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OZET

Hepatit B ve C viruslarinin (sirasiyla; HBV ve HCV) sahip oldugu genetik cesitlilik ve genotiplerin pa-
tojeniteleri ile tedaviye yanitlari arasinda farkhliklarin olmasi, bu viruslarin genotiplerinin ve diren¢ du-
rumlarinin izlenmesini gerekli kilmaktadir. Bu calismada, kronik hepatit B (KHB) ve kronik hepatit C
(KHC) enfeksiyonu olan hastalarda genotip dagiiminin arastiriimasi ve lamivudin (LAM) tedavisi alan ve
almayan KHB'li olgularda direng paternlerinin belirlenmesi amaclanmustir. Eyliil 2007-Mart 2008 tarih-
leri arasinda gerceklestirilen calismaya, KHB tanisi alan 44 hasta (yas ortalamasi: 42 + 13.6 yil; 31'i er-
kek) ile KHC tanisi alan 30 hasta (yas ortalamasi: 47 + 12.4 yil; 8'i erkek) alinmistir. Mutasyonel analiz
ve ilag direnci calismalari dizi analizi yontemi ile (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer; Applied Biosystems,
ABD) yapilmistir. HBV dizi analizi icin DNA polimeraz geninin 80-260. kodonlari arasindaki bolge cogal-
tilmis; HCV icin ise, genomun “5’ non-coding” bdlgesinin genotip belirleyici dizileri analiz edilmistir.
Calismada, KHB'li 44 hastanin timiinin (%100) genotip D ile enfekte oldugu saptanmis; KHC'li hasta-
larda ise genotip 1 (26/30; %86.6) baskin genotip olarak belirlenmistir. HCV genotiplerinin dagihmi ise
siklik sirasina gore; %63.3 (n=19) oraninda 1b, %20 (n= 6) oraninda 1a, %13.3 oraninda (n= 4) 4a ve
%3.3 (n= 1) oraninda 1c olarak izlenmistir. KHB’li hastalarin %34.1 (15/44)'inde cesitli mutasyonlar
saptanmis ve bunlar; LAM direncinden sorumlu M204I (n= 6), Q215S (n= 2), L80I + M204l (n= 1),
L8OV + M204I (n= 1), Q215S + M204I (n= 1) ve M204l + L180M (n= 1); ADV direncinden sorumlu
V214A (n= 1) ve A181T + N236T (n= 1); ADV + LAM direncinden sorumlu V84M + V173L (n= 1) mu-
tasyonu olarak tanimlanmistir. Hic LAM tedavisi uygulanmamis 25 hastanin 3 (%12)’linde sadece LAM
direnci saptanirken; halen LAM tedavisi almakta olan 19 hastanin 9'unda sadece LAM, 2'sinde sadece
ADV ve birinde LAM + ADV direnci olmak lizere toplam 12 (%63.2)'sinde ilag direnci tespit edilmistir.
Buna gore KHB'li hastalarimizda saptanan toplam LAM direnci %27.3 (%6.8 primer, %20.5 sekonder),
ADV direnci %4.5 (2/44) ve coklu diren¢ (LAM + ADV) %2.3 (1/44) olarak belirlenmistir. Sonug olarak,
elde edilen verilerin, bélgemizdeki viral hepatitlere bagh kronik karaciger hastaliklarinin tani, tedavi ve
takiplerinde yol gosterici olabilecegi distnilmustar.

Anahtar sézciikler: Genotip, mutasyon, antiviral ila¢ direnci, lamivudin, adevofir, Tiirkiye.
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ABSTRACT

