yontem, optimize edildiginde baskin olmayan viral populasyonu da
saptayabilmesi acgisindan dizi analizine Usttndur (96, 98).

LiPA ise mutasyon arastirilan gen bdlgesinin oncelikle PZT ile ¢ogaltildigi, daha
sonra aragtirilan mutasyonlarin problar aracihgiyla tespitine dayanan bir yontemdir.
PZT Grund, seritler Gzerine yerlestiriimis oligontkleotid problara komplementer ise
hibridizasyon gerceklesmekte ve sgerit Uzerinde enzim-substrat kullanilarak
gerceklestirilen kimyasal reaksiyon neticesinde hibridler bantlar seklinde
goruntulenmektedir. Olusan bu bantlar referans serit ile karsilastirilarak mutasyon
varhgr arastinlir. Sadece bilinen mutasyonlari saptayabilen, minor populasyonlari da
yakalayabilen ancak pahali bir yontemdir (99,100).

Gergek zamanli PZT ise arastinlan mutasyona uyun olarak hazirlanmis
prob/problar kullanilarak amplifikasyonla es zamanh saptama yapabilen bir
yontemdir. Problar farkli boyalarla isaretlenerek saptama yapilabilecegi gibi, erime
IsisI analizine dayali olarak da mutasyon belirlenebilir. Erime sisi analizi,
prob / amplikon hibridinin erime isisinin, probdan elde edilen sinyalin, ortam 1sisinin
giderek arttirilmasi sirasinda incelenmesi ile belirlenir. Mutasyona 6zgu erime i1sisinin
belirlenmesi ile tani konur. Sadece bilinen mutasyonlari saptayabilen bir yontemdir.
Bu yobntemin en dnemli avantajlari, hizli sonu¢ vermesi, nispeten ucuz olmasi ve
otomatize sistemle calisildigi igin daha az is gucu gerektirmesidir (4,101,102).

Genotipik yontemlerin kargilastiriimasi Tablo 6'da 6zetlenmistir.
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Tablo 6: Mutasyon analizi icin kullanilan yontemlerin karsilastirmasi.

YOontem

Dizi analizi

RFLP

LIPA

Gercgek
Zamanh PZT

Avantaj

Dizinin tamami incelenir

Yeni mutasyonlar belirlenebilir

Cok sayida 6rnegin
calisiimasina  uygundur
Minor poptulasyonu da
saptayabilir

Cok sayida 6rnegin
calisiimasina uygundur

Standardize edilmis, ticari test

bulunmaktadir

Minor poptulasyonu da
saptayabilir

Hizhdir

Es zamanl olarak kantitasyon
da yapilabilmektedir.

Maliyeti dusuktir.

4.14. Kronik B Hepatitinde tedavi:

Gunumuzde kronik B hepatiti tedavisinde hastanin

asagidaki ilaclar kullaniimaktadir.

Interferon alfa 2a ve 2b

Lamivudin
Adefovir
Entekavir

Telbivudin

Dezavantaj

Fazla ig giict gerektirir

%30’dan az olan
populasyonlar

saptanamaz
Pahali ekipman gerektirir

Fazla ig giict gerektirir

Bilinen mutasyonlar

incelenebilir

Pahalidir

Bilinen mutasyonlar

incelenebilir

Pahali ekipman gerektirir.

Bilinen mutasyonlar

incelenebilir

klinik 6zelliklerine gore
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KHB tedavisinde kullanilmak Uzere yeni nukleozit/nikleotid analoglar
geligtiriimektedir. Bu ilaglardan klevudin, emtrisitabin ve tenofovir tedavide
kullaniilmaya aday ilaglardir (81).

Interferonun antiviral, antiproliferatif ve immun sistemi duzenleyici etkileri
bulunmaktadir. HBV c¢ogalmasini engelleyerek karacigerdeki hasari azaltici etki
goOstermektedir (103).

Lamivudin, L-konformasyona sahip bir nukleozid analogu olup sentezlenmekte
olan DNA zincirine katilarak hepadnavirus DNA sentezini sonlandirip, hem DNA'ya
hem de RNAya bagimli DNA sentezini inhibe eder. Sonugta virus replikasyonu bloke
olur (112). Gunumuzde kronik B hepatitinde en yaygin kullanilan ilagtir. Ucuz bir ilag
olup toksisitesi azdir. KHB hastalarinda LAM'in uygun dozunu belirleme, guvenlik ve
etkinlik agisindan yapilan calismalarda, Dienstang ve ark. giinlik 100 mg ve 300 mg
dozlarla LAM tedavisinin 12. haftasinda butin hastalarda HBV-DNA duzeyinin
saptanamayacak dizeyde oldugunu ve 100 mg /gin dozuyla saglanan etkinin yiksek
dozlarin etkinligi ile benzer oldugunu belirlemiglerdir (113). Emitricitabine, telbivudine
ve clevudine benzer yapiya sahip diger nukleozid analoglaridir.

KHB tedavisinde tam iyilesme saglanabilmesi igin viral replikasyonun
baskilanmasi yeterli olmayip hem hepatosit igindeki viral cccDNAnin hem de
ekstrahepatik rezervuarlardaki HBV'nin eradikasyonu gerekir. Bugune dek
yaratilmis olan calismalar LAM basta olmak tGzere geligtirilen anti-HBV ajanlarin
cccDNA ve ekstrahepatik rezervuarlara etkisiz oldugunu ortaya koymustur.
cccDNAnIn yarilanma suresi ¢gok uzun olup, hepatosit 6limtne bagli gézukmektedir.
Bu durumda infekte htcrelerin eliminasyonu, hepatosit igindeki cccDNAYyi etkisiz
kilmanin en olasi yoludur. infekte hepatositlerin 6ngériilen yariomrii 100 giinden uzun
oldugundan, viral kinetik calismalara dayanilarak 1 yillik antiviral tedavi ile infekte
hicre sayisinin baslangic degerinin yaklasik %8'inin  dagurilebilecegi tahmin
edilebilir (117). Tedavi slresinin uzatilmasi ise viral mutasyon ve direng sorununu
beraberinde getirmistir. Liaw ve arkadaglarinin Asya caligmasinda bir yillik tedavi
sonucunda direng oranini %14, iki yillik takip sonucunda %40 olarak saptamiglardir
(114). LAM tedavisinin etkinligini arttirmak igin interferon alfa ile kombinasyon
tedavisine yonelik calismalar yapilmaktadir. Schalm ve arkadaglari 230 KHB
hastasinda LAM, IFN ve IFN+LAM kombinasyonu uygulamasinda serokonversiyon
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oranini sirasiyla %18, 19 ve %29 olarak saptamislardir (115). Perillo ve arkadaslari
ise 805 KHB hastasinda LAM, IFN ve IFN+LAM uygulamasi sonucunda HBeAg
negatiflesme oranini en yiksek LAM tedavisi uygulananlarda saptamiglardir (116 ).

llac direncini azaltmak ve etkiyi hizlandirmak icin kombine tedavilerden
yararlanilabilir. Farkli kombinasyon tedavilerini birbiriyle ve tekli ila¢ kullanimi ile
karsilagtiran calismalar devam etmektedir.

Adefovir, niikleotid analogu olup DNA polimerazi inhibe eder. Ozellikle
lamivudine direng gelistiren hastalarin tedavisinde kullaniimaktadir. Ancak pahali ve
nefrotoksik bir ilactir. Uzun sireli kullanimi sonucunda lamivudine oranla daha nadir
olmakla birlikte polimeraz gen bolgesinde mutasyonlar gorulebilmektedir (103).

HBV tedavisinde kullanima giren dcuncli grup ilaglar arasinda bugiine dek
geligtirilen en potent etkili anti-HBV ajan olan entecavir bulunmaktadir (105).
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5. GEREC VE YONTEM

Caligmada, kronik HBV infeksiyonu nedeniyle lamivudin tedavisi alan olgularin
serum oOrneklerinde, lamivudin direncine neden olan HBV DNA polimeraz geni
mutasyonlarinin izlenmesi ve mutasyonlarin belirlenmesinde dizi analizi, strip
hibridizasyon (LiPA; INNOLiIPA HBV DR, Innogenetics, Belgika) ve restriksiyon enzim
analizi yontemleri karsilastirilmigtir. Mutasyonlarin gelisimi ile HBV DNA viral yik
miktar1 arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla, ticari bir gergcek zamanh PZT kiti
(Artus HBV RG PCR, Qiagen, Almanya) kullanildi. Tedavi 6ncesi serum Orneginde
YMDD mutasyonu saptanan bir olguda tedavi 6ncesi ve tedavinin 9. ayina ait serum
orneklerinden klonlar elde edilerek dizi analizi yapildi.

5.1. GEREC

5.1.1. Galigma grubu ve drnekler

Dokuz Eylul Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Bilim Dalrnin izledigi,
kronik B hepatiti nedeniyle lamivudin tedavisi baslanan olgularin serum ornekleri
kullanildi. Bu olgularin ortak 6zellikleri, 6 aydan uzun sureli HBsAg pozitifligi, HBV
DNA pozitifligi (kantitatif PZR ile 10* kopya/ml), ALT yiiksekligi (son bir yilda,
normalin 1,5 kati) ve karaciger biyopsisinde belirgin nekroinflamatuar aktivitesinin
saptanmig olmasiydi.

Olgular, iki grupta degerlendirildi:
- Grup A: Tedavi Oncesi ve tedavinin 3, 6, 9, 12. ayina ait seri serum ornekleri
bulunan 30 olgu,
- Grup B: Seri drnekleri olmayan ancak tedavinin farkli zamanlarina ait serumlari
bulunan 16 olgu. Grup B'de, 11 olgunun 12. ay, 14 olgunun 24. ay ve 9 olgunun 36.
ay serum 0Ornegi calismaya alindi.Serum o6rnekleri, ana tipten filtreli pipet uglar
kullanilarak niikleaz icermeyen steril ependorflara alindi.Ornekler -20°C’de saklandi.
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5.1.2. Ayraglar

5.1.2.1. Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan ayraglar

1- EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) (Sigma E5134)

0.5 M
Na,EDTA 18.6 g
Distile su 100 ml

EDTA pH=8'de erir. pHI ayarlamak icin NaOH pelleti kullanildi. Daha sonra

otoklavlandi.

2- Tris-Borik asit-EDTA (TBE 5X)
Tris base (Sigma, T8524) 54 g
Borik asit (Sigma, B6768) 275¢g
0.5 M EDTA 20 ml
Distile su ile 1000 mlI’ ye tamamlandi.

3- Agaroz (Sigma, A9539)

4- Etidyum bromid (1000X, 5 mg/ ml) (Sigma E8751)
Etidyum bromid 059
Distile su 100 ml

Isiktan korumak icin aluminyum folyo ile kaplandi.

5- Jel yukleme tamponu ( 6X)

%0.25 bromfenol mavisi (Sigma B5525) (%10’luk stoktan) 0.75 ml
%0.25 xylene siyanol FF (Sigma X4126) (%5’lik stoktan) 1.5 ml
%30 gliserol (su icindeki karigimi) 9 mi
Distile su 18.75 ml

6- DNA buyukligu belirleyicisi
“pBR 322 DNA/BsuRI (Hae ) Marker,5” (Fermentas SM0271)



“GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder” (Fermentas SM0371)
“50 bp StepLadder” (Sigma S7025)

5.1.2.2. Viral nukleik asit ekstraksiyon Kiti

“High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche 1 858 874)
“PureArt™ DNA Mini Kit " (Qiagen-Artus 90204-50)

5.1.2.3. dNTP karigimi
“10 mM dNTP Mix” (Fermentas R0192)

5.1.2.4. Taqg DNA Polimeraz
“Hot Start Taq DNA Polymerase” (Fermentas EP0602)

5.1.2.5. Kullanilan dnculler, dizileri ve hedef bolgeleri

- Dizi analizi igin gergeklestirilen dig PZT'de kullanilan dnctiller (119):

Onciil adi Tip Dizi Hedef bélge
P1ls On 6énctl 5-CCCTGCTCGTGTTACAGGCGG-3 188-208 nt
P2a Ters 6ncll 5-GTTGCGTCAGCAAACACTTGGCA-3' 1199-1181 nt

- Dizi analizi igin gergeklestirilen i¢ PZT'de kullanilan dnculler (119):

Onciladi  Tip Dizi Hedef bélge
P3s On 6énctl 5-GACTCGTGGTGGACTTCTCTCA-3 253-274 nt
P4a Ters oncil 5-GGCATTAAAGCAGGATAACCACATTG-3'1061-1036 nt

- Restriksiyon enzim analizi igin gergeklestirilen PZT’lerde kullanilan dnculler (98):

Onciil adi Tip Dizi_ Hedef bélge
F1 On oncul 5-CACTGTTTGGCTTTCAGTCAT-3 720-740 nt
F3 On onctl 5-GTGGGCCTCAGTCCGTTTCTC-3 648-668 nt
B2 Ters oncul 5-GTTCAAATGTATACCCAAAG-3’ 839-820 nt
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5.1.2.6. PZT Urun0 saflagtirma Kiti
“EZ-10 Spin Column PCR Products Purification Kit” (Bio-Basic Inc. BS-364)

5.1.2.7. HBV DNA kantitasyon Kiti
“Artus HBV RG PCR kit” (Qiagen, Almanya)

5.1.2.8. “LiPA” kiti
“INNO-LiPA HBV DR v1” (Innogenetics, Belgika)

5.1.2.9. Restriksiyon Enzimleri
Nde | (Promega R6801)
Hsp92 Il (Promega R7161)

5.1.2.10. Yuksek rezolusyonlu agaroz
“MetaPhor Agarose” (Cambrex 50180)

5.1.2.11. Klonlama ile ilgili reaktifler
“TA Cloning Kit” (Invitrogen, ABD K2000-01)
LB broth (Sigma-L3022)
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -D-galactoside) (AppliChem A4978)
N,N-Dimethylformamide (Sigma D4551)

5.1.2.12. Plazmit DNA izolasyon Kkiti
“Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega A1330)

5.1.2.13. Klonlanmig HBV DNA polimeraz gen bdlgesi fragmanlart:

HBV DNA polimeraz gen bolgesi YMDD motifinde farklik gdsteren HBV
izolatlarindan elde edilen klonlar kullanildi. Klonlar pCR 2.1 vektériine (Invitrogen)
yerlestiriimis olarak Erasmus Tip Merkezi Molekiler Viroloji Laboratuvari’ndan
saglandi (Rotterdam, Hollanda). Klonlar, vektor ile uyumlu E. coli (One shot INVaF’,

Invitrogen) hicrelerinde gogaltilarak saflastirildi.
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Klonlar:
1) YMDD klonu: 5’ ... TAT ATG GAT GAT ...3’ motifini icermektedir.
2) YVDD klonu: 5'... TAT GTG GAT GAT ...3 motifini icermektedir.
3) YIDD klonu : 5'... TAT ATT GAT GAT ...3’ motifini icermektedir.

5.2. YONTEM

5.2.1. Serum drneklerinden HBV-DNA'nIn elde edilmesi

HBV-DNA eldesinde “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” kullanildi. Y6ntemde
kisaca, hedef nukleik asidi ortaya ¢ikarmak icin serum, proteinaz K igeren tampon ile
inkiibe edildi. Kolon santrifijleme ydntemi kullanilarak, nikleik asit, “fiber glass”
ylzeye baglandi. Yikama basamaklarindan sonra, nikleik asit, su icerisinde toplandi.
Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda islem asagidaki sekilde gerceklestirildi.

Tek bir serum 6rnegi igin;

Her bir calisma icin taze calisma solisyonu hazirlandi (5 pl poly A+ 250 pl

“Binding Buffer”)

200 plI serum, 200 ul calisma solisyonu ve 50 pl proteinaz K hemen

karistinlarak 72°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Karisimin tzerine 100 pl isopropanol eklenip tekrar karistirildi.

Ornegin timii filtrasyon tiipline aktarildi. 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Suzulen karigim atildi. Filtre yeni tipe aktarildi.

Filtrasyon tupine 500 ul “Inhibitér Removal Buffer” eklendi. 8000 x g'de 1

dakika santrifuj edildi.

Suzulen karigim atildi. Filtre yeni tipe aktarildi.

Filtrasyon tupine 450 pl yikama solisyonu eklendi. 8000 x g'de 1 dakika

santrifuj edildi.

Suzulen karigim atildi. Filtre yeni tipe aktarildi.

Ikinci kez filtrasyon tiipiine 450 pl yikama soliisyonu eklendi. 8000 x g'de 1

dakika santriflj edildi. Filtrede, kalan siviyr atmak igin 13000 x g ‘de 10 saniye

santriftj edildi

Suzulen karigim atildi. Filtre steril 1.5 ml'lik reaksiyon tipune aktarildi.

Filtrasyon tiptne 50 pl su eklendi. 8000 x g'de 1 dakika santrifij edildi.
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Elde edilen 50 ul nikleik asit alikotlanarak kullanimina kadar -20°C’de

saklandi.

