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KISALTMALAR
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1. OZET

Karaciger transplant alicilarinda HBV DNA mutasyonlarinin enfeksiyonun
niiksiindeki rolii

Dr. Emrah BASKAYA

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji A.D.

Inciralty/izmir

Hepatit B virlisiine (HBV) bagli son donem karaciger hastaligi, iilkemizde onemli bir
karaciger transplantasyonu sebebidir. HBV’ye bagli nedenlerle karaciger transplantasyonu
uygulanan hastalarda greftin tekrar infeksiyonu (rekiirrens) mortalite ve morbiditeyi arttirmasi
bakimmdan gilinlimiizde Onemini koruyan bir problemdir. Rekiirrensin Onlenmesi i¢in
kullanilan Hepatit B immiin globulin (HBIG) ve revers transkriptaz (RT) inhibitorleri, viriis
istiinde baski olusturmakta, viriis replikasyonunun devam etmesi durumunda bu tedavilere
direngli virlis mutantlar1 se¢ilebilmektedir.

Calismamizda, merkezimizde karaciger transplantasyonu sonrasi rekiirrens goriilen ve
plazma HBV DNA’s1 pozitiflesen hastalardaki mutasyon profilinin belirlenmesi
amagclanmistir. Bunun igin, 01/02/1997-06/08/2009 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universite
Hastanesi’nde kronik HBV infeksiyonuna bagli komplikasyonlar nedeniyle karaciger
transplantasyonu uygulanmis ve transplantasyon sonrast HBV DNA’s1 pozitiflesmis hastalara
ait plazmalar calismaya dahil edilmistir. HBV’ye ait PreS/S ve bununla 6rtiisen RT gen
bolgesi polimeraz zincir tepkimesi (PZT) ile cogaltilarak Sanger yontemiyle c¢ift yonlii dizi
analizi yapilmistir. Analiz sonuclari, referans dizilerle karsilastirilarak mutasyon ve
varyasyonlar belirlenmistir.

Transplantasyon sonrasinda HBV DNA pozitiflesmis 13 hastanin besinde (%38,5) RT
geninde ila¢ direng mutasyonu, liciinde (%23,1) antikordan kagisla iliskili S geni mutasyonu,
iiciinde ise (%23,1) her iki tip mutasyon birlikte goriilmiistiir. Iki hastada (%15,4) direngle
ilgili mutasyon saptanmamistir. Onii¢ hastadan transplantasyon sonrasi serum HBsAg’si
pozitiflesen hastalar degerlendirildiginde dokuz hastanin {igiinde ila¢ diren¢ mutasyonu
(%33,3), tclinde kacisla iligkili S geni mutasyonu (%33,3), iiclinde her iki tip mutasyon
birlikte goriilmiistiir (%33,3). Ilag direnci gériilen sekiz hastanin iigiinde transplantasyon
oncesi sekans verileri elde edilmis, hastalarda bu donemde de ilag diren¢ mutasyonlari

bulundugu saptanmistir. Transplantasyon oncesi sekans verisi edilen diger {i¢ hastanin birinde



antikordan kagigla ilgili mutasyon goriilmiis, bu mutasyonun transplantasyon oncesi de
bulundugu belirlenmistir.

Saptanan antikordan kagisla ilgili mutasyonlar: sY100C, sT118K, sP120T, sT123A,
sT131IN, sMI133L, sDI144A’dwr. Literatirde en sik bildirilen sG145R mutasyonuna
rastlanmamistir. Bir hastada, “a” determinanti’'nda literatiirde hakkinda bilgi olmayan
sN146H mutasyonu saptanmistir.

Transplantasyon sonrasi goriilen ilag direnci paternleri rtL80I + L180M + A181V +
M204V; rtL180M + S202G + M204V; rtL180M + M204V; rtM2041 + L80V; rtM2041 +
L80I; rtM204I; rtA181V’dir.

PreS2 bolgesinde iki hastada (%15,4) delesyonlar saptanmistir. Bir hastada PreSl
bolgesinin “S promoter” CCAAT motifinde CCAAG degisimi goriilmiistiir.

Calismamizda, rekiirrens goriilen hastalarda saptanan antiviral diren¢ oranlar1 (66.6%),
benzer caligmalarda bildirilen oranlara (47-59%) yakindir. Transplantasyon dncesi saptanan
mutasyonlar, transplantasyon sonrasina da yansimaktadir. Bu nedenle, transplantasyon dncesi
anti-viral ilag kullanilmasma karsin HBV DNA pozitifligi devam eden hastalarda direng
profilinin belirlenmesi, transplantasyon sonrasi uygulanacak profilaksiyi yonlendirerek

rekiirrensi onlemede faydali olabilir.

Anahtar sozciikler: Hepatit B virusu, karaciger transplantasyonu, rekiirrens,

mutasyon, ila¢ direnci



2. SUMMARY

Role of HBY DNA mutations in HBV recurrence in liver transplant recipients

Dr. Emrah BASKAYA

Dokuz Eyliil Universitesi Faculty of Medicine

Microbiology and Clinical Microbiology Department

Inciralty/izmir-TURKEY

End-stage liver disease due to HBV is an important indication for liver transplanation in
Turkey. Re-infection of the greft tissue with HBV in patients who underwent orthotopic liver
transplantation increases mortality and morbidity, and still remains an important problem.
Hepatitis B immune globulin (HBIG) and reverse transriptase (RT) inhibitor agents, which
are used as prophylactic measures to prevent greft re-infection, exert selective pressure on the
HBV virus, which may lead to selection of viral mutants that are less sensitive to treatment,
resulting in HBV recurrence.

In this study, we aimed to reveal the mutation profile of HBV in liver transplant patients
with recurrent HBV disease having positive plasma HBV DNA despite prophylaxis. The
study population was consisted of patients who underwent orthotopic liver transplantation in
Dokuz Eyliil University Hospital between 01/02/1997 — 06/08/2009 with positive plasma
HBV DNA in post-transplantion period. PreS/S and RT regions of HBV DNA were obtained
by PCR, and amplicons were sequenced using Sanger’s method. Mutations and variations
were determined by comparing with reference sequences.

Sequence analysis of HBV in 13 patients who had plasma HBV DNA positivity post
transplant revealed anti-viral resistance mutations in five patients (38.5%), antibody escape
mutations in the S gene in three patients (23.1%), and both type of mutations in three patients
(23.1%). Two patients did not show any mutations (15.4%). Nine patients had HBsAg
positivity along with HBV DNA positivity in the post-transplantation period. The evaluation
of patients in this group revealed anti-viral resistance mutations in three patients (33.3%),
antibody escape mutations of the S gene in three patients (33.3%), and both types of
mutations in three patients (33.3%). All patients had at least one type of mutation that may be
attributed to recurrence. It was possible to sequence pre-transplant samples of three patients
among eight who showed anti-viral resistance and the sequences showed the presence of anti-

viral resistance mutations before the transplantation.



Mutations related to antibody escape found in this study are as follows: sY100C,
sT118K, sP120T, sT123A, sT131IN, sM133L, sD144A. One of the most frequently reported
antibody escape mutations in the literature, sG145R, was not present in any of the patients. In
one patient, SN146H was present within the “a’ determinant. Search of the literature did not
reveal any information about this mutation.

Resistance patterns post-transplantation period were rtL80I + L180M + Al181V +
M204V; rtL180M + S202G + M204V; rtL180M + M204V; rtM2041 + L80V; rtM2041 +
L80I; rtM204I1; rtA181V.

Two patients (15,4%) had deletions in the PreS2 region. In one patient, there was a
mutation in the S promoter of the preS1 region, located within the CCAAT box (CCAAT >
CCAAQ).

The antiviral resistance mutation rate found in the study population with HBV
recurrence (66.6%) was comparable to similar studies in the literature (47-59%). Pre-
transplant mutations mostly continued to be present in the post-transplant samples. Therefore,
mutation analysis of patients with positive HBV DNA despite the use of anti-viral drugs, in
the pre-transplantation period may help determine the right prophylaxis option after the
tranplantation in order to prevent the HBV recurrence.

Key words: Hepatitis B virus, liver transplantation, recurrence, mutations, drug

resistance



3. GIRIS VE AMAC

Hepatit B viriisiiniin (HBV) kronik hastaligi sirasinda olusan karaciger hasari ve bu
hasar zemininde gelisen siroz, karaciger yetmezligi ve hepatoselliiler karsinom (HCC),
karaciger transplantasyonunu onemli bir tedavi secenegi kilmaktadir. HBV’ye bagli son
donem karaciger hastaliina bagli transplantasyonlar, batili {ilkelerde tiim karaciger
transplantasyonlarinin  %35-10’unu  kapsamakta iken'?, merkezimizde bu oran %50 nin
istiindedir. Yeni karaciger dokusunun HBV ile tekrar infeksiyonu agir hastalik tablosu
olusturmakta, greftin kaybina neden olabilmektedir. Bu nedenle greftin tekrar enfeksiyonunun
onlenmesi i¢in ¢esitli tedavi/profilaksi protokolleri gelistirilmistir. Giiniimiizde yaygin olarak
transplantasyon sonrasi diisilk doz intra-miiskiiler hepatit immiin globulini (IM-HBIG) ve
lamivudine profilaksisi uygulanmaktadir.’

Uygun profilaksiye ragmen %10 hastada HBV rekiirrensi gériilebilmektedir.* HBIG
monoproflaksi doneminde tedavi basarisizigmma neden olan faktdrlerden biri HBV S geni
mutasyonlar1 iken’, giiniimiizde HBIG/lamivudine kombinasyon profilaksisinde revers-
transkriptaz inhibitorlerine karsi revers transkriptaz geninde (RT) diren¢ mutasyonlar1 da
problem olusturmaktadir. °

Bu calismadaki hedefimiz, HBV rekiirrensi goriilen hastalarda HBV preS/S ve RT
genindeki mutasyon profilini transplantasyon dncesi ve sonrasi karsilagtirmalar1 da yaparak
belirlemek, bunlar1 hastalara ait klinik bilgiyle birlestirip merkezimizdeki rekiirrens

sebeplerini retrospektif olarak ortaya ¢ikarmaktir.



4. GENEL BIiLGIiLER

4.1. Hepatit B viriisiiniin yapisi ve siniflandirmasi

Viral hepatit etkenlerinden Hepatit B virlisi (HBV), Hepadnaviridae ailesinin
Orthohepadnavirus cinsinde yer alan bir DNA virlisiidiir. Genomu 3020-3220 niikleotid
uzunlugunda, kismi olarak ¢ift sarmalli, gemberseldir.

HBYV ile infekte hastalarin serumlarinda virus, ti¢ farkli formda bulunur. Bunlar: infektif
ozellikte, 42nm’lik ¢ift kabuklu, viral DNA iceren, Dane partikiilii olarak isimlendirilen
yapilar ile, genetik materyal icermedigi icin infeksiyoz olmayan 22nm ¢apinda kiiresel ve

200nm’e kadar uzayabilen tiibiiler yapilardir (Sekil 1).”

Sekil 1: Hepatit B viriisii igeren serumun ii¢ farkli formdaki virus partikiillerini gdosteren elektron mikroskopisi
goriintiisii (The University of Texas Medical Branch at Galveston, 1996)

Dane partikiilii, ylizey proteinlerinden meydana gelen dis kabuk / zarfa sahiptir. Bu
kabuk altinda kor (“core”) proteininden olusmus kiibik simetrili kapsid, bu kapsidin

cevreledigi viral DNA ve polimeraz protein bulunur.

4.2. HBYV genom yapisi
HBYV kapsidi i¢inde yaklasik 3200 niikleotid uzunlugunda negatif iplik ve uzunlugu

1800 ile 2700 niikleotid arasinda degisebilen pozitif iplik bulunur. Kismi olarak ¢ift iplikli,
kovalen olarak kapatilmamig gevsek sirkiiler DNA yapist gosterir (RC-DNA). RC-DNA’nin
sadece mRNA’lara gore ters polaritedeki negatif DNA ipligi tamdir, pozitif DNA ipligi
eksiktir. Negatif DNA ipliginin 5’ ucuna viriise ait P proteini baghdir. Pozitif ipligin 5’
ucunda pre-genomik RNA’dan kalan ve pozitif ipligin sentezi i¢in onciil gérevi yapan RNA

oligoniikleotidi bulunmaktadir. Her iki ipligin 5° ucunda 10-12 niikleotidlik tekrar eden sabit



diziler vardir. “Direct-repeat 17 (DR1) ve “Direct-repeat 2” (DR2) adini alan bu yapiskan

bolgeler, iplikleri bir arada tutar (Sekil 2).°

Sekil 2: HBV genom yapisi. Kalin siyah ¢izgiler kismi ¢ift iplikli, cembersel RC-DNA’y1 temsil etmektedir. P
proteini kovalen olarak negatif iplik¢igin 5° ucuna baghdir, zik-zakli kisim pozitif iplik¢igin ucundaki RNA
primerini belirmektedir. Kesikli kisim farkli uzunluklardaki pozitif ipligi, distaki ince ¢izgi pregenomik RNA’y1
temsil etmektedir. Renkli oklar ORF’leri gdstermektedir, farkli renkteki kompartmanlar farkli gen bolgelerini

simgelemektedir..*

4.3. HBV’nin kodladig1 proteinler
Bilinen hayvan viriisleri arasinda en kiiciik ¢ift iplikli DNA’ya sahip HBV viriisii, bu

kiiciik genomuna ragmen ¢ok sayida protein kodlayabilir. Bunu, genom bdlgelerinin birden

fazla proteini kodlayabilmesine bor¢ludur (Tablo 1).

Tablo 1: HBV’nin kodladig proteinler '’

Protein Aminoasit sayis1* Kodlayan Gen Niikleotid
bolgesi yerlesimi**

LHBs 389 Pre-S1 + Pre-S2 +S | 2850-833
MHBs 281 Pre-S2 +S 3174-833
SHBs 226 S 157-833
HbeAg 212 Pre-C+C 1816-2452
HbcAg 183 C 1903-2452
DNA pol 832 P 2309-1623
HbxAg 154 X 1376-1838

* Amino asit sayis1 genotipler arasinda farklilik gosterebilir, genotip D esas almmustir.

