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Amag: Kronik hepatit B (KHB) tedavisinde giiniimiizde
interferon/pegile interferon ve cesitli niikleozid/niikleotid
analoglart kullanilmaktadir. Tedavideki niikleozid analog-
lary; lamivudin, entekavir ve telbivudin iken, tenofovir ve
adefovir ise niikleotid analoglaridir. Ancak niikleozid/niik-
leotid analoglarimin kullanim ile viral polimeraz geninin
cesitli bolgelerinde ortaya c¢tkan mutasyonlar antiviral
direncine neden olarak ilacin etkinligini azaltmaktadir. Bu
calismada, KHB enfeksiyonu tanist ile takip edilen hasta-
larda, ilag direncinden sorumlu gen mutasyonlarin arasti-
rilmast amaglandi.

Gerec ve Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi poli-
klinik ve kliniklerinde KHB tanisi ile takip edilen 45 hasta
calismaya dahil edildi. KHB hastalarinda ilag direncinden
sorumlu mutasyonlart revers transkriptaz gen bolgesinde
pirosekanslama yontemi (Pyromark, Qiagen, Almanya) ile
aragtirildi.

Bulgular: Calismaya alinan 45 hastanin 13 (% 28.8)’iinde
ilag direnciyle iligkili mutasyonlar saptandi. Dort érnekte
M2041, 4  ornekte LISOM+M204I, 2 oOrnekte
LI18OM+M204V+V173L, 3 érnekte L18OM+M204V mutas-
yonlart bulundu. Bu mutasyonlar, M2041; lamivudin ve
telbivudine direncli, entekavir ve adefovire orta duyarl,
tenofovire ise duyarly, LISOM+M2041; lamivudin, enteka-
vir ve telbivudine direncli, adefovir ve tenofovire duyarlt,
LISOM+M204V+V173L; lamivudin, entekavir ve telbivu-
dine direngli, adefovir ve tenofovire duyarl,
L180M+M204V; lamivudin ve telbivudine direncli, enteka-
vir ve adefovire orta duyarli, tenofovire duyarli olarak
raporlandi. Hastalarin tedavisi antiviral ila¢ direng sonug-
larina gore planlandt.

Sonu¢: KHB hastalaruimin tedavi takibinde antiviral ila¢
direng analizinin yapimast gerektigi diisiincesine varildi.

Anahtar kelimeler: Antiviral direng, kronik hepatit B

ABSTRACT

Investigation of Antiviral Drug Resistance in Patients
Receiving Antiviral Therapy for Chronic Hepatitis B

Objective: Today in the treatment of chronic hepatitis B
(CHB) treatment, interferon/pegylated interferon and
several nucleoside/nucletide analogues are used. Nucleoside
analogues used in the treatment are lamivudine, entecavir
and telbivudine whereas tenofovir and adefovir are the
nucleotide analogues in use. However, mutations in various
regions of viral polymerase gene due to use of nuceloside/
nucleotide reduce the effectiveness of the drug. analogues
by inducing antiviral resistance. In this study investigation
of the mutations responsible for drug resistance in patients
with CHB infection was aimed.

Material and Methods: Forty-five patients who were being
Jfollowed with the diagnosis of CHB in polyclinics and
clinics of Erciyes University Medical Faculty were included
in the study. Mutations responsible for drug resistance in
reverse transcriptase gene region were investigated by
pyrosequencing method (Pyromark, Qiagen, Germany).

Results: Mutations related to drug resistance were detected
in 13 of 45 patients. M2041 and L1SOM+M2041, mutations
were detected in four samples each, LISOM+M204V+V173L
and LISOM+ M204V mutations in two and three samples
respectively. These mutations were reported as follows:
M2041; resistant to telbivudine and lamivudine,
intermediately susceptible to entecavir and adefovir, and
susceptible to tenofovir, LISOM+M2041; resistant to
lamivudine, telbivudine and entecavir, susceptible to adefovir,
tenofovir, LISOM+M204V+V173L; resistant to lamivudine,
telbivudine and entecavir, susceptible to adefovir, tenofovir,
LISOM+M204V; resistant to telbivudine and lamivudine,
intermediately susceptible to entecavir and adefovir, and
susceptible to tenofovir. Treatment of patients was carried
out according to the antiviral drug resistance results.

