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Amag: Hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonu onemli bir sag-
lik sorunu olup, tiim diinyada morbidite ve mortalitenin
baslica nedenlerinden biridir. Bu viriisiin neden oldugu
enfeksiyonun kroniklesmesi karacigerde fibrozis, siroz ve
kansere yol acabilmektedir. Kronik hepatit B tedavisinde
kullanilan antivirallere karsi gelisen direngte yillar icinde
artig oldugu gozlenmigstir. Calismanizda, multipleks PCR
ve ters hibridizasyon yontemi ile lamivudin (LAM) tedavisi
alan kronik hepatit B hastalarinda ilag direnci mutasyonla-
rin sikligi ve mutant sus tiplerinin belirlenmesi amaglan-
migtir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calisma prospektif, tanmumlayict
temelde gerceklestirilen epidemiyolojik bir c¢alismadir.
Calismaya Mayis 2007-Ocak 2012 tarihleri arasinda
Adnan Menderes Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji
Poliklinigi’nde kronik hepatit B (KHB) tanisiyla izlenen ve
bir yil siire ile LAM kullanan 50 hasta alimmugstir. Biitiin
ornekler HBsAg, anti-HBs, anti-HBc total, HBeAg, AntiHBe
gostergelerini belirlemek icin kemiliiminesan immiinolojik
yontem ile Architect otoanalizoriinde ¢calisilnigtir. Serum
orneklerinden HBV DNA izolasyonu ticari bir kit (Roche
Diagnostic, Almanya) ile iiretici firma onerileri dogrultu-
sunda yapilnigtir. HBV DNA diizeyleri gercek zamanli
PCR yontemi (COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan, Roche,
ABD) ile belirlenmistir. HBV’iinde LAM direncine neden
olan mutasyonlar multipleks PCR ve ters hibridizasyon
yontemi ile arastirilnugtir.

Bulgular: Calismamizda bir yil lamivudin tedavisi almusg,
kronik B hepatitli 50 hastamin 12’sinde (%24) primer ve
kompensatuvar (onarici) mutasyonlar belirlenmigtir.
Mutasyon saptanan hastalardan altisinda (%50) LAM
direnci (rtM2041, YIDD motifi) tek basina, dordiinde
(%33.3) LAM ve ADV direnci birlikte ve iki hastada
(%16.7) LAM ve ADV direnci ile kompensatuvar mutasyon-
lar saptanmugtir.

Sonug: Calismamizda, en sik rtM2041 ve rtL180 mutasyon-
lart belirlenmigtir. Aydin ilinde lamivudin kullanan kronik
hepatit B hastalarinda, LAM direnci iilkemizde yapilan
onceki ¢calismalardakine benzer oranda bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Direng, hepatit B virus, lamivudin,
mutasyon

ABSTRACT

Detection of Resistance Mutations Using Molecular
Method in Chronic Hepatitis B Patients Receiving
Lamivudine Therapy

Objective: Hepatitis B virus (HBV) infection is a global
health problem and major cause of morbidity and mortality
worldwide. Chronic HBV infection leads to cirrhosis, liver
failure and hepatocellular carcinoma. Increased resistance
to antivirals that are used to treat chronic hepatitis B is
observed over the years. In this study, we aimed to
determine the frequency of lamivudine (LAM) resistance
seen in chronic hepatitis B patients and the mutant profiles
using multiplex PCR and reverse hybridization methods.

Material and Methods: This prospective, descriptive study
was conducted between May 2007 and January 2012. A
total of 50 subjects that were followed-up for chronic
hepatitis B and receiving LAM therapy for at least one year
at the Adnan Menderes University Faculty of Medicine,
Department of Internal Medicine, Outpatient Clinics of
Gastroenterology Unit were included in this study. Markers
of HBsAglanti-HBs, hepatitis B e antigen (HBeAg)/anti-
HBe, and anti-HBc were studied using the Architect
instrument Assay. The isolation of nucleic acid from serum
samples was performed using a commercial kit (Roche
Diagnostic, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. HBV-DNA levels were determined using a
commercial real-time polymerase chain reaction method
(COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan, Roche, USA).
Mutations of LAM resistance was determined by multiplex
PCR and reverse hibridization method.