**Numaralama EcoR1 kesim noktasina gore belirtilmistir.




4.3.1. Yiizey (Zarf) Proteinleri

LHBs, MHBs, SHBs: Biiyiikten kiiclige ylizey proteinleridir. Infektif virionda ve
infektif olmayan viral parcaciklarda farkli oranlarda bulunurlar.

Pre-S1, Pre-S2, S gen bolgelerinin kodladigi LHBs, en biiylik yilizey proteinidir
hepatositlere tutunmada, olgunlagmis virionlarin saliniminda, virus morfogenezinde dnemli
rol oynar. Virus subtipine goére 389 (ay) veya 400 (ad) amino-asitten olusur. Hepatosit
baglayici sahas1 21-47. aminoasitler arasindadir. "'

MHBs, Pre-S2 ve S gen bolgesi tarafindan kodlanir. Virion salinimi ve infektivite i¢in

gerekli olmadigi gosterilmistir.'>*

Ancak glikozillenmis formunun mannoz baglayici protein
araciligiyla hepatositlere baglanmayi kolaylastirdig: diistiniilmektedir.'

SHBs: S gen bolgesi tarafindan kodlanir. En kiigiik zarf proteinidir. Cok miktarda
iretilir, zarfta en ¢ok bulunan proteindir. Virion yapimina katilmayan biiylik miktarda SHBs,
az miktarda diger zarf proteinleri ile birlikte subviral partikiiller halinde hiicreden salinir.
Serumda bu partikiillerin konsantrasyonu, infektif virionlara gére 10000 kata kadar fazla
olabilir.'" Bu proteine karsi olusmus antikorlar koruyucu ozellik tasimaktadir. Major

hidrofilik bolgesi igindeki “a determinantr” adi verilen kismi, su anki modellere gore zarf

yiizeyinden disar1 iki ilmik halinde ¢ikar (Sekil 3). Bu bolgeler, antijenik agidan nemlidir.

o LA 'o. 142

Sekil 3: Sematik goriiniimde “a determinanti” '®

4.3.2. Kor proteinleri
HBcAg: Farkli HBV izolatlari arasinda yapisi relatif olarak korunmus bir proteindir.'’

Kendi kendine birleserek homodimerler, daha sonra da bu dimerlerin birlesmesi ile kapsidi
olusturur."® ' N terminali kapsid formasyonundan sorumluyken, 34 amino asitlik C terminali
pregenom - revers transkriptaz kompleksinin paketlenmesinden sorumludur.”® Serumda
HBeAg’nin aksine, virion dis etkenlerce parcalanmadik¢a serbest halde bulunmaz, kapsid

yapist i¢inde, zarfin altindadir.



HBeAg: HBcAg proteinin sekrete edilen formu olarak kabul edilebilir. N-terminal
ucunda fazladan bulunan ve “pre-core” gen bdlgesince kodlanan aminoasitler, proteini
endoplazmik retikuluma yonlendirir. Burada bir peptidaz tarafindan modifiye edilen protein,
golgi cisimeigi tizerinden sekrete edilir.?' Serbest olarak serumda bulunur ve aktif
replikasyonun bir gostergesi olarak da kullamlmaktadir.”* Fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir, ama immiino-toleran bir etki gdstererek viral persistansa katkida bulundugu

diistiniilmektedir. >

4.3.3. P proteini
P proteini (Sekil 4), genomun en biiyiik kismini1 kaplayan proteindir. N-terminalinden

baslayarak; terminal protein, spacer, polimeraz / revers-transkriptaz, RNase H bdlgelerini
icerir. Terminal protein, pregenomik RNA’ya kovelan olarak baglanan kisimdir. “Spacer”
bolgesi mutasyonlara tolerandir, buradaki kismi silinmeler polimeraz aktivitesini
etkilememektedir. Polimeraz bdlgesi RNA ve DNA bagimli DNA polimeraz aktivitesi
gdsterir. ** RNase H bolgesi, kapsid i¢inde (-) DNA sentezi sirasinda pregenomik RNA’y1

degrade eder.”

Terminal protein Spacer | Pol(rt) RNase H
1 183 349 (rt1) | 692 (rt344) 845

Sekil 4: P proteinine ait bolgeler. Rakamlar amino-asit numaralaridir.*

4.3.4. X proteini

154 aminoasitlik bir proteindir. Hem viral, hem hiicresel genler icin genel bir
transkripsiyon transaktivatorii olarak gorev goriir. Az mikarda iiretilir. Genis bir spektrumda
viral ve hiicresel diizenleyici elemanlar TUstiinde etki gostererek gen ekspresyonlarini
transaktive edebilir. Hiicre siklusunu, ¢cogalmasini, apoptozunu kontrol eden genleri etkiledigi

gosterilmistir.”’

4.4. Subtip ve genotipler

Bugiine kadar birbirinden genetik a¢idan %8’den daha fazla fark gosteren 8 genotip (A
— H) tanimlanmustir.”® Ayrica iki yeni genotip 6nerisinde (I ve J) bulunulmustur.*®
HBsAg’deki ¢esitli amino asit farkliliklar1 da subtip tanimlamada kullanilmaktadir. Tiim

(1P 4)

suptiplerde ortak olan “a” determinant1 disindaki determinant farkliliklari, ¢esitli



pozisyonlardaki amino asit degisiklikleri ile iliskilidir.. Dokuz subtip tanimlanmistir: aywl,
ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+, adrg-.
Tiirkiye’de en sik D genotipi ve ayw2 subtipi goriilmektedir.*

4.5. HBY replikasyon dongiisii

42 nm’lik infektif partikiillerin, 6zellikle LHBs proteini sayesinde hepatositlere
baglandig1 ve endositozla hiicre i¢ine alindig1 diisiiniilmektedir. Zarf i¢indeki niikleokapsid,
sitoplazmaya 1yi tanimlanmamis mekanizmalarla salinir. Niikleokapsid hiicre niikleusu igine
taginur, ve kapsid i¢indeki RC-DNA niikleoplazmaya birakilir.>'

RC-DNA’da eksik (+)DNA iplik¢igi viral polimeraz tarafindan tamamlanir. RC-
DNA’nim ccc-DNA’ya (kovalen olarak kapatilmis sirkiiler DNA) doniistiiriilmesi i¢in gerekli
diger basamaklarda hiicresel mekanizmalarin rol oynadigi disiiniilmektedir.®> ccc-DNA,
hiicresel RNA polimeraz II aracilig1 ile olusturulan ¢esitli subviral ve genomdan biiyiik RNA
parcalart i¢in kalip vazifesi goriir. Bu subviral RNA’lardan yiizey proteinleri ve protein X
olusturulur. En uzun RNA transkripti olan pre-core mRNA’dan HBeAg iiretilir. Genomdan
daha uzun bir transkript olan pregenomik RNA’dan ise, P proteini ve HBcAg iiretilir.

P proteini pgRNA’nin 5’ ucundaki € (epsilon) adi verilen ilmige baglanir. Bu baglanma,
enkapsidasyonu ve revers-transkripsiyonu baslatir. Revers-transkrapsiyonun devami igin
uygun kapsid formasyonu sarttir. Kapsid icinde gerceklesen revers-transkripsiyon ile RC-
DNA olusturulur.**

Bu asamadan sonra, olusan niikleokapsidin bir kismi tekrar niikleusa yonelerek sayisi
10-100 arasinda degisebilen ccc-DNA’dan olusan ccc-DNA havuzunun olusmasina katkida
bulunabilir.® Niikleokapsid, zarf proteinleriyle etkilesime girerek hiicre disina infektif virus
parcaciklar1 olarak sekrete edilir. Revers-transkripsiyon tamamlanmadan zarf-proteinleriyle
etkilesim gerceklesmez, bu sekilde sadece matiir virionlarin salinmasi saglanmaktadir."

Replikasyon dongiisii sematik olarak Sekil 5’°te goriilebilir.
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Sekil 5: Basitlestirilmis HBV replikasyon dongiisii. (a) Viriis hiicre igine alinir. (b) Niikleokapsid nukleusa girer,
ccc-DNA olusur. (¢) ccc-DNA’dan pregenomik RNA ve diger mRNA’larin transkripsiyonu gergeklesir.

(d) Pregenomik RNA ve P proteini kompleksi enkapside olur. (¢) Pregenomik RNA’dan (-) DNA ipligi
olusturulur ve RNA degrade edilir. (-) DNA ipliginden pozitif ipligin sentezi yapilir. (f) Niikleokapsidler zarf
proteinleriyle kaplanarak hiicre digina salmir, veya nukleusa dénerek hiicre iginde ayn1 dongiiyii tekrar baslatir.

4.6. HBYV infeksiyonunun klinik seyri
4.6.1. Akut ve Kronik Hepatit

Akut hepatit B infeksiyonu, asemptomatik infeksiyondan kendini sinirlayan hepatit veya
fulminan hepatite kadar genis bir spektrumda ortaya ¢ikabilir. Semptomatik hepatit yenidogan
doneminde %1’den azdir. Yenidoganlarin %90’ inda hastalik kroniklesir. 1-5 yaslar1 arasinda
sempomatik hepatit %10 civarinda goriliir, kroniklesme riski %20-30’a diiser. Eriskinlikte
infekte olanlarda semptomatik hepatit hastalarin  %30’unda goriiliirken, hastaligin
kroniklesmesi %1-5’e diiser. Erigkin hastalarin %95’inden fazlasinda HBsAg’nin serumdan
silinmesi ve anti-HBs’nin saptnmasi ile birlikte iyilesme goriiliir. Infeksiyonun edinildigi yas

ile kroniklesme arasinda ters bir iliski vardir. *°
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Kroniklesmenin klinik olarak tespiti, alt1 aydan uzun siire HBsAg’nin serumda
saptanmastyla miimkiindiir. Ancak HBsAg’nin silindigi bazi hastalarda, hastalik okkiilt (gizli)
olarak stirebilmektedir.”’

Kronik enfeksiyonun tipik olarak 4 fazi vardir: Immiintoleran faz, immiinreaktif faz,
inaktif faz, HBeAg negatif kronik aktif faz. Inaktif doneme gecen hastalarin biiyiik bdliimii

6miir boyu bu dénemde kalirken®®, bazi hastalarda viriisiin reaktivasyonu goriilebilir (Sekil 6).
39

HBeAg negatif; anti-HBe pozitif

9 10
—— HBV DNA (IU/mL) |

81 — ALT 9
g 7 -8
£ 7
S 6
= L6 0
g 5 =
= L5 %
S 4 =
> L4 5
m 4 <
T 7] -3
o
S 27 \ 2

1 5 1

yillar 0 . . || . 0
Immiinotoleran faz | Immiinreaktif { HBeAg negatif | Kronik aktif B hepatiti
faz : inaktif faz ; HBeAg negatif
Hafif | Orta / siddetli Yok / hafif i Orta/ siddetli

Histolojik aktivite indeksi

Sekil 6: Kronik HBV infeksiyonunun fazlari. *°

Kronik HBV infeksiyonunda HBeAg serokonversiyonunu genellikle hayat boyu siiren
ve siklikla klinik agidan soruna yol agmayan inaktif faz izler, fakat inaktif fazdaki hastalarda
da hepatoseliiler karsinom gelisebilmektedir’®. Spontan HBsAg negatiflesmesi yilda %1-1,8
hastada goriilir.*' Genotip A ve B ile infekte hastalarda HBsAg’nin spontan negatiflesme
ihtimali daha yiiksektir.**

Inaktif fazdaki olgularin bazilarinda HBeAg tekrar pozitifleserek hastalik alevlenebilir,
fakat alevlenmenin goriildiigii hastalarin ¢cogunda pre-core veya core promoter mutasyonlari
nedeniyle HBeAg iiretimi goriilmemekte veya ¢ok azalmis halde bulunmaktadir.” Bazi
calismalar, 15 yilda kiimiilatif olarak %:20-25 inaktif tasiyicida hastaligin alevlendigini

gdstermistir.**
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4.6.2. Siroz ve hepatoseliiler karsinom (HCC)

Kronik hepatitli olgularda siroz ve/veya hepatoseliiler karsinom gelisebilmektedir.
Bulgular, siroza gidisin Hepatit B viriisiiniin replikasyonu ve gelisen immiin yanitla karaciger
dokusunun hasarlanmasi sonucu oldugunu gostermektedir. Buna ek risk faktorleri erkek
cinsiyet, ilerleyen yas, siirekli HBeAg/DNA pozitifligi, siirekli ALT yiiksekligi, HBeAg’nin
tekrar pozitiflesmesi, genotip C ile infeksiyon, virlis reaktivasyonu, hepatit alevlenmelerinin
derinligi sayilabilir.*

Hepatoseliiler karsinom, genellikle sirotik karacigerli olgularda gelistigi i¢in benzer risk
faktorleri burada da gecerlidir. Buna ek olarak, ailede HCC hikayesi®, pre-S, core-promoter

mutasyonlari, HBV genotipi*®*"*®

, alkol alimi, aflatoksine maruziyet, sigara kullanimi HCC
gelisimi riskinde rol oynayabilir*.
HBV ile kronik infekte olgularda kiimiilatif HCC gelisme riski %10-25 olarak

bildirilmistir. HCC gelismesi i¢in 30-50 sene siire gegebilir.?

4.7. Hepatit B viriis varyantlan

Hepatit B virlisliniin replikasyonu, hata diizeltme o6zelligi bulunmayan polimeraz
enzimiyle gergeklesmektedir. HBV replikasyonunda hata oram 1.4-3.2x10” niikleotid

degisimi/pozisyon/yil olarak saptanmustir. Giinde 10'"

e kadar viriyon tiretimi olabildigi
diistiniiliirse, her giin, her niikleotid pozisyonda degisim olusmaktadir.”™' cccDNA ile bir
tlirimsii arsivi olustugu da diisiiniildiigiinde, HBV kronik infeksiyonunun tiiriimsiilerden
olustugu sonucuna varilabilir. Bu tiriimsiiler icinden baskin varyant1 belirleyen endojen
faktorler; konagin immiin yanity, virlis varyantinin replikasyon becerisi, replikasyon alani

(virtisiin infekte edebilecegi uygun hepatosit havuzu), egzojen faktorler; anti-viral kullanima,

asilanma ve hepatit B immiin globulin kullanim olarak siralanabilir.>

4.7.1. Precore ve core-promoter varyantlar

G1896A en sik goriilen pre-core mutasyonudur. En sik genotip D kronik
infeksiyonlarinda saptanmaktadir (%80-90). Bu mutasyon sonucu 28. pozisyonda stop kodon
olugmakta, bu nedenle de HBeAg iiretimi durmaktadir.