5.2.2. Agaroz jel elektroforezi

DNA dizi analizi, LiPA ve REA igin gerceklestirilen PZT’lerde urunin
goruntilenmesi amaci ile %2’lik agaroz jel elektroforezi kullanildi..Bunun igin 50 ml
1x TBE igine 1 gr agaroz eklendi. Isi ile eritildi ve soguma sirasinda etidyum bromid
(5 mg/ml) ¢ozeltisinden 2,5 pl eklendi. Taraklari hazirlanmis jel kalibina dokaldi. Jel
donduktan sonra taraklari ¢ikarilarak jel tankina yerlestirildi. PZT trunleri, jel yukleme
tamponu ile 1/6 oraninda (2 pl jel yikleme tamponu + 10 pl PZT Grind) kangtirilarak
kuyucuklara yiklendi. Bir kuyucuga da, goruntilenmek istenen Uriin uzunluguna
uygun DNA belirleyicisi konuldu. Elektroforez, jele 1xTBE iginde 25-40 dakika sureyle
120 volt uygulanarak gerceklegtirildi. Jeldeki bantlar, ultraviyole transiliminatorde
280-340 nm dalga boyunda incelendi. Bant buyudklukleri DNA belirleyicisi ile
karsilastirildi ve DNA dizi analizi dig PZT icin 1010 bp, i¢ PZT igin 807 bp, LiPA dig
PZT igin 409 bp, i¢ PZT igin 342 bp, REA dis PZT igin 192 bp, REA i¢ PZT igin 119
bp uzunlugunda elde edilen bantlar olumlu olarak degerlendirildi.

REA yonteminde kesilmis ve kesilmemig PZT drtnleri arasindaki bant uzunluk
farklari ¢cok az oldugu icin (24 bp ve 22 bp), sonuglarin degerlendiriimesi amaci ile

%4’'luk yuksek rezolisyonlu agaroz jel (MetaPhor Agarose) kullanildi. 150 ml

1XTBE icine 6 gr yuksek rezolisyonlu agaroz eklendi. Jel, dretici firmanin Onerileri
dogrultusunda hazirlandi. Etidyum bromid eklenen jel oda i1sisinda donduktan sonra
optimal rezolisyon amaci ile ek olarak 4°C’de 20 dakika daha bekletildi. REA
yontemiyle kesilmig PZT drunleri, jel yikleme tamponu ile 1/6 oraninda (4 pl jel
yikleme tamponu + 20 pul PZT drunt) kanstirilarak kuyucuklara yuklendi.
Elektroforez,,jele 1XTBE ic¢inde 1 saat sureyle 100 volt uygulanarak gerceklestirildi.
Bantlar, ultraviyole transiluminatdrde 280-340 nm dalga boyunda incelendi.
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5.2.3. Artus HBV RG PCR kiti ile HBV DNA viral yuk miktarinin

belirlenmesi

5.2.3.1. Serum drneklerinden HBV-DNA elde edilmesi

HBV-DNA eldesinde “PureArt™ DNA Mini Kit” kullanildi. Yontemde kisaca,
hedef nukleik asid eldesi igin, serum, proteinaz K igeren tampon ile inkiibe edildi.
Kolon santrifujleme yontemi kullanilarak, nukleik asit, silika membran yilzeye
baglandi. Yikama basamaklarindan sonra, nikleik asit, su icerisinde toplandi. Uretici
firmanin dnerileri dogrultusunda islem asagidaki sekilde gercgeklestirildi.

Tek bir serum 6rnegi igin;

20 | Proteinaz K, 200 | serum 6rnedi ve 5 | internal kontrol steril 1.5 ml'lik

reaksiyon tipiine konuldu. Uzerine 200 | Buffer AL eklenen karigim 15 saniye

vortekslendi.

Karisim 10 dakika 56 °C’de inktibe edildi.

Uzerine 200 | etanol eklenerek karisim 15 saniye vortekslendi.

Ornegin tumii kolona aktarildi ve 1 dakika 8000 x g’de santrifiij edildi.

Alttaki koleksiyon tipu atildi, kolon Uzerine 500 | Buffer AW1 eklendi ve 1

dakika 8000 x g’de santriflj edildi.

Alttaki koleksiyon tlpu atildi, kolon Gzerine 500 | Buffer AW2 eklendi ve 3

dakika 14000 x g’de santriftj edildi.

Alttaki koleksiyon tupu atildi, kolon Gizerine 50 | Buffer AE eklendi ve 1 dakika

8000 x g’'de santrifuj edildi.

Elde edilen 50 pl nikleik asit alikotlanarak kullanimina kadar -20°C’de

saklandi.

5.2.3.2. HBV DNA'nin Real Art HBV RG PCR kiti kullanilarak kantitasyonu
1- PZT karisimi, toplam hacim 50 | olacak sekilde hazirlandi. Tek bir 6rnek icin
karigimin igerigi:
HBV RG Master Miks 30
DNA 20 l
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2- Is1 dongu programi
PZT tupleri Rotor-Gene  (Corbett Research, Avustralya) gercek zamanh PZT

cihazina yerlestirilerek agagidaki program uygulandi.
95°C‘de 10 dakika on denatlrasyon

95 °C‘de 15 saniye
55 °C’de 30 saniye 45 dongu
72°C'de 15 saniye

Yontemde, kit icinde bulunan negatif kontrol ve kantitasyon standartlan
kullanildi  (Tablo 7). Kalite kontrol 6rneklerine 20 pl internal kontrol eklendi ve
vortekslendi. Daha sonra bu karigimdan alinan 20 pl, 30 pl mikse eklenerek test
gerceklestirildi.

Tablo 7: HBV RG PCR Kiti kantitasyon standartlari.

Kantitasyon standardi no HBV DNA igerigi (kopya/ml)
QS1 17500
QS 2 175000
QS3 1750000
QS 4 17500000
QS5 175000000

HBV DNA viral yuk miktari “TagMan” probu ile yapilan gercek zamanli (“Real-
time”) PZT yontemi ile belirlendi. Yontemde HBV DNAnin belirlenmesi icin FAM ile
isaretli TagMan probu (hidrolize edilen prob), internal kontroliin saptanmasi igin ise
JOE ile isaretlenmis TagMan probu kullaniimaktadir. Kantitasyon, Uretici firmanin
Onerilerine uygun olarak kite ait bes adet standart yardimiyla cizilen eksternal
kantitasyon egrisi ile yapildi (Tablo 7). Yéntemin kantitasyon araligi, 1.75 x 10°
kopya/ml ile 1.75 x 10° kopya/ml arasindadir. 1.75 x 10° kopya/ml'nin altindaki
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ornekler icin ise sonug, kalitatif olarak degerlendirilmektedir. Testin duyarlihdgr 200
kopya/ml’dir.

5.2.4. DNA Dizi Analizi
PZT icin serum drneklerinden “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” ile elde edilen

DNA kullanildi.

5.2.4.1. DNA dizi analizi dis PZT y6nteminin basamaklari:

1- Tek bir 6rnek igin toplam hacim 50 | olacak sekilde agagidaki karigsim

hazirlandi.
10x Hot Start PCR Buffer 50u
25mM MgCl, 6.0 I (3 mM/final)
10mM nikleotid karigimi 1,0yl (0.2 mM/final)
On Onciil P1s (10 pmol/ul) 2,0 pl
Ters Oncul P2a (10 pmol/ul) 2,0 pl
Hot Start Taq DNA Polimeraz (5U/pl) 0.3 pl
H20 23,7 ul
DNA 10,0 pl

50,0 pl
2-  Is1 dongl programi
PZT tupleri 1s1 dongu cihazina (Perkin Elmer 9600) yerlestirilerek asagidaki
program kullanildi.

95°C‘de 7 dakika on denatlrasyon
94 °C'de 1 dakika
54 °C'de 1 dakika 35 dongu

72°C'de 2 dakika

72 °C'de 10 dakika son uzatma
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Uriin agaroz jelde yurituldi. 1010 bp uzunlugunda bant gorilmesi durumunda
dig PZT drunu, saflagtirma kiti ile temizlenerek dizi analizi yapildi.. Dig PZT Grinindn
saptanamamasi durumunda i¢ PZT onculleri kullanilarak “nested” PZT yapildi.

5.2.4.2. DNA dizi analizi ic PZT yonteminin basamaklari:

1- Tek bir ornek igin toplam hacim 50 | olacak sekilde asagidaki karigsim

hazirlandi.
10x Hot Start PCR Buffer 50u
25mM MgCl, 50ul (2.5 mM/final)
10mM nukleotid karigimi 1,0yl (0.2 mM/final)
On Onciil P3s (10 pmol/ul) 1,0 ul
Ters Oncul P4a (10 pmol/ul) 1,0 ul
Hot Start Taq DNA Polimeraz (5U/pl) 0,3 ul
H,0 34,74l
DNA dizi analizi 1.PZT Urind 2,04
50,0 ul

2-  Is1 dongu programi
PZT tupleri 1s1 dongu cihazina (Perkin Elmer 9600) yerlestirilerek asagidaki
program kullanildi.
95°C‘de 7 dakika on denatlrasyon
94 °C'de 1 dakika
56 °C'de 1 dakika 30 dongu

72°C'de 2 dakika

72 °C'de 10 dakika son uzatma
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Uriin agaroz jelde ydriitildii. 807 bp uzunlugunda bant gorilmesi halinde PZT

arunu, saflagtirma kiti ile temizlenerek dizi analizi yapildi.

5.2.4.3. PZT drdnlerinin saflastiriimasi
DNA dizi analizi PZT ile elde edilen Grinler “EZ-10 Spin Column PCR

Products Purification Kit” ile saflagtirildi. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda islem

asagidaki sekilde gergeklestirildi.

PZT Grand 1.5 ml'lik ependorf tipe aktarilip, tzerine 3 kati hacimde baglanma
tamponu eklendi.

Karisimin tima kolona aktarildi ve oda isisinda 2 dakika inkiibe edilerek 5000
rom’'de 1 dakika santriflj edildi.

Tap icinde suzulen karigim atilarak, kolona 500 pl yikama tamponu eklendi ve
1 dakika 8000 rpm’de santrifuj edildi.

Yukarida belirtilen yikama basamagi bir kez daha tekrarlandi.

Kolonda kalan yikama tamponunu uzaklastirmak icin 1 dakika 8000 rpm’'de
santrifuj edildi.

Kolon steril 1.5 ml’lik ependorf tipe aktarilip, tizerine 50 pl eliisyon tamponu
eklendi. Oda isisinda 2 dakika inkube edildikten sonra 10.000 rpm’'de 2 dakika
santrifuj edildi.

Elde edilen 50 pl saflagtiriimis DNA alikotlanarak kullanimina kadar -20°C’de

saklandi.

PZT ile elde edilen ve saflastirilan 1010 bp veya 807 bp uzunlugundaki HBV-
DNA pol gen bolgesi drunt, Macrogen Inc. (Seul, Gliney Kore) DNA dizileme
merkezine gonderildi. Dizi analizi, PZT primerleri ile “Big Dye Terminator 3730 xl
DNA Analyzer” cihazinda ¢ift yonlu olarak yaptirildi.

5.2.5. Strip hibridizasyon (LiPA)
Bu amagla kullanilan INNO-LIPA HBV DR v1.0 (Innogenetics, Belgika) Kkiti,
ters hibridizasyon temeline dayanmaktadir. Biotin ile isaretlenen amplikon,

nitroseliloz membran esaslh seritler Gzerinde bulunan problar ile hibridize edilir.
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Streptavidin ile igaretli alkalen fosfataz eklenerek biotin ile isaretli komplekse

baglanmasi saglanir. Kromojen substrat eklenerek inkiibasyona gecilir. Olusan mor-

kahverengi bantlar degerlendirilir.

Sekil 5: INNO-LIPA testinin ¢aligma prensibinin sekilsel anlatimi. (96)

LiPA yonteminde, serum orneklerinden “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” ile

elde edilen HBV-DNA'nin pol geni B ve C domeynlerini kapsayan bolgesi biotinli kit

onculleri kullanilarak PZT ile cogaltildi. Hibridizasyon bu amplikon kullanilarak

gerceklestirildi.

5.2.5.1. LiPA dis PZT ydnteminin basamaklari:

1- Uretici firmanin énerileri dogrultusunda, tek bir 6rnek icin toplam hacim 50 | olacak

sekilde asagidaki karisim hazirlandi.
10X Hot Start PCR Buffer
Nukleotid karisimi (25mM)
Biotinli kit dncul karisimi (dig 6ncdller)
Hot Start Taq DNA polymerase(5U/ul)
H.O
DNA

5,0 ul
0,4 ul
2,04
0,2 pl
32,4 ul

10,0 pl

50.0 pl



2- Is1 dongu programi
PZT tupleri 1s1 dongu cihazina (Perkin Elmer GenAmp, 9600) yerlestirilerek

asagidaki program uygulandi.

95°C'‘de 7 dakika

94 °C‘de 30 saniye

45 °C'de 30 saniye 40 dongl
72 °Cde 30 saniye

72 °Cde 10 dakika

Amplikon agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi. 409 bp’lik Grin ‘LiPA’
yonteminde kullanildi.  Uriiniin  saptanamamasi durumunda kitin i¢ onculleri

kullanilarak “nested” PZT yapildi.

5.2.5.2. LiPA ic PZT ybnteminin basamaklari:

1- Uretici firmanin énerileri dogrultusunda; tek bir 6rnek icin toplam hacim 50 | olacak

sekilde asagidaki karisim hazirlandi.

10x Taq Amplification Buffer 5,0 pl
Nukleotid karisimi (25mM) 0,4 pl
Biotinli kit dncul karisimi (i¢ dnculler) 2,0
Hot Start Taq DNA polymerase (5U/pl) 0,2 ul
H,O 40,4 pl
LiPA 1.PZT Urinu 2,04
50,0 ul
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2- PZT tupleri 1s1 dongu cihazina (Perkin Elmer GenAmp, 9600) yerlestirilerek

asagidaki program uygulandi.

95°C'‘de 7 dakika

94 °C‘de 30 saniye

45 °C'de 30 saniye 35 dongl
72 °Cde 30 saniye

72 °Cde 10 dakika

Elde edilen urun agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi. 342 bp’lik Grtin LiPA

yonteminde kullanildr.

5.2.5.3. Strip Hibridizasyon (LiPA) yonteminin basamaklari:

10 pl denaturasyon solisyonu ve 10 pl PZT drand test kiveti icine eklendi ve 5

dakika oda i1sisinda inklbe edildi.

2 ml hibridizasyon soltisyonu eklendi ve yavagga karistirildi.

Test kiivetine bir adet LiPA seriti yerlestirilerek, 50 °C’lik su banyosunda 60 dakika

inklibe edildi.

Kivet icindeki sivi aspire edildikten sonra 2 ml yikama soltisyonu ile 10-20 saniye

iki kez yikama yapildi.

2 ml yikama solUsyonu kivete eklendi ve 50°C’lik su banyosunda 30 dakika

inklibe edildi.

2 ml durulama solusyonu ile 1 dakika sureyle iki kez yikama yapildi.

2 ml konjugat solusyonu kivete eklendi ve oda i1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.

2 ml durulama solusyonu ile 1 dakika sureyle iki kez yikama yapildi.

2 ml substrat tamponu ile 1 dakika yikama yapildi.

2 ml substrat solisyonu eklenerek oda isisinda 30 dakika inkiibe edildi.

2 ml distile su ile iki kez 3 dakika durulama yapildi ve seritler incelendi.

Elde edilen seritler, referans serit ile karsilastirlarak HBV DNA polimeraz gen
bblgesinde ilag direncine neden olan YMDD motif mutasyonu varligi agisindan

degerlendirildi.
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-— — -— -
Marker line = = == == ]
Conj. C. 1 Polym. HBsAg
AMP.C. 3 - - [ ]
3 L5528 S171 Wi72 -
4 L5528 S171 X172
5 M528 S171 Wi172 ] -
& M523 L171 w172
7 M528 S171 X172
8 M528 P171 Wi72
9 ME52 a5 w186 = = —
10 V552 M125 W196
11 V552 K125 W186
12 1552 125 X196
13 1552 1185 L186
14 1552 1185 S196
15 1552 T185 L1896
16 V555 M128 Wi1go
17 W555 M188 X188
18 LS55 1198 wWige - j— i
19  MESS 1128 wigg
20 1555 1128 L1928
21 1555 1188 X188
Design of the HBVY drug resistance research strp.
Conj. C: conjugate control;, Amp.C: amplification
control.
Interpretation: HBpal or HBsAg: amino acid for
the polymerase or HBs/Ag open reading frame.
1 18 1] [ 1

Sekil 6: INNO-LIPA testindeki problarin dizilimi ve strip Ornekleri. Problar,
polimeraz ve S proteinleri Uzerindeki bazi mutasyonlari saptamada
kullaniilmaktadir. Degerlendirilen aminoasidler ve protein tzerindeki yerlesimleri

sekilde gosterilmektedir (120)

5.2.6. Restriksiyon enzim analizi (REA)

Lamivudin direncine neden olan HBV DNA polimeraz geni 180 ve 204.
kodonunda mutasyonlarin saptanmasi icin REA yontemi kullanildi.