Results: Primary and compensatory mutants were detected
in 12 patients (24%) who had been using lamivudine for
one year. Six of 12 (50%) patients were found to be resistant
to LAM (rtM2041, YIDD motif) or LAM and ADV (n=4;
33.3%). In 2 (16.7%). patients, resistance to LAM+ADV
together with compensatory mutations were detected.

Conclusion: The most commonly detected mutations are
rtM2041 and rtL180 mutations. Lamivudine resistance in
chronic hepatitis B patients in our locality of Aydin province
is similar to the results of other studies in our country.

Keywords: Resistance, Hepatit B virus, lamivudine,
mutation
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GIRIS

Hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonu tiim diinya-
da morbidite ve mortalite acisindan onemli bir
saglik sorunudur®. Bu viriisiin neden oldugu
enfeksiyonun kroniklesmesi fibrozis, siroz ve
karaciger kanserine yol agabilmektedir®. Kronik
hepatitlerde tedavi karari, hangi tedavinin uygu-
lanacag1 ve tedavi sonrasi izlem Onem tagir.
Hepatit B viriisiinde goriilen mutasyonlar hem
tedavi kararmi etkiler hem de tedaviye yaniti
degistirir®. Giintimiizde kronik HBV enfeksiyo-
nun tedavisinde kullanilan ilag¢lar immiin modii-
latorler (alfa interferon ve pegillenmis formlar)
ve antiviral ilaglardir. Antiviral ilaglar, niikleo-
zid ve niikleotid analoglarindan olugurlar ve
gilinlimiizde bunlar arasindan lamivudin [LAM],
adefovir [ADV], entekavir [ETV], tenofovir
[TDF] ve telbuvidin [LdT]) tiim diinyada yaygin
olarak kullanilmaktadir®.

Kronik hepatit B tedavisinde antiviral ilaglarin
kullanima girmesi ile bu ilaglara karsi gelisen
diren¢ mutasyonlar1 bildirilmeye baglanmis ve
yillar i¢inde direng sikli§inda artis gozlenmistir.
Antiviral ila¢ direnci HBV nin polimeraz revers
transkriptaz (rt) bolgesinde olugsan mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikmaktadir®.

Lamivudin etkinligi, giivenirligi ve maliyeti gibi
nedenlerle kronik hepatit B tedavisinde ilk sece-
nek olarak kullanilan antiviraldir®. Lamivudinin
HBV’ye kargs1 kuvvetli ve hizli gelisen antiviral
etkisinin yani sira ciddi yan etkilerinin olmama-
st ve kullanim kolaylig1 yaygin olarak kullanil-
masina neden olmustur”. LAM ic¢in yanit kaybi
ve histolojik progresyon ile sonuglanan direng
gelisimi en ©Onemli sorunlardan birisidir. Bu
nedenle uzun siireli lamivudin tedavisi sirasinda
ortaya cikabilecek primer ve kompansatuvar
mutasyonlarin  belirlenmesi  onemlidir®.
Lamivudin direncine yol acan mutasyonlar,
genellikle revers transkriptazin C bolgesinde yer
alan YMDD (Y: tirozin, M: metiyonin, D: aspar-
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tik asit, D:aspartik asit) motifindedir. YMDD
mutasyonlu olgularda metiyonin (M) yerine
valin (V) (M204V dizayn olarak YVDD) ve/
veya izoldsin (I) (M2041 dizayn olarak YIDD)
ile yer degistirmig sekilde goriiliir®”. Hepatit B
tedavisinde kullanilan lamivudine yanit verme-
yen hastalarda en sik goriilen mutasyon, revers
transkriptaz enziminin 204 no.lu kodonunda
goriilen rtM204V/I (YMDD) mutasyonudur.
rtM204V/I mutasyonu ile birlikte kompansatu-
var 1tL.180M ve rtA181T mutasyonlart olugabi-
lir. Bu kompansatuvar mutasyonlardan rtA181T,
ADV kullamimi sirasinda da ortaya cikabilir.
Lamivudin direncli suglarda kompansatuvar ola-
rak rtV173L ve rtL80V/I degisiklikleri de
goriilebilmektedir®.

