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1.  GIRIS VE AMAC

Hepatit B virus infeksiyonu tiim diinyada yaygin olarak goriilen 6nemli bir halk
saglig1 sorunudur. Diinyada yaklasik olarak iki milyar kisinin hepatit B virusu (HBV)
ile karsilastigi, yaklasik 400 milyon kisinin HBV ile kronik olarak infekte oldugu
bilinmektedir. Her yil diinyada yaklasik bir milyon kisi kronik hepatit B (KHB)
infeksiyonuna bagl siroz ve hepatoseliiler karsinom (HCC) gibi komplikasyonlar
nedeniyle kaybedilmektedir. Asiyla korunulabilen viral hepatit etkenlerinden olan
HBYV ig¢in ag1 uygulamalari, 6zellikle cocukluk doneminde HBsAg pozitifligini anlaml
sekilde azaltmistir. HBV asilamasinin yayginlastirilmasiyla gelecekte HBV

infeksiyonu insidansinin azalacagi tahmin edilmektedir. %3

KHB tedavisinde son yillardaki biiylik gelismelere ragmen hastaligin tam
eradikasyonu, infekte hepatositin niikleusunda cccDNA’nin persistanst nedeniyle
miimkiin gériinmemektedir. Tedavideki ana hedef, etkili HBV DNA baskilanmasi,
miimkiinse HBsAg kaybi ve serokonversiyonu, siroz ve HCC gibi komplikasyonlarin
onlenmesidir. Giiniimiizde KHB tedavisinde interferonlar (IFN) ve niikleoz(t)id
analoglar1 (NA) kullanilmaktadir. IFN, kullanim siireleri belli olan ve direng gelisme
problemi olmayan immiin modiilator ilaglardir. NA’nin ise etkili HBV DNA
baskilanmasi i¢in bir yildan daha uzun siireli kullanilmas1 gerekmektedir. NA ile
tedavide en 6nemli sorun uzun dénemde ila¢ direnci ve capraz direng gelismesidir.
Telbivudin (LdT) HBV’e kars1 lamivudinden (LAM) daha giiglii antiviral aktivitesi
olan bir L-niikleosid analogudur. Ancak yapilan ¢alismalarda tedaviden bir yil sonra
hastalarin %2-5’nde direng gelistigi gortilmistiir. NA igerisinde entekavir (ETV) ve
tenofovir (TDF), giiglii viral supresif etkileri ve yiiksek genetik bariyerleri ile direng

oranlar1 daha diisiik olan oral antiviral ajanlardir.*>®

Giliniimiizde KHB infeksiyonunda antiviral tedaviye baslama karar1 verilmesi,
tedaviye yanitin izlenmesi ve antiviral direng saptamada pahali ve deneyim gerektiren
bir yontem olan HBV DNA diizey tayini yapilmaktadir. Son donemde yapilan
caligmalar daha ucuz bir yontem olan serum HBsAg kantitasyonu (qHBsAg) ile

hastaligin prognozu hakkinda 6ngorii yapabilecegimizi diisiindiirmektedir. HBSAQ



kantitatif degerleri ile hastaligin klinik evre, fibroz skoru ve tedavi yaniti arasinda
iligkinin oldugu yapilan c¢aligmalarda gosterilmeye baslanmigtir. Serum HBsAg
seviyeleri intrahepatik cccDNA seviyeleri ile korele olmasi nedeniyle kantitasyon
infekte hiicreleri yansitmaktadir. qHBsAg’ nin diisik HBV DNA seviyeleri olan
HBeAg negatif hastalar ile inaktif tasiyicilari ayirmada yardimci olabilecegi

diistiniilmektedir.”