Serum orneklerinden “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” ile HBV-DNA elde
edildi. iki ayri kodondaki mutasyon (180 ve 204) degerlendirilecedi icin, bir serum
ornegine ait HBV-DNA, farkh oOncul ciftlerinin kullanildigr ardigik iki ayrn PZT ile
cogaltildi.
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5.2.6.1. REA dis.PZT yonteminin basamaklari:

1- Tek bir 6rnek igin toplam hacim 50 | olacak sekilde agagidaki karigim hazirlandi.

10x Hot Start PCR Buffer 50u
25mM MgCl; 4.0 I (2.0 mM/final)
10mM nukleotid karigimi 1,0yl (0.2 mM/final)
On Onciil F3 (10 pmol/pl) 2,0 pl
Ters Oncul B2 (10 pmol/pul) 2,0 ul
Hot Start Taq DNA Polimeraz(5U/pl) 0,3
H20 25,7ul
DNA 10,0 pl
50,0 ul

2- PZT tupleri 1s1 dongu cihazina (Perkin Elmer GenAmp, 9600) yerlestirilerek

asagidaki program uygulandi.

95°C‘de 7dakika

92 °C‘de 30 saniye

50 °C’de 45 saniye 40 dongl
72 °Cde 30 saniye

72 °Cde 10 dakika

F3-B2 oncil cifti ile amplifikasyon sonucu elde edilen Griin agaroz jelde
yaratdaldi. 192 bp uzunlugundaki REA dig PZT Urini, HBV DNA polimeraz geni 180.
kodonda gelisen mutasyonu saptayabilmek amaciyla REA-1 yontemi ile ¢aligildi.
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5.2.6.2. REA ic PZT ydnteminin basamaklari:

1- Tek bir 6rnek i¢in toplam hacim 50 | olacak sekilde agagidaki karigim hazirlandi.

10x Hot Start PCR Buffer 50u
25mM MgCl; 4.0yl (2.0 mM/final)
10mM nukleotid karigimi 1,0yl (0.2 mM/final)
On Onciil F1 (10 pmol/pl) 2,0 ul
Ters Oncul B2 (10 pmol/pul) 2,0 ul
Hot Start Taq DNA Polimeraz(5U/pl) 0,3 pl
H20 25,7ul
DNA 10,0 pl
50,0 ul

2- PZT tupleri 1s1 dongu cihazina (Perkin Elmer GenAmp, 9600) yerlestirilerek
asagidaki program uygulandi.

95°C'‘de 7dakika

92 °C‘de 30 saniye

50 °C’de 45 saniye 40 dongl
72 °Cde 30 saniye

72 °Cde 10 dakika

F1-B2 oncul cifti ile amplifikasyon sonucu elde edilen Grin agaroz jelde
yuratuldd. 119 bp uzunlugundaki REA i¢ PZT urtnt, HBV DNA polimeraz geni 204.
kodonda (YMDD motifindeki ikinci kodon) lamivudin direncine yol acan

mutasyonlarini saptayabilmek amaciyla REA-2 yontemi ile ¢alisildi.

5.2.6.3. REA-1 y6ntemi ile rt L180M mutasyonunu dederlendirme:
HBV DNA polimeraz geni 180. kodonda losin (C/TTG) metionin (ATG)

degdisimi, Hsp92 II restriksiyon enzimi igin kesim bolgesi (CATG ) olusturmaktadir
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(Sekil 7). REA-1 yontemi ile Hsp92 Il enzimi kullanilarak 192 bp uzunlugundaki REA
dig PZT Uranunun bu enzim icin kesim bdlgesi igerip icermedigi degerlendirildi.
Reaksiyon su sekilde gergeklestirildi.

Hsp92 Il Buffer (10x) 2,0
Asetile BSA (10 pg/ pl) 0.2
Hsp92 Il (10u/ pl) 1,0
H-O 6,8 ul
REA 1.PZT Urunu 10,0 pl
20,0 pl

* Kesim igin 37°C’de 1 gece bekletildi.

Polaal73-v G L S P F L L A ... L G I H L N -236.
Pol nt 648 -GTGGGCCTCAGTCCGTTTCTC'/cTGGCT...CTTTGGGTATACATTTGAAC — 839..
F3 oncdl B2 oncul dizisinin komplementeri
L L180 A

(Yabanil tip) L***: ...CTC"/c.TGGCT...
Hsp92 Il icin kesim bolgesi yok

L MlSO A
(Mutant tip) M*®: ...CTCATGGCT...

Hsp92 Il icin kesim bdlgesi var

Sekil 7: REA-1 yontemi ile rtL180M mutasyonunun belirlenmesi

192 bp uzunlugundaki PZT drunt, Hsp92 Il enzimi ile kesildiginde % 4’luk
yuksek rezolusyonlu agaroz (MetaPhor Agarose) jel Uzerinde 24 bp ve 168 bp’lik iki

iki bant saptandiginda, rt L180M mutasyonu i¢in sonu¢ olumlu olarak degerlendirildi.
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5.2.6.4. REA-2 yontemi ile YMDD motif mutasyonlarini degerlendirme (rt

M204V/I):

REA i¢ PZT urunu eldesinde kullanilan F1 oncull ile HBV polimeraz geni

YMDD motifinin tirozin(Y) kodonunda TAT CAT degisimi olmaktadir. Bu degisim
yabanil tip dizide (YMDD) Nde | restriksiyon enzimi igin kesim bolgesi (CA TATG)
olusturmaktadir. Mutant dizilerde (YVDD veya YIDD) ise bu enzim igin kesim bolgesi
yoktur. Buna karsilik, 204. kodonda metionin(M) valin (V) aminoasit degigimi
(YVDD), Hsp92 Il enzimi igin bir kesim bdlgesi (CATG ) olusturmaktadir. 204.
kodonda metionin(M)  izol6sin (I) aminoasit degisimi olan dizileri (YIDD) Hsp92 II
kesememektedir. Bu enzimin kesip kesmemesine bagl olarak mutant diziler
birbirinden ayirdedilebilmistir (Sekil 8).

REA-2 yontemi icin REA dig PZT uriint hem Nde |, hem de Hsp92 Il enzimi ile

muamele edildi. Reaksiyon su sekilde gerceklestirildi:

Hsp92 Il icin reaksiyon Nde | icin reaksiyon
Hsp92 Il Buffer (10x) 2,0 ul Nde | Buffer (10x) 2,0 ul
Asetile BSA (10 pg/ pl) 0.2 ul Asetile BSA (10 pg/ pl) 0.2l
Hsp92 Il (10u/ pl) 1,0 Nde | (10u/ pl) 1,0ul
H20 6,8 ul H.O 6,8 ul
REA 2.PZT Urunu 10,0 pl REA 2.PZT Granu 10,0 pl

20,0 20,04
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Polaal97-H C L A F S[y M D DJ.. L G I H L N -236
Pol nt 720 -CACTGTTTGGCTTTCAGTT ATATGGATGAT... CTTTGGGTATACATTTGAAC- 839
F1 oncul B2 oncul dizisinin komplementeri
M204
(Yabanil tip) M***: ...CATATGGATGAT...

f

Nde | keser/ Hsp92 1l kesemez

V204
(Mutant tip) V***: ...C' ATGTGGATGAT...

f

Nde | kesemez/ Hsp92 Il keser

|204

(Mutant tip) 1°*; ...C’ ATATTGATGAT...

Nde | kesemez/ Hsp92 Il kesemez

Sekil 8: REA-2 yontemi ile YMDD motif mutasyonlarinin belirlenmesi (rt M204V/1)

REA-2 yonteminde, 119 bp uzunlugundaki REA i¢ PZT Grunu Nde | enzimi ile
kesildiginde % 4’'luk yuksek rezollisyonlu agaroz (MetaPhor Agarose) jelde 24 bp
ve 95 bp’lik iki bant saptaniyorsa yabanil tip dizi icin (YMDD) sonug¢ olumlu olarak
degerlendirildi. Urtin Hsp92 1l ile kesildiginde 22 bp ve 97 bp'lik iki bant saptaniyorsa
mutant dizi (YVDD) icin sonug¢ olumlu kabul edildi. 119 bp uzunlugundaki REA i¢
PZT arund, her iki enzimle de kesilmemis ise mutant dizi (YIDD) i¢in sonu¢ olumlu
olarak degerlendirildi.

5.2.7. PZT Urudnunidn klonlanmasi
Klonlama icin “TA Cloning Kit” kullanildi. Bu kit ile “TA” klonlama
yapilmaktadir. Tag DNA polimeraz enzimi kalip zincirden bagimsiz olarak terminal
transferaz aktivitesi ile PZT Uurtnlerinin 3’'ucuna tek bir adenin (A) bazi ekleme
ozelligine sahiptir. Uretici firma tarafindan plazmit vektoriin lac Z geni kesilmis ve
3'uclarina tek bir timin (T) bazi eklenmistir. Bu sekilde klonlanacak PZT urdnleri,
3’'uclarina timin (T) bazi eklenmig lineer vektorlerin lac Z geninin arasina yerleserek
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gen inaktive edilmektedir. Vektor ayrica ampisilin direng geni tasimaktadir. Bu sekilde

plazmit tagiyan bakterilerin besiyerinden se¢imi saglanmaktadir.

it AT

Hind L Sac | BamH
M3 Soveme Frimer | I';‘Ji'| 1] 5'?0
CHG GAA ACA GCT ATG CATG ATT AQG OCA AGC TTG GrA O0G AGE TS GAT 0A CTA
GrG CTT TGT OGA TAC THG TAC TAR TS GET TOG AAC CAT GGC TOG ACD CTA O&T GAT
Bl ExmR EcoR
ETA ACE GO0 OG0 AGT GiE CTG GRA TTC GGETT PCR Praduct B, GOC G TTO TGO
CAT TGC OG6 O TOA GMC GAC CTT AMG 06 A TT Q66 CTT AAG ACE
Aw
PasHT
EoaR Y B i Aho NSl Xha Any

| | |
AGK TAT OOA TOA CAC TGE COGEE I0G OTC GAG CAT GOA TOT AGA 356 OO0 AAT TOE (OO0 TAT
TOT ATA GET AGT GTG ACC GO G600 GAG OTC GTA OGET AGKE TOT 000 GGG TTA AT [GEE ATA

T7 Fromiober M3 Forward §30) Frimar

AGT GNS TOG TAT THCAAT TOA [CTG Q0T GTC GTT TTA ClAA OGT OGT GAD TGE GAA AKC
\ TOA CTC AGE ATA AT|GTTA AGT [GAC GG CAG CAA AAT GITT GOA GOA CTG A0C OTT TTG /

Comments for pCREZ2.1
3029 nuele otides

Sekil 9: TA klonlama metodu ve pCR 2.1 vektor (131)

5.2.7.1. Ligasyon:
T4 DNA ligaz enzimi kullanilir. Bu enzim diger ligazlardan farkl olarak ATP

kullanir ve az da olsa kut uclu Urlnleri de birbirine baglama 6zelligine sahiptir.
Ligasyonda vektorin “T” bazi eklenmis ac¢ik uclan ile PZT drandnidn “A” bazi
eklenmig uglari karsilikli gelerek yapigir. Uygun ortamin olusturulmasi ve T4 DNA
Ligaz'in ATP kullanabilmesi amaciyla ortama ligazin tamponu eklenir. Ligaz enzimi
ile vektor ve PZT Uranuanun 5P ve 3'OH reziduleri kovalent olarak baglanir.

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda ligasyon asagidaki sekilde gerceklesti.
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Zamana bagli olarak PZT urunlerinin 3’ uglarindaki “A” bazlarn kopacagindan,
optimal ligasyon etkinligi icin taze PZT trun kullanildi.

Ligasyona girecek tahmini Urin miktarinin hesaplanabilmesi igin, taze PZT
drinundeki DNA miktari spektrofotometrik olcimle belirlendi. 260 nm dalga
boyunda yapilan dlgiimde drdnlerin 1 pl'sinde yaklagik 5 ng DNA oldugu
saptandi.

50 ng vektor (25ng/ pl) ile ligasyon reaksiyonuna girmesi gereken PZT Gridn
miktarini belirlemede asagidaki formul kullanildi.

(PZT Urinidnidn uzunlugu(bp)) (vektdr(50nq)

PZT Uriind (ng) =
vektorin uzunlugu (3900bp)

. 807 bpx 50ng -
10 ng Urtin = 2 pl Gron

3900 bp

Ligasyonun en iyi etkinlikte olmasini saglayan Vektor:Uriin orani 1:1
Onerildiginden 2 pl Grtin reaksiyona girdi.

10 pl ligasyon reaksiyonu asagidaki sekilde hazirlandi.

Taze PZT urunu 2
10X Ligasyon bufferi 1ul
Vektor (25 ng/ pl) 2 u
H20 4 ul
T4 DNA Ligaz o
10 pl

Ligasyon tupleri 14°C’de 1 gece inkube edildi.

Transformasyon yapilincaya kadar ligasyon tupleri -20°C’de saklandi.

5.2.7.2. Transformasyon:

On hazirliklar:

Su banyosu isisi 42°C’ye getirildi.
SOC besiyeri oda isisina getirildi.
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100 pg/ml ampisilin iceren LB agar plaklari hazirlandi.

100 mg X-Gal tzerine 2,5 ml dimethylformamid eklenerek 40 mg/ml’lik
X-Gal stok soliisyonu hazirlandi. Bu stoktan her bir LB agar plag! tzerine
40 ul yayildi.15 dakika kurumasi beklendi.

Transformasyon basamaklari:

Ligasyon tupleri kisa sureyle santriftjlendi ve buz tGizerine konuldu.

Her ligasyon icin, kite ait 50 pl'lik bir tip kompetan hicre (INV F
hiicreleri) buz Gizerinde erimeye birakildi.

Her ligasyon reaksiyonundan 2 pl, kompetan hiicre tipline pipetleme
yapildi ve pipet ucu ile hafifce karigtinlidi.

Tupler 30 dakika buz tGizerinde inktbe edildi.

Calkalama ve karistirma olmadan 42°C su banyosunda 30 saniye sireyle
ISt soku uygulandi. Tupler tekrar buz Gzerine konuldu.

Her tipe 250 pl SOC besiyeri eklendi.

37°C’de, 225 rpm'de tipler 1 saat bekletildi.

Her ligasyon reaksiyonu igin 2’ser 100 pg/ml ampisilin igceren LB agar plagi
hazirlandi. Besiyerlerinin her birine yaklagik 30 dakika ©6nce, Onceden
hazirlanmis olan X-Gal stogundan (40ul) eklenerek plak Gzerine yayildi.
Besiyerlerine, transformasyon tuplerinden 50'ser ve 200’er pl ekim
yapilarak yayildi.

Plaklar 37°C’de 1 gece bekletildi.

Renk degisimi igin plaklar 2-3 saat +4°C’de bekletildi.

Transforme olmus bakterilerin secimi:

Plazmitin lac Z geni icine hedef bolge yerlestirildigi icin bu gen inaktive
edilmisti. X-Gal ( -galaktosidazin renksiz substrati)) bulunan besiyerleri Uzerinde
ureyen hedef bolgeyi tasiyan koloniler seffaf, icermeyenler ise mavi renkte goruldi.
Ayrica plazmit, ampisilin direng geni tasidigi icin sadece plazmite sahip koloniler

ampisilinli besiyeri Gzerinde Ureyebildi.
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5.2.7.3. Plazmit DNA eldesi:

Transforme olmus bakterilerin ¢ogaltilmasi amaciyla once sivi kdlturleri

yapildi. Bunun icin 100 pg/ml ampisilin iceren sivi LB besiyeri hazirlandi.

Steril tiplere 5’ser ml aktarildi.

iclerine her bir plaktan 1 seffaf koloni ekildi.

16 saat 37°C’de bekletildi.

Daha sonra bu sivi kiiltiirlerden plazmit DNA elde edildi. Bunun icin “Wizard®

Plus SV Minipreps DNA Purification System” kiti kullanildi. Islem firmanin 6nerileri
dogrultusunda asagidaki sekilde gerceklestirildi.

E.coli kultird (5ml) 5 dakika 10000xg’de santrifilj edildi. SUpernatant atild1.

Reslspansiyon solisyonundan 400ul eklendi ve hucreler 1.5 mllik

ependorf tuplere aktarildi.

250 pl lizis solusyonundan eklendi ve tup 4 kez alt-tst edilerek karistirildi.

En fazla 5 dakika olacak sekilde bekletildi.

10 ul alkalin proteaz soliisyonu eklendi ve 4 kez alt-tst edilerek karistirildi.

En fazla 5 dakika olacak sekilde oda isisinda bekletildi.

350 pl noétralizasyon soliisyonu eklendi ve tip birkag kez alt-tst edilerek

kanstirildi.

14.000xg’de 10 dakika santriflj yapildi.

Supernatant dikkatlice toplandi ve toplama tiplne yerlestirilmis kolonlara

aktarildu.

Maximum hizda oda i1sisinda 1 dakika santriftij yapildi.

Toplama tupundeki sivi atildi. Kolon yine toplama tipune yerlestirildi.

750 pl yikama soltsyonu eklendi.

Maximum hizda oda i1sisinda 1 dakika santriftij yapildi.

Toplama tupundeki sivi atildi. Kolon yine toplama tipune yerlestirildi.

250 pl yikama soltisyonu eklendi.

Maximum hizda oda i1sisinda 2 dakika santriftij yapildi.