The high genetic diversity in hepatitis B and C viruses (HBV and HCV, respectively), and the presen-
ce of differences in pathogenicity and response to therapy, necessitates continous monitorization of the
genotypes and antiviral resistance patterns. The aims of this study were to investigate the genotype dist-
ribution of HBV and HCV in chronically infected patients and to detect the resistance patterns of HBV
strains in treatment-naive patients and those under lamivudine (LAM) treatment. A total of 44 chronic
hepatitis B (CHB) patients (mean age: 42 + 13.6 years; 31 were male) and 30 chronic hepatitis C (CHC)
patients (mean age: 47 + 12.4 years; 8 were male) were included to this study which was carried on
between September 2007-March 2008. Mutational analysis and antiviral drug resistance studies were
performed by sequence analysis (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer; Applied Biosystems, USA), with the
use of the region between 80-260 codons in HBV DNA polymerase gene, and the genotype determi-
ning sequences in 5’ non-coding region in HCV genome. As a result, all of the 44 CHB patients (100%)
were found to be infected with HBV genotype D, while genotype 1 (26/30; 86.6%) was found to be
the predominant HCV genotype in CHC patients. The frequency of HCV genotypes were as follows;
63.3% (n=19) genotype 1b, 20% (n= 6) 1a, 13.3% (n=4) 4a and 3.3% (n= 1) 1c. Various mutations
were detected in 34.1% (15/44) of CHB patients and these were identified as M2041 (n= 6), Q215S (n=
2), L80I + M204I (n= 1), L8OV + M204I (n=1), Q215S + M204I (n= 1) and M204l + L180M (n= 1) mu-
tations responsible for LAM resistance; V214A (n= 1) and A181T + N236T (n= 1) mutations responsib-
le for adefovir (ADV) resistance, and V84M + V173L (n= 1) mutation responsible for ADV + LAM resis-
tance. In 12% (3/25) of the treatment-naive CHB patients LAM resistance was detected. However, to-
tal antiviral resistance rate was found 63.2% (12/19) for CHB patients (LAM resistance in 9, ADV resis-
tance in 2, and LAM + ADV resistance in 1 patient) who were currently under LAM treatment. Accor-
dingly, total LAM resistance in our CHB cases was 27.3% (6.8% primary and 20.5% secondary resistan-
ce), ADV resistance was 4.5% and multidrug (LAM + ADV) resistance was 2.3%. It was concluded that,
our data would be helpful in the diagnosis and management of patients with chronic liver diseases due
to viral hepatitis in our region.

Key words: Genotype, mutation, antiviral drug resistance, lamivudine, adefovir, Turkey.

GiRis

Hepatit B virusu (HBV), diinya nifusunun Ugte birini etkileyen ve 400-500 milyon ki-
sinin tastyici oldugu énemli bir enfeksiyon etkenidir'. Asemptomatik enfeksiyondan ful-
minant hepatite, inaktif tastyiciliktan karaciger sirozu ve karaciger kanseri (HSK) gibi de-
gisik klinik tablolara neden olabilmektedir. Enfeksiyonun seyrini konaga ait genetik fak-
torler, yas ve virusun genetik degiskenligi etkilemektedir. Genetik degiskenlik, tasiyici po-
pulasyonlarda goriilen genotipik farklliklar ya da enfekte konakta ortaya ¢ikan mutas-
yonlar seklinde gortlmektedir. HBV patojenitesinde genotipik farkhliklarin roli ve enfek-
siyonun klinik seyri tizerine genotiplerin etkisi heniliz tam olarak aciklanamamistir. Ancak
bulgular, genotipler arasinda klinik ve patojenik farkliliklar oldugunu desteklemektedir?.
Bu nedenle hastaligin baslangicinda genotipin belirlenmesi, klinik yaklasimlarin daha bi-
lingli gerceklesebilmesine olanak saglayacaktir.

Kronik HBV enfeksiyonunun tedavisinde interferon (IFN) ve nikleozid analoglar kul-
lanilmaktadir. Bir niikleozid analogu olan lamivudin, en sik tercih edilen ilactir. ilacin kul-
lanildigi stireyle orantili olarak yillar icerisinde direnc gelisiminde artis gézlenmekte; bi-
rinci yil %15 olan direng orani, dérdiincii yilda %67'ye yiikselmektedir®. Tedavi basar-
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sinl izlemek ve basarisizlik halinde alternatif ilaclarla tedaviye devam edebilmek icin, la-
mivudine kargi direng gelisiminin saptanmasi 6nemlidir®.

Diinya nifusunun yaklasik %30 kronik HCV tasiyicisi olup, lilkemizde HCV goriilme
sikhgr %0.3-1.8 (ortalama %0.5) arasindadir®. Akut hepatitlerin %20’sinden, kronik he-
patitlerin %70‘inden, son donem sirozun %40’indan, HSK'nin %60’indan ve karaciger
transplantasyonunun %30’undan HCV sorumlu tutulmaktadir®. HCV'nin yiiksek genetik
heterojenitesi nedeniyle, 6 major genotipi ve 100’den fazla alt tipi ve tirimsu yapilari
bulunmaktadir®. Genotip 1, 2 ve 3 tiim diinyada bulunurken, digerleri cografi bolgele-
re gore farkliliklar gostermektedir. Bu genotipler arasinda IFN’ye yanit acisindan da fark-
lihklar bulunmakta; genotip 1 ve 4, IFN’ye daha direncli iken, genotip 2 ve 3, IFN teda-
visine daha iyi yanit vermektedir®. Bu nedenle tedavi 6ncesi genotiplendirme yapiimasi
onerilmektedir.