Core promoter bolgesinde siklikla A1762T ve G1764T c¢ifte mutasyonu saptanmaktadir.
Bunun disinda genelde bu ¢ifte mutasyonlarla birlikte olmak tizere, 1653, 1753-1757, 1766 ve
1768 pozisyonlarinda mutasyonlar bildirilmistir. Bu varyantlarda precore mRNA ve HBeAg
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iretimi azalmistir. Hem precore hem de core-promoter varyantlari, hastaligin dogal seyrinde

goriilen varyantlardir.>

4.7.2. Anti-viral diren¢li HBV mutantlar

HBV infeksiyonunun antiviral ajanlarla tedavisi sirasinda, 6zellikle viral replikasyonun
tam baskilanamadigi durumlarda polimeraz geninde ortaya ¢ikan ve ilag direncine yol agan
mutasyonlardir. HBV infeksiyonlarinda kullanimi onay almis anti-viral ilaglar, niikleozid /
niikleotid analoglaridir. Sekil 7°de bu ilaglara kars1 dirence yol agan mutasyonlar, Sekil 8’de
ise mutasyonlarn seneler i¢inde goriilme siklhig1 gosterilmistir. Tablo 2’de bu direng

mutasyonlarmin ylizey antijeninde yarattigi degisiklikleri goriilebilir.

4.7.2.1. Lamivudine
Lamivudine i¢in tanmmli en Onemli diren¢ mutasyonlart rtM204V ve rtM204I1

mutasyonlaridir. Bu degisim, viriisiin lamivudine’e duyarlihigmi 1000 kat azaltir.’* Bu
mutasyon, virlisiin replikasyon kapasitesini azaltsa da, ayni etken maddeyle devam eden
tedavi, rtV173L mutasyonunu secebilmektedir ki bu, replikasyon kapasitesini geri kazandiran
bir mutasyondur.”

204. aminoasit degisimine ek olarak goriilen rtL.180M mutasyonu da lamivudine direngli
viriis varyantlarinda sik¢a goriilmektedir.”® rtA181V/T degisimi lamivudine’e oldugu gibi,
adefovire de direng saglar.”’ rtL80I ise in-vitro olarak lamuvidine direnciyle iliskilendirilmis,

iistiinde tartisilan bir mutasyondur.’®

4.7.2.2. Adefovir dipivoxil
Onay alman 10mg / giin dozun gosterdigi zayif antiviral etki nedeniyle ilaca primer

yanitsizlik sik olarak goriiliir.” Dirence yol agan degisiklikler ise rtA181V/T ve rtN236T

mutasyonlaridir.®

4.7.2.3. Entecavir

Entecavir’e direng iki basamakta olusur. Direng gelisimi i¢in rtL180M ve rtM204V/I
birlikteliginin {istiine {iclincli bir mutasyonun (rtT184G/S, rtS2021/G veya rtM250V) binmesi
gerekmektedir.”” Bu nedenle direng gelisimine yiiksek bir bariyer gosterir. Ancak durum
lamuvidine ile 6nceden tedavi gérmiis hastalar i¢in farkli olmaktadir, ¢iinkii bu hastalarda

direng igin gerekli iki mutasyona siklikla rastlanr.
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4.7.2.4. Telbivudine

Telbivudine direnci i¢in tanimlanmis tek mutasyon rtM2041’dir; telbivudine rtM204V

1
mutasyonunu seg:mez.6

4.7.2.5. Tenofovir

Su ana kadar klinik caligmalarda genotipik bir diren¢ varligi dogrulanmamistir, ancak

baz1 c¢alismalar rtA194T mutasyonuyla tenofovire diisiik duyarlilik arasinda iligki

POL/RT | RNaseH

62,63

kurmaktadir.

1 183 349 (rt) 692 (rt 344) 845 a.a.
1(G) I(F) A B Cc D E
S— —
LMV direnci/ rtL80I riV173L rtM204VA
LdT direnci rtiL130M
rtA181T/V
ADV direnci rtA181T/V rtN236T
TDF direnci rtA194T
ETV direnci rtL1380M rtM2041/V
riT184* S202+*
169T rtM2501/V

*SIANL/G/C/M **C/G/

Sekil 7: RT inhibitorlerine karsi direng gelisime yol agan mutasyonlar ve RT genindeki lokalizasyonlari.
Lamivudine (LAM), adefovir (ADV), entecavir (ETV), telbivudine (LdT), tenofovir (TDF) *’
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e 1. yil

m 2.yl

o 3. yil

57 o4. yil
51 m 5, yil
46 @ 6. yil

LAM ADV ETV  ETV(LAMr)  LdT TDF
Nikleoz(t)id analoglar

Sekil 8: Lamivudine (LAM), adefovir (ADV), entecavir (ETV), telbivudine (LdT), tenofovir (TDF) tedavisinde
gelisen kiimiilatif direng oranlar1 ve tedavi siiresi ile iligkisi. .ETV(LAMTr), lamuvidine direnci saptanmis
hastalardaki entecavir direncini gostermektedir. **

4.7.3. Yiizey antijeni varyantlan

HBs antijen mutantlar1 klinikte ozellikle HBV ile infekte annelerden dogan
yenidoganlarda, HBsAg’nin serumda saptanamadigi okkiilt infeksiyonlarda ve hepatit B
immiinglobulin (HBIG) tedavisi alan karaciger transplantasyon hastalarinda goriilmektedir.’’

En sik bildirilen mutasyonlar sG145R ve sD144A mutasyonlaridir. Bunun disinda 6ne
cikan mutasyonlar, sK141E ve sT131I’dir. sG145R en iyi bilinen asidan kagis (“vaccine-
escape”) mutantidir.®> Ulkemizde yapilan ¢alismalarda “a” determinantinda tanimlanmis bir
diger asidan kagis mutasyonu da sS143L°dir.%

HBV’ye baghh komplikasyonlar nedeniyle karaciger transplantasyonu yapilmis
hastalarda HBIG monoterapisinin kullanildig1 1990’larda, HBV rekiirrensininin goriildigi
bazi hastalarda, niiks nedeni immiin-kac¢is mutantlar1 olmustur.®’ Tedaviye antivirallerin
eklenmesi rekiirrensin azalmasina biiylik katkida bulunmus, S geni mutasyonlarinin rekiirrens
sebebi olarak karsimiza ¢ikma olasiligimni azaltmistir.*®

Yiizey proteinleri, polimeraz geniyle Ortiisen S gen bolgelerinden kodlandigr igin bir
gendeki mutasyon, diger gen iiriiniinde de mutasyonla sonuglanabilmektedir. Ornegin, ilag

direncine yol acan rtV173L mutasyonu, S proteininde sE164D degisimine yol acarken,
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rtA181T mutasyonu sW182X (stop kodonu) farklilasmasina yol acgabilmektedir. Bu
degisimler ylizey proteininin antijenik 6zelligini farklilagtirmakta ve/veya sekresyonunu

azaltabilmektedir.%®

Tablo 2: Polimeraz geninde saptanan anti-viral ila¢ diren¢ mutasyonlarinin HBsAg iistiindeki yansimalar1 >’

ilac grubu Direng mutasyonu HBs Ag'de degisim
L-Nucleosides rtL180M Dedjigim yok
(LMV & LdT) rtM204V s1195M
{* LdT) rtM2041 * sW196%/S/L
Acyclic Phosph + rtA181T sWiT2"
(ADV & TFV) FLA181T sWiT2L
(* LdT) (* LMV) MA181v * sL173F
*#LMV de etkileniyor rtN236T HBs acik okuma cergevesi bitiminden sonra
1697 sF16THIL
riT184A Dedjisim yok
rT184C SL175F + sL1T6V
rT1841 Degisim yok
HT1846 sL176V
11845 sL175F
Cyclopantalsing rT184M sL176"
{EV) rT184L sL175F
s202¢ Dedjisim yok /s5193F
rtS2021 sV194F/S
rt5202G Degisim yok [sS193L
rtMz501 HBs acik okuma cergevesi bitiminden sonra
rtM250V HBs agik ockuma cercevesi bitiminden sonra
*stop kodonu

Lamuvudine: LAM, adefovir: ADV, entecavir: ETV, telbivudine: LdT.

4.7.4. Pre S varyantlan

Kronik HBV infeksiyonu seyrinde olusan Pre-S mutasyonlari, siklikla delesyonlar
seklindedir. Hem Pre-S1, hem Pre-S2 bolgesindeki delesyonlar hastaligin agir seyri ve HCC

ile iliskilendirilmistir. HCC’li hastalarin %35-60"nda Pre-S delesyonlar1 saptanmistir.*""!

4.8. HBYV ve karaciger transplantasyonu
Kronik HBV infeksiyonlari, karaciger transplantasyonlarmin 6nde  gelen

nedenlerindendir. HBV, hastaligin insidansinin gorece az oldugu gelismis {ilkelerde karaciger
transplantasyonu endikasyonu olarak daha az karsimiza ¢ikar: 6rnegin Ingiltere’de karaciger
transplantasyonlarinin  ancak %5’i HBV ile ilgilidir'. Buna karsin Dokuz Eyliil
Universitesinde 2009’un 8. ayina kadar yapilan 345 vakada bu oran %52°dir.

Karaciger dokusu kronik HBV enfeksiyonu nedeniyle 6zelligini tamama yakin
kaybettiginde veya HCC sonucu karacigerin ¢ikarilmasi gerektiginde, giiniimiizde tek ¢coziim

karaciger transplantasyonudur. HBV kaynakl1 karaciger transplantasyonunda greft dokusunun
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tekrar HBV ile infeksiyonu ©Onemli bir problemdir. HBV nedeniyle karaciger
transplantasyonunun yapildig: ilk donemlerde, 3 y1l i¢cinde greftin tekrar infeksiyonu %80-100
dolaylarmda goriilmekteydi.’”>”® Bu sorunun biiyiikliigii nedeniyle, 90’larm basinda HBV
nedeniyle transplantasyon yapilmasma egilim azalmis, HBV, transplantasyon i¢in kotii bir
indikasyon olarak goriilmeye baglanmists.”*”

Avrupa’da ¢ok merkezli yapilan bir ¢alisma, HBIG kullaniommin HBV rekiirrensini
anlamh 6lgiide diisiirebildigini géstermis, ancak HBIG-kacis (“HBIG-escape™) varyantlarin
ortaya ¢ikmasi, kimi hastalarda tedavi etkinligini azaltmustir.”®”” HBIG tedavisinin yanina
lamuvidine eklenmesi ile rekiirrens %10’un altma gekilebilmistir.* Lamuvidine’in
kullanimiyla beraber ila¢ direnci problemi giindeme gelmistir. Lamuvidine tedavisinde direng
gelisiminin sik olmasi, 6zellikle transplantasyon Oncesi ilag direnci gelismesi, hastanin
kombinasyon tedavisinden gordiigii yarar1 azaltmistir. 2000°li yillarda bu tip hastalarda
adefovir gibi alternatif ilaglarin kullanima girmesiyle problemin etkisi hafiflemistir.'

Yillar boyunca ¢esitli sekillerde rafine edilmis profilaktik uygulamalarda halen sorulan
sorulardan bazilari, siirekli olarak verilmesi 6ngoriilen HBIG tedavisinin siiresinin ne olmasi
gerektigi, tedavi dozlari, HBIG verilis seklinin (intavendz, intra-miiskiiler) 6nemi, ideal anti-
HBs serum seviyesinin ne oldugudur. Antivirallerle kombinasyon tedavisinin uygulanmasiyla,

HBIG kagis mutantlarmin goriilme siklig1 azalmigtir.*
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5. GEREC VE YONTEM
Calisma kriterlerine uyan hastalara ait plazma 6rneklerinde PZT ile saptanan HBV

DNA’larda pre-S1/Pre-S2/S gen bolgeleri ve bu kisimlarla 6rtiisen RT geninin YMDD

motifini kapsayan alanmni inceleyecek sekilde dizi analizi yapildi.

5.1. Gerec¢
5.1.1. Cahsma grubu
01/02/1997-06/08/2009 tarihleri arasinda Dokuz Eylil Universite Hastanesi’'nde kronik
HBV infeksiyonuna bagli komplikasyonlar nedeniyle karaciger transplantasyonu uygulanmis
ve transplantasyon sonrasi (en az iki hafta sonra) HBV DNA’s1 pozitiflesmis hastalara ait
plazmalar caligsmaya dahil edildi.
Hastalarm belirlenmesinde su yol izlendi:
1. Karaciger transplantasyonu yapilan 345 hastaya ait laboratuvar verileri
transplantasyon sonrast HBV serolojisi ve HBV DNA pozitifligi yoniinden incelendi.
2. HBV dis1 nedenlerle transplantasyon yapilan hastalar elendi.
3. Degerlendirme sonucu 27 hasta ¢alismaya uygun bulundu:
a. Transplantasyon 6ncesi HBV DNA pozitif plazma 6rnegi (bu doneme ait
uygun plazma 6rneginin laboratuvarda bulunmasi kosuluyla)
b. Transplantasyon sonrast HBV DNA pozitif plazma Orneklerinden biri

secilerek calismaya alindi.