Toplama tupundeki sivi atildi. Kolon steril 1.5 ml’lik ependorf tiplne

yerlestirildi.

Maximum hizda oda i1sisinda 1 dakika santriftij yapildi.
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Toplama tupundeki sivi atildi. Kolon yeni bir steril 1.5 ml'lik ependorf
tupune yerlestirildi.

100 pul elusyon buffer eklendi. Maximum hizda oda isisinda 1 dakika
santriflj yapildi. Kolon atild1.

Plazmit DNA'lar -20°C’de saklandi.

5.2.7.4. Plazmit DNA'dan PZT:

Plazmitlerde hedef boélge varliginin saptamak icin, klonlamay1 amagladigimiz
PZT drununu elde etmede daha 6nce kullandigimiz oncdller ile bu kez plazmitten
PZT yapild..

10x Hot Start PCR Buffer 50u
25mM MgCl, 50ul (2.5 mM/final)
10mM nukleotid karigimi 1,0yl (0.2 mM/final)
On Onciil P3s (10 pmol/ul) 1,0 ul
Ters Oncul P4a (10 pmol/ul) 1,0 ul
Hot Start Taq DNA Polimeraz (5U/pl) 0,3 pl
H20 26,7ul
Plazmit DNA 10,0 pl
50,0 pl
Is1 dongu programi:
95°C‘de 7 dakika on denatlrasyon
94 °C'de 1 dakika
56 °C'de 1 dakika 30 dongu

72°C'de 2 dakika

72 °C'de 10 dakika son uzatma

Uriinler %2'lik agaroz jelde goruntiilendi. Hedef bolgeyi iceren plazmitlerde
807 bp’lik bant gorulmesi beklendi.

5.2.7.5. DNA dizi analizi:

Klonlama sonrasinda elde edilen plazmitler DNA dizi analizine alinmak tzere segildi.

Plazmit DNA'ya takilan hedefi dizilemek igin plazmit Gzerindeki uygun bdlgelere 6zgul
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pUC/M13 6n ve ters 6nculleri kullanildi. Dizi analizi Macrogen Inc.(Seul, Guney Kore)

dizileme merkezinde ve ¢ift yonlu olarak yaptirildi.
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6. BULGULAR

6.1. DNA dizi analizi, LiPA ve REA ig¢in yapilan PZT ydntemlerinin

duyarhhgi

500 1U/ml (3500 kopya/ml) HBV-DNA icerdigi bilinen kalite kontrol serumunun
(HBV DNA pozitif kontrol 98/780, NIBSC, Ingiltere) 1:5, 1:10, 1:20, 1:50
sulandirimlari kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, DNA dizi analizi “nested” PZT’'nin 70
kopya/ml HBV DNA'yi saptadigi belirlendi (Sekil 10).

3500 700 350 175 70 NK 3500 700 350 175 70 NK

- -
2000 “r"
800 . ---.-

Sekil 10: DNA dizi analizi PZT yonteminde, HBV DNA pozitif kontroliin dilisyonlari ile
yapilan calismadan elde edilen bant gérinimleri. Dilisyonlardaki HBV DNA miktari
(kopya/ml) fotografin dstiinde belirtildi. Beklenen bant buyuklikleri dis primerlerin
kullaniminda 1010 bp, “nested” PZT kullaniminda 807 bp’dir. (M: marker, NK: negatif
kontrol)

LiPA icin yapilan PZT'nin analitik duyarlihgi udretici firma tarafindan 375
kopya/ml olarak bildirildi.

10> kopya/ml HBV-DNA icerdigi bilinen kalite kontrol serumunun 1:5, 1:10,
1:20, 1:50 sulandirnmlar kullanilarak yapilan calismalarda REA PZT’nin, 2x10°
kopya/ml saptadigi belirlendi (Sekil 11).
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Sekil 11: REA PZT yonteminde, kontrol serumunun dilisyonlarina ait bant
gorunumleri. Dilusyonlardaki HBV DNA miktari (kopya/ml) fotografin Ustiinde belirtildi.
Beklenen bant buyukligu 192 bp’dir. (M: marker, NK: negatif kontrol)

6.2. Klonlanmig HBV DNA polimeraz gen bélgesi fragmanlari ile REA-1 ve

REA-2 yontemlerinin deneme sonuglari

REA-1 yontemi ile rtL180M mutasyonunun saptanabilirligini degerlendirmek
amaciyla; rtL180M + rtM204V mutasyonlarini igeren klonun 100:0, 25:75, 50:50,
75:25, 0:100 oranlarinda yabanil tip HBV DNA iceren klon ile karigimlari hazirlandi.
Bu orneklerden REA 1. PZT ile elde edilen 192 bp’lik turtnler Hsp92 Il enzimi ile
kesildi. Mutant varliginda gergeklesen kesim sonucunda elde edilen 168 bp’lik trln,
agaroz jel elektroforezi ile goruntilendi. Yapilan incelemede mutantin %25 ve Ustu

oldugu dilisyonda kesimin saptanabildigi belirlendi (Sekil 12).
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Sekil 12: REA-1 yonteminde rtL180M mutasyonu iceren drneklerde Hsp92 Il enzimi
ile kesim sonrasi elde edilen bant goruntileri. Mutantin farkli dilisyonlarini iceren

orneklerde kesime bagli olarak 168 bp’lik Grtin saptandi (Yb:yabanil, Mt: mutant).

REA-2 yontemi ile YMDD motif mutasyonlarinin (rtM204V/I) saptanabilirligini
degerlendirmek amaciyla, YMDD klonunun, belirli oranlarda YVDD ve YIDD motifini
iceren klonlarla karigimlar hazirlandi. Bu 6rneklerden REA 2.PZT ile elde edilen 119
bp’lik Grinler Nde | enzimi ile kesildi. Yabanil tip (rtM204, YMDD) DNA varliginda
gerceklesen kesim sonrasi elde edilen 95bp’lik drtn, agaroz jel elektroforezi ile
goruntulendi. REA 2. PZT durunleri, Hsp92 Il enzimi ile de kesilerek mutant olan
YVDD (rtM204V) ve YIDD (rtM204l) klonlari birbirinden ayirt edildi. YVDD igeren
drunlerde kesim sonucu 97 bp’lik bant, YIDD igeren Urtinlerde ise kesim olmadigi igin
119 bp’lik bant saptandi (Sekil 13). Kesimlerin, enzime 6zgu hedefin %25’lik
konsantrasyonlarini da saptayabildigi gorulda.
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Sekil 13: REA-2 yonteminde Nde | ve Hsp92 Il enzimi ile kesim sonrasi elde edilen
bant goruntuleri. Nde | enzimi ile kesim sonrasi elde edilen 95 bp’lik bant ile yabanil
YMDD (rtM204), Hsp92 Il enzimi ile kesim sonrasi elde edilen 97 bp’lik bant ile
mutant YVDD (rtM204V) saptandi. Her iki enzim ile kesilmemis klon Grinleri, YIDD (rt
M204I1) mutantinin belirlenmesini sagladi. Elde edilen bantlar ve klonlarin karigim
oranlan sekilde gorilmektedir.

6.3. Lamivudin diren¢g mutasyonlarinin geligsme zamani ve sikhgi
Grup A'da yer alan 30 olgudan 15inde (%50) tedavinin herhangi bir
doneminde dizi analizi yontemiyle lamivudin direncinden sorumlu YMDD motif

mutasyonlari saptandi (Tablo 8).
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Tablo 8: Grup A'ya ait 15 olguda dizi analizi ydontemiyle saptanan lamivudin direng
mutasyonlari, bu mutasyonlarin lamivudin tedavisinin ilk olarak hangi ayinda saptandiklari ve
tedavi izlemi sirasinda olgularin alinmis son 0©rneklerinde belirlenen mutasyonlar
gosterilmektedir. Karigik populasyona sahip olgularda, baskin (major) olan virus tipi kalin
karakterle, ikinci olan ise alti gizili olarak verilmigtir. (--) : YMDD motifi, dusuk viral yuk
nedeniyle belirlenemedi. TO: tedavi 6ncesi. *: Dizi analizi yontemi ile sadece yabanil tip
saptanmig, mutasyon saptanmamistir; burada LiPA yontemi ile saptanan mutasyon

belirtilmistir.
Mutasyonun ilk : . .
Grup A . . Zaman lzlemde alinan son 6rnekteki Zaman
hasta no saptandigr 6rnekteki (AY) sonu (AY)
sonug y & y
1 YMDD+YIDD+YVDD 9 YIDD 15
2 YIDD 15 YIDD+YVDD+L180M+L80I 27
3 YMDD+YIDD 6 YMDD 12
4 YMDD+YIDD 38 YVDD+YIDD+L180M 42
5 YMDD+YIDD * 21 -- 44
6 YIDD+ L80I 15 YIDD 32
7 YIDD+ L80I 18 YIDD+ L80I 21
YMDD+YIDD TO
8 32
YMDD+YIDD 30 YIDD+L80I
YMDD+YIDD+YVDD+
9 3 YVDD+L180M+V173L 15
L180M
10 YIDD+L80V 15 YIDD+L80V 27
11 YIDD+L180M+L80V 34 YIDD+L180M+L80V 34
12 YIDD+YVDD+L180M 15 YVDD +YIDD+ L180M 24
13 YVDD+L180M 24 YVDD+L180M 27
14 YIDD 18 YIDD 18
15 YVDD+YIDD+YMDD+ o1 YVDD+YIDD+YMDD+ o1
L180M+L80I L180M+L80I
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A grubunda yer alan 30 izlem olgusunda yillar i¢inde dizi analizi yontemi ile
YMDD mutanti gelisme oranlari deg@erlendirildi. Olgulardan tumdndn lamivudin
tedavisinin 1. yilinda 6rnedi bulunurken, 6rnegi olan olgu sayisi ikinci yilda 20'ye,
dclncu yilda ise 10’a dusti. YMDD mutanti saptanan olgu sayisi, tedavinin birinci
yilinda 6/30 (%20), ikinci yilinda 8/20 (%40), G¢uncl yilinda 4/10 (%40) idi.

16 olgunun yer aldigi grup B’de 12. ay serum 0Ornegi olan 11 olgunun 1'inde
(%9), 24. ay 0Orneg@i bulunan 14 olgunun 5’inde (%35), 36. ay Ornegi bulunan 9
olgunun 3'inde (%33) dizi analizi yontemiyle lamivudin direng mutasyonu

saptanmistir (Tablo 9).

Tablo 9: Grup B’de yer alan, lamivudin tedavisinin 12, 24 ve/veya 36. ay serum
O0rnedi bulunan 7 olgunun dizi analizi yontemiyle saptanan diren¢ mutasyonlari ve bu
mutasyonlarin tedavinin hangi doneminde gelistikleri gdsterilmigtir. Karisik populasyona
sahip olgularda, baskin (major) olan virus tipi kalin karakterle belirtiimigtir. *: Dizi analizi
yontemi ile yabanil tip saptanmig, mutasyon saptanmamigtir; burada LiPA yontemi ile

saptanan mutasyon goésterilmistir.

Grup B - Hasta No Mutasyon Zaman (Ay)

38 YIDD+L80I+L180M 12
YIDD+L80I+L180M 24

32 YMDD+YVDD* 24

41 YVDD 24

37 YVDD+L180M 24

40 YVDD+L180M 24
YVDD+L180M 36

34 YIDD+L80V 36

42 YMDD+YIDD+L80V+L180M 36




Grup A ve Grup B olgularinin timu igin lamivudin tedavisinin 1., 2. ve 3.
yilinda dizi analizi ve LiPA ydntemleri ile saptanmis olan direng oranlar tablo 10'da
gosterilmistir.

Tablo 10: Calisma grubunun (Grup A ve B) timinde, lamivudin tedavisinin 1. 2. ve 3. yilinda

O0rnegi bulunan olgular arasinda diren¢ oranlari. Oranlar, olgularin her yila ait 6rnekleri

olmadigi icin kimulatif degil, kesitsel olarak belirlenmistir.

1.YIL 2.YIL 3.YIL
(12+3.AY) (24 +3.AY) (36 + 3. AY)
Direncli olgular / Tum olgular 9/39 12/33 7120
(%23.1) (%36.4) (%35.0)

6.4. Lamivudin tedavisinden 6nce YMDD mutanti saptanan olgunun

klonlama sonuglari

Lamivudin tedavisinden 6nce Grup A ya ait 30 olgudan sadece 1'inde (%3.3;
hasta no:8) dizi analizi (DA) ve LiPA yontemleri ile yabanil tip ile birlikte YIDD mutanti
saptandi (Sekil 14). Dusuk viral yuk nedeniyle bazi drneklerde REA yontemi ile sonug
alinamadi. Olgu, 49 yasinda, kadin ve HBeAg(-) kronik hepatit B tablosuna sahipti.
Olgunun izleminde YMDD mutantlarinin seyri, viral yuk ve ALT degerleri tablo 11'de
gosterilmistir.
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Tablo 11: Grup A, 8 no’lu olgu: Lamivudin tedavisinden énce YMDD mutanti saptanan

olgunun izleminde DA, LiPA ve REA yontemleri ile belirlenen YMDD mutantlari, viral yik ve

ALT degerleri. Kangik poptilasyona sahip olgularda, baskin olan virus tipi kalin karakterle
belirtildi. (-) : YMDD motifi, REA yontemi ile belirlenemedi.

LAM
tedavi

Zamanl

Grup
A

Hasta

Yontem

YMDD

no:8 2.aa

Viral Yuk
(kopya/ml)

ALT

TO 9.AY

DA LiPA REA DA LIPA REA DA LIPA REA DA LiPA REA DA
motifinde M+l M+l - M M
<1.0x10°

(96)
45 34

1216

1]

18.AY 21.AY

M M M M M

296 500 126

61 31

30.AY

M+l M+l

251

19

32.AY

LIPA° REA DA LiIPA REA

8424

77

Sekil 14: Grup A, 8 no’'lu hastanin lamivudin tedavisinden 6nceki serum 6rneginde

YMDD+YIDD saptandigini gosteren LiPA testine ait hibridizasyon geridi.
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Lamivudin basladiktan sonra HBV-DNA ve ALT duzeylerinde azalma
goOzlenirken, tedavinin 18. ayinda HBV-DNA ve ALT duzeyleri hastanin ilaci diizensiz
kullanmasina bagli olarak ytkseldi, 3 yontem ile de diren¢ saptanmadi. Tedaviden
Once saptanan YIDD mutantinin, tedavinin baslamasiyla kayboldugu, tedavinin 30.
ayinda DA ve LiPA yontemleri ile tekrar saptandigi goruldu. Tedavinin 32. ayinda ise
Uc yontem ile yabanil tip dizinin kayboldugu ve egemen olan virus populasyonunun
YIDD dizili YMDD mutanti oldugu saptandi. Bu mutantin ortaya ¢ikmasiyla HBV-DNA,
ALT diizeylerinde yiikselme gozlendi. Olgunun biri tedavi 6ncesi(TO) biri tedavi
sonrasi olmak tzere iki ayri serum orneginden HBV-DNA klonlama calismasi yapildi.
Lamivudin tedavisinden 6nceki serum 6rneginden 6, lamivudin tedavisinden sonraki
(9. ay) serum orneginden 7 HBV-DNA klonu elde edildi ve klonlarin HBV-DNA
polimeraz/ “revers transcriptase” YMDD motif bdlgelerine ait aminoasit dizileri
karsilastirildi. Tedavi dncesine ait 6 HBV-DNA klonundan biri YIDD, biri YVDD
mutanti, digerleri yabanil tip HBV-DNA tagsimaktaydi. Tedavi sonrasina ait 7 klonun
tuma yabanil tip HBV-DNA klonuydu (Sekil 15).

1|70 | l|80 | 1|90 | 2|00 | 2|10 | 2|20 |
AB033559-D Kl PM:EVCELSPFLLAQFTSAI CSVWRRAFPHCLAFSYMDDWVL GAKSVOHLESLFTAVTNF
AF151735-D .. ... .. .
M32138-D .. oo ToH
AJ131956-D . ... . .. ... e
AY090453-D . ... . e e
AY090452-D .. ... e
NCO03977-C ... . e . Sl. ..
Kl onTO- 1 P M. N
Kl onTO- 3 e R . LS
KIlonTO-4 ... e .
Kl onTO-5 Y T .
KIonTO-6 ... R
KIonTO-7 ... . I . R 2P,
Kl onTS- 1 Y [ DR
Kl onTS-
Kl onTS-
Kl onTS-
Kl onTS-
Kl onTS-
Kl onTS-

~NOoO O WN

Sekil 15: Grup A, 8 no’lu hastanin tedavi éncesi (KlonTO1-6) ve tedavi sonrasi
(KlonTS1-7) serum 6rneklerinden elde edilen HBV-DNA klonlarinin rt bolgesine ait aminoasit
dizilerinin kargilastiriimasi. YMDD motifi kutu ile gosterildi.
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6.5. Serum HBV-DNA / ALT duzeyleri ile YMDD mutasyonlari arasindaki
iligki

A grubunda YMDD mutasyonu gelisen 15 olguda, mutasyonlarin saptanma
zamani ile tedavi 6ncesi viral yuk degerleri ve viral yuk / ALT degerlerindeki artis
zamanlar arasindaki iliski degerlendirildi (Tablo 12).
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Tablo 12: Lamivudin tedavisi sirasinda YMDD mutasyonu gelisen 15 olgunun (grup
A) tedavi Oncesi viral yikleri ve tedavi sirasinda YMDD mutasyonunun, virolojik ve
biyokimyasal tedavi basarisizliginin ortaya ¢ikis zamanlarina iligkin 6zellikleri.