Bu calismada, kronik HBV ve HCV enfeksiyonu olan hastalarda genotip dagiliminin
arastinlmasi ve hi¢ lamivudin tedavisi almamis ya da halen lamivudin tedavisi almakta
olan kronik HBV’li olgularda direng paternlerinin belirlenmesi amaclanmuistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Eyliil 2007-Mart 2008 tarihleri arasinda, Afyon Kocatepe Universitesi, Uy-
gulama ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Gastroenteroloji polikliniklerine
basvuran olgulardan, izlem sonucu kronik hepatit B (KHB) tanisi alan 44 hasta (yas ara-
hgr 17-71 yil, yas ortalamasi: 42 £ 13.6 yil; 31'i erkek) ile kronik hepatit C (KHC) tanisi
alan 30 hasta (yas araligi 28-68 yil, yas ortalamasi: 47 + 12.4 yil; 8'i erkek) dahil edildi.
Etik izin dahilinde gerceklestirilen calismada, tim hastalardan onam formu alind.

Hasta serumlarinda hepatit B ve C serolojik belirtecleri (HBsAg, HBeAg, anti-HBclgM,
anti-HBclgG, anti-HBe, anti-HBs ve anti-HCV), ticari mikropartikil ELISA yontemi (Ort-
ho-Clinical Diagnostics, ABD) ile calisildi. HBV-DNA ve HCV-RNA diizeyleri ise IQ™ 5
Multicolor Real-Time PCR cihazi (Bio-Rad, ABD) ile belirlendi. Serumlar genotiplendirme
ve mutasyon analizi icin ¢alisiincaya kadar -80°C’de saklandi.

HBV-DNA pozitif 44 hastanin 25’i hi¢ lamivudin (LAM) tedavisi almamis, 19’u ise ha-
len LAM tedavisi alan ve tedavi sirasinda klinik olarak LAM direnci diisiintilen hastalardi.

Orneklerden HBV-DNA ve HCV-RNA izolasyonu, QIAGEN QlAamp MinElute Virus
Spin ekstraksiyon kiti ile (Cat.No 57704; QIAGEN, ABD) yapildi. HBV ve HCV genotip-
lendirmesi, mutasyonel analiz ve ila¢ direnci, dizi analizi yontemi ile ABI PRISM 310 Ge-
netic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda arastirildi. HBV dizi analizi icin DNA
polimeraz geninin 80-260. kodonlari arasindaki bolge cogaltildi. HCV icin ise, geno-
mun “5’ non-coding” (5'NC) bdlgesinin genotip belirleyici dizileri analiz edildi. Diziler
Clustal W programi kullanilarak hizalandi; filogenetik agag cizimi ve analizi NEIGHBOR-
JOINING metodu kullanilarak MEGA version 3.0 bilgisayar yazilim programi ile gercek-
lestirildi.
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BULGULAR

Calismamizda, KHB’li 44 hastanin timinidn (%100) genotip D ile enfekte oldugu
saptanmistir. KHC'li hastalarda ise baskin genotipin, genotip 1 oldudu izlenmis (26/30;
%86.6), en yliksek oranda (%63.3) genotip 1b pozitifligi bulunmustur (Tablo I).

Mutasyonel analiz ve ila¢ direnci calismalarinin sonunda; KHB’li hastalarin 15
(%34.1)'inde ila¢ direncinden sorumlu cesitli mutasyonlar saptanmis (Tablo II); 29
(%65.9)’'unda ise mutasyon ya da ila¢ direncine rastlanmamigtir. Hic LAM tedavisi uygu-
lanmamis 25 hastanin 3 (%12)’liinde sadece LAM direnci saptanirken; halen LAM teda-
visi almakta olan 19 hastanin 9’unda sadece LAM, 2'sinde sadece adefovir (ADV) ve 1’in-
de LAM + ADV direnci olmak tizere toplam 12 (%63.2)'sinde ila¢ direnci tespit edilmis-
tir (Tablo II). Buna gore KHB'li hastalarda toplam diren¢ oranlari LAM icin %27.3
(12/44), ADV icin %4.5 (2/44) ve LAM + ADV icin %2.3 (1/44) olarak bulunmustur.

Tablo I. Kronik Hepatitli Hastalarda HBV ve HCV Genotiplerinin Dagilimi

Virus ve genotip Pozitif hasta sayisi/Toplam hasta sayisi (%)
HBV Genotip D 44/44 (100)

HCV Genotip Ta 6/30 (20)

HCV Genotip 1b 19/30 (63.3)

HCV Genotip 1c 1/30 (3.3)

HCV Genotip 4a 4/30 (13.3)

HBV: Hepatit B virusu, HCV: Hepatit C virusu.