5.1.2. Plazmalarin saklanmasi
Ornekler steril tiipler i¢inde -80 °C saklandi.

5.1.3. Ayraglar

5.1.3.1. Viral niikleik asit ekstraksiyon kiti
EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, 955134)

5.1.3.2. Polimeraz enzimi
Hotstart Taq DNA Polymerase (Fermentas, EP0611)
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5.1.3.3. Kullanilan onciiller

5.1.3.3.1. PZT icin kullanilan onciiller:

Tablo 3: PZT icin kullamlan énciiller

) ' o Niikleotid

Onciil adi Tip Dizi (5°-37) ) Referans
pozisyonu

HBPrl Sense GGGTCACCATATTCTTGGG 2814-2832 | 78

HBPr135 Antisense | CAAAGACAAAAGAAAATTGG 822-803 78

HBPr2 Sense GAACAAGAGCTACAGCATGGG 2832-2852 | 78

HBPr94 Antisense | GGTAAAAAGGGACTCAAGATG 795-775 78

5.1.3.3.2. Dizi analizi icin kullanilan énciiller

Tablo 4: Dizi analizi i¢cin kullanilan 6nciiller

) ' o Niikleotid

Onciil adi Tip Dizi (5°-37) Referans
pozisyonu

HBP17s Sense GTGGTGGACTTCTCTCAATTTTC 256-278 79

HBPr7as Antisense | GAAAATTGAGAGAAGTCCACCAC 278-256 79*

HBPr2 Sense GAACAAGAGCTACAGCATGGG 2832-2852 | 78

HBPr94 Antisense | GGTAAAAAGGGACTCAAGATG 795-775 78

*2 no’lu referanstaki P7s’nin ters komplementeri alinarak elde edildi.
5.1.3.4. Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ayraglar

5.1.3.4.1. 1M Tris-HCI

Trisma base (Amresco, 0826)
Trisma HCI (Sigma, T71149)
Distile su ile 500 mL’ye tamamlandi. (pH=8.0)

5.1.3.4.2.

Distile su

NaOH pelletleri ile pH 8.0’a getirilip otoklavlandi.

46,5 g
183 ¢

0.5 M EDTA (Etyhlene diamine tetraacetate)
Na2EDTA (Sigma, E5134)

18,6 g
100 mL
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5.1.3.4.3. Tris-EDTA (10:0.1) tampon
10 mM Tris-HC1

pH=8.0 0.1 mM EDTA

5.1.3.4.4. Tris-Borik asit-EDTA (TBE-10X) tampon

Tris base (Sigma, T8524) 54 ¢
Borik asit (Sigma, B6768) 27.5¢g
0.5 M EDTA 20 mL

Distile su ile 500 mL’ye tamamlanda.

5.1.3.4.5. Agaroz
Universal agarose (peqGOLD, 35-1030)

5.1.3.4.6. Etidyum bromid

5.1.3.4.7. Jel yiikleme tamponu
6X Orange DNA Loading Dye (Fermentas, R0631)

5.1.3.4.8. DNA Marker
Gene Ruler 50 bp DNA ladder (Fermentas, SM0371)

5.2. Yontem
5.2.1. Plazma o6rneklerinden DNA izolasyonu

[zolasyon amaciyla EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, 955134) iireticinin 6nerileri
dogrultusunda kullanildi. Otomatik olarak yapilan islemin basamaklar:

1) Lizis: Yiiksek sicaklikta proteinaz ve tampon esliginde niikleazlar inaktive
olur, proteinler yikilir, viral niikleik asit agiga ¢ikar.

2) Baglama: Niikleik asit silika kapli manyetik parcalara baglanir. Bu basamakta
kullanilan tamponun tuz orani ve pH’1 PZT ni inhibe edebilecek protein ve
diger kontaminantlarin baglanmasini engeller.

3) Yikama: Manyetik parcalara bagh niikleik asit disinda kalan kisim, tamponlar
ve son basamakta etanol ile olmak {izere 3 basamakta yikanir.

4) Eliisyon: Saf niikleik asit, tampon i¢ine aktarilir.

Her 6rnek i¢in 400 uL serumdan 60 pL niikleik asit izolat1 elde edildi.
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5.2.2. PreS/S bolgesi PZT

5.2.2.1. PZT protokolii

5.2.2.1.1. Ana karisim igerigi:

Bilesen Hacim
10X Hot Start PCR tamponu: 5uL

10 mM dNTP karigimu: 1 pL

10 pmol/uL primer HBPr2 1 uL

10 pmol/uL primer HBPr94 1 uL
25 mM MgCl, 4 uL
Hot Start Taq DNA polymerase 0,3 uL
Niikleazdan armdirilmig distile su 32, 7uL

5.2.2.1.2. PZT Karisimi

Toplam 45 pL

Hedef konsantrasyon (50pL’de)

1X
0,2mM
0,2uM
0,2uM
2,0mM
1,5u/50uL

Her bir 6rnek i¢in 45 pL ana karisima 5 pLL DNA izolati eklenerek 50 pL’lik PZT karisimi

elde edildi. Viral yiikii diigiik hastalar i¢in PZT’ye giren DNA hacmi 20 pL’ye ¢ikarildi, su

miktar1 azaltilarak toplam hacim sabit tutuldu.

5.2.2.1.3. Is1 dongiisii

1) 95 °C’de 4 dakika 6n denatiirasyon

2) 95°C’de 0,5 dakika
3) 56 °C’de 0,5 dakika
4) 72 °C’de 1,5 dakika

5) 2-4 basamaklari 33 kere tekrarlandi.
6) 72 °C’de 10 dakika son uzama

5.2.2.2. Cift basamakl (“nested”) PZT
5.2.2.1 protokolii ile jel elektroforezinde negatif sonug veren 6rnekler, ¢ift basamakli PZT ye

alindi.
5.2.2.2.1. Birinci basamak ana karigim icerigi:
Bilesen Hacim
10X Hot Start PCR tamponu: 5uL
10 mM dNTP karigimu: 1 pL
10 pmol/pL primer HBPr1 1 uL
10 pmol/pL primer HBPr135 1 uL

Hedef konsantrasyon (50pL’de)

1X

0,2mM
0,2uM
0,2uM
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25 mM MgCl, 4 uL 2,0mM
Hot Start Taq DNA polymerase 0,3 uL 1,5u/50uL
Niikleazdan armndirilmis distile su 17,7 uL

Toplam 30 uL

5.2.2.2.2. Birinci basamak PZT Karisimi
Her bir 6rnek i¢in 30 pL ana karigima 20 uL. DNA izolati1 eklenerek 50 pL’lik PZT karigimi

elde edildi.

5.2.2.2.3. Birinci basamak 1s1 dongiisii
1) 95 °C’de 4 dakika 6n denatiirasyon

2) 95°C’de 0,5 dakika

3) 57 °C’de 0,5 dakika

4) 72 °C’de 1,5 dakika

5) 2-4 basamaklar1 33 kere tekrarlandu.
6) 72 °C’de 10 dakika son uzama

5.2.2.2.4. Tkinci basamak ana karisim icerigi:
Bilesen Hacim Hedef konsantrasyon (50pL’de)
10X Hot Start PCR tamponu: 5uL 1X
10 mM dNTP karigimi: 1 uL 0,2mM
10 pmol/pL primer HBPr1 1 uL 0,2uM
10 pmol/pL primer HBPr135 1 uL 0,2uM
25 mM MgCl, 4 uL 2,0mM
Hot Start Taq DNA polymerase 0,3 uL 1,5u/50uL
Niikleazdan armndirilmis distile su 36,7 uL

Toplam 49 pL

5.2.2.2.5. Ikinci basamak PZT Karisimi
Her bir 6rnek i¢in 49 pL ana karigima birinci basamaktan elde edilen tiriinden 1 pL

eklenerek 50 pL’lik PZT karisimu elde edildi.

5.2.2.2.6. Ikinci basamak 1s1 dongiisii
1) 95 °C’de 4 dakika 6n denatiirasyon

2) 95 °C’de 0,5 dakika
3) 56 °C’de 0,5 dakika
4) 72 °C’de 1,5 dakika
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5) 2-4 basamaklar1 30 kere tekrarlandi.
6) 72 °C’de 10 dakika son uzama

5.2.3. Jel elektroforezi
5.2.3.1. Agaroz jel hazirlama

1x TBE i¢inde %?2’lik agaroz jel kullanilan tanklara uygun miktarda mikrodalga firinda
eritilerek hazirlandi. Her 50 mL eriyik i¢ine 3,5 pL etidyum bromid eklendi. Taraklar jel kalibina

yerlestirilip agar donmaya birakildi.

5.2.3.2. Yiikleme, yiiriitme
Her {iriin, jel yiikleme boyasi ile 1/6 oraninda karistirildi (2 pL jel ylikleme boyasi, 10

pL PZT iiriinii). 50 baz ¢iftlik DNA marker — jel ylikleme boyasi karigimi ve iirlinler jele
aktarildi. Jel 1x TBE i¢inde 120 volt elektrik akimi uygulanarak 45-50 dakika yiiriitiildi.

5.2.3.3. Goriintiileme
Elektroforez tamamlandiktan sonra ultraviyole transiliiminatérde 280-340 nm dalga

boyunda ortalama 300 ms pozlama siiresiyle incelendi. Elde edilen bantlar marker yardimu ile

degerlendirildi ve beklenen tiriine uygun olup olmadiklar1 belirlendi.

5.2.4. Dizi analizi

Olumlu sonug alman PZT iirlinlerinin niikleotid dizileri, dizi analizi primerleri
kullanilarak belirlendi (Macrogen, Hong Kong). Elde edilen DNA dizileri BioEdit v7.0.5.3
programi ile hizalands, referans dizi ile karsilastirildi ve HBV pre-S/S ve polimeraz genine
uygun olarak amino asit karsiliklar1 yoniinden incelendi. Referans dizi olarak preS/S geni i¢in
Norder ver ark. D konsensus dizisi®', RT geni i¢in Stanford sekans bankasindaki HBV
genotip D konsensus dizisi” kullamldi.

Filogenetik analiz ve genotip tayini igin TREECON 1.3b programi kullanildi. A’dan
H’ye HBV genotiplerini temsilen GenBank’tan alinan 33 dizi ve Wooley Monkey Hepatit

viriisiine ait dizi kullanilarak ¢aligma 6rneklerine ait dizilerin filogenetik agaci ¢izdirildi.

“url: http://hivdb.stanford.edu/HBV/DB/cgi-bin/MutPrevByGenotypeRxHBV.cgi (11/11/2010)
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6. BULGULAR
6.1. Cahsma grubunun o6zellikleri

Laboratuvar kayitlarmin incelenmesi ile transplantasyondan en az iki hafta sonra HBV
DNA pozitifligi saptanmis 27 hasta saptandi. Bu hastalardan 13 tanesi ¢aligmaya alinirken
digerleri asagida tanimlanan sorunlar nedeniyle ¢alismaya dahil edilmedi:

» [ki hastanin transplantasyon sonras1 drnegine ulasilamadi.

= Onbir hastanin transplantasyon sonrasi serum 6rneginde PZT ile {iriin elde edilemedi.

Bu o6rneklerin tiimiinde viral yiik 1000 kopya/ml’nin altinda idi.

= Bir hastanin serumundan elde edilen PZT iirlinlinde, tekrar denemelere ragmen

sekansta basari1 elde edilemedi.

Calismaya dahil edilen 13 hastanin tamami erkekti, transplantasyon tarihindeki yaslar1
39-62 arasindaydi (ortanca: 50). Transplantasyona yol agan tanilar degerlendirildiginde:

» Ug hastada (%23,1) salt HBV infeksiyonuna bagl siroz,

= Iki hastada (%15,4) hepatit B ve hepatit D birlikteliginde siroz,

» ki hastada (%15,4) HBV ve alkolik siroz,

= Alt1 hastada (%46,2) HBV ve hepatoseliiler karsinom vardi.

Onii¢ hastanin 12’°sine ait operasyon dncesi HBV DNA bilgisine ulasildi. Operasyona
girmeden son bir ay icinde HBV DNA’s1 kontrol edilmis hastalardan (7/13, %53,8) altisinin
HBV DNA’s1 pozitif idi ve bu alt1 kisinin doérdiinde viral yiikk 100 000 kopya/mL’nin
iistiindeydi. HBV DNA bilgisi olan diger bes hastanin HBV DNA degerleri operasyondan 2 -
11 ay dncesine dayaniyordu. Bu bes hastanin tiimii HBV DNA pozitifti, ikisinin viral ytki
100 000 kopya/mL’nin tstiindeydi.

Onii¢ hastanin 10’una ait HBeAg bilgisine ulasabildi Operasyon oncesi son iki ayda
HBeAg pozitifligi gosterilmis sadece bir hasta vardi. Operasyon Oncesi bir giin ile 14 ay
oncesinde HBeAg’si degerlendirilmis sekiz hastada antijen negatifti. Bir hastanin yaklagik iki
yil (28 ay) once HBeAg pozitif oldugu belirlendi ancak transplantasyona giristeki durumuna
iliskin bilgi edinilemedi. Ug hastanin HBeAg bilgisine ulagilamadi.

Operasyon Oncesi antiviral tedavi, HBV infeksiyonu niiksiinii etkileyebilecek 6nemli bir
parametre oldugu i¢in bu konudaki veriler toplandi. Buna gore, bes hasta LAM kullaniyordu,
bir hasta LAM ve ADV kombine tedavisi aliyordu, {i¢ hasta tedavi almamisti. Kalan ii¢

hastanin ise operasyon oncesi tedavi bilgilerine ulasilamadi.
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Transplantasyon swrasinda HBIG kullanimi incelendiginde, 13 hastanin 11’ine ait bilgiye
ulasildi:

= Alt1 hastada standart doz IV HBIG uygulamas1 (anhepatik fazda 2 000 - 4 000 {inite
HBIG, sonraki 15 giin toplam 15 000 - 25 000 iinite),

» Bir hastada diisiik doz HBIG uygulamas1 (operasyon giiniinden 1 giin sonra 2 000
iinite, sonraki 7 giin toplam 5 000 {inite),

= Bir hastada yliksek doz HBIG uygulamasi (operasyon giinii 5 000 {inite, sonraki 15
giin toplam 35 000 iinite),

= Bir hastada ise sadece anhepatik fazda 2000 iinite HBIG uygulamasi1 yapilmistu.

» Ozel bir ¢alismaya secilmeleri nedeniyle transplantasyon sonrasinda bir yil HBIG
monoterapisi yapilan iki hastada, anhepatik fazda 10 000 {inite, takip eden 10 giinde her
giin 10 000 tinite HBIG uygulanmusti.