& Olgunun tedavi duzensizligi bildirilmemesine ragmen 6. ay serum orneklerinde hem DA,
hem LiPA yontemleri ile YMDD + YIDD saptanmis olup, 12. ay serum o6rneginde ise mutant
saptanmadi. Viral yuk ve ALT degerlerinde yikselme gdzlenmedi.

b. Olgunun tedavi diizensizligi bildirilmemesine ragmen 21. ay serum 6rneginde sadece LiPA
yontemi ile YMDD + YIDD saptanmis olup, 27, 38 ve 44.ay serum oOrneklerinin higbirinde mutant
saptanmadi. Viral yiik ve ALT degerlerinde yikselme gtzlenmedi.

“. Tedavinin 15. ve son izlem ornegdi olan 24. ay serum 6rneginde 3 yontem ile YIDD+YVDD
saptanmistir. 24.ay serum 6rneginde viral yikte artis olmus ALT dederinde olmamistir. Sonraki izlem
ornegdi bulunmadidindan ALT degerinde artis olup olmadigi bilinmemektedir.

% Tedavinin 18. ayinda hem DA, hem LiPA yontemleri ile YIDD saptandi. Sonraki izlem 6rnegi

bulunmadidindan viral yiik ve ALT degerleri bilinmemektedir.

Grup A

Hasta No Tedavi 6ncesi Mutantlarin saptanmasi Tedavi basarisizhgi

Viral YUk Zaman Viral YUk ALT

(kopya/ml) (Ay) rt204 kodon aa (Ay) (Ay)

1 8.46x10° 9 M/IV 12 15
2 7.36x10" 15 Y, 15 24
3 1.15x10°* 6 MII - -
4 5.26x10’ 38 M/I 42 47
5 5.70x10° 21 M/l B -
6 3.50x10’ 15 | 21 24
7 1.86x10° 18 | 18 21
8 2,25x10° TO ve 30 M/ 32 32

9 1.77x10° 3 M/ 9 15
10 2.10x10° 15 | 21 24
11 4.76x10° 34 | 38 41
12 4.69x10° 15 WY ‘24 -
13 6.63x10° 24 \Y 24 24
14 1.02x10* 18 | g -
15 5.11x10° 21 Vi 21 21
ORT 5.33x10’ 18.8 23.08 26
MIN 1.21x10° 3 9 15
MAX 5.11x10° 38 42 47
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Viral tedavi basarisizligi, tedavi ile elde edilen viral yikte 1 log10 artis olarak
tanimlandi. Tedavi basarisizligi sonucu yeniden yukselen HBV-DNA duizeyleri, tedavi
Ooncesine gore, logaritmik deger olarak, 15 olgunun 3'Unde (%20.0) ayni, 11'inde
(%73.3) daha dusik, 1'inde (%6.66) daha yuksekti.

Olgularin tedavi 6ncesi serum érneklerindeki HBV-DNA diizeyleri 2,25x10° ile
5.11x10® kopya/ml arasinda degdismekteydi. Tedavi basladiktan sonra tiim olgularin
viral yiklerinde hizla disius gozlendi. ilk YMDD mutantinin saptanma zamani,
tedavinin ortalama 18,8. ayinda (3 - 38 ay arasi) idi. Viral tedavi basarisizligt,
tedavinin baglangicindan ortalama 23,8 ay (9 - 42 ay arasi) sonra gozlendi. Buna
goOre viral yikte artis, YMDD mutantinin belirlenmesinden ortalama 5 ay sonra
saptandi. Tedavi basarisizligina bagh olarak ALT degerlerinde yukselme (degerin,
referans araligin Ustiine ¢ikmasi), tedavinin baglamasindan sonra ortalama 26. ayda
(15 — 47 ay arasi) gozlendi. Onbir olguda ALT degerlerinin viral yik artisindan sonra

yukseldigi saptandi.

6.6.YMDD mutantlarinin saptanmasinda DA, LiPA ve REA yontemlerinin

sonuclarinin kargilastiriimasi

Aragtirmanin temel amaglarindan biri, YMDD mutasyonlarini saptamada DA,
LiPA ve REA yontemlerinin performansini kargilagtirmakti. Bu amagcla, incelenen 42

olguya ait 123 drnegin ug farkli yontemle elde edilen sonuclari tablo 13 ‘de gosterildi.

90



yontemlerinin birbirleriyle karsilastiriimasi.

Tablo 13: YMDD mutasyonlarinin degerlendiriimesinde DA, LiPA ve REA

saptanmadi. (-): Viral yukin disik olmasi nedeniyle mutasyonlar degerlendirilemedi.

HS: LiPA'da 204. kodonda hibridizasyon

YMDD MUTASYONLARI
Hasta Serum No Dizi analizi LiPA REA
No
1 3 M M M
81 M+I1+V M+I1+V -
82 [+V+180M [+V+180M -
I I I
+M +M +M
76 +M +M I+M
2 M M M
I I+M -
8 [+V+180M+80I +V+180M 1+180M
85 I+V+180M I+V+180M 1+180M
3 9 M M M
86 M+l M+l -
10 M M -
4 20 M M M
20 M M M
91 M M -
22 M M -
130 V+1+180M+80I V+1+180M V+1+180M
5 23 M M -
24 M M -
93 M M+| -
6 33 M M -
34 1+80I I -
35 I I -
36 I I -
37 +M +M -
7 38 M M -
39 1+80l HS -
40 1+80I HS -
8 55 M+| M+| -
107 M M -
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56 M M M
108 M M -
197 M+I M+ -
206 [+80V I I
9 60 M M M
208 M+I+V+180M M+I+V+180M M+I
111 M+I+V+180M M+I+V+180M M+V+|
112 M M M
61 V+180M+173L V+180M V+180M
113 V+180M+173L V+180M V+180M
62 V+M+180M V+M V+M+180M
10 66 M M M
114 M M -
140 [+80V I -
198 [+80V I I
209 [+80V I I
11 68 M M M
119 M M M
69 M M -
70 M M M
211 [+180M+80lI [+M+180M [+M+180M
12 122 M M M
212 [+V+180M [+V+180M -
213 V+I+180M V+180M V+|+180M
13 73 M M M
125 M M -
74 V+180M V+180M V+180M
75 V+180M V+180M V+180M
14 148 M M M
216 I I -
15 218 M M M
220 M M M
221 V+|+M+180M+80I V+|+M+180M V+I+M+180M
16 1 M M M
77 M M -
78 M M -
17 11 M M M
87 M M -
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M+V

[+80V

12
13
16
18
19
17
26
27
28
94
29
95
30
31

46

49

50
51

52

105
53
54

137
57

58

63

64

116
117
210
146
215
222
150
151
153
156
158
160
162

18

19

20

21

22
23

24

25

26

27

28

29
30

31

32

33
34
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35 163 M M
36 173 M M
195 [+180M+80V [+180M
37 128 M M M
176 V+180M V+180M
38 177 [+180M+80lI [+180M [+180M
178 [+180M+80lI [+180M [+180M
39 179 M M
180 M M
40 185 V+180M V+180M V+180M
186 V+180M V+180M V+180M
41 187 \Y \Y,
42 189 M M
190 M+1+180M+80V M+1+180M

80. ve 173. kodondaki degisiklikler testlerin teknik 6zellikleri nedeniyle sadece
DA ile saptanabilmekte idi. Bu nedenle testler arasi uyum incelenirken bu iki
pozisyon degerlendirmeye katilmadi. Ug¢ yontemin uyumlu sonug verdigi 6rnek sayisi
54 (%44) idi. DA ve LiPA uyumlu bulunan 6rnek sayisi 115 (%93.5) idi. Bu 6rneklerin
57'sinde REA ile sonu¢ alinamadi. DA ve REA ile benzer sonug alinan 6rnek sayisi
56 (%45.5); LiPA ile REA uyumlu 6rnek sayisi 55 (%45) idi.

6.7. Lamivudin ile sec¢ilen HBV pol/rt geni mutasyonlari ile HBV S geni
mutasyonlari arasindaki iligki

Lamivudin tedavisine direng gelistiren olgularimizin timunde rtM204l1, rt
M204V, rt V173L polimeraz mutasyonlarinin, S bolgesinde sirasiyla W196L/S,
1195M, E164D mutasyonlarina yol agtigi gozlendi.

6.8. Lamivudine direncle iligkili mutasyon saptanan olgularda dizi analizi

yontemi ile HBV DNA pol/rt genindeki diger degisikliklerin belirlenmesi
Direngli olgularin HBV DNA pol/rt geninde dizi analizi yontemi ile N76D (3

olgu), R110G (2 olgu), L115Y, S117Y, N123D, G127R, T128N (2 olgu), T128I,
N139K, L144C, L145M, T184l, V214E, S219A, F221Y, T225N L229W, L231V,
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P237H, N238H, Y245H, K270R degisiklikleri gbzlendi. Bu mutasyonlarin lamivudin

direnci Uzerine etkileri konusunda bilgiye ulagilamadi.

6.9. Olgularin viral genotiplerinin belirlenmesi

30 olgunun serum 6rneginde, dizi analizi yontemi kullanilarak HBV genotipleri
degerlendirildi. Olgulara ait diziler ile farkli genotiplere ait Gen Bank dizileri Bioedit
7.0.0 programi kullanilarak hizalandi ve MEGA 4 yazilimi ile filogenetik agac¢
olusturuldu. Olgularin aminoasit degisiklikleri, referans dizilerle kargilastirilarak HBV
genotip ve subtipleri belirlendi. Filogenetik analiz sonucu; tim olgulara ait dizilerin,
Genotip D dizileriyle birlikte kiimelendigi goruldi. Subtip belirleme 122,127 ve 160.
pozisyonlardaki aminoasit degisiklikleri incelenerek yapildi. aywl-ayw2 subtiplerinin
tanimlanmasi, 134,143,159,161,168. pozisyonlardaki aminoasit degisikliklerine bagl
olarak degerlendirildi. Olgulardan 7’sinin (%23,3) ayw3, 23'Unin (%76,7) ayw2
subtipi ile infekte oldugu belirlendi.
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7. TARTISMA

Lamivudin tedavisi alan hastalarda, viral polimeraz geninde mutasyonlar
bulunan HBV varyantlari saptanmaktadir. Bu varyantlarin, lamivudine karsi
duyarhliklarinda in vitro azalma olmaktadir. En yaygin varyasyonlar, HBV polimerazin
YMDD motifinde (rt M204V/I) velveya yakininda (rt L180M) bulunmaktadir.
Varyantlar, genellikle en erken tedavinin 6 - 8. aylarindan itibaren gorulmekte,
prevalanslari tedavi suresi uzadikga artmaktadir. Varyantlar, yabanil tip virusla bir
arada bulunabildigi  gibi, virus populasyonu icinde baskin olarak da
saptanabilmektedir. S6z konusu varyantlarin saptanabilmesi ve ortaya ¢ikiglarina
iliskin daha fazla bilgi edinilebilmesi icin, serum 6rnegindeki HBV populasyonu iginde
bulunan dusik miktarlardaki varyant HBV'leri saptayabilen, duyarli, kantitatif testlere
gereksinim duyulmaktadir (98).

Caligmamizda, lamivudin tedavisi alan olgularin izlemi ile elde edilen ve
tedavinin farkli basamaklarina ait (tedavi 6ncesinde, sirasinda ve sonrasinda) toplam
123 serum ornegi degerlendirilmistir. Orneklerin dizi analizi sonugclari, LiPA ve REA
yontemlerinin sonuclari ile karsilastirilmistir. Varyantlari saptamada LiPA testi, DA ve
REA’dan daha basarili olmugtur. LiPA testinin kodon 204 igin min6r viral
populasyonlari saptamada, DA'ne gore 4/123 6rnekte (%3,25) daha duyarl oldugu
gorulmustir. LiPA testi, REA'ya gore, kodon 180 icin 64/123 6rnekte (%52), kodon
204 icin 63/123 Ornekte (%51,2) daha duyarli bulunmustur. Lamivudin direng
mutantlarini saptamada LiPA ile DA yontemlerini karsilastiran Pas ve arkadaslari da
calismalarinda, LIPA'nin, virus populasyonunun %210’unu olugturan varyantlari bile
saptayabildigini, DA yonteminin ise, ortamda %50’den fazla bulunan viral
populasyonlara ait dizileri saptayabildigini gostermiglerdir (118). LiPA ile DA
karsilastirilmasi yapilan bir diger calismada da 56 6rnegin 8inde mindr viral
populasyon, LiPA ile saptanabilmistir (100). Mindr viral tirlerin saptanmasinda LiPA
testinde kullanilan problarin spesifik oldugu bildirilmigtir 99).

Calismamizda DA ve LiPA sonugclari, kodon 180 igin %99,9 (122/123 6rnek),
kodon 204 igin %94,3 (116/123 6rnek) oraninda birbiriyle uyumlu saptanmigtir. Lok
ve arkadaslari, iki test arasindaki uyumu kodon 180 icin %97,5; kodon 204 i¢in %95
olarak bildirmislerdir (132). LiPA testi, genellikle minor popilasyonlari yakalamada
daha basarili olmakla birlikte, kodon 180 igin bir (9 no’lu olgunun 62 no’lu 6rnegi),

kodon 204 igin bir (12 no’lu olgunun 213 no’lu 6rnegi)) olmak Uzere toplam iki
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ornekte, karigik viral populasyonlardan birini saptayamamigtir. Bu basarisizlik,
LiPA'nin PZT agamasinda mevcut virus populasyonlarinin ayni verimlilikle amplifiye
olmamasindan veya prob hibridizasyonu agsamasinda yasanan bir sorundan
kaynaklanabilir. LiPA’da yasanabilecek hibridizasyon sorunu, 7 no’lu hastanin iki
orneginde saptanmistir. Bu 6rneklerde DA ile rtM2041 mutasyonu belirlenirken, LiPA
ile 204. kodona ait yabanil ve mutant diziye 6zgu problardan higbirinde hibridizasyon
bandi olugsmamigtir. Bu iki 6rnedin DA sonucu incelendiginde, 204. kodona ait LiPA
problarinin hibridizasyonunu onleyebilecek, kodon 201’in son nlkleotidinde C T
degisikligi saptanmistir. Uretici firma ile yapilan gorismede, bu mutasyonun prob
hibridizasyonunu 6nledigi dogrulanmig ve kitin ikinci versiyonunda buna iligkin yeni
problarin eklendigi 6grenilmistir. LiPA ile belirlenemeyen sonuglarin prob baglanma
bolgelerindeki varyasyonlardan kaynaklanabildigi klonal analiz calismalan ile de
gosterilmigtir (133,.132).

Calismamizda lamivudin direncinden sorumlu viral varyantlarin (rt M204I1/V ve
rt L180M) taranmasinda, Allen ve arkadaslar tarafindan tasarlanan REA yontemi
kullanilmigtir. Referans olarak alinan yayinda, REA yonteminin, DA le
karsilastirildiginda, karisik viral populasyonlari saptamada, kodon 180 i¢in %14 (7/50
ornek), kodon 204 icin %20 (10/50 6rnek) oraninda, daha duyarli oldugu bildirilmigtir
(98). Calismamizda ise, REA yoénteminin 10° kopya/ml'nin altindaki HBV DNA
duzeylerinde sonu¢ veremedigi saptanmis ve 62 06rnegin (%50.4) sonucu elde
edilememigtir. Referans yayinda bildirlenden farkli olarak, caligmamizda, DA
yonteminin karnigik viral populasyona sahip Ornekleri saptamada, REA ile
karsilastiriidiginda, kodon 180 igin %52.0 (64/123 0Ornek), kodon 204 igin %52.8
(65/123 6rnek) oraninda daha duyarh oldugunu gérdik. Bu 6rneklerde REA yontemi
ile ya viral yuke bagl olarak hi¢ sonu¢ alinamamis veya karisik viral populasyonlu
orneklerdeki minor tipler saptanamamistir. REA referans yayini ile farkli sonug elde
etmemizin nedenlerinden biri, kullandigimiz DA yodnteminde “nested” PZT
kullaniimasi ve bunun da 70 kopya/ml viral ylke kadar sonu¢ vermesidir.
Calismamizda REA yonteminin, DA’'ne gore kodon 204 igin sadece bir 6rnekte,
LiPA’ya gore kodon 180 i¢in 1, kodon 204 icin 1 drnekte karisik viral populasyonlari
tanimlamada daha bagsarili oldugu saptanmigtir.

LiPA, min6r varyantlarin saptanmasinda DA'ya gore daha duyarli ve drneklerin

hizli ve rutin taranmalarinda kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle antiviral tedavi alan
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KHB hastalarinin klinik takipleri icin uygun olmasina ragmen, DA, yeni varyantlarin
saptanmasinda hala altin standart olmaya devam etmektedir.