Lamivudin tedavisi alan hastalarda YMDD
mutasyon oranlari tedavinin birinci yilinda yak-
lasik %23 iken, tedavinin 4-5. yillarindan sonra-
ki oranlar ise %70-80’leri bulmaktadirt®,
Mutasyonlarin erken belirlenmesi, klinik degi-
siklikleri anlamak ve tedavi degisikliklerini hiz-
landirmak i¢in gereklidir".

Giintimiizde HBV antiviral ila¢ direncini belirle-
mede kullanilan genotipik yontemler arasinda
dizi analizi, PCR-RFLP (Restriction fragment
length polymorphism) ve ters hibridizasyon
(Line probe, Lipa DR) yontemi bulunmak-
tadir'>!'¥, Antiviral direnci belirlemede dogru-
dan dizi analizi ile ters hibridizasyon yontemleri
en yaygin kullanilan yontemlerdir. Dizi analizi-
nin en 6nemli dezavantaji, tiim HBV populasyo-
nunda %30’dan az oranda goriilen mindr tiirleri
saptamada yetersiz kalmasidir. Ters hibridizas-
yon yontemi, viral populasyonda %5 kadar az
oranda ortaya c¢ikan mutantlar1 saptayabilen,
duyarliligr ve ozgiilliigii yiiksek bir test olup,
dezavantaji yalnizca bilinen mutasyonlari
saptayabilmesidir'¥,

Caligmamizda lamivudin tedavisi alan kronik
Hepatit B hastalarinda ilag direnci mutasyonlari-



S. Kirdar ve ark., HBV Diren¢ Mutasyonlarmin Belirlenmesi

nin siklig1 ve direngten sorumlu olan mutant sus
tiplerinin belirlenmesi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma prospektif, tanimlayici temelde ger-
ceklestirilen epidemiyolojik bir c¢aligmadir.
Calismaya Mayis 2007-Ocak 2012 tarihleri ara-
sinda Adnan Menderes Universitesi Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Gastroentero-
loji Poliklinigi’'ne bagvurmus, kronik hepatit B
tanist almig 50 hasta dahil edildi. Calismada yer
alan 50 hastanin 32’si (%64) erkek, 18’1 (%36)
kadin olup, yas ortalamasi 46.90+13.14 (yas
araligi: 21-77 yil) yildir. Hastalarin tamami bir
yil siire ile LAM kullanmis hastalardan olug-
maktaydi. Calisma Adnan Menderes Universitesi
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projesi
Birimi’nce desteklendi (Proje No0:060018) ve
Adnan Menderes Universitesi Universitesi Tibbi
Etik Kurul’'undan onay alindi (protokol no:
2006/123). Hastalardan alinan kan oOrneklerin-
den santrifiij sonrast ayrilan serumlar1 calisma
zamanina kadar -80°C’de saklandi.

HBV serolojisi (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc
total, HBeAg, AntiHBe) kemiliiminesan immii-
nolojik yontem ile Architect otoanalizoriinde
(Abbott, Almanya) calisildi. Serum o6rneklerin-
den 200 p1 kullanilarak High Pure Viral Nucleic
Acid Kit (Roche Diagnostic, Almanya) ile tireti-
ci firma Onerileri dogrultusunda niikleik asit
izolasyonu yapildi ve HBV DNA diizeyleri ger-
cek zamanli PCR (COBAS AmpliPrep/COBAS
TagMan, HBV test, version 2.0, Roche, ABD)

yontemi (saptama araliklari: 20 IU/ml-20x107
IU/ml) ile belirlendi.