» Iki hastanmn transplantasyon esnasinda HBIG kullanimi ile ilgili bilgilerine
ulasilamada.

HBIG acisindan, transplantasyon sonrasi donemde uygulanan standart protokol
(monoterapi uygulanan 1iki hastanin ilk sene tedavisi disinda) serum anti-HBs
konstantrasyonunu 100 IU/L {istiinde tutmak tizere ayda bir 2 000 {nite IM HBIG
uygulamasiydi. Monoterapi yapilan iki hastada ise anti-HBs serum konsantrasyonu >500 [U/L
istiinde tutulmak tizere IV 10 000 tinite HBIG uygulamasi bir sene devam ettirilmisti. Sekiz
hasta IM HBIG tedavisini diizenli uygularken, {i¢ hasta tedaviye uyum gostermemisti. IM
HBIG tedavisiyle ilgili iki hastanin bilgilerine ulagilamadi. Tedavi sonrasi izlemde anti-HBs
diizeyi stirekli 100 IU/L iistiinde kalan ti¢ hasta vardi.

Transplantasyon sonrasi (bir yil HBIG monoterapisi alan iki olgu disindaki) tiim
hastalara HBIG’a ek olarak antiviral tedavi ajan1 olarak LAM verilmisti. Niiks sonrasi alt1
hastada LAM kullanim1 stirdiiriiliirken, bes hastada LAM + ADV kombinasyon tedavisine
baslanmig, iki hastada ise tenofovire gec¢ilmisti. Bir hastanin tedaviye uyumsuzlugu
belgelenmisti (16 no’lu hasta kontrollerine gelmeyi birakmis, ilaglarin1 diizensiz aldigi
saptanmistir.)

HBYV niiksiiniin belirlenmesi, transplantasyon sonrast donemde HBsAg ve HBV DNA
izlemleri ile miimkiin olmaktadir. Calismaya dahil edilen olgularin verileri bu agidan

degerlendirildiginde:
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= Dort hastada transplantasyon sonrast HBsAg stirekli negatif saptanmisti. Ancak HBV
DNA testlerinde degisken sonuglar alinmaisti:

o 23 no’lu hastada HBV DNA aralikli olarak negatif saptanirken, {i¢ kere
diisiik diizeyde (<1000 kopya/mL) DNA pozitifligi saptanmist.

o 16 no’lu hastada 18. ayda DNA pozitifligi saptanmisti, 51. aydaki
kontroliinde ise HBV DNA negatifti.

o 19 no’lu hastada HBV DNA’da bir kez (21. ayda) diisiik pozitiflik (<1000
kopya / mL) goriilmiistii.

o 14 no’lu hastada viral yiik hi¢ negatiflesmeden siirekli diisiik pozitif
saptanmist1 (<10 000 kopya/mL).

= Bes hastada HBsAg test sonuglari, HBV DNA’nmn pozitiflesmesinden sonraki bir
donemde pozitiflesmisti (1, 4, 6, 11, 25 no’lu hastalar). 11 no’lu hastanin izlemi ilk 13 ay
sadece HBsAg ile yapilmisti ve bu 13 ay boyunca boyunca HBV DNA testi
uygulanmamist1. 14. ayda yapilan ilk HBV DNA testi pozitif bulunmustu, HBsAg ayni1
glin yapilan testte negatifti.

» Uc hastada (5, 7, 8 no’lu hastalar) HBV DNA ve HBsAg birlikte pozitiflesmisti. 7
no’lu hastada siirekli HBV DNA pozitifligiyle uyumlu olarak siirekli HBsAg pozitifligi
gozlendi

= Bir hastada (9 no’lu hasta) HBsAg, HBV DNA’dan 6nce pozitiflesmisti.

Hastlarla ilgili veriler Tablo 5’te 6zetlenmistir.

6.2. PZT Sonuclan
PZT ile hedeflenen 1145 baz ¢iftlik iiriin elde edildi. Jel elektroforezinde uygun {iriin

elde edildigi belirlenen 6rneklerden dizi analizi yapildi (Sekil 9).

- 23c-12b-25a-24b-26b-9b -2b -23b-3b -8b -NK

2000bp =<~

1000bp = v

Sekil 9: Bazi 6rneklerden elde edilen PZT sonuglari. PZT pozitif 6rneklerde, beklenen 1145 bp boyutunda iiriin
oldugu belirlendi.
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Tablo 5: Calisma gurubu ile ilgili klinik ve laboratuvar bilgilerin 6zeti

Transplantasyon dncesi son veriler An}}epatlk Transplantasyon sonrasi
donem
Tedavi . s sk .
Endikasyon HBeAg HBV DNA Tedavi Kritik mutasyon* HBIG (niiks oncesi, HBIG Anti-HBs HBsAg HBYV DNA*** Kritik
(kopya/mL) . kullammi (IU/L) Mutasyon*
niiks sonrasi)
" RT: 180, 181, . . RT geni: 80,
Lo e | ayonee | M| Bigivok | [Napy | Dieli | dedacion | SRGSEE | R | 10181
Y Y S geni: 110, 120, -aydap BPp S geni: 101, 144
. RT geni: 180, RT geni: 180,
7 HBV H‘“iga?i ncc) (ll‘isf.ioé)nce) LAM 202, 204 Bilgi yok A Bilgi yok 1.ayda<100 | 1.ayda pozitif 1. ay pozitif 202,204
su v S geni: Yok S geni: Yok
. . LAM . . .
HBV + HCC Negatif 158 130 oo RT geni: Yok ? Diizenli 3. ayda +/- 3. ay negatif RT geni: Yok
8 (14 giin 6nce) (14 giin 6nce) Bilgi yok S geni: 133 Standart LAM 3. ayda <100 5. ayda pozitif 5. ay pozitif S geni: 133
LAM, Kismen
HBV + HDV | Negatif Pozitif < 1750 RT geni: Yok . Diizensiz diizensiz 18. ayda >100 . . 1. ay negatif RT geni: Yok
16 (7 giin 6nce) (6 giin 6nce) Almamis S geni: Yok Monoterapi (uyumsuz (uyumsuz 51. ayda <100 Siirekli negatif 18. ay pozitif S geni: Yok
hasta) hasta)
HBV + HDV Negatif 1795 RT geni: Yok . . . I o . 17. ay negatif RT geni: Yok
19 (1 giin dnce) (1 giin 6nce) Almamis S geni: 140 Monoterapi LAM Diizenli Siirekli > 100 Stirekli negatif 21. ay pozitif S geni: 140
HBV Negatif 200 000 RT geni: 181 . LAM, . . I o . 1. ay pozitif RT geni: 181
23 (1 ay énce) (5 giin énce) LAM S geni: Yok Yiiksek doz LAMAADV Diizenli Siirekli > 100 Siirekli negatif S geni: Yok
HBV + ETOH | Negatif 9390 Sekans bilgisi - LAM, Diizensiz 5. ayda negatif 1. ayda negatif RT geni: 204
4 (8 ay once) (8 ay once) Almamis o) Disiik doz LAM*ADV | (uyumsuz) | +®9 <100\ 5 yda pozitit | 7.aydapoziif | S geni: Yok
HBV + HCC oo oo oo Sekans bilgisi Sadece LAM, o 3. ayda >100 3. ayda negatif 1. ayda negatif RT geni: Yok
Bilgi yok Bilgi yok Bilgi yok yok Anhepatik fazda | LAM Bilgi yok 8. ayda <100 8. ayda pozitif 8. ayda pozitif S geni: Yok
HBV Negatif Pozitif < 1000 LAM Sekans bilgisi Standart LAM, Diizenli 3. ayda <100 7. ayda negatif 2. ayda negatif RT geni: 80, 204
(6 giin 6nce) (2 ay 6nce) Yok LAM+ADV 9. ayda pozitif 7. ayda pozitif S geni: 120, 123
79-93 aylar1 arasi
HBV + HCC o Negatif Sekans bilgisi LAM, . . ilk 50 ay verisi degisken 107. ay negatif RT geni: Yok
9 Bilgi yok (1 giin 6nce) Almamis Yok Standart LAM Dizensiz yok 94. aydan sonra 116. ay pozitif S geni: 100, 146
pozitif
HBV + ETOH | Pozitif 3396 000 Sekans bilgisi . . 14. ayda negatif .. RT geni: 80, 204
+ + . . .
11 (2 ay énce) (11 ay dnce) LAM+ADV | Standart LAM+ADV Diizenli 5. ayda <100 16, ayda pozitif 14. ayda pozitif S weni: 101
HBV + HCC | Bilgi yok >200 000 . Sekans bilgisi LAM . . .| RT geni: 180,
14 . Bilgi yok Standart ? Diizenli Siirekli >100 Siirekli negatif 5. ayda pozitif 204
(16 giin 6nce) Yok LAM S geni: 110
HBV + HCC Negatif Pozitif < 1000 Sekans bilgisi LAM, . . . 1. ay negatif RT geni: 204
<
25 (14 ay 6nce) (2 ay once) LAM Yok Standart TDV Diizenli 7. ayda <100 7. ayda pozitif 4. ay poritif S geni 120

HCC: Hepatoseliiler karsinom, ETOH: Alkole bagli hepatit.

*RT geni i¢in antiviral direngle iliskili mutasyonlarin, S geni i¢in major hidrofilik bélgedeki mutasyonlarinin kodonlari listelenmistir (a determinanti mutasyonlar: kalin olarak yazilmistir)

**Anti-HBs degeri 100 IU/L’nin altinda diistiigii ilk ay belirtilmigtir. 100 [U/L’nin altinda sonug alinan érnek ile bir dnceki >100 IU/L 6rnek arasinda test yapilmadigi igin bir aydan uzun bir
stire var ise ilgili anti-HBs degerlerinin yaninda bakildig1 ay yazilmistir. ***HBsAg ve HBV DNA i¢in test sonucu negatif saptanan son ay ile pozitiflik saptanan ilk ay belirtilmistir.
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6.3. Dizi analizi

PZT ile hedeflenen iiriin saptanan ve dizi analizi yapilan 13 olgu vardi. Alt1 hastanin

transplantasyon oncesi ve sonrasi, yedi hastanin sadece transplantasyon sonrasi dizi analizi

degerlendirilmis oldu.

6.3.1. HBsAg subtipleri
S geninde yer alan 122, 140, 127, 159, 140. pozisyondaki aminoasitler degerlendirilerek

olgularm HBsAg subtipleri belirlendi®. Onii¢ hastanin 10’unda ayw2, bir hastada ayw3, bir
hastada da ayw4 subtipi saptandi. Bir hastada ise 122. kodonda d ve y subtip reaktivitesi

saglayan amino asitler birlikte gorildiigii icin yorum yapilamadi. (Tablo 6).

Tablo 6: Calisma olgularinda S geninin dizi analizi sonucu belirlenen HBsAg subtipleri

Pozisyon / Amino Asit

Ornek

zamani (tx. HBsAg
Hasta no | gére) 122 160 127 159 140 | Subtipi
1| Once RK | K P G T *
1|Sonra RK| K T G T **
7 | Once R K L G T | ayw4
7 |Sonra R K L G T ayw4
8| Once R K P G T | ayw2
8| Sonra R K P G T ayw2
16 | Once R K P G T | ayw2
16 | Sonra R K P G T ayw2
19 |Once R K P G I ayw2
19| Sonra R K P G I ayw2
23| Once R K P G T | ayw2
23| Sonra R K P G T ayw2
4| Sonra R K P G T ayw2
5| Sonra R K P G T ayw2
6 | Sonra R K P G T ayw2
9| Sonra R K P G T ayw2
11 |Sonra R K T G T ayw3
14| Sonra R K P G T ayw2
25| Sonra R K P G T ayw2

**Bu hastada sekans {istiinden subtip tayini 122. kodondaki iki amino asitin birlikte goriilmesi nedeniyle

yapilamadi.

* Bkz: Kisaltmalar — Amino asit kisaltmalar1
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6.3.2. Filogenetik analiz

Treecon programi kullanilarak, GenBank’tan alinan A-H genotiplerine ait 33 dizi ve
Wooley Monkey Hepatit virlisiine ait dizi kullanilarak ¢alisma 6rneklerine ait dizilerin
filogenetik agaci ¢izdirildi. Yapilan filogenetik analizde tiim hastalara ait sekanslarin D

genotipindeki sekanslarla gruplandigi goriildii (Sekil 10).

AY090452-D
AY090453-D
X80924-D

11-Sonra
1-Sonra

23-Once

998
6

—'_— 15-Sonra
-Sonra
|_7 1-Once
16-Once

— | 995, 8-Sonra

8-Once

_I: MJ32138-D

AJ344166-D

16-Sonra
19-Once

—— 9-Sonra

—— 19-Sonra

903 14-Sonra
_% 7-Sonra D
T-Once

——— AB033559-D
X68292-D

§60 D16665-C
1000 AF411411-C

NC003977-C

ABO91256-E
| 1000 ABOW255-E
X75657-E
ABO32431-E
1000 ViiB66-A
AJID93ITI-A
U87746-A
AF405T06-G
ABD64313-G
ABO56513-G
DO0331-B
"’"“‘ o5 USTI4T-B
c { X97850-B

982

B

10400

ABIT3841-B
{ DO0330-B
ABO73828-B

AY090460-H

1“0“]' AYD90457-H
AY090454-H

988 AYOI4SS-F
{ 871 ‘ AY090456-F

i AY090458-F
AY090461-F

1000

WooleyMonkey-AY226578

Sekil 10: Filogentik analiz sonuglari. Treecon programi ile ¢izilen filogenetik agagta bootstrap degerleri 1000
tekrarla hesaplandi. Hasta numarasi ve “6nce” / “sonra” olarak belirtilen sekanslar ¢alisma hastalarina aittir.

GenBank’tan elde edilen ve ID numarasi belirtilmis olan sekanslarim HBV genotipi, biiyiik harf ile belirtilmistir.