Lamivudin kullanimina bagh YMDD motif mutasyonlari ve direng gortilme
oranlari, farkl caligmalarda farkli dizeylerde bildirilmistir. Honkoop ve arkadaslari,
52 haftalik lamivudin tedavisi sonunda YMDD mutasyonlarinin kimulatif insidansini
%39 olarak bildirmigtir (134). Lau ve arkadagslarinin calismasinda, mutasyon ve
direng orani birinci yil sonunda %47’ dir (135). Genel olarak bir yillik lamivudin
tedavisinin sonunda mutasyon orani %14 - 47 arasinda bildirilmistir (136). Direng
oranlari, tedavi siresinin uzamasi ile artmaktadir. Lai ve arkadaslari, lamivudin
tedavisinin birinci yilinin sonunda YMDD varyantlarinin insidansini %24 olarak
saptarken, 2., 3. ve 4.yl sonunda insidansin %42, %53 ve %70 oldugunu
bildirmislerdir (137). Diger bir calismada, YMDD motif mutasyonlari orani, 1. yil
sonunda %17, 2. yil sonunda %39, 3. yil sonunda ise %57 olarak bildirilmigtir (2).
Calismamizda, YMDD mutanth olgularin orani birinci yil sonunda %23.1 (9/39 olgu),
2. yil sonunda %36.4 (12/33 olgu), 3. yil sonunda %35.0 (7/20 olgu) idi.
Calismamizda, tum olgularin izleminin 3. yila kadar yapilamamig olmasi nedeniyle,
diren¢ oranlarinda tedavi suresi ile paralel bir artig saptanamamistir.

30 KHB olgusunu iceren calisma grubumuzda, sadece bir olguda (%3.3)
tedavi oncesi serum Orneginde dizi analizi ve LiPA yontemleri ile YMDD mutanti
saptandi. Tedavi oncesi alinan bu 6rnekte, REA yonteminin sonucu, duguk viral yik
nedeniyle degerlendirilemedi. Ornekte, rtM2041 mutasyonu, minor populasyonu
olusturmaktaydr ve baskin yabanil tip ile birlikteydi. LAM ile tedavi sirasinda
saptanmasi beklenen YMDD varyantlarinin, LAM tedavisi almamig, asemptomatik
veya kronik HBV hastalarinda saptanabildigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu
calismalarda YMDD varyantlari igin bildirilen oranlar degisiklik gostermektedir (Tablo
14).
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Tablo 14: Lamivudin tedavisi almamis HBV ile infekte populasyonlarda YMDD

varyantlarinin saptanmasina iligkin caligmalarin 6zeti
(ASC: Asempomatik HBV tasiyicisi, KHB: Kronik HBV infeksiyonu)

YAZAR

Eren F

Kobayashi
Sve ark.
Kirishima
T ve ark.

Heo Jve
ark.

Huang ZM
ve ark.

Matsuda
M ve ark.

Yan MH
ve ark.

Zhang XH
ve ark.

Matsuda
M ve ark.

Zhang X
ve ark.

Akarsu M
ve ark.

Kobayashi
S ve ark.

Leon P ve
ark.

CALISMA
GRUBU
(n)

ASC (25)

KHB (17)
KHB (46)
KHB (36)

KHB (40)

KHB
(104)

ASC (20)
KHB (20)

KHB
(110)

KHB
(122)

KHB (20)
KHB (51)

KHB (5)

ASC (71)

ASC (18)

ASC (79)

SAPTAMA
YONTEMI

LiPA

mini-dizi
analizi

PZR-PNA,
REA

Oligonukleotid
Gip testi, REA,
dizi analizi
Mikrokozmik
nakleik asit ve
cross-nikleik
asit kantitatif
saptama

PZR-ELMA,
PZR-REA

?

Genetik ¢ip
teknigi, dizi
analizi
PZR-ELMA,
PZR-REA,
PZR-
PNA+REA

Gercek
zamanl
fluorometri
PZR, dizi
analizi

LiPA

PZR-ELMA,
dizi analizi

LiPA

VARYANT
ORANI

7/25 (%28)

0/17 (%0)
0/46 (%0)

4136 (%11.1)

3/40 (%7.5)

28/104(%26.9)

0/20 (%0)
0/20 (%0)

19/110(%17.2)

32/122(%26,2)
1/20 (%5.0)

1/51 (%2.0)

3/5 (% 60)

13/71(%18.3)

5/18 (%27.7)

3/79 (%3.8)

VARYANTLAR (n)

YMDD+YVDD(6)
YMDD+YVDD+YIDD(1)

YMDD + YIDD (2)
YMDD + YVDD (2)

YMDD + YIDD (3)

Yayinda belirtiimemis

?

YMDD+YVDD(28)
YMDD+YIDD(2)
YMDD+YVDD+YIDD(2)

YMDD + YIDD (1)
YIDD (1)

YMDD+YIDD (2)
YMDD+YVDD(1)

YMDD+YVDD+YIDD(6)
YMDD+YVDD(2)
YVDD(1)
YVDD+YIDD(1)

YMDD+YIDD(3)

YMDD + YIDD (3)
YMDD+YIDD+YVDD(2)

YMDD+YIDD (1)
YMDD+V207I (1)
V207! (1)

KAYNAK

(109)

(138)

(139)

(140)

(110)

(141)
(110)

(143)

(142)

(111)

(108)

(144)

(145)
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Bildirilen oranlar kronik HBV hastalarinda %0 — 26,9, asemptomatik HBV
tasiyicilarinda %0 — 28 degerleri arasinda bulunmaktadir. Calismalarin sonuglari
arasindaki farkhliklar, olgu sayilarina, saptama yodntemlerine, calisma gruplarinin
bilinmeyen o6zelliklerine (6r: infeksiyon siresi, viral yik, genotip ve viral genomdaki
diger aa degisiklikleri vb.) baglh olarak g6zleniyor olabilir. Lamivudin tedavisi sirasinda
ortaya ¢ikan mutant virtslerin, viral popilasyonda ila¢ kullaniimadan dnce de yabanil
tip viraslerle birlikte az miktarda bulunan ve ilacin etkisiyle secilerek artan gruplar
olduguna iligkin hipotez giderek agirhk kazanmaktadir. Henlz antiviral tedavi
almamig olgulardaki mutant virtslerin varhigi igin olasiliklardan biri, viral polimerazin,
farkli mutasyonlarin dogal gelisimine neden olan replikasyon sirasinda yapmis
oldugu yuksek hata oranidir. Mutant tip virtsler, yabanil tip viris gibi gegis
gOsterebilirler. Bu nedenle virusun, ilaca direngli bir kaynaktan kazanilmis olmasi da
mumkundur. Zhang ve arkadaglari, kronik HBV infeksiyonu bulunan 5 olgunun 10
serum o6rnegini (tedavi oncesine ait 5 6rnek, 48 haftalik tedavinin sonrasina ait 5
ornek) klonal analiz ile YMDD mutantlarinin varligi yoninden incelemigler, 2 hastanin
tedavi oncesi serumlarinda mindr torler olarak bulunan YMDD mutantlarinin,
lamivudin tedavisi sonrasinda baskin duruma gectiklerini ve bunu HBV-DNA / ALT
dizeylerindeki artisin takip ettigini bildirmislerdir (111). Calismamizda, olgunun tedavi
oncesi serum orneginde mindr tur olarak bulunan mutantin, lamivudin tedavisinin
baslangi¢c donemlerinde kayboldugu, tedavinin 30. ayinda yabanil tip ile birlikte min6r
tir olarak tekrar saptandigr gorilmuagtur. Otuzikinci ayda ise yabanil tip virusun
kaybolarak yerini YIDD mutantina biraktigi ve ALT'de yukselme ile birlikte viral yukte
>1 logl0 artis oldugu belirlenmigtir. Bu olgudaki mutant virusun seyri, beklenen
seyirden farkli olmus, yani mevcut YMDD mutantlarinin lamivudin baskisi altinda
secilerek baskin tir halini almasi ve klinik dirence yol agmasi seklinde
gerceklesmemistir. Olgunun tedavi Oncesine ait serum O©rneginde DA ve LiPA
yontemleri ile saptanmig olan YMDD ve YIDD dizili viral populasyonlarin varhgi,
klonal analiz ile dogrulanmigtir. Bu amacla elde edilen altt HBV DNA klonundan
birinin YIDD, birinin YVDD, digerlerinin YMDD dizisi tagidigi belirlenmistir. Dizi analizi
ve LiPAda YVDD'nin saptanamamig olmasi, bu mutantt tasiyan virus
populasyonunun, YIDD popilasyonuna gore daha az oldugunu disindirmektedir.
Tedavinin 9. ayindaki serum drneginden yapilan klonal analizde ise elde edilen yedi
klonun tumdndn YMDD dizisi tasidigi saptanmistir. Bu durum YIDD mutantinin
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belirgin olarak azaldigini gostermektedir. Mutant susun ortamdan tamamen silindigini
soylemek icin, elde edilen klon sayilar yetersiz olabilir. Mutant dizilerin yeniden
saptandigi 30. ve 32. ay serum Orneklerinden, stre ve maddi olanaklarin sinirli
olmasi nedeniyle klonal analiz calismasi yapilamamig ancak ¢aligsmada kullanilan her
Uc yontemin de 31. ayda ayni sonucu vermesi guvenilirligi arttirmigtir. Ancak bu sus
ile tedavi Oncesi saptanan susun ayni olup olmadigi degerlendirilememistir.
Mutantlarin seyrinin beklenenden farkli olmasinda cesitli faktorler rol oynamig olabilir.
Tedavi kullaniminin diizensiz oldugu saptanan bu olguda, ilacin kullaniimadigi
donemlerde yabanil tip virusun yeniden poptlasyona hakim olmasi seyri etkilemig
olabilecegi gibi, tedavi Oncesi saptanan YIDD taslyan susun, replikasyonla
bagdasmayacak bagska mutasyonlar tasimasi nedeniyle ila¢ kullanimi sirasinda
baskin hale gecememesi s6z konusu olmus olabilir. Calismaya dahil edilmeyen
fenotipik testlerin kullanimi veya tim genom dizisi eldesi ile izolatlar arasindaki
iligkinin degerlendirilmesi, bu tur olgularin agiklanmasina yardimci olabilir.

YMDD mutasyonlarinin saptanabilir olmasi, Avrupa kaynakli calismalarda
genellikle tedavinin 7 — 11. ayindan sonra meydana gelmektedir (128, 102, 146,107).
Amerika’da yapilan bir ¢calismada, viral diren¢ olugsmadan 6nce, tedavinin 6. ayindan
itibaren dusuk duzeylerde mutant suslarin saptandigi bildirilmistir (135). Chayama ve
arkadaslarn da bir yilhk lamivudin tedavisi sonunda bes Japon KHB hastasinda
YMDD mutanti saptamislar, mutasyonlarin en erken tedavinin 8. ayinda gozlendigini
rapor etmislerdir (147). Calismamizda YMDD mutanti gelisen olgularda, mutasyonlar
ortalama 18,8. ayda belirlenmistir. Mutasyonlar en erken (bir olguda) tedavinin 3.
ayinda saptanmistir. Paik ve arkadagslarinin KHB hastalarinda uyguladiklar 12
haftalik kisa sireli lamivudin calismasinda, tedavi sonunda 28 hastanin 17’sinde
YIDD mutanti bulunmus, 4 hastada tedavinin 2. haftasinda, 1 hastada ise 4. haftada
mutantlarin saptandigi bildirilmistir. Bu degerler, lamivudin tedavisi alan KHB
hastalarinda saptanmis en erken degerlerdir. Calismalarin sonuclari arasindaki
farklihklar, HBV genotipi, mutant saptamada kullanilan yontemlerin duyarlihgi ve
kullanilan ilag dozu gibi degiskenlerden kaynaklaniyor olabilir (107). Genellikle YMDD
mutasyonlarinin saptanmasi ile viral direng gelisimi arasinda zaman farki olmaktadir.
Viral direng, tedavi sirasinda istikrarli bir viral replikasyon supresyonu doneminden
sonra serum HBV-DNA dizeyinde meydana gelen en az 1 logl0’luk artig olarak
tanimlanmaktadir. Tedavi uygun olmadiginda veya ilaca direngli mutantlar ortaya
ciktiginda saptanmaktadir (126). Mutasyon saptanan hastalarda her zaman viral
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diren¢ gelismeyebilir (118, 127). Calismamizda, hasta grubunun %50’sinde YMDD
mutanti saptanirken, YMDD mutantina sahip olgularin %80’inde (12/15 olgu) viral
direng gelistigi gozlenmistir. Bu konuda literatirdeki calismalarin genis bir aralik
sergiledigi gorulmektedir. Bir calismada mutasyon saptanan hastalarin %66,7’sinde
viral direng gelisgtigi bildirilirken (107); Dienstag ve arkadaslari, 23 KHB olgusunun
%43'de YMDD mutasyonu tanimlamalarina karsin, mutasyon bulunan hastalarin
ancak %30’unda viral diren¢ saptamislardir (148).

Hasta izleminde 6nemli olabilecek bir baska konu da mutantlarin saptanmasi,
viral direng ve karacigerde yikimi gosteren ALT yikselmesi arasindaki sira ve zaman
iligkisidir Calismamizda, YMDD mutantlarinin saptanmasindan ortalama 5 ay sonra
viral yukte anlamli artis oldugu gorulmugtur. ALT yikselmesi, genellikle(11 olgu) viral
yuk artisindan sonra gelismis ve tedavinin ortalama 26. ayindan sonra saptanmigtir.
Pas ve arkadaglari YMDD mutantlarini, tedaviye basladiktan ortalama 45 hafta (~11
ay) sonra saptamiglar, varyantlarin saptanmasindan ortalama 31 hafta (~8 ay) sonra,
diger bir ifade ile tedaviye baslandiktan ortalama 76 hafta (~19 ay) sonra da ALT
dizeyinde artis oldugunu belirtmiglerdir. ALT yukselmesi her zaman viral yik
artisindan sonra meydana gelmistir (118). Ahmed ve arkadaslari, calismalarinda
lamivudin  direncinden sorumlu polimeraz geni mutasyonlarini, HBV-DNA
dizeylerindeki artigstan 144 gin once (~5 ay) saptamiglardir (128).

Lamivudin tedavisi ile ilgili bir diger tartigsmali konu da, YMDD mutanti gelisen
olgularda bile viral yukin, tedavi oncesine gore daha dusuk oldugu, bu nedenle
baska alternatif yok ise tedaviye devam edilmesinin Onerilebilecedi yonundeki
goruslerdir. ' YMDD mutantina sahip olgularimizin tedavi sonrasi HBV-DNA
dizeylerinin, tedavi Oncesi viral yuku ile kargilastirildiginda, logaritmik olarak
%20.0’sinde ayni, %73.3'Unde daha dusiuk, %6.66'sinda daha yuksek oldugu
saptandi. Genellikle YMDD varyantlarinin in-vitro replikasyon yetenekleri, yabanil tip
virusa gore daha dustk oldugu icin YMDD mutantli izolatlarin ulastigi HBV DNA
dizeyleri gogunlukla bazal HBV-DNA duzeylerinin altinda kalmaktadir (149)

Ancak tedavi sirasinda bazi KHB hastasinda gorilen ALT ve HBV-DNA
dizeylerindeki artig, in-vitro kosullarda gosterilen bu replikasyon defektinin, in-vivo
kosullarda yeniden sorgulanmasi gerektigini dusiindirmektedir. Ilag direncli
mutantlarin ortaya ¢cikmasindan sonra viral yukteki artis, daha énce varolan yabanil
tip virusun, hepatosit populasyonundan temizlenerek mutantlarin yayihmi ile

geligebilir seklinde gorusler vardir (150)
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Calismamizda, A grubu olgularda lamivudin tedavisi sirasinda ilk gézlenen
YMDD mutasyonlari siklik sirasiyla, YIDD (6 olgu), YMDD+YIDD (4 olgu),
YMDD+YIDD+YVDD (3 olgu), YIDD+YVDD (1 olgu), YVDD (1 olgu) olarak
belirlenmistir. Olgularimizda YIDD tipi mutasyonun baskin olmasi HBV genotipi ile
iligkili olabilir. Filogenetik analiz, beklendigi gibi, tim olgularimizin genotip D HBV ile
infekte oldugunu goéstermigtir. YIDD mutantinin, genotip D HBYV ile infekte hastalarda
anlamli derecede fazla oldugunu bildirilmistir (151). Mutasyon saptanan bes olgunun
izleminde, mutasyonlardaki ardigik degisiklikler benzer bir patern goéstermigtir. Bu
olgularda yabanil tip viruslar yerini oncelikle YIDD mutantlarina birakmis, bir stre
sonra YIDD mutantlarindan YVDD mutantlarina gecgis go6zlenmigtir. Lamivudin
tedavisi sirasinda HBV polimeraz geninde saptanan mutasyonlardaki ardisik
degisiklikler icin saptanan bu patern, diger calismalarda da rapor edilmistir (97, 152).
Bir diger calismada ise yabanil tip HBV’nin yerini 6nce YIDD tipi mutasyona biraktigi,
sonra buna rtL180M mutasyonunun ilave oldugu ve son olarak da bunlarin yerine
YVDD + rtL180M kombinasyonunun gegtigi bildirilmigtir (153). Olgularimizda,
kompansatuar rt L180M mutasyonu, YVDD/YIDD mutasyonu ile ayni zamanda veya
daha sonra saptanmistir. Bu mutasyonun in-vitro ila¢ direncini arttirmanin yani sira
replikasyonu da kismen iyilestirdigi bildirilmistir (154). YVDD mutasyonunun belirgin
olarak bu mutasyonla iligkili oldugu, olasilikla ikisinin birlikte daha stabil bir mutant
olusturduklari digtintlmektedir.