Conclusion: It has been conjcluded that analysis of
antiviral drug resistance should be performed in patients
with CHB.
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GIRIS

Hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonlari, uzun
stiredir etkin bir aginin yaygin olarak uygulan-
masina ragmen, giiniimiizde siroz ve hepatosel-
liler karsinoma (HCC)’ya kadar ilerleyerek
insan hayatini riske atmaya devam etmektedir! 2.
Tiirkiye orta endemik bolgeler icerisinde yer
almaktadir®. Genotip D iilkemizde en sik rastla-
nan HBV genotipidir®.

Giinlimiizde kronik hepatit B (KHB) tedavi
secenekleri interferon/pegile interferon ve ¢esitli
niikleozid/niikleotid analoglaridir®. Tedavideki
niikleozid analoglari; lamivudin, entekavir ve
telbivudin iken, tenofovir ve adefovir ise niikle-
otid analoglaridir®. Ancak niikleozid/niikleotid
analoglarimin kullanimu ile viral polimeraz geni-
nin cesitli bolgelerinde ortaya ¢ikan mutasyon-
lar antiviral direncine neden olarak ilacin etkin-
ligini azaltmaktadir”. Oral antiviral olarak kul-
lanilan lamivudinin uzun siireli kullanimi sonu-
cunda mutant suslar ortaya ¢cikmaktadir. Direncli
mutantlar 4-5 yillik bir siirede %60 oranina
kadar ulasabilmekte ve bu durum virolojik yanit
oraninin diismesiyle sonu¢lanmaktadir®. Bu
calismada, KHB enfeksiyonu tanisi ile takip
edilen hastalarda, ila¢ direncinden sorumlu gen
mutasyonlarinin aragtirilmasi amaglandi.

GEREC ve YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi poliklinik ve
kliniklerinde KHB tanist ile takip edilen, yagslari
7-69 arasinda degisen ve 15’1 kadin, 30’u erkek
olan 45 hasta caligmaya dahil edilmistir. KHB
hastalarinda ila¢ direncinden sorumlu mutas-
yonlar1 revers transkriptaz gen bolgesinde piro-
sekanslama yontemi (Pyromark, Qiagen,
Almanya) ile aragtirildi.

DNA izolasyonu

Hastalara ait serum Orneklerinden deoksiribo-
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niikleik asit (DNA) izolasyonu EZ1 virus mini
kit v2.0 (Qiagen, Almanya) kullanilarak iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda EZ1 Advanced
XL (Qiagen, Almanya) otomatik niikleik asit
izolasyon cihazinda yapildi.

PCR Amplifikasyonu

HBV DNA amplifikasyonunda iki polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) karigimi hazirlandi.
Master A ve B kullanilarak hazirlanan “master”
karigimdan 20 ul her DNA orneginden 10 ul
aliip; Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) ciha-
zinda PCR amplifikasyonu yapildi.

Pirosekanslama

HBV antiviral diren¢ analizi pirosekanslama
yontemi (Qiagen, Almanya) ile arastirildi. HBV
antiviral diren¢ analizi icin, 6rnek basina alti
pirosekanslama reaksiyonu uygulandi. PCR
tiriinlerinin “streptavidin sepharose” boncuklari
ile karsilagtirma iglemi tiretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda yapildi, 6rnekler denatiire edildi.
Elde edilen tek sarmal DNA ile sekans primeri-
nin baglanma islemi gerceklestirildi. Alt1 adet
sekans primeri kullanildi ve 169, 173; 180, 181,
184; 194; 202, 204; 236; 250 kodonlarindaki
antivirallere ait diren¢ mutasyonlart belirlendi.
Pyromark Q24 cihazinda analiz iglemleri tamam-
landi ve HBV antiviral sonuglari belirlendi.
Antiviral ila¢ diren¢ sonuglart Avrupa Karaciger
Dernegi onerileri dogrultusunda degerlendi-
rildi®.

BULGULAR

Calismaya alinan 45 hastanin 13 (% 28.8)’iinde
ilag direnciyle iliskili mutasyonlar saptandi. Bu
13 hastanin dordiinde (%31) M2041, dordiinde
(%31) L180M+M204I, ikisinde (%15) L180M
+M204V+V173L, ticiinde (%23) L180M+M204V
mutasyonlari bulundu. Bu mutasyonlar, M204I;
lamivudin ve telbivudine direngli, entekavir ve
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Tablo 1 Hastalarda saptanan antiviral ila¢ diren¢ paternleri, 6nceden verilen tedaviler ve direncle eszamanlh laboratuvar degerleri.