Calisma grubuna ait sekanslar, D genotipindeki sekanslarla gruplanmistir.
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6.3.3. PreS gen bolgesi mutasyonlari
Calisma hastalarindan elde edilen pre-S/S gen bolgesine ait diziler, referans dizi ile

karsilastirilarak aminoasit mutasyonlar1 degerlendirildi. Referans dizi olarak, Norder ve ark.
calismasindaki D genotipi konsensus dizisi kullamldi®' (Tablo 8).
Iki hastada cergeve kaymasi yaratmayan delesyonlar tespit edildi:

e 23 no’lu hastada transplantasyon oncesi pre-S2 bolgesinde pre-S baslangic kodonuna
gore 123-130. aminoasitlerde delesyon saptanirken, transplantasyon sonrasi ayni
hastada popiilasyona hakim olan sekansta 128-130. aminoasitleri kapsayan daha kiiciik
bir delesyon saptandi. Yine bu hastada pre-S2 baslangic kodonunda mutasyon
transplantasyon 6ncesi bulunurken, bu mutasyon transplantasyon sonrasi goriilmedi.

e 14 no’lu hastada 128-130. aminoasitlerde delesyon saptandi. Bu hastada pre-S2’nin
baslangic kodonunda da delesyon wvardi (109. kodon). Bu hastanin sadece

transplantasyon sonrasi 6rnegi bulunuyordu.

6.3.4. HBsAg mutasyonlarn
Diziler D genotipi referans diziyle karsilastirildi. (Tablo 9) Hastalarda 173, 195, 196.

kodonlarda, S geni ile binisik polimeraz geninde yer alan anti-viral direng mutasyonlarina
bagli degisimler gozlendi. S geninde saptanan mutasyonlar “a” determinanti iginde ve disinda
olmak iizere degerlendirildi.
. “a” determinantinda saptanan mutasyonlar:
o MHR’nin 3. antijenik bolgesindekiler (birinci ilmik):
= sMI133L (8 no’lu hasta), sT140I (19 no’lu hasta) mutasyonlari,
hastalarin transplantasyon oncesi ve sonrasi 6rneklerinde
= STI3IN mutasyonu 5 no’lu hastanin transplantasyon sonrasi
orneginde saptandi.
o MHR’nin 4. antijenik bolgesindekiler (ikinci ilmik):
= sDI44A mutasyonu 1 no’lu hastanin transplantasyon sonrasi
orneginde
= sNI46H mutasyonu 9 no’lu hastanin transplantasyon sonrasi
orneginde goriildii.
. “a” determinant1 disinda ancak major hidrofilik bolgede yer alan mutasyonlar
(Belirtilmedigi takdirde transplantasyon sonradi goriilen mutasyonlardir)

o MHR’nin 1. antijenik bolgesindekiler
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=  sY100C (9 no’lu hasta), sQI0IR (1 no’lu hasta), sI110L (1 ve
14 no’lu hastalar), sS113T/sT118K (1 no’lu hasta’da
transplantasyon 6ncesinde)
o MHR’nin 2. antijenik bolgesindekiler
= sPI120T (6 ve 25 no’lu hastalar), sT123A (6 no’lu hasta)
o Hastalarm higbirinde MHR’nin 5. antijenik bdlgesinde mutasyon

goriilmedi.

6.3.5. RT geni mutasyonlar
Calisma hastalarindan elde edilen rt gen bolgesine ait kismi diziler (1-206 aa arasi),

referans dizi ile karsilastirilarak aminoasit mutasyonlar1 degerlendirildi. Stanford sekans
bankasindaki HBV genotip D konsensus dizisi" referans olarak alind1 (Tablo 10). Toplam
8/13 (%61.5) hastada ilag direnci mutasyonu saptandi. Transplantasyon Oncesi ve sonrasi
ornekleri degerlendirilen alt1 hastanin, ikisinde ilag direnci mutasyonlar1 vardi. Bu hastalardan
birinde tx Oncesi ve sonrast mutasyonlar arasinda fark saptanmazken, digerinde
transplantasyon sonrasi rnekte ek olarak rtL80I mutasyonu belirlendi.

Ilag direnci ile ilgili RT mutasyonlarinin ve saptandig1 hastalarm dékiimii (mutasyonun
hangi ila¢ i¢in dirence yol ac¢tig1 parantez i¢inde belirtilmistir):

e rtL80I: Hasta no 1 (transplantason sonrasi) ve 11 (LAM)
e rtL80V: Hasta no 6 (LAM)

e rtL180M: Hastano 1,7 ve 11 (LAM)

e rtAl81V: Hastano 1 ve 23 (LAM, ADV)

e rtS202G: Hastano 7 (ETV)

e 1tY204V: Hastano 1, 7 ve 14 (LAM)

e 1tY204I: Hasta no 4, 6 ve 25 (LAM)

I no’lu hastada transplantasyon oncesi ii¢, sonrast dort mutasyon saptandi. 7 no’lu
hastada {i¢c diren¢ mutasyonu goriildi. Bu hastada entecavir kullanilmamasma ragmen
rtS202G mutasyonu da secilmisti. ki diren¢ mutasyonu goriilen hastalar 6, 11, 14 no’lu
hastalard1. Tek diren¢ mutasyonu iceren hastalar 23, 4, 5, 25 no’lu hastalard1. Ila¢ direnci
goriilen tlim hastalarda lamivudine direnci goriiliirken, 1 ve 23 no’lu hastalarda adefovire
capraz dirence yol acan rtA181V mutasyonu vardi. Bir hastada (hasta no: 7) ise lamivudine
direncine yol acan mutasyonlara ek olarak entecavir direncine yol agan rtY202G mutasyonu

saptandi.

* url: http:/hivdb.stanford.edu/HBV/DB/cgi-bin/MutPrevByGenotypeRxHBV..cgi
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Bes hastada (5, 8, 9, 16, 19 no’lu hastalar) antiviral direncle ilgili mutasyon saptanmadi.

Calismamizda saptanan 6nemli mutasyonlar bir arada Tablo 7’te goriilebilir. Tim

varyasyon ve mutasyonlar pre-S, S, ve RT genlerinde sirasiyla Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10°da

gortlebilir.

Tablo 7: Calismamizdaki hastalarda saptanan S geni kacis mutasyonlari, RT geni ila¢ direnc

mIl{l?:‘:: - Kagig mutasyonu (S geni) Ilag¢ direnci mutasyonu (RT geni) HBsAg
4 :///////////////// Mutasyon yok i///////////// M2041 Pozftff
5 /’/////////////% TI3IN /////////////% Mutasyon yok PothTf
uaa A
9 W Y100C W Mutasyon yok Pozftff
11 //////////////% Mutasyon yok /////////////% M2041+L801 PothTf
25 ;///////////% P120T /////////////% M2041 " Po.sz |
i e e

Tx: transplantasyon. Cizgili kutular ilgili sekansres verisinin olmadigini gosterir.
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Tablo 8: Calisma hastalarinda saptanan pre-S mutasyonlari. 1 ve 11 no’lu hastalar disinda tiim hastalara

ait sekansi bulunan ilk kodon olan 52. kodondan itibaren tablo hazirlanmstir.
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Tablo 9: Calisma hastalarinda saptanan S geni mutasyonlari
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Alti1 ¢izili amino asitler literatiirde bildirilmis kacis mutasyonlaridir.
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Tablo 10: Calisma hastalarinda saptanan rt bolgesi mutasyonlar:
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7. TARTISMA

HBV’ye bagli nedenlerle karaciger transplantasyonu uygulanan hastalarda
transplantasyon sonrast HBV rekiirrensinin temel olarak iki mekanizmayla oldugu
diistiniilmektedir:

e Alicinin dolasimindaki HBV virionlar1 nedeniyle greftin hizla tekrar infekte
olmasi

e Karaciger dis1 bolgelerdeki HBV replikasyonu sonucu greft infeksiyonu
olusmas1.*

HBV rekiirrensi hastalarm sagkalimimi olumsuz etkilemektedir.*> Rekiirrensi nlemek
icin profilaktik yaklagimlar gelistirilmistir. Profilaktik uygulamalar, kronolojik olarak
siralamak gerekirse, HBIG monoterapisi, HBIG monoterapisini izleyen lamivudine
monoterapisi, lamivudine monoterapisi, HBIG ve lamivudine kombine tedavisidir.. Bu
alandaki son gelismeler, kombine tedavi sirasinda lamivudine direnci gelisen hastalarda
alternatif antiviral ilaglarin kullanilmasi ve uygun hasta gruplarinda (kombine tedavi alan)
HBIG dozunun azaltilmasi veya bir siire sonra tamamen kesilmesidir.**

Hastalarin transplantasyon dncesi durumunun rekiirrensi etkiledigi cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir. Rekiirrens ile giiglii olarak iliskilendirilmis parametreler, viral replikasyonu
gosteren parametrelerdir. Bunlar: HBeAg varligi ve transplantasyon doneminde 100 000
kopya/mL iistinde HBV DNA bulunmasidir.***’ Bazi calismalar riski arttran HBV DNA
smirm1 1000 kopya/ml olarak belirlemigtir.***’

ay icinde HBV DNA’s1 kontrol edilmis alt1 hastanin dordi, HBV DNA 100 000

Calismamizda transplantasyon dncesi son bir

kopya/mL’nin iistiinde olmas1 nedeniyle riskli grupta yer almakta idi.

Transplantasyon oOncesi viral yiikii antiviral tedavi ile azaltmak, riski azaltan bir
yaklasim olarak goriilmektedir, ancak transplantasyonun acil olarak gerceklestirilmesi
gereken durumlarda bu miimkiin olmayabilmektedir. Viral yiikii diisiirmek amaciyla en sik
kullanilan ilag olan lamivudine i¢in direng gelismesi sonucu virolojik kirilma problemi 6énemli
bir sorundur. Uzamis lamivudine tedavisi ve YMDD mutantlarinin transplantasyon oncesi

goriilmesi greftin tekrar-infeksiyon riskini arttirmaktadur.®**!

Bu sebeple lamivudine
tedavisine baslanmasi ile transplantasyon tarihi arasinda en fazla alt1 ay olmasi 6nerilmistir,
ancak bunu pratikte uygulamak zordur.”? Transplantasyon sirasinda HBV DNA pozitif olan
122 hastanin 11°inde bir yil i¢inde rekiirrens bildiren retrospektif bir c¢alismada,
transplantasyon oncesi lamivudine kullaniminin rekiirrens riskini 10,9 kat arttirdig1 sonucuna

varilmig, pre-operatif lamivudine tedavisi kararinin transplantasyon endikasyonu kesinlesen
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hastalarda tekrar diisiiniilmesi gerektigi vurgulanmustir.”” Bu ¢alismada hastalarm HBV DNA
diizeyleri ile ilgili bilgi verilmemistir. Baska bir ¢calismada ise operasyon dncesi dort haftadan
fazla lamivudine tedavisi almis hastalar ile dort haftadan az tedavi almis hastalarin iki yillik
rekiirrens riskinin ayni oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada en diisiik rekiirrensin
transplantasyondan 6nce bir haftadan daha az lamivudine alan hastalarda oldugu goriilmiistiir.
** Lamivudine’in pre-transplant dénemde kullanimiyla ilgili sorunlara dikkat ceken bu
calismalara ragmen, lamivudine’in karacigerdeki degisiklikleri azalttigi, fibrotik ve sirotik
degisikleri geriye ¢evirebildigi gdsterilmistir.”” Lamivudine’in iyi tolere edilmesi ve ucuz bir
ila¢ olmas1 halen bir tedavi secenegi olarak kullanilmasmin 6nemli sebeplerindendir.”® Buna
ragmen, viral yiik ile rekiirrens arasinda bir iliskinin saptanmadigi Xie ve ark. 2010°da
yayinlanan c¢alismasinda, transplantasyon sonrasi ddnemde uygun profilaksinin
uygulanmasimin rekiirrensi dnlemek i¢in yeterli olacagi, bu hastalarda transplantasyon dncesi
niikleozid analogu kullanimmnmn gerekli olmayabilecegi savunulmustur.”’

Niiksiin 6nlenmesi amaciyla, operasyon oncesi viral yiikii diigiiriilmek istenen hastalara
lamivudine yerine direng bariyeri yiiksek ilaglarin kullanilmasi daha uygun olabilir. Antiviral
tedavinin Onemini gosteren bir ¢alismada, Kuzey Amerika’da transplantasyon bekleme
listeler1 incelendiginde, genel olarak antiviral tedavilerin (adefovir, tenofovir vb.)
uygulanmasmin hepatik dekompensasyon insidansmin azalmasina katkida bulundugu
sonucuna Varllml$tll‘.98

Calismamiza dahil edilen, transplantasyon sonrast HBV DNA pozitifligi saptananan 13
hastanin sekizinde (%61,5) lamivudine direncine yol acan mutasyon/mutasyonlar saptanmistir
Yedi hastada YMDD motif mutasyonlar1 bulunmustur. Hastalardan besinin transplantasyon
oncesi lamivudine monoterapisi aldig1 belirlenmis ve bunlardan {i¢iinlin transplant 6ncesi
orneklerinde lamivudine direncine yol agan mutasyonlar saptanmistir, yani bu hastalar
transplantasyona ilag direnci mutasyonlariyla girmislerdir. Ayni  mutasyonlarin
transplantasyon sonrast HBV niiksli sirasinda da bulundugu goriilmiistiir. Literatiirde,
transplantasyon sonrast HBIG ve lamivudine kombinasyon terapisinin uygulandigi ve anti-
HBs diizeyinin 100 IU/L’nin {istiinde olmasmin hedeflendigi, (bu agidan hastanemizde
uygulanan protokole benzer 6zellik gdsteren) bazi calismalarda, rekiirrens goriilen hastalarin
neredeyse tamami transplantasyon oncesi lamivudine direnci olan hastalardir.*%%1%%1%! By
calismalar derlendiginde 108 hastanin 13’iinde rekiirrens goriildiigii, bu hastalarin 12’sinde
(%92) transplantasyon Oncesi genotipik olarak lamivudine direnci oldugu anlasilmaktadir
(Tablo 11). Hastanemizde yapilan 35 hastalik bir caliymada iki olguda (%35,7) rekiirrens

goriliirmiis, her iki hastada da tedavi ncesi lamivudine direnci oldugu belirlenmistir.'**
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Tablo 11: Transplantasyon sonras1t HBIG + LAM tedavisi uygulanan ve > 100 IU/L anti-HBs diizeyinin

hedeflendigi calismalardaki rekiirrens sayilari

Referans Hasta | Takip HBIG protokolii Rekiirrens Tx 6ncesi LAM
sayisl | siiresi (ay) sayisi direnci saptanan

hasta sayis1

Rosenau ve ark.’ 21 21 IIk hafta 40.000 IU, sonraki | 2 (%9.5) 2
hafta >500 IU/L hedef, daha
sonra >100 IU/L

Rosenau ve ark.” 19 Bilgi yok | >1000 IU’nun istiine ¢ikana | 4 (%20) 4

kadar giinde 10.000 IU,
sonra hedef >100 IU/L

Sechofer ve ark."™ | 17 25 flk ay 80.000 IU, sonra | 3 (%18) 3
hedef>100 IU/L
Steinmuller ve 51 35 HBsAg silininceye kadar | 4 (%8) 3
ark.'"! giinde 10.000 IU, sonra
hedef>100 IU/L

Tx: Transplantasyon, LAM: lamivudine

Calisma grubunda saptananY MDD mutasyonlar1 incelendiginde dort hastada YIDD, iki
hastada YVDD, bir hastada ise transplantasyon dncesi YIDD+Y VDD, sonras1 ise tek basina
YVDD bulundugu saptanmistir. Cesitli calismalarda A, B, C genotiplerinde YVDD motifi her
zaman rtL180M ile birlikte goriliirken, D genotipinde yapilmis calismalarda YVDD

rtL180M mutasyonunun birlikte goriilme sikligi %89,6’dir.'”