Bazi YMDD mutant tipleri ile diger polimeraz bdlgesi mutasyonlarinin
birliktelikleri dikkat cekicidir. Caligmamizda rtL80I/V mutasyonu genellikle YIDD ile
birlikte saptanmigtir. On iki olguya ait 16 6rnekte saptanan 80. kodon mutasyonlarinin
13'Unde YIDD, ucunde YIDD + YVDD bulunmaktadir. Bu birlikteligi saptayan bagka
calismalar da olmakla birlikte, nedenine iligkin bilgi bulunamamistir (155).

Calismamizda tedavi alirken mutasyon saptanan iki olgunun (hasta no: 3 ve 9)
izleminde, tedavi dizensizligi olmamakla birlikte yabanil tip virusun tekrar major
populasyon oldugu go6zlendi. Ben-Ari ve arkadaglari karaciger transplantasyonundan
sonra YMDD mutanti saptanmis 8'i genotip D, 2’ si genotip C HBV ile infekte 10
hastanin 3’'Unde mutant virusun yabanil tipe gore baskin olmasina ragmen, tedavi
sirasinda yabanil tipin tekrar gozlendigini rapor etmislerdir. Lamivudin tedavisi
sirasinda yabanil tip virusun tekrar baskin duruma gecmesine iligkin olasiliklardan
biri, daha iyi replike olabilen yabanil tip virusun zayif replikasyon gdsteren mutant

virusla birlikte bulunmasi ve zamanla ortama hakim olmasidir (127).
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A ve B domeynlerini kapsayan viral polimeraz proteininin katalitik bolgesi,
HBsAg'nin “a determinanti” (124-147 aa) olarak bilinen major nétralizasyon bdlgesi
ile binigiktir. Lamivudin direncine yol acgan pol/rt mutasyonlari, S geninde de
mutasyonlara yol acgabilmektedir. Onemli bir antijenik determinant olan “a” bolgesi
mutasyonlari, HBsAg'nin anti-HBs'ye affinitesini azaltabilmekte, bu da tanida
problemlere veya agi / HBIG ile infeksiyonun 0Onlenmesinde basarisizliga yol
acabilmektedir (124,125,104 ). Lamivudin tedavisine direng¢ gelistiren olgularimizda
rtM2041, rtM204V, rtvV173L polimeraz mutasyonlarinin, S bdolgesinde sirasiyla
W196L/S, 1195M, E164D mutasyonlarina yol actigi saptandi. Toressi ve arkadaslari,
bagisik insan serumu havuzu kullanarak, bu mutasyonlarin HBsAg'nin antijenik
Ozelligini degistirerek anti-HBs antikorlarina baglanmasini azalttigini gostermislerdir.
(156).

104



8. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

Kiyan M: Hepatit B virusu. Eds: Kiligturgay K, Badur S. Viral Hepatit. -1. baski,
istanbul. Viral Hepatitle Savasim Dernegi, 2001;85-120.

Leung NW, Lai CL, Chang TT et al. Extended lamivudine treatment in patients
with chronic hepatitis B enhances hepatitis B e antigen seroconversion rates:
results after 3 years of therapy. Hepatology 2001; 33:1527-32.

Zoulim F. Detection of hepatitis B virus resistance to antivirals. J Clin Virol
2001;21:243-53.

Whalley SA, Brown D, Teo CG et al. Monitoring the emergence of hepatitis B
virus polymerase gene variants during lamivudine therapy using the
Lightcycler. J Clin Microbiol 2001;39:1456-9.

Horvat RT, Tegtmeier GE: Hepatitis B and D viruses. Eds: Murray PR,
Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller A, Yolken RH. Manual of Clinical
Microbiology. 8 th edition, Washington DC. ASM, 2003; 1464-94.

Mahoney FJ. Update on diagnosis, management and prevention of hepatitis B
virus infection. Clin Microbiol Rev 1999; 12:351-66.

Robinson WS: Hepadnaviridae: Hepatitis B virus and hepatitis delta virus.
Eds: Mandell GL, Douglas RG, Bennelt JE. Principles and Practice of
Infectious Disease. 5 th ed, New York. Churchill Livingstone, 2000; 1652-85.
Purcell RH. The discovery of the hepatitis viruses. Gastroenterology 1993;
104: 955-63.

Tennant BC, Mrosovsky N, McLean K, et al. Hepatocellular carsinoma in
Richardson’s ground squirrels (Spermophilus richardsonii): evidence for
association with hepatitis B-like virus infection. Hepatology 1991; 13: 1215-21.
Testut P, Renard CA, Terradillos O, et al. A new hepadnovirus endemic in
arctic ground squirrels in Alaska. J Virol 1996; 70: 4210-9.

Seeger C, Mason WS. Hepatitis B virus biology. Microbiol Mol Biol Rev 2000;
64: 51-68.

Yenen OS: Viral hepatitler. Eds: Topgu AW, Soyletir G, Doganay M.
Infeksiyon Hastaliklari. istanbul, Nobel Kitapevleri Ltd.Sti,1996; 641-700.

105



13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Xiaolei H, Margolis HS, Purcell RH, et al.ldentification of hepatitis B virus
indigenous to chimpanzees. Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97: 1661-64.
Takahashi K, Brotman B, Usuda S, Mishiro S, et al. Full genome sequence
analysis of hepatitis B virus strains recovered from chimpanzees infected in
wild: implications for an origin of HBV. Virology 2000; 267: 58-64.
http://pathmicro. med. sc. edu/virol/hepatitis-virus. htm

Serter D: Hepatit viruslari ve viral hepatitler. Virus, Riketsiya ve Klamidya
Hastaliklari. istanbul. Nobel Tip Kitapevleri, 1997; 175-206.

Locarnini S, McMillan J, Bartholomeusz A. The hepatitis B virus and common
mutants. Semin Liver Dis 2003;23:5-20.

Lee WM. Hepatitis B virus infection. N Engl J Med 1997; 337:1733-45.

Lau JYN, Wright TL. Molecular virology and pathogenesis of hepatitis B.
Lancet 1993; 342: 1335-40.

Mehdi H, Kaplan MJ, Anlar FY,Yang X, et al. Hepatitis B Virus surface antigen
binds to apolipoprotein H. J Virol 1994; 68: 2415-2424.

Budkowska A, Bedossa P, Groh F, Louise A, et al. Fibronectin of human liver
sinusoids binds hepatitis B virus: Identification by an anti-idiotypic antibody
bearing the internal image of the Pre-S2 domain. J Virol 1995; 69: 840-848.
Neurath AR, Strick N, Sproul P. Search for hepatitis B virus cell receptors
reveals binding sites for interleukin 6 on the virus envelope protein. J Exp Med
1992; 175: 461-469.

Ryu CJ, Cho DY, Grippon P, Kim HS, et al. An 80-kilodalton protein that binds
to the pre-S1 domain of hepatitis B virus. J Virol 2000; 74: 110-116.

Ganem D, Pollack JR, Tavis J. Hepatitis B virus reverse transcriptase and its
many roles in hepadnaviral genomic replication. Infect Agent Dis 1994; 3: 85-
93.

Fabrizi F, Lunghi G, Poordad FF, Martin P. Management of hepatitis B after
renal transplantation: An update. J Nephrol 2002;15:113-122.

Moola N, M, Kew M, Abruthnot P. Regulatory elements of hepatitis B virus
transcription. J Viral Hepat 2002;9:323-31.

106



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Santantonio T, Jung MC, Schneider R, el al.Hepatitis B virus genomes that
can not synthesize pre-S2 proteins occur frequently and as dominant virus
populations in chronic carriers in Italy. Virology 1992; 188(2):948-52.

Brown SE , Howard CR, Zuckerman AJ, Steward MW. Affinity of antibody
responses in man to hepatitis B vaccine determined with synthetic peptides.
Lancet 1984:184-187.

Thomas HC, Foster GR, Sumiya M et al. Mutation of gene for mannose-
binding protein associated with chronic hepatitis B viral infection. Lancet
1996; 348:1417.

Rokuhara A, Tanaka E, Matsumoto E et al. Clinical evaluation of a new
enzyme immunoassay for Hepatitis B virus core-related antigen; a marker
distinct from viral DNA for monitoring lamivudine treatment. J Viral Hepat
2003;10:324-30.

Stephanos J, Hadziyannis, Vassilopoulos D. Hepatitis B e antigen-negative
chronic Hepatitis B. Hepatology 2001; 34: 617-24.

Waris G, Siddiqui A. Interaction between STAT-3 and HNF-3 leads to
theactivation of liver-specific hepatitis B virus enhancer 1 function. J Virol
2002; 76: 2721-9.

Klein NP, Schneider RJ. Activation of Src family kinases by hepatitis B virus
HBx protein and coupled signaling to Ras. Mol Cell Biol 1997; 17: 6427-36.
Hsia CC, Yuwen H, Tahor E. Hot spot mutations in hepatitis B virus X gene in
hepatocellular carcinoma. Lancet 1996; 348: 625-6.

Kidd-Ljunggren K, Miyakawa Y, Kidd AH. Genetic variability in hepatitis B
viruses. J Gen Virol 2002; 83:1267-80.

Norder H, Courouce AM, Magnius LO. Complete genomes, phylogenetic
relatedness, and structural proteins of six strains of the hepatitis B virus, four
of which represent two new genotypes. Virology 1994;198 : 489-503.

Stuyver L, De Gendt S, Van Geyt C, Zoulim F, et al. A new genotype of
hepatitis B virus: complete genome and phylogenetic relatedness. J Gen Virol,
2000; 81:67-74.

107



38.

39.

40.

4].

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Arauz-Ruiz P, Norder H, Robertson BH, Magnius LO. Genotype H: a new
Amerindian genotype of hepatitis B virus revealed in Central America. J Gen
Virol 2002; 83: 2059-73.

Arauz-Ruiz P, Norder H, Vison AKA, Magnius LO. Molecular epidemiology of
hepatitis B virus in Central America reflected in the genetic variability of the
small gene. J Infect Dis 1997; 176: 851-8.

Bozdayi G, Turkylmaz AR, Idilman R et al. Complete genom sequence and
phylogenetic analysis of hepatitis B virus isolated from Turkish patients with
chronic HBV infection. J Med Virol 2005;76:476-81.

Ozcan A. Hepatit B virisiinde prekor ve kor promoter mutasyonlarinin
arastiriimasi.Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Kilinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Uzmanhk Tezi. Danigman Ogretim Uyesi:
A.Sayiner. izmir 2004.

Kao JH, Chen PJ, Lai MY, Chen DS. Hepatitis B genotypes correlate with
clinical outcomes in patients with chronic hepatitis B. Gastroenterology 2000;
118: 554-9.

Fujie H, Moriya K, Shintani Y, Yotsuyanagi H, et al. Hepatitis B virus
genotypes and hepatocellular carcinoma in Japan. Gastroenterology
2001;1206: 1564-5.

Mayerat C, Mantegani A, Frei PC. Does hepatitis B virus (HBV) genotype
influence the clinical outcome of HBV infection? J Viral Hepat 1999; 6: 299-
304.

Thakur V, Guptan RC, Kazim SN, Malhotra V, et al. Profile, spectrum and
significance of HBV genotypes in chronic liver disease patients in the Indian
subcontinent. J Gastroenterol Hepatol 2002;17:165-70.

Fung SK, LokA. Hepatitis B virus genotypes: Do they play a role in yhe
outcome of HBV infection? Hepatology 2004;40:790-92.

Erhardt A, Reineke U, Blondin D, Gerlich WH, et al. Mutations of thecore
promoter and response to interferon treatment in chronic replicative hepatitis
B. Hepatology 2000;31:716-25.

Kao JH, Wu NH, Chen PJ, Lai MY, et al. Hepatitis B genotypes and
theresponse to interferon therapy. J Hepatol 2000;33:998-1002.

108



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

Kobayashi M, Arase Y, lkeda K, Tsubota A, et al. Viral genotypes and
response to interferon in patients with acute prolonged hepatitis B virus
infection of adulthood in Japan. J Med Virol 2002;68:522-8.

Zollner B, Petersen J, Schroter M, Laufs R, et al. 20-fold increase risk of
Lamivudine resistance in hepatitis B virus subtype adw. Lancet 2001:24;
357:934-5.

Kao JH, Liu CJ, Chen DS. Hepatitis B viral genotypes and lamivudine
resistance. J Hepatol 2002;36:303-4.

Petzold DR, Tautz P, Wolf F et al. Infection chains and evolution rates of
hepatitis B virus in cardiac transplant recipients infected nosocomially. J Med
Virol,1999:;58:1-10.

Cooreman MP, Leroux-Roels G, Paulij WP. Vaccine- and hepatitis B Immune
Globuline-Induced escape mutations of hepatitis B virus surface Antigen. J
Biomed Sci 2001;8:237-47.

Shizuma T, Hasegawa K, Ishikava K, et al. Molecular analysis of antigenicity
of a vaccine escape mutant of hepatitis B virus. J Gastroenterol 2003;38:244-
53.

Mathet VL, Feld M, Espinola L, et al. Hepatitis B virus S gene mutants in a
patient with chronic active hepatitis with circulating Anti-Hbs Antibodies. J Med
Virol 2003;69:18-26.

Francois G, Kew M, Van Damme P, et al. Mutant hepatitis B viruses: a matter
of academic interest only or a problem with far-reaching implications? Vaccine
2001;19:3799-815.

Zanetti AR, Tanzi E, Manzillo G, et al. Hepatitis B variants in Europe. Lancet
1988; 1132-3.

Chen H, Fang D, Li F et al. A novel hepatitis B virus mutant with A-to-G at
nt551 in the surface antigen gene. World J Gastroenterol 2003; 9: 304-308.

He C, Fumio N, Itoga S et al. Prevalance of vaccine-induced escape mutants
of hepatitis B virus in the adult population in China: A prospective study in 176
restaurant employees. J Gastroenterol Hepatol 2001;16:1373-77.

109



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Lu M, Lorentz T. De novo infection in a renal transplant recipient caused by
novel mutants of hepatitis B virus despite the presence of protective Anti-
Hepatitis B surface antibody. J Infect Dis 2003;187:1323-6.

Carman W.Moleculer variants of hepatitis B virus.Clinics Lab Med 1996;16:
907-28

Kramwis A, Kew MC, Bukofzer S, et al. Hepatitis B virus precore mutants in
serum and liver of southern African blacks with hepatocellular carcinoma. J
Hepatol 1998;28:132-41.

Kurosaki M, Enomoto N, Asahina Y, Sakuma |, et al. Mutations in thecore
promoter region of hepatitis B virus in patients with chronic hepatitis B. J Med
Virol 1996; 49:115-23.

Lindh M, Hannoun C, Dhillon AP, Norkrans G, et al. Core promotermutations
and genotypes in relation to viral replication and liver damage in East Asian
hepatitis B virus carriers. J Infect Dis 1999;179: 775-82.

Tassopoulos NC, Volpes R, Pastore G et al. Efficacy of Lamivudine in patients
with hepatitis B e antigen-negative/hepatitis B virus DNA-positive (precore
mutant) chronic hepatitis B. Hepatology 1999; 29: 889-96.

Cho SW, Hahm K, Kim JH. Reversion from precore/core promotermutants to
wild-type hepatitis B virus during the course of lamivudine therapy. Hepatology
2000; 32: 1163-9.

Papatheodoridis GV, Dimou E, Laras A, Papadimitropoulos V, et al. Course of
virologic breakthroughs under long-term lamivudine in HBeAg-negative
precore mutant HBV liver disease. Hepatology 2002;36:219-26.

Bozkaya H: Hepatit B virus mutasyonlarinin klinik ve tedavi agisindan
onemleri. Eds: Okten A, Cakaloglu Y. Hepatit B Ulusal Uzlasma Toplanti
Metinleri.1.baski. istanbul, 2003; 29-42.

Bozdayi AM, Uzunalimoglu O, Turkyilmaz AR et al. YSDD: a novel mutation in
HBV DNA polymerase confers clinical resistance to lamivudine. J Viral Hepat
2003;10:256-65.

Thibault V, Benhamou Y, Seguret C et al. Hepatitis B virus mutations
associated with resistance to lamivudine in patients coinfected with HBV and
human immunodeficiency virus. J Clin Microbiol 1999;37:3013-16.

110



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Asahina Y, Enomoto N, Nagayama K et al. Hepatitis B virus mutations
associated with lamivudine therapy in patients with chronic hepatitis B.
Hepatol Res 1999;15:145-56.

Stuyver LJ, Locarnini SA, Lok A, et al. Nomenclature for antiviral resistant
human hepaitits B mutations in the polymerase region. Hepatology 2001; 33:
751-757.