Lamivudin diren¢ mutasyonlarini belirlemek i¢in
hasta serumlarindan HBV DNA izolasyonu
QIAamp viral DNA mini izolasyon kiti (Qiagen,
Almanya) ile iiretici firmanin protokoliine gore
yapildi. Lamivudine kars1 gelisen genotipik direng
ters hibridizasyon yontemi esasli Inno Lipa HBV
DRv?2 kiti (Innogenetics, Belcika) ile iiretici fir-
manin Onerileri dogrultusunda arastirildi. Bu
testte kisaca, HBV DNA izolasyonundan sonra
Hot Start Tag DNA polimeraz kullanarak ¢ogalt-
ma iglemi yapildi, ardindan ¢ogaltilan DNA iiriin-
leri ters hibridizasyon yontemi ile problar ile
kaplanmug stripler tizerinde gosterildi.

Tanimlayici istatistik parametrelerinin (ortala-
ma, standart sapma, minimum ve maksimum)
analizi icin SPSS 18 (SPSS Inc, ABD) programi
kullanild.

BULGULAR

Calismada yer alan hastalarin HBV DNA diizey-
leri 1770 ile 22.1x107 IU/ml arasinda (ortalama:
4.5x107+73.56), ALT diizeyleri 12 ile 337 IU/ml
(ortalama: 48.41+62.66) arasinda degigsmektedir.
Hastalarin demografik ve klinik ozellikleri ile
mutasyon oranlart Tablo 1’de sunulmustur.

Calismamizda bir yil lamivudin tedavisi kullan-
mis, kronik hepatitli 50 hastanin 12’sinde (%24)
LAM direnci belirlenmigtir. On iki hastanin 6
(%50)’sinda tek basina rtM2041 (YIDD motifi)

Tablo 1. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri ile mutasyon oranlari.

Parametreler

Yas ortalamasi (Yas araligr)

Cinsiyet, E/K, (n,%)

HBYV DNA Ortalama (minimum-maksimum), (IU/ml)
ALT, Ortalama (minimum-maksimum), (IU/ml)
Mutasyon saptanan (n,%)

Mutasyon saptanmayan (n,%)

46.90+13.14 (21-77)
32/18 (64/36)
4.5x107 £73.56 (1770-22.1x107)
48 4162.66 (12-337)
12 (24)
38 (76)

E: Erkek; K: Kadin; ALT: alanin aminotransferaz.
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Tablo 2. Lamivudin direnci belirlenen on iki hastadaki mutasyonlarin dagilimi.

Hasta Cins/Yas HBYV DNA Diizeyi IU/ml Mutasyon ila¢ Direnci

1 E/63 221.000.000 rtL180M, rtA181T, rtM2041 LMYV ve ADV

2 E/71 188.000.000 rtL180M, rtA181T LMV ve ADV

3 K/39 48.100 rtL180M, rtA181T, rtM2041, rtV801 LMV ve ADV + kompensatuvar
4 E/61 6.400 rtM2041 LMV

5 E/27 14.300 rtM2041 LMV

6 E/51 6.920 rtM2041 LMV

7 K/39 1.770 rtM2041 LMV

8 K/51 6.170 rtL180M, rtA181T, rtM2041, rtV80I LMYV ve ADV+ kompensatuvar
9 E/37 18.700 rtM 2041 LMV

10 E/49 2.990.000 rtM 2041 LMV

11 K/53 418.000 rtL180M, rtA181T LMYV ve ADV

12 K24 81.486.830 rtL180M, rtA181T LMV ve ADV

E:Erkek; K:Kadin; ALT: alanin aminotransferaz.

mutasyonu, dordiinde (%33) LAM ve ADV
direnci ile birlikte, iki hastada (%16.7) LAM/
ADV+kompensatuvar mutasyon belirlenmistir.
Calismamizda saptanan antiviral diren¢ mutas-
yonlar1 Tablo 2’de sunulmustur.