Calismamizda YVDD goriilen
ii¢ hastanin ti¢linde de rtL180M saptanmustir. YIDD ile rtL.180M birlikteligi ise her genotipte
farkli oranlarda goriilmekte olup, D genotipinde yaklasik %30 civarinda bildirilmistir.'”?
Calismamizda tek basina YIDD saptanan Orneklerin higbirinde 180. kodonda mutasyon
belirlenmemistir. YIDD/YVDD birlikteliginin saptandigi bir 6rnekte ise rtL.180M mutasyonu
da bulunmustur. Klonlama yapilmadigindan rtL180M’nin hangi motifle birlikte oldugu
konusunda yorum yapilamamistir. Tek bagmna YIDD motifi belirlenen olgularin yarisinda
(2/4) ek mutasyon saptanmazken, diger yarisinda YIDD motifi ile rtL80V/I mutasyonlarmin
birlikte oldugu belirlenmistir.

Lamivudine genotipik direnci saptanan sekiz hastanin ikisinde (1 ve 23 no’lu hastalar)
hem lamivudine, hem adefovir direncine yol acan rtA181V belirlenmistir. 1 no’lu hastada bu
mutasyon, lamivudine direncine yol acan diger mutasyonlarla birlikteyken, 23 no’lu hastada
tek basma bulunmustur. Ilging olarak, bu hasta transplantasyon oncesi sadece lamivudine

kullanmistir. Benzer olgular literatiirde de bulunmaktadir; lamivudine tedavisi sirasinda

diren¢ gelisen bazi olgularda YMDD motifinin saglam kaldigi ve mutasyon olarak
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rtA181T nin'"*'" veya calismamizda oldugu gibi rtA181V’nin'" belirlendigi olgular sik
olmamakla birlikte bildirilmistir.

Bir diger ilging bulgu, 7 no’lu hastada 180 ve 204. kodonlardaki lamivudine ile iliskili
mutasyonlarm yanisira, entecavir direncine yol acan s$S202G mutasyonunun hem
transplantasyondan once hem de sonra saptanmis olmasidir. Lamivudine direnci gelismis
hastalarda entecavir kullanimi Oncesinde bu direncin goriilme sikligi Tenney ve ark.
tarafindan %1,2 olarak bildirilmistir.'”” Ayn1 grup tarafindan lamivudine direnci gelismis
hastalarda entecavir direncine yol agan 184, 202, ve / veya 250. kodon mutasyonlar1 toplam
%6 olarak saptanmis, lamivudine direnciyle ilgili olmasa da bu mutasyonlarin lamivudine
tarafindan segilebildigi bildirilmistir.'"®® 7 no’lu hastada saptanan tigli mutasyonun (180, 202
ve 204. kodon mutasyonlar1) entecavir direng paterni olusturdugu belirlenmistir.

Antiviral direng saptanan sekiz hastanin besinde lamivudine, bir tanesinde lamivudine
ve adefovir kullanim Oykiisii varken, bir tanesinin transplantasyon oOncesi antiviral ilag
kullanim bilgisine ulagilamamaistir. Diren¢ mutasyonu saptanan sekiz hastanin bir tanesinde (4
no’lu hasta) ise transplantasyon oncesi lamivudine kullanim 6ykiisii yoktur. Bu hastanin
transplantasyondan sekiz ay dnce yapilan HBV DNA testi 9390 kopya/mL’dir. Operasyon
giinii HBIG kullanim notu yoktur ve sonrasinda calismamizda yer alan diger hastalara gore
daha diisik doz HBIG kullandig1 belirlenmistir (Bkz. Bulgular - Calisgma gurubunun
ozellikleri). Buna ek olarak, taburcu edildikten sonra IM HBIG uygulamasina olan
uyumsuzlugu not edilmistir. Serum anti-HBs ise dordiincii ayda negatiflesmis, sonraki li¢ ay
icinde 100 IU/L altinda kalmis, yedinci ayda HBV DNA’nin pozitiflesmesi sonrasinda da
stirekli negatif saptanmistir. Bu hastanin sadece transplantayon sonrasi 6rneginden dizi analizi
yapilabilmis ve rtM204] mutasyonu saptanmistir. Bu hasta i¢in HBIG kullanimin optimum
seviyede olmamasinin (dolayisiyla transplantasyon sonrasi profilaksinin agirlikli olarak tek
basina lamivudine bagli olmasinin) niiks olusmasina katkida bulundugu diisiiniilebilir.

Transplantasyon oOncesi lamivudine ve adefovir kullanan 11 no’lu hastanin
transplantasyon sonrasi Orneginde rtL80I ve rtM204I mutasyonlar1 saptanmis, adefovir
direncine yol agan iki mutasyon noktasindan biri olan 181. kodonda mutasyon olmadigi
belirlenmistir. Ancak elde edilen sekansta 236. kodonun goriilememesi, hastanin adefovirle
ilgili mutasyonu olup olmadigi konusunda yorum yapilmasini dnlemektedir. Bu hastanin
operasyondan 11 ay onceki HBV DNA miktar1 yiiksektir (3 396 000 kopya/mL), ayrica
transplantasyondan iki ay once HBeAg pozitiftir. Hastanin transplantasyona girerken sahip
oldugu viral yiikiin bilinmemesi ve bu doneme ait serum Ornegine ulasilamamasi, HBV

niiksiiniin olas1 nedenleri konusunda yorum yapilmasini engellemektedir.
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Literatiirde profilaksi amaciyla HBIG ve antiviral ajan olarak ¢ogunlukla lamivudine
kullanilan c¢aligmalarda rekiirrens gorillen (HBsAg pozitiflesen) hastalarda YMDD

motifindeki mutasyonlar %47-59 oranlarinda bildirilmistir.”"*’

Calismamizda transplantasyon
sonrast HBsAg pozitifligi goriilen dokuz hastanin altisinda (%66,6) YMDD motifinde
mutasyonlar gorilmiistiir.

Yiizey geni agisindan bakildiginda, transplantasyon sonrasinda 9/13 hastada (%69,2)
MHR mutasyonlar1 saptanmistir. Bu hastalardan altisinda (%46,2) antijenite acisindan 6nemli

“

a” determinant1 mutasyonlar1 goriilmiistiir. Transplantasyon Oncesi ve sonrasi sekanslari
bulunan alt1 hastanin iliciinde “a” determinantinda mutasyonlar goriiliirken, transplantasyon
once ve sonrast “a” dist MHR bolgesinde farklilik gosteren tek olgu 1 no’lu olgu olmustur.
Bu hastada “a” determinantindaki HBsAg w3 subtip reaktivitesini saglayan sP127T
varyasyonu ve sD144 A mutasyonu, sadece transplantasyon sonrasi goriilmiistiir.

MHR, “a” determinant1 ve yiizey antijenin kalan bdlgelerindeki mutasyonlarin,
transplantasyon oncesi donemdeki hastalarda ve diger kronik HBV hastalarinda zaman i¢inde
biriktigi gosterilmistir; hastaligin siiresi uzadikga bu mutasyonlar artmaktadir. Akut HBV
infeksiyonlarmda ise bu mutasyonlarm gériilme olasihigi daha azdir.'® Ozellikle HBIG
monoterapisinin uygulandigi dénemlerde profilaksinin bazi hastalardaki basarisizligi bu
mutasyonlara baglanmistir; insanlardan elde edilen HBIG’in kronik hastalardaki ylizey
antijeni ¢esitliligini karsilayacak antikor yapisim barindirma olasihgi disiktir.'” MHR
bolgesindeki mutasyonlara lamivudine tedavisinin de etkisi oldugu gosterilmistir. Lamuvidine
tedavisi alan hastalarda MHR bolgesindeki mutasyonlara daha sik rastlandigi gosterilmistir.
Transplantasyon oncesi sekans verisine sahip oldugumuz alt1 hastanin tigiinde, MHR boélgesi
mutasyonlarmim  bulunmasi, kronik  enfeksiyonun dogal bir sonucu olarak
degerlendirilebilecegi gibi, 1 no’lu hastada transplantasyon oncesi lamivudine kullanimi da
buna katkida bulunmus olabilir.

Calisma olgularimizin  MHR  bélgesi mutasyonlar1 Geno2Pheno programl* ile
incelendiginde, anti-HBs antikorundan kagis mutasyonu olarak tanimlanmis sY100C,
sTI18K, sP120T (iki hastada), sT123A, sMI133L, sDI44A mutasyonlarmin varligi
belirlenmistir. Bir hastada saptadigimiz sT131N mutasyonu ise Singapur’da yiiksek anti-HBs
diizeylerine sahip, HBsAg testi negatif bulunan HBV ile infekte hastalarda tek basina veya
diger mutasyonlarla birlikte gosterilmistir.''® Literatiirde bildirilmis yiizey geni kagis

mutasyonlart 13 hastamizin altisinda (%46,2) saptanmustir. Transplantasyon oncesi sekans

" url: http://hbv.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php
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bilgisi bulunan alt1 hastanin birinde (8 no’lu hasta) ka¢is mutasyonu saptanmis ve ayni
mutasyonun operasyon sonrasi da varhigini siirdiirdiigii, dolayisiyla bu hastanin profilaksi
amaciyla verilen HBIG’den maksimum yarar1 saglayamadigi diisiiniilmiistiir. 1 no’lu hastada
ise kacis mutasyonlar1 (sT118K, sD144A), sadece transplantasyon sonrasinda gorilmiistiir.
Bu 6zellik nedeniyle mutasyonlarin HBIG profilaksisi sonucu se¢ildigi diistiniilmiistiir..
Calismamizda MHR bdlgesinde goriilen fakat antikordan kagis mutasyonu olduguna
dair bilgi bulunmayan mutasyonlar da saptanmustir. Iki hastada saptanan sQI101R
mutasyonunun direk olarak antijen antikor iligkisini etkilemedigi bir calismada

1

gosterilmistir.'"" Yine iki hastada gordiigiimiz sI110L mutasyonu HBsAg negatifligiyle

iligkilendirilmis, diger mutasyonlarla beraber olarak okiilt HBV infeksiyonlarinda
bildirilmistir."'* sQ101R ve sI110L mutasyonlari, iilkemizde yapilan bir calismada HBIG
kullanmamis kronik HBV hastalarinda da gosterilmistir. Ozellikle 101. kodondaki
mutasyonlar, bu caligmada 118. kodon mutasyonlarindan sonra en sik rastlanan mutasyon

olarak bildirilmistir.'"

sS113T sadece 1 no’lu hastanmn transplantasyon oncesi drneginde
gdriilmiistiir, bu mutasyon semptomatik ve asemptomatik tastyicilarda bildirilmistir."'* HBIG
sonrasi bu mutasyonun se¢ilmemis olmasi da bunun bir kagis mutasyonu olmadigini destekler
niteliktedir. 19 no’lu hastada gordiiglimiiz sT 1401 mutasyonu ise okiilt HBV infeksiyonu olan
bir hastada diger MHR mutasyonlari ile birlikte gosterilmistir.''> Calismamizda literatiirde
hakkinda bilgi olmayan sN146H mutasyonu, 9 no’lu hastada sY100C kag¢is mutasyonuyla
birlikte goriilmiistiir. Ayn1 kodondaki sN146S mutasyonu Carman ve ark. tarafindan HBIG
monoterapisi doneminde HBIG’tan kagcis ile iligkilendirilmis bir mutasyondur.l 16

Calisma grubumuzda antikordan kagis mutasyonu olarak literatiirde en sik bildirilen
sG145R mutasyonuna rastlanmamistir. iki hastada sP120T goriilitken (6 ve 25 no’lu
hastalar), diger tiim kagisla iliskili mutasyonlar birer kez saptanmistir. Sirbistan’da yapilan bir
calismada ¢ogunlugu lamivudine tedavisi goren (%86,7) ve %601 ila¢ direnci mutasyonu
gosteren kronik HBV hastalarinda sP120T en sik rastlanan MHR mutasyonu olarak goriilmiis
(%9.14), sG145A/R mutasyonu ise %1,83 oraninda bildiilmistir."'” sP120T mutasyonu ayrica
HBsAg pozitif anneden dogan HBIG terapisi uygulanmis bir bebekte tanimlanmis, buna ek
olarak as1 ve diagnostik kagis mutasyonu olarak da bildirilmistir. ''® "% 12

Calismamizda iki hastada Pre-S2 delesyonu saptanmistir. Pre-S mutasyonlari, 6zellikle
delesyonlar, c¢esitli ¢alismalarda HCC ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir.®-%""
Transplantasyon rekiirrensi ile pre-S mutasyonlar1 arasinda iliski kuran ¢alisma sayis1 azdur,

genellikle ilag direnci ve S geni mutasyonlari, 06zellikle de “a” determinantindaki

mutasyonlar literatiirde daha genis bir yer almaktadir. Ancak pre-S bolgesi B ve T hiicre
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epitoplar1 icermektedir. Kronik HBV hastalarinda bu bdlgedeki mutasyonlarin immiin sistem

baskisindan kacista rol oynadigi diistiniilmektedir.'!