Locarnini S, Mason WS. Cellular and virological mechanisms of HBV drug
resistance. J Hepatol 2006; 44: 422-31.

Sentirk H: HBe Ag pozitif kronik hepatit B’nin lamivudin ile tedavisi. Eds:
Okten A, Cakaloglu Y.Hepatit B Ulusal Uzlagsma Toplanti Metinleri.1.baski.
Istanbul, 2003; 177-81.

Dan Y, Wai C, Lee Y et al. Outcome of lamivudine-resistant hepatitis B virus
is generally benign axcept in cirrhotics. World J Gastroenterol 2005;11:4344-
50.

Locarnini S, Qi X, Arterburn S et al. Incidence and predictors of emergence of
adefovir resistant HBV during four years of adefovir dipivoxil (ADV) therapy
for patients with chronic hepatitis B (CHB). J Hepatol 2005; 42: A17.

Marcellin P, Asselah T. Resistance to adefovir: A new challenge in the
treatment of chronic hepatitis B. J Hepatol 2005; 43: 920-23.

Brunelle MN, Jacquard AC, Pichoud C, et al. Susceptibility to antivirals of a
human HBV strain with mutations with conferring resistance to both
lamivudine and adefovir. Hepatology 2005; 41:1391-98.

Fung SK, Andreone P, Han SP et al. Adefovir-resistant hepatitis B can be
associated with viral rebound and hepatic decompensation. J Hepatol
2005;43:937-45.

Akarca US: HBe Ag negatif kronik B hepatiti tedavisinde adefovir dipivoxil ve
diger antiviraller. Eds: Okten A, Cakaloglu Y.Hepatit B Ulusal Uzlasma
Toplanti Metinleri.1.baski. istanbul, 2003; 205-220.

Delaney WE, Yang H, Miller MD et al. Combinations of adefovir with
nucleoside analogs produce additive antiviral effects against hepatitis B virus
in vitro. Antimicrob Agents Chemother 2004;48:3702-3710.

111



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.
95.

Tenney DJ, Levine SM, Rose E et al. Clinical emergence of entecavir-
resistant hepatitis B virus requires additional substitutions in virus already
resistant to lamivudine. Antimicrob Agents Chemother 2004; 48: 3498-507.
Uchida T, Saitoh T, Shinzawa H. Mutations of the X region of hepatitis B virus
and their clinical implications. Pathol Int 1997; 47:183-93.

Tagyaran M: Epidemiyoloji. Eds: Kiligturgay K, Badur S. Viral Hepatit. 1.
baski. istanbul, Viral Hepatitle Savasim Dernegi, 2003;121-128.

EASL Jury. EASL international consensus conference on hepatitis B. J
Hepatol 2003; 38: 533-40.

Mistik R, Balik I. Tiirkiye'de viral hepatitlerin epidemiyolojik analizi. Eds:
Kiligturgay K, Badur S. Viral Hepatit. 1.baski. istanbul, Viral Hepatitle Savagim
Dernegi, 2001;10-55.

Van der Eijk AA, de Man RA, Niesters HG et al. Hepatitis B virus (HBV) DNA
levels and the management of HBV-infected health care workers. J Viral
Hepat 2006 ;132-4.

Chisari F, Ferrari C. Hepatitis B virus immunopathogenesis. Annu Rev
Immunol, 1995; 13:29-60.

Cinar K: Hepatit B virusunun immunopatogenezi. Eds: Okten A, Cakaloglu
Y .Hepatit B Ulusal Uzlagma Toplanti Metinleri. 1.baski. Istanbul, 2003; 57-64.
Ferrari C, Misalse G, Boni C et al. EASL International Consensus Conferance
on Hepatitis B: Immunopathogenesis of Hepatitis B. J Hepatol 2003; 39: 36-
42.

Mahoney FJ. Update on diagnosis, management, and prevention of hepatitis
B virus infection. Clin Microbiol Rev 1999;12:351-66.

Hilleman MR. Critical overview and outlook: pathogenesis, prevention, and
treatment of hepatitis and hepatocarcinoma caused by hepatitis B virus.
Vaccine 2003; 21: 4626-49.

Kerr JR. Modern methods and their utility in clinical virology. Infect Dis Rev
2000;2:2-4.

Niesters HM. Clinical virology in real time. J Clin Virol 2002;25:3-12.

Pas SD, Niesters HM. Detection of HBV DNA using real time analysis.J Clin
Virol 2002; 25:93-94.

112



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.
104.

105.

106.

Sablon E, Shapiro F. Advances in molecular diagnosis of HBV infection and
drug resistance. Int J Med Sci 2005;2:8-16.

Gutfreund KS, Williams M, George R, et al. Genotypic mutations of the
hepatitis B virus polymerase associated with lamivudine resistance. J Hepatol
2000; 33: 469-75.

Allen MI, Gauthier J, DesLauriers M, et al. Two sensitive PCR-based methods
for detection of hepatitis B virus variants associated with reduced susceptibility
to lamivudine. J Clin Microbiol 1999; 37: 3338-47.

Stuyver L, Van Geyt C, Gent SD, et al. Line probe assay for monitoring drug
resistance in hepatitis B virus infected patients during antiviral therapy. J Clin
Microbiol 2000; 38: 702-7.

Aberle SW, Kletzmayr J, Watschinger B, et al. Comparison of sequence
analysis and the INNO-LIPA HBV DR line probe assay for detection of
lamivudine resistant hepatitis B virus strains in patients under various clinical
conditions. J Clin Microbiol 2001; 39: 1972-74

Zhang M, Gong Y, Osiowy C, et al. Rapid detection of hepatitis B virus
mutations using Real-Time PCR and melting curve analysis. Hepatology
2002;36:723-28.

Cane PA, Cook P, Ratcliffe D, et al.Use of Real-Time PCR and fluorimetry to
detect lamivudine resistance associated mutations in hepatitis B virus.
Antimicrob Agents Chemother 1999;43:1600-8.

Lok AS, McMahon BJ. Chronic hepatitis B. Hepatology, 2001;34:1225-41.

Lu HY, Zheng Z, Xu XY, Zhang NL. Mutations in surface and polymerase gene
of chronic hepatitis B patients with coexisting HbsAg and anti-HBs. World J
Gastroenterol 2006; July 14;12(26):4219-422

Locarnini S, Omata M. Molecular virology of hepatitis B virus and the
development of antiviral drug resistance. Liver Int 2006; 26:1 1-22.

Durantel D, Brunelle MN, Gros E, Durantel SC. Resistance of human hepatitis
B virus to reverse transcriptase inhibitors: from genotypic to phenotypic
testing. J Clin Virol 2005; 34: 34-43

113



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

Paik YH, Chung HY, Ryu WS, Lee KS. Emergence of YMDD motif mutant of
hepatitis B virus during short term lamivudine therapy in South Korea. J
Hepatol 2001; 35: 92-98

Akarsu M, Sengonul A, Tankurt E, Sayiner AA. YMDD motif variants in inactive
Hepatitis B carriers detected by INNO-LIPA HBV DR ASSAY. J Gastroenterol
Hepatol 2006; 12:1769-1771

Eren F. Lamivudin benzeri antiviral tedavisi almamig asemptomatik hepatit B
tagiyicisi ve kronik B hepatiti hastalarda YMDD motif mutasyonlari
saptanmasi ve genotip tayini yapiimasi. Marmara Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitisu, Gastroenteroloji Enstitist Viral Hepatitler Programi Yiksek Lisans
Tezi. Danisman 6gretim yesi: Prof. Dr. Cem KALAYCI. istanbul, 2003.

Huang ZM, Huang QW, Qin YQ, et al. YMDD mutations in patients with
chronic hepatitis B virus untreated with antiviral medicines. World J
Gastroenterol 2005; 11: 867-870

Zhang X, Liu C, Gong Q, Zhang DZ, et al. Evolution of wild type and mutants
of the YMDD motif of hepatitis B virus polymerase during Lamivudine therapy.
J Gastroenterol Hepatol 2003; 18:1353-1357

Rosenberg PM, Dienstang JL. Therapy with nucleoside analogues for hepatitis
B virus infection. Clin Liver Dis 1999;3:349-361

Dienstang JL, Perillo RP, Schiff ER, Bartholomew M et.al. A preliminary trial for
lamivudine for chronic hepatitis infection. N Engl J Med 1995; 33: 1657-1661
Liaw YF, Leung NWY, Chang TT, Guan R, et.al. Effects of extended
lamivudine therapy in Asian patients with chronic hepatitis B.
Gastroenterology 2000; 119:172-180

Schalm SW, Heathcore J, Costa J, Mas A, et al. Influence of hepatitis B virus
genotype on the long term outcome of chronic hepatitis B in Western patents.
Gastroenterology 2002;123:1848-1856

Perillo RP, Lai CL, Liaw YF, Dienstag JL, et al. Predictors of HbeAg loss after
treatment for chronic hepatitis B. Hepatology 2002;36:186-194

Hussain M, Lok ASF. Mutations in the hepatitis B virus polymerase gene
associated with antiviral treatment for hepatitis B. J Viral Hepat 1999;6:183-
194

114



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Pas SD, de Man RA, Fries E, et al. The dynamics in the YMDD motif of the
hepatitis B virus polymerase gene during and after lamivudine treatment as
determined by reverse hybridisation. J Clin Virol 2002; 25: 63-71.

Villeneuve JP, Durantel D, Durantel S, Westland C. Selection of a hepatitis B
virus strain resistant to adefovir in a liver transplantation patient. J Hepatol
2003; 39: 1085-1089
http://www.innogenetics.com/infectiousdiseases.html?id=9

Norder H, Courouce AM, Magnius LO. Molecular basis of Hepatitis B virus
serotype variations within the four major subtypes. J Gen Virol 1992; 73:
3141-3145

Shaw T, Bartholomeusz A, Locarnini S. HBV drug resistance: Mechanisms,
detection and interpretation. J Hepatol 2006; 44:593-606

Locarnini  S. Molecular virology and the development of resistant
mutants:Implications of therapy. Semin Liver Dis 2005; 25 :9-19

Locarnini S. Hepatitis B virus surface antigen and polymerase gene variants:
potential virological and clinical significance. Hepatology 1998; 27: 294-297
Torresi J. The virological and clinical significans in the overlapping envelope
and polymerase genes of hepatitis B virus. J Clin Virol 2002; 25: 97-106
Leung N. Viral breakthrough durin lamivudine therapy for chronic hepatitis B.
Intervirology 2003; 46: 344-349

Ben-Ari Z, Daudin N, Klein A, Sulkes J, et al. Genotypic and phenotypic
resistance: Longitudinal and sequential analysis of hegpatitis B virus
polymerase mutations in patients with lamivudine resistance after liver
transplantation. Am J Gastroenterol 2003; 98: 151-159

Ahmed SNS, Tavan C, Pichoud C, Berby F, et al. Early detection of viral
resistance by determination of hepatitis B virus polymerase mutations in
patients treated by lamivudine for chronic hepatitis B. Hepatology 2000; 32:
1078-1088

Akuta 2003, Suzuki F, Kobayashi M, Matsuda M. Virological and biochemical
relapse according to YMDD motif mutant type during long term lamivudinde
monotherapy. J Med Virol 2003; 71:504-510

115


http://www.innogenetics.com/infectiousdiseases.html?id=9

130.

131.
132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Enomoto M, Tamori A, Kohmoto Mmt, Morikawa H. Mutational patterns of
hepatitis B virus genome and clinical outcomes after emergence of drug
resistant variants during lamivudine therapy: Analyses of the polymerase gene
and full length sequences. J Med Virol 2007; 79:1664-1670

http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ta_man.pdf

Lok ASF, Zoulim F, Locarnini S, Mangia A. Monitoring drug resistance in
chronic hepatitis B virus (HBV)-infected patients during lamivudine therapy:
Evaluation of performance of INNO-LIPA HBV DR Assay. J Clin Microbiol
2002; Oct: 3729-3734

Sertdz RY, Erensoy S, Pas S, Akarca US et al. Comparison of sequence
analysis and INNO-LiPA HBV DR Line Probe Assay in patients with chronic
hepatitis B. J Chemother 2005;17:514-520

Honkoop P, Niesters HGM, Man RAM, Osterhaus ADME, et al. Lamivudine
resistance in immunocompetent chronic hepatitis B. J Hepatol 1997; 26: 1393-
1395

Lau DTY, Khokhar MF, Doo E, Ghany MG, et al. Long term therapy of chronic
hepatitis B with lamivudine. Hepatology 2000; 32: 828-834

Liaw YF. Impact of YMDD mutations during lamivudine therapy in patients
with chronic hepatitis B. Antivir Chem and Chemother 2001;12 : 67-71

Lai CL, Dienstang JL, Schiff E, Leung NWY, et al. Prevalence and clinical
correlates of YMDD variants during lamivudine therapy for patients with
chronic hepatitis B. Clin Infect Dis 2003; 36: 687-696

Kobayashi S, Shimada K, Suzuki H, et al. Development of a new method for
detecting a mutation in the gene encoding hepatitis B virus reverse
transcriptase active site (YMDD motif). Hepatology 2000; 17:31-42 (Abstract)
Kirishima T, Okanoue T, Daimon Y, Hoh Y et al. Detection of YMDD mutant
using a novel sensitive method in chronic liver disease type B patients before
and during lamivudine treatment. J Hepatol 2002; 37: 259-265

Heo J, Cho M, Kim HH, Shin YM, et al. Detection of YMDD motif mutants by
oligonucleotide chips in lamivudine untreated patients with chronic hepatitis B
virus infection. J Korean Med Sci 2004;19:541-546

116


http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ta_man.pdf

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Matsuda M, Suzuki F, Suzuki Y, et al. Low rate of YMDD motif mutations in
polymerase gene of hepatitis B virus in chronically infected patients not
treated with lamivudine. J Gastroenterol 2004; 39 :34-40

Matsuda M, Suzuki F, Suzuki Y, Tsuboto A et al. YMDD mutants in patients
with chronic hepatitis B before treatmant are not selected by lamivudine. J
Med Virol 2004; 74: 361-366

Zhang XH, Zhang YX, Sun LR, Wen Q et al. Study of gene chips in the
detection of YMDD mutations in the region of HBV polymerase. Zhonghua Yi
Xue Za Zhi 2003; 83: 459-462 (Abstract)

Kobayashi S, Ide T, Sata M. Detection of YMDD motif mutations in some
lamivudine untreated asymptomatic hepatitis B virus carriers. J Hepatol
2001;34:584-586

Leon P, Pozo F, Echevarria JM. Detection of hepatitis B virus bvariants
resistant to lamivudine and famciclovir among randomly selected chronic
carriers from Spain. Enferm Infecc Microbiol Clin 2004;22:133-137

Mutimer D,Pillay D, Cook P et al. Selection of multiresistant hepatitis B virus
during sequential nucleoside analouge therapy. J Infect Dis 2000; 181: 713-
716

Chayama K, Suzuki Y, Kobayashi M, et al. Emergence and takeover of YMDD
motif mutant hepatitis B virus during long term lamivudine therapy and re-
takeover by wild type after cessation of therapy. Hepatology 1998; 27: 1711-
1716

Dienstag JL, Schiff E, Mitchell M, et al. Extended lamivudine retreatment for
chronic hepatitis B:Maintenance of viral supression after discontinuation of
therapy. Hepatology 1999; 30: 10822-1087

Liu KZ, Wei H, Zumbika E, et al. Clinical features of chronic hepatitis B
patients with YMDD mutation after lamivudine therapy. J Zhejiang Univ
SCIENCE B 2005; 6(12):1182-1187

Zhou T, Saputelli J, Aldrich CE, et al. Emergence of drug resistant population
of woodchuck hepatitis virus in woodchucks treated with the antiviral

nucleoside lamivudine. Antimicrob Agents Chemother 1999; Aug: 1947-1954

117



151.

152.

153.

154.

155.

156.

Zollner B, Petersen J, Stockl EP, et al. Viral features of lamivudine resistant
hepatitis B genotypes A and D. Hepatology 2004; 39:42-50

Niesters HG, Honkoop P, Haagsma EB, et al. Identification of more than one
mutation in the hepatitis B virus polymerase gene arising during prolonged
lamivudine treatment. J Infect Dis 1998; 5:1382-1385 (Abstract)

Natsuizaka M, Hige S, Ono Y et al. Long term follow-up of chronic hepatitis B
after the emergence of mutations in the hepatitis B virus polymerase region. J
Viral Hepatol 2005 ; 12: 154-159 (Abstract)

Ono SK, Kato N, Shiratori Y et al. The polymerase L528M mutations
cooperates with nucleotide binding site mutations increasing hepatitis B virus
replication and drug resistance. J Clin Invest 2001;107: 449-455

Ogata N, Fujii K, Takigawa S, Nomoto M. Novel patterns of amino acid
mutatitions in the hepatitis B virus polymerase in association with resistance to
lamivudine therapy in Japanese patients with chronic hepatitis B. J Med Virol
1999; 59: 270-276

Torresi J, Silveira LE, Deliyannis G, et al. Reduced antigenicity of the hepatitis
B virus HBsAg protein arising as a consequence of sequence changes in the
overlapping polymerase gene that are selected by lamivudine therapy.
Virology 2002; 293: 305-313

118