TARTISMA

Kronik HBV enfeksiyon tedavisinde LAM en
yaygin olarak kullanilan antiviraldir, ancak uzun
stire tek basina kullanilmas: sonucunda direng
gelisir. Genotipik ila¢ direncinin tespit edilmesi
ile erken donemde direncli ilacin yerine, farkli
bir ilaca gecerek tedaviyi degistirmek ve basari
oranini arttirmak olasi olabilmektedir. Lamivudin
ile tedavide birinci yildan sonra diren¢ gelisme
oranlart %20-25 arasinda degisirken bu oran 5
yil sonra %80 oranima ulagir>'®. Bu ¢alismada,
bir yil siire ile LAM kullanmig 50 hastanin
12’sinde (%24) LAM direncine neden olan
mutasyonlarin varlig1 belirlenmigtir. Yapilan
caligmalarda, LAM direncli sus oranlari ve
direng tipleri farklilik gostermektedir®-'0-17-2D,

Hepatit B viriisiin polimeraz enzimini kodlayan
P bolgesi 6 bolgeye ayrilir (A, B,C,D, E, F ve
G). Niikleozid/niikleotid analoglart ile iligkili
mutasyonlar en ¢cok A, B, C ve D bolgelerinde
gelisir. Bu mutasyonlar baglica primer ilag
mutasyonlari (rtI169T, rtA181T/V,
rtT184A/C/F/G/I/L/IM/S, rtA194T, rtS202C/G/1,
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rtM2041/V/S, rtN236T, rtM2501I/L/V) ve kom-
pensatuvar mutasyonlar (rtL80I/V, rtV173L,
rtL180M) olmak iizere iki grupta toplanirlar®>2,
Lamivudin i¢in 5 farkli diren¢ paterni; rtM2041,
rtL180M + rtM2041, rtL180M + rtM204V,
rtV173L + rtL180M + rtM204V, rtL80V/I +
rtL180M + rtM2041 mevcuttur®®.

Caligmamizda en sik goriilen LAM direng
mutasyonu %50 oram ile rtM204] mutasyonu
olmustur. ikinci siklikta rt L18OM, A181T
mutasyonlari tek basina ya da rtM204I ile birlik-
te gozlenmisgtir. rtM204I ile birlikte diger kom-
pansatuvar mutasyonlardan rtV80I ise %16.7
oraninda bulunmugtur. Kompansatuvar mutas-
yonlardan en yaygin goriilen rtL180M (16sin-
degisikligi) mutasyonu olup,
rtM204V/I mutasyonu iceren HBV polimerazin
replikasyonuna yardimer olur®,

metionin

Cao ve ark.’nmin"” yaptig1 ¢calismada, LAM teda-
visi sonrasinda 53 hastanin 18’inde (%33.9)
YMDD mutasyonu bildirmiglerdir. Bu ¢aligma-
da,rtL180M/M204V, rtL 180M/M2041, rtL. 180M
ve 1tM2041, olmak iizere 4 farkli mutasyon tipi
belirlemiglerdir. Arslan ve ark.'® calismaya ali-
nan 20 olguya ait 6rnegin 12’sinde (%60) lami-
vudin direncine neden olan YMDD motif degi-
sikligi belirlemiglerdir. Motif degisikligi olan 12
HBV-DNA 6rneginin 11 (%91.6)’inde, YMDD
degisikligi ve yaygin tip (wild type) kombinas-
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yonu birlikte saptanmig, ayrica izole YMDD
degisikligi ve YVDD ya da YIDD kombinas-
yonlart da gozlenmistir. Akarsu ve ark.” inaktif
hepatit B tasiyicilarinda Inno-Lipa testi ile yap-
tiklar1 ¢alismada, 71 anti-HBe pozitif HBV tagi-
yicisinin 13’tinde (%18.3) YMDD motif degi-
sikligi saptamiglardir. Caligmadaki 13 YMDD
motif degisikliginin 8’ine L180M mutasyonu-
nun eslik ettigi ve L180M mutasyonu tagtyan
olgularin tiimiinde YVDD motif degisikliginin
bulundugu bildirilmistir. Kalaycioglu ve
ark.’nin"? caligmalarinda, LAM tedavisi alma-
mig 25 kronik hepatit B’li hastanin 3 (%12)’iinde
yalnizca LAM direnci saptanirken, halen LAM
tedavisi almakta olan 19 hastanin 9’unda yalniz-
ca LAM direnci, 2’sinde yalnizca ADV ve
1’inde LAM + ADV direnci olmak {izere toplam
12’sinde (%63.2) antiviral direnci belirlenmistir.