Tablo Il. HBV Mutasyonlarinin Lamivudin Tedavisi Alan ve Almayan Hasta Gruplarina Gére Dagilimi*

Hasta grubu

Sorumlu oldugu Tedavi alanlar Tedavi almayanlar

Mutasyon direnc (n=19) (n= 25) Toplam (%)
M204I LAM 4 2 6
Q215S LAM 1 1 2
V214A ADV 1 - 1
L80! + M204l LAM 1 - 1
A181T + N236T ADV 1 - 1
V84M + V173L ADV + LAM 1 - 1
L8OV + M204I LAM 1 - 1
M204l + Q215S LAM 1 - 1
M204! + L180M LAM 1 - 1
Toplam (%) 12 (63.2) 3(12) 15 (34.1)

* Sayilarin az olmasi nedeniyle yiizde oranlari sadece toplamlar icin verilmistir.
HBV: Hepatit B virusu, LAM: Lamivudin, ADV: Adefovir.
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TARTISMA

Kronik hepatit B ve C enfeksiyonlari, tiim diinyada oldugu gibi tilkemiz i¢in de 6nem-
li bir halk saghgi problemi olusturmaktadir’-. Bu viruslarin sahip oldugu serotip ve ge-
notip farkliliklari, tani ve tedavide de birtakim sorunlari beraberinde getirmektedir. HBV,
genomundaki %8’lere varan nikleotid farkliigi ile A’dan H’ye kadar 8 alttipe ayriimig
olup iilkemizin de icinde bulundugu cografyada genotip D baskindir’ '3, Ulkemizde Boz-
day ve arkadaslarinin'® 67 &rnekte gerceklestirdikleri calismada, pre-S2 gen bdlgesinin
dizi analizlerine gore tim suglarin genotip D ve subtip ayw ile uyumlu oldugu saptan-
mustir. Sentiirker Giildas ve Abacioglu'!, KHB'li 23 hastadan izole ettikleri HBV S geni
analizi sonunda hepsinin genotip D dizilerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Misirlioglu
ve arkadaslarinin' calismasinda, HBsAg pozitif 57 cocuk hastanin tiimiinde HBV geno-
tipi, S gen bolgesi dizilemesi ile genotip D olarak bulunmustur. Siinbiil ve arkadaslar'?
da, Tirkiye'nin 15 farkli merkezinden toplam 88 KHB'li hasta ile yaptiklari calismada, ol-
gularin %85.9’unda genotip D'yi saptamislardir. Calismamizda, KHB’li hastalarimizin ti-
miinde genotip D saptanmis olup, sonuclar tlkemizdeki diger verilerle uyumlu bulun-
mustur.

Ulkemizde yapilan calismalar, HCV enfeksiyonlarinin biiyiik cogunlugunun genotip
1b tarafindan olusturuldugunu vurgulamakta; genotip 2, 3 ve 4 enfeksiyonlarinin, bol-
gelere gore degismekle birlikte, daha az oranda oldugunu gostermektedir''”. Abaciog-
lu ve arkadaslarinin’ 1995 yilinda yayinlanan calismasinda, genotip 1b (%75.3) predo-
minant tip olarak belirlenmis, bunu genotip 1a (%19.1), 2 (%3.4) ve 4 (%2.2) izlemis-
tir. Blgemizde Altindis ve arkadaslarinin'® 2006 yilinda yaptigi dizileme calismasinda,
HCV genotip 1b %96.7, genotip 1a ise %3.3 oraninda bildirilmistir. Altuglu ve arkadas-
lan'”, KHC'li 345 hastanin %87.2'sinde genotip 1b, %9.9’unda genotip 1a, %1.4'linde
genotip 3a, %0.9'unda genotip 2a ve %0.6'sinda genotip 4 saptamiglardir. Bizim calis-
mamizda da, hastalarin %63.3’inln genotip 1b ile enfekte oldugu izlenmis, ikinci ve
Uguincl sirayi ise sirasiyla genotip Ta (%20) ve genotip 4a (%13.3) almistir.