Direnc paterni Hasta sayis1 Tedavi AST/ALT HBYV DNAIU/ml) HbeAg
M2041 1. hasta Lamivudin 17/19 629 (-)
2. hasta Lamivudin 132/219 10500 +)
3. hasta Lamivudin 33/33 49063719 +)
4. hasta Belirlenemedi* 20/11 18320 (=)
L180M+M2041 1. hasta lamivudin 16/15 1760000 (=)
2. hasta lamivudin 40/54 20200000 +)
3. hasta lamivudin 27/42 70432410 +)
4. hasta lamivudin 38/43 6005 (-)
L180M+M204V+V173L 1. hasta lamivudin 28/60 >100000000 +)
2. hasta lamivudin 30/67 >100000000 (+)
L180M+M204V 1. hasta lamivudin 1036/923 >100000000 (=)
2. hasta lamivudin 21/26 138000 (-)
3. hasta lamivudin 28/99 264112203 (=)

* Hastaya ait dosyada ila¢ raporu bulunamamustir.

adefovire orta duyarli, tenofovire ise duyarl,
L180M+ M204I; lamivudin, entekavir ve telbi-
vudine direncli, adefovir ve tenofovire duyarli,
L180M+ M204V+V173L; lamivudin, entekavir
ve telbivudine direngli, adefovir ve tenofovire
duyarli, L180M+M204V; lamivudin ve telbivu-
dine direncli, entekavir ve adefovire orta duyar-
I1, tenofovire duyarli olarak raporlandi. Bu has-
talarin direng paternleri, 6nceden verilen tedavi-
ler ve direngle eszamanli laboratuvar degerleri
Tablo 1’de gosterilmistir. Hastalarin tedavisi anti-
viral ila¢ diren¢ sonuglarma gore yapilmustir.

M?2041 mutasyonu saptanan pediatrik hastada,
lamivudin direnci gelistikten sonra tedavisine
interferonla devam edilirken, lamivudine direng
belirlenen geriye kalan 9 hastanin tedavisine
tenofovir ile devam edilmisgtir.

Antiviral diren¢ analizi sonucunda L180M+
M204V ve L180M+M204] mutasyonu saptanan
iki hasta eksitus oldugu i¢in sonraki tedavileri
bilinmemektedir.

TARTISMA

KHB tedavisinde pegile interferon, yiiksek
etkinligi ve kullanim siiresinin sinirlt olmasi

nedeniyle standart interferonlarin yerini almigtir.
Pegile interferon ile tedaviye yanit hizlarinin
yiiksek olmasma karsin, uzun siireli izlemde
relaps oranlarinin fazla oldugu saptanmistir®.
Deri altina enjeksiyon seklinde uygulanmasi ve
yan etkilerinin sik goriilmesi dezavantajlarini
olusturmaktadir. Dekompanse HBV ile iligkili
siroz veya otoimmiin hastaligi olan kisilerde,
kontrolsiiz siddetli depresyon ya da psikoz has-
talarinda ve gebelikte pegile interferon kullani-
m1 kontrendikedir.

Entekavir ve tenofovir giiclii HBV inhibitoriidiir
ve diren¢ gelisimine yatkin degildir. Ilk sirada
kullanilabilecek monoterapi tedavi se¢enegi ola-
rak giivenle kullanilabilir. Adefovir tenofovirden
daha pahali, daha az etkilidir ve daha ¢ok diren-
ce neden olur. Telbivudin gii¢lii bir tedavi sece-
negidir, ama tedavi basarist HBV DNA viral
yiikiinden etkilenmektedir®.

Lamivudin tedavisinin maliyeti uygundur, ancak
uzun siireli monoterapi tedavisi lamivudin
direncli HBV mutantlarinin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Direngli mutantlar 4-5 yillik
bir siirede %60 oranina kadar ulagabilmekte ve
bu durum virolojik yanit oraninin diismesiyle
sonuglanmaktadir®. Primer yanitsizlik duru-
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munda uyumlu bir hastada antiviral direng arag-
tirilmaktadir. Direngli bir varyantin saptanmasi
durumunda bu varyanta etkili olan diger potent
antivirale gecilmektedir. Benzer durumda teda-
viye uyumlu olan hastalardaki virolojik kirilma
durumunda direncin genotipik olarak tayini 6ne-
rilmektedir. Giliniimiizde tenofovir direncine
rastlanmamigtir. Tenofovir direncinin saptanma-
st durumunda referans bir laboratuvarda dogru-
lanmasi gerekmektedir®.