Aydogan ve ark.’nin® KHB tanisi ile LAM
tedavisi alan 71 hastaya ait serum Orneginde
yaptiklar1 calismada, dizi analizi ile olgularin
%25.5’inde (13/51), LiPA testleri ile de
%16’sinda (9/56) direncle iligkili primer ve
kompensatuvar mutasyonlar saptanmistir. Inno-
Lipa HBV DRv2 testi ile LAM direnci ile iligki-
li primer ve kompensatuvar coklu mutasyonlar
(bir 6rnekte L180M + M2041, iki 6rnekte L8OI +
L180M + M204I, bir 6rnekte L8OI + M204I ve
bir 6rnekte L8OI/V + M204I), LAM direnci ile
iligkili primer tekli mutasyonlar (iic Ornekte
M?2041 ve bir 6rnekte M204V) belirlemislerdir.
Inno-Lipa HBV DRV3 testi ile ise LAM direnci
ile iligkili coklu mutasyon olan iki 6rnekte ENT
direnci ile iligkili iki farkli mutasyon (G202 ve
ILFM184) varhig1 goriilmiistiir. Alagozli ve
ark.’nin®” caligmalarinda kronik HBV enfeksi-
yonlu 41 hastaya ait serum 6rneklerinin 17’sinde
(%41.5) Inno-Lipa HBV DRv2 testi ile YMDD
motif mutasyonlar: saptanmustir.

Izole YIDD (rtM204I) mutasyonu rt L180M
olmaksizin goriilebilirken, YVDD (1tM204V)
mutasyonuna hemen daima L.180M mutasyonu-

nun eglik ettigi ve bu (rtM204V+rtL180M)
mutasyonlarin izole rtM2041 mutasyonuna gore
¢ok daha diisiik lamivudin direncine neden oldu-
gu bildirilmektedir®?”. Bu ¢alismada, mutasyon
saptanan 12 hastadan 6’sinda (%50) izole YIDD
(rtM2041) tipi mutasyonu belirlenmigtir. Ayni
zamanda calismamizda, ADV tedavisi almadigi
halde 4 hastada ADV diren¢ mutasyonu
(rtA181T) belirlenmesi dikkat cekicidir. Bu
nedenle tek basina LAM tedavisi alan hastalarda
ADV direnci olusturan mutasyonlarin olabilece-
&1 unutulmamalidir.

Sonug olarak, bu calismada, LAM kullanan kro-
nik hepatit B hastalarinda %24 oraninda sapta-
nan LAM direnci ililkemizin diger bolgelerinde-
kine benzer oranda bulunmustur. izole (tek
basina) LAM direncinin yanm1 sira LAM+ADV
direnci ile kompensatuvar direng¢ tiplerinin de
onemli oranda goriilmiistiir. Kronik HBV hasta-
larinda gelisebilecek mutasyon profillerinin
belirlenmesinin tedavinin basarisiz oldugu
durumda uygun antiviral tedavinin yeniden plan-
lanmasinda yararli olacag diigtiniilmiigtiir.
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