Tayland’da yapilan bir ¢alisma, kendi
cografi bolgelerinde, “a” determinanti mutasyonlar1 ile asidan kagis arasinda bir iliski
gdsterememis, pre-S delesyonlar: ile asidan kacis arasinda baglanti kurmustur.'”> 2010°da
yayinlanan Cin’de yapilan bir ¢alismada, serumunda anti-HBs ve HBsAg birlikteliginin
goriildiigli hastalarda bu durum sG145R mutasyonu ile iligskilendirilemeyip, bunun digindaki
“a” determinant1 ve pre-S mutasyonlar: bu durumla baglantili bulunmustur.'” Cin’de yapilan
baska bir ¢alismada kronik HBV hastalarinda HBsAg amino asit de§isimlerinin serumlarinda
anti-HBs bulunan ve bulunmayan hastalar arasinda anlamli farklilik gostermedigi
belirlenmistir.'** Literatiirdeki diger ¢alismalardan farklilik gosteren bu yaymlarda bazi
cografi ve genotip farliliklarinin rol oynadig: diistiniilmiistiir.

Transplantasyon rekiirrensi ve pre-S bolgesi mutasyonlar: ile ilgili olarak literatiirde
siirlt bilgi bulunmamaktadir. Italya’da yapilan ve 14 hastanin 9’unda HBV rekiirrensi
gortilen bir caligmada, S bolgesindeki ve 6zellikle Pre-S2 bolgesindeki transplantasyon dncesi
goriilen ve amno-asit degisikligine yol agan (“missense”) mutasyonlarin rekiirrens riskini
arttirdig1 bildirilmistir.'*> Bu ¢alismada 6zel bir mutasyona dikkat ¢ekilmemis, rekiirrens, pre-
S bolgesindeki heterojenite ile iliskilendirilmistir. Trautwein ve ark. nin ¢alismasinda pre-S
bolgesinde transplantasyon oncesi ve sonrast anlamhi farkliliklar bulunamamis, HBIG m bu
bdlge iistiinde selektif bir baski olusturmadigi kamisma varilmistir.'*® Daha eski tarihli bir
calismada ise, HBIG’1n S antijeni iistiinde bask1 olusturdugu gosterilmistir.'?’

Kronik HBV hastalarinda Pre-S bolgesinde en sik bildirilen mutasyonlar delesyonlar
olup, delesyonlar en sik pre-S2 bolgesinde gosterilmistir (%8,5-%10,7).'**'%° Pre-S2
delesyonlarmi Pre-S2 baslangic-kodon mutasyonlart (%4,9-%9,7) izlemektedir. Pre-S1
delesyonlar1 ise daha nadir goriilmiistiir (%1,0-%2,8). Calismamizda iki hastada (%15,4) pre-
S2 delesyonu saptanmustir. Bu hastalarda transplantasyon sonrast HBsAg negatif kalmistir. 23
no’lu hastada transplantasyon oncesi pre-S2 delesyonuna ek olarak saptanan pre-S2 baslangic
kodon mutasyonu, transplantasyon sonrasi goriilmezken, daha kisa delesyona sahip bir
viriisiin dominant oldugu belirlenmistir. 14 no’lu hastada ise, pre-S2 delesyonuna ek olarak
pre-S2 baslangic kodon delesyonu da bulunmustur. Baslangic kodonunda mutasyon, M
proteininin tiretilmemesine sebep olmaktadir.

Calismamizda elde edilen Pre-S1 sekans bilgileri bazi hastalarda kismen eksiktir. Eldeki
dizilerin kapsadigr bolgeler itibariyle, hi¢bir hastada pre-S1 bolgesinde delesyon
saptanmamistir. Trautwein ve ark. c¢alismasinda bir hastada, sadece transplantasyon

sonrasinda goriilen CCAAT motifi mutasyonu, bu bdlgeye ait sekansi olan 11 hastamizin
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birinde (9 no’lu HCC tanili hasta) goriilmiistiir. Bu hastada CCAAT - CCAAG degisimi
gbzlenmis ve bu degisim sonucu pre-S 87. kodonda N - K degisikligi olusmustur. CCAAT
kutusundaki mutasyonlar ayrica kronik hastalarda da bildirilmis, HCC ve hastaligin koti
prognozu ile iliskilendirilmistir.'**"!

Tartigmali olmakla birlikte, literatiirde, karaciger dis1 rezervuarlarin, Ozellikle de
periferik kandaki mononiikleer hiicrelerin enfeksiyondaki roliiyle ilgili 6nemli bilgiler
mevcuttur. Bu goriis periferik kan mononiikleer hiicrelerde HBV’ye ait DNA ve replikasyon
dongiistiyle 1lgili ara formlarin bulunmasit (viral RNA transkriptleri) ile gilindeme

.o 132,133,134
gelmigtir. ">

Ancak Kock ve arkadaslarmin 1996’da yayinladigi calismada, bu
hiicrelerde cccDNA gosterilememis, dnceki ¢alismalardaki verilerin viriisiin hiicreye adsorbe
olmasiyla gerceklesebilecegi fikri savunulmustur. Viral mRNA’larin bulunmasinin ise
defektif  wviral partikiillerin  ters transkripsiyonunun tam  gerceklesmemesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis, hepatosit dis1 hiicrelere ait transkripsiyonel ve diger hiicresel
faktorlerin HBV replikasyon dongiisii icin uygun olmayacag: diisiiniilmiistiir.'*> Stoll-Becker
ve arkadaslarinin 1997°de yaymladigi calismada ise yliksek viremik hastalarda periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde cccDNA  saptanmig, sonugta hepatosit disinda HBV
replikasyonunun inefektif oldugu, yiiksek viremik hastalarda inefektif de olsa hepatosit
disinda replikasyonun gerceklesme olasiliginin daha yiliksek oldugu soylenmistir. Nitekim
2008 tarihli bir caliymada periferik kan mononiikleer hiicrelerde cccDNA ve pregenomik
RNA gosterilmis ve bunun viral yiikle korele oldugu saptanmustur.'*°

Periferik kan mononiikleer hiicrelerinin infeksiyonu tasiyabilecegi, HBV ile infekte
annelerden intrauterin donemde bebege HBV gecisinde rol oynabildiklerini gosteren
calismalarda da vurgulanmistir.””'** Ayrica bu hiicrelerdeki HBV DNA’nin farkli mutasyon
profilleri icerebildigi de goriilmiistiir. Italya’da yapilan bir ¢alismada, bir hastada
transplantasyon 6ncesi hastanin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde dominant olarak s120
ve sl44. kodonlarda mutasyon goriilmiis, fakat bu popiilasyonun karaciger dokusunda ve
serumda dominant popiilasyon olarak bulunmadigi gosterilmistir. Transplantasyon sonrasi
niiks goriilen bu hastada, rekiirrent HBV infeksiyonun s120 ve s144 kodonlarinda mutasyon
iceren viral popiilasyon ile gerceklestigi ve bu susun karacigerde, serumda ve periferik kan
mononiikleer hiicrelerdeki tiim klonlarda bulundugu gosterilmistir. Bu veri, periferik kan
mononiikleer hiicrelerinin direngli popiilasyon i¢in bir rezervuar olabileceginin gdstergesi
olarak sunulmustur.'” Daha yakin tarihli bir ¢alismada bu bulgulari destekler sonuglar

sunulmustur. S6z konusu ¢alismada serum ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinde farkl

genetik profilde HBV DNA saptanmis, periferik kan hiicrelerinde potansiyel immiin kagis
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mutasyonlarmin birikmesi ve virusun bu sekilde kompartmanlasmasinin, hastaligin
kroniklesmesi, ve epidemiyolojisi gibi konularda onemli etkileri olacagi savunulmustur.'*
Transplantasyon Oncesi ve sonrasi sekanslarint degerlendirebildigimiz olgulardan ikisinde (1
ve 23 no’lu hastalar) Ornek ¢iftlerinde farkli mutasyonlarin saptanmasmnda bu
kompartmanlagma rol oynamis olabilir. Ancak bu farklilagsmanin klonlama ile ileri incelemesi
gerekmektedir.

Calismamizda, transplantasyon sonrasi saptanan mutasyonlar (antikordan kagis ve ilag
diren¢ mutasyonlar1) degerlendirildiginde, 13 hastanin besinde (%38,5) ila¢ direng
mutasyonu, li¢iinde (%23,1) kagisla iligkili S geni mutasyonu, tigiinde (%23,1) ise her iki tip
mutasyon birlikte goriilmiistiir. Iki hastada (%15,4; 16, 19 no’lu hastalar) ise mutasyon
saptanmamistir. Bu iki hastada transplantasyondan sonra HBsAg pozitiflesmemis, sadece
HBV DNA’da pozitiflik saptanmistir. HBsAg pozitiflesen dokuz hastanin tamaminda en
azindan bir S geni kacis mutasyonu veya antiviral direng mutasyonu bulundugu goriilmiistiir.
HBsAg pozitiflesmemis dort hastanin hi¢ birinde kagis mutasyonu saptanmazken, iki hastada
antiviral direng mutasyonu saptanmaistir.

Transplantasyon hastalarinda HBV rekiirrens tanimi, HBsAg’nin transplantasyon
sonrasi pozitiflesmesi olarak kabul gérmiistiir'*', ancak 6zellikle tek basma inatgt HBV-DNA
pozitifliklerinin 6nemli olabilecegini ve tanimin gdzden ge¢irilmesini gerektigini savunan
yayinlar olmustur.'* HBV-DNA pozitifligi viral persistans olarak tanimlanmis, bazi serilerde
HBsAg pozitifligi olmadan diisik HBV pozitifligi %45-%67,5’e varan oranlarda tespit

edilmistir.'*>'**

Transplantasyon hastalar1 i¢in klinik anlami tam olarak kesinlesmeyen bu
duruma, Ozellikle daha duyarl testlerin kullanima girmesiyle daha sik rastlanmaktadir. Viral
persistans, transplant hastalarinda greftin ve hastanin saghgi acisindan Omiir boyu
profilaksinin gerekliligini gostermektedir. Calismamizda dort hastada (14, 16, 19, 23 no’lu
hastalar) HBsAg pozitiflesmeden diisiik seviyede HBV DNA pozitiflesmesi goriilmiistiir.
Bunlardan hicbiri S geni kagis mutasyonu gostermezken, birden fazla HBV DNA pozitifligi
saptanan 14 ve 23 no’lu hastalarda ila¢ direnci mutasyonlar1 gorilmiistiir. HBsAg
negatifligine ragmen HBV DNA’nm israrh pozitifligi greftin tekrar infeksiyonuna isaret
edebilecegi icin, izlemde HBV DNA’nin dikkate alinmasi gerektigi aciktr. HBsAg
pozitiflesen dokuz hastamizin sadece bir tanesinde (%11,11) HBsAg, HBV DNA’dan once
pozitiflesmisken, besinde (%55,6) HBV DNA’nin HBsAg’den oOnce pozitiflestigi
belirlenmistir.

Hastalar, literatiirde kabul goren rekiirrens tanimina gore (HBsAg pozitiflesmesi)

degerlendirildiginde, 9/13 (%69,2) olguda transplantasyon sonrast serum HBsAg’si
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pozitiflesmistir. Bunlarin tiimiinde rekiirrens olusmasinda rol oynayabilecek en az bir
mutasyon saptanmistir. Hastalarin tictinde (%33,3) anti-viral ila¢ diren¢ mutasyonlari, liciinde

(%33,3) S geninde antikordan kagis mutasyonlari, ii¢ hastada ise (%33,3) antikordan kacis ve

anti-viral direng mutasyonlari birlikte goriilmiistiir.
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8. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yapilan calisma HBV’ye bagl karaciger transplantasyonu alicilarinda
HBV infeksiyonu niiksii saptandiginda, olgularin ¢ogunda ilag direnci ve/veya anti-HBs’den
kacis mutasyonlarmin varligmi gostermistir. Bu mutasyonlarin uygulanan profilaksiye
ragmen ortaya cikabilmesi, virusun baski altinda replikasyonunu siirdiirebilmesi ile
miimkiindiir. Baz1 hastalarda transplantasyon oncesi donemde de mutasyonlarin var oldugu
gosterilmistir. Ozellikle lamivudine tedavisi almakta olan ve transplantasyona antiviral direng
mutasyonlar1 ile giren {ic hastanin niiks gelistigZinde de bu mutasyonlar1 tasidiklarinin
gosterilmesi  dikkat c¢ekicidir. Bu hastalarin transplantasyon Oncesi tesbit edilmesi,
uygulanacak profilakside bazi degisiklikler yapilmasini saglayabilir. Calismanin retrospektif
karakterde olmasi, bazi hastalarm transplantasyon dncesi 6rneklerine ve niiksii etkileyebilecek
klinik/laboratuvar verilerine ulasilamamasma yol agmistir. Ote yandan, calisma, giinliik
hayatta karsilasilan sikintilar1 ve aksamalar1 gostermesi acisindan yararli da olabilir.
Transplantasyon Oncesi viral yiikiin daha siki izlenmesi bazi kararlara yon verebilir ve
mutasyon analizi ile birlikte transplantasyon sonrasi kullanilacak profilaksinin igerigini
belirleyebilir. Benzer sekilde transplantasyon sonrasi izlemde HBsAg ve anti-HBs testlerinin
yani sira HBV-DNA testinden daha c¢ok yararlanilmasi, sorunlarin erken fark edilmesini
saglayabilir. Benzer bir caligmanin prospektif olarak tasarlanarak yiriitiilmesi, klonlama
calismalarini icermesi ve mutasyonlarin fenotipik yansimalarinin degerlendirilebilmesi, bu

calismada acikliga kavusturulamayan bazi noktalarin incelenmesi agisindan yararlh olacaktir.
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