Aydogan ve ark.” Ankara’da bir iiniversite has-
tanesinde yaptiklari calismada, 51 Ornegin
13’iinde ilag direnciyle iligkili mutasyonlar sap-
tamistir. Bu mutasyonlar, dort 6rnekte L180M+
M?2041 ve bir 6rnekte L180M+M?204V, ii¢ 6rnek-
te M204I, bir 6rnekte L180M+M204V+S202G
ve iki ornekte N236T seklinde izlenmistir®.
Caligmamizda ise, 45 hastanin 13’{inde (%28.8)
ilag direnciyle iliskili mutasyonlar saptanmig
olup, oncesinde 12’sinin lamivudin tedavisi
almis oldugu belirlenmigtir. On ii¢ hastanin
yedisinde (%54) LMV ve telbivudin direnci ile
iligkili mutasyonlar, dordiinde (%31) M?204I,
tictinde (%23) L180M+M204V, altisinda (%46)
LMYV, telbivudin ve entekavir direnci ile iligkili
mutasyonlar, dordiinde (%31) L180M+M2041,
ikisinde (%15) L180M+M204V+V173L) bulun-
mustur.

Akhan ve ark."” bes yillik siiredeki kronik hepa-
tit B enfeksiyonu tedavisi goren 583 hastaya
retrospektif olarak genotiplendirme ve direng
analizi yapmistir. Calismaya dahil edilen 167
hastanin dokuzunda lamivudin direnci, ii¢iinde
adefovir direnci ve birinde adefovir ile lamivu-
din direnci saptanmigtir®.

Kirdar ve ark."V bir yil lamivudin tedavisi kul-
lanmig, kronik hepatitli 50 hastanin 12’sinde
(%24) lamivudin direnci saptanmigtir. On iki
hastanin altisinda (%50) tek basina M2041
mutasyonu, dordiinde (%33) L180M+ A18IT
mutasyonlari tek basina ya da M204I ile birlikte,
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iki hastada (%16.7) M204I ile birlikte kompensa-
tuvar mutasyonlardan L180M belirlenmisgtir*?.

Cin’de 2. basamak bir hastanede entekavir teda-
visi sirasinda takip edilen 81 hastanin 18’inde
pirosekanslama yontemi ile alt1 adet LMV diren-
ci ile iligkili coklu mutasyon (L180M+M204V),
10 adet LMV direnci ile iligkili tekli mutasyon
(sekiz adet M204V, iki adet M204I), bir adet
adefovir direnci ile iligkili mutasyon (A181V)
ve bir adet entekavir direnci ile iligkili mutasyon
(L169T+M204V+M250V) bulunmugtur®.

Italya’da 38 kronik hepatit B hastasinda lamivu-
din direnci M204I tek basina (7/17, %41), kom-
pensatuvar mutasyonlar ile birlikte ikili mutas-
yonlar M204V+L180M (3/17, %17.6) ve iiclii
mutasyonlar M204V+L180M+V173L (2/17,
%]11.7) olarak bulunmustur'®. Bu ¢aligmada,
adefovir direnci ile iligkili bulunan mutasyonlar
Q215S, A181V, N236T ve V214E’dir'®. Bu
mutasyonlardan tekli olanlar dokuz hastada, ikili
olanlar bes hastada ve liclii olanlar ii¢ hastada
saptanmugtir. A194T ile iligkili tenofovir direnci
bir hastada bulunmusgtur'?.

Sonug olarak, KHB tedavisi sirasinda antiviral
ilag direnci diisiiniilen 45 hastanin 13’iinde anti-
viral ila¢ direnci saptanmig olup, tedavi buna
gore yoOnlendirilmistir. KHB tedavi protokolii
hastadan hastaya degismekte olup, tedavi taki-
binde antiviral ila¢ diren¢ analizinin yapilmasi
gerekliligi diislincesine varilmistir.
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