Ginudmiizde KHB tedavisinde kullanilan niikleozid analogu ilaglardan olan LAM, HBV
replikasyonunu baskilamakta etkili olmakla birlikte, uzun sureli kullanimlarda, zaman
icinde metioninin valin veya izolésine déniismesi ile (rtM2041/V) direng gelismektedir'®,
Bu nedenle LAM tedavisi alan hastalarin tedavi basarisi ve direng gelisimi acisindan izlen-
mesi, gerektiginde ilac degisikligi yapiimasi 6nerilmektedir'. Niesters ve arkadaslari?
KHB’li bir hastada YMDD maotifinde yeni bir varyant saptamislar; bu varyantta 204. po-
zisyondaki metioninin serine (rtM204S), 195. pozisyondaki tirozinin valine (YSDD var-
yantr) ve 180. pozisyondaki |6sinin de metionine (rtL180M) degistigini belirlemislerdir.
YMDD motifinde daha dnce tanimlanan klasik iki mutasyon; rtM2041 ve rtM204V'dir.
LAM direncinden sorumlu birincil mutasyonun, polimeraz geninin katalitik bolgesinin C
kangalinda; ikinci sikliktaki mutasyonun ise (rtL180M) polimeraz geninin katalitik bolge-
sinin B kangalinda yer aldigi ve cogunlukla rtM204V veya rtM204| mutasyonlari ile ilis-
kili oldugu gésterilmistir?®. Calismamizda bulunan M204I + L180M mutasyonu, LAM te-
davisi sirasinda saptanmis ve bu arastiricilarin?® verileri ile uyumlu bulunmustur. Akarsu
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ve arkadaslarinin?' calismasinda da, 71 inaktif HBV tasiyicisinin 13 (%18.3)’iinde YMDD
varyantlar tespit edilmis; bu 13 hastanin 10 (%76.9)’'unda ayni zamanda L180M mu-
tasyonu da belirlenmis, iki hastada ise sadece YIDD ve/veya YVDD varyantlari ile birlikte
L180M mutasyonu saptanmistir.

Aygen ve arkadaslarinin??, 2007 yilinda 17 merkezin katiimi ile toplam 283 KHB'li
hastada yaptiklari caismada, hastalarin tamaminda HBV genotip D saptanmis ve 25 has-
tada (%10.7) LAM direnci (17 sekonder, 8 primer direnc) belirlenmistir. LAM tedavisi
alanlarda saptanan YMDD mutasyonlarinin, antiviral tedavi almayan olgularda da goz-
lenmesi ilgingtir. Akarsu ve arkadaslari?!, LAM ile tedavi edilmemis inaktif HBV tasiyicila-
rinda yuiksek oranda YMDD motif varyantlarinin ortaya ¢iktigini ifade etmektedirler. Bi-
zim calismamizda, hi¢ LAM tedavisi almayanlarda saptanan %12 (3/25) orani primer di-
reng, halen LAM tedavisi alanlarda saptanan %63.2 (12/19) orani ise sekonder direng
olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglar bize primer direng agisindan, tedavi almamis has-
talarda nikleozid tedavisi 6ncesinde YMDD motif mutasyonlarinin belirlenmesinin, te-
davi secimine olumlu katki saglayabilecegini gostermektedir.

LAM ile karsilastirldiginda, ADV direncinin gelisimi daha nadirdir ve tedavi sirasinda
daha ge¢ donemlerde (= 1 yil) ortaya ¢cikmaktadir. Yapilan calismalarda, bugiine kadar
ADV direncine neden olan mutasyonlar rtN236T ve rtA181V olarak tanimlanmis ve te-
davinin birinci yiinda hi¢ ADV direnci saptanmazken, besinci yilinda %28’e yiikseldigi
bildirilmistir?>24. Locarnini ve arkadaslari?*, LAM ve ADV kombinasyonu ile tedavi edilen
bir hastada, ADV'ye kars! direng saptarken LAMa karsi dirence rastlamamislar ve ADV di-
rencine neden olan mutasyonlarin nadiren olusabilecegini ve bu durumun LAM direnci-
ne yol agma olasihginin ¢cok distik olabilecegini ifade etmiglerdir. Calismamizda da, LAM
tedavisi alan birer hastada ADV direncinden sorumlu V214A ve A181T + N236T mutas-
yonlar ile LAM + ADV direncinden sorumlu V84M + V173L mutasyonu saptanmistir
(Tablo II).

Sonug olarak bu calismada; KHB’li hastalarin tamaminin genotip D ile enfekte oldugu
belirlenmis; hastalarin %6.8 (3/44)’'inde primer LAM direnci, %20.5 (9/44)’inde sekon-
der LAM direnci, %4.5 (2/44)’'inde ADV direnci ve %2.3 (1/44)'Unde ¢oklu diren¢ (LAM
+ ADV) saptanmistir. KHC'li hastalarimizda ise dominant HCV genotipinin genotip 1 ol-
dugu belirlenmistir. Calismamizda elde edilen verilerin, bolgemizdeki viral hepatitlere
bagl kronik karaciger hastaliklarinin tani, tedavi ve takiplerinde yol gosterici olabilecegi
distinilmastir.
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