HBYV, yiiksek replikasyon kapasitesinin (>10'? virion/giin) olmasi ve ters
transkripsiyon isleminde hata diizeltme yeteneginin olmamasi nedeniyle, yiiksek
mutasyon sikhigma sahip bir virustur® Tedavi 6ncesinde NA direnci ile iliskili
mutasyonlar meydana gelebilecegi gibi, KHB’ nin NA ile uzun siireli tedavisinde de
antiviral ajana direngten sorumlu mutasyonlar gelisebilmektedir.®!® Ote yandan,
HBV’nin genom organizasyonunda polimeraz (pol) ve ylizey (S) genleri st iiste
cakisir pozisyonda olmasi nedeniyle NA ila¢ direnci mutasyonlari, hepatit B ylizey
antijeni (HBsAg) yapisinda aminoasit degisikliklerine neden olabilmektedir. Son
yillarda HBV pol/S geni ¢akismasina bagli olarak “ilaca bagl gelisen potansiyel as1
kagagi mutasyonu” (ADAPVEM; Antiviral Drug-Associated Potential Vaccine-

Escape Mutant) kavrami kullanilmaya baslanmistir, 112

Bu ¢alismada KHB tedavisinde kullanilan oral antivirallerin pol geni ve S geni
tizerinde yaptigi mutasyonlarin arastirilmast ve bu mutasyonlarin Klinik ve
epidemiyolojik 6neminin saptanmasi, uzun dénemde ilag direnci gelisiminin ve bunun
yol agacag1 sonuglarin belirlenmesi amaglanmistir. ikincil olarak, kantitatif HBsAg
titrelerinin ilag direncini belirlemede erken bir marker olup olmadiginin saptanmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

Ik kez Babil Talmudlar1 ve Hipokrat’in yazilarinda bahsedilen viral hepatitler,
1883 yilinda Bremen’de ¢icek asisi yapilan tersane iscileri arasinda goriilen salgin
sonucu kayitlara gecmistir. 1943 yilina gelindiginde Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde bulasic1 hepatit ‘infeksiydz hepatit’ olarak isimlendirilirken, Ingiltere
Saglik Bakanligi ayni yil kan, plazma ve serum naklinden sonra gelisen sariliklari
‘homolog serum sarilig1’ ad1 altinda toplamistir. Hastaliga virusun neden olabilecegini
1908’de McDonald diisiinmiis, 1947 yilinda McCallum, infeksiyéz hepatit igin

‘hepatit A’, serum hepatiti igin ise ‘hepatit B’ deyimlerini kullanmigtir.1314

Blumberg ve arkadaslarinin 1965 yilinda bir hastanin serumunda Avustralya
antijeni adim verdikleri yeni bir antijeni bulmalar ile hepatit serolojisinde yeni bir
cigir acilmis ve bu buluslariyla arastirmacilar Nobel odiilii kazanmislardir.
Gilinlimiizde hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) olarak bilinen bu proteinden sonra,
1970 yilinda infektif 6zellige sahip Dane partikiilii tanimlanmistir. Krugman 1971
yilinda 1s1 ile inaktive edilen HBsAg pozitif serumlarin immiinojenik oldugunu ve as1
olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Kaplan ve arkadaslar1 1973 yilinda virusun kor
bolgesinde DNA’ya bagimlit DNA polimeraz varligini saptamislardir. 1979°da ise

virusun DNA’s1 kopyalanarak tam niikleotid dizisi ¢ikarilmistir, 315

2.2 Hepatit B Virusunun Yapisi

2.2.1 Virion yapisi

Hepadnaviridae ailesinin orthohepadnavirus cinsinde yer alan HBV, yanlizca
insanlar1 ve maymunlar1 infekte edebilen hepatotropik bir virustur. Iki genus igeren bu
ailenin Avihepadnavirus olarak adlandirilan diger genusu ise kus viruslarindan

olusmaktadr. 1617

42 nm ¢apinda olan HBV, ikozahedral bir kapsid i¢indeki kismen ¢ift iplikli
cembersel bir DNA ve bunu gevreleyen lipit yapili bir zarftan olusmaktadir.}” Kapsidin

tizerinde yer alan lipoprotein yapili zarf, ii¢ farkli biyiikliikte ylizey antijeni



tasimaktadir: Kiiciik (S), orta (M) ve biiyiik (L). Virusun zarf yapisinda en yogun

olarak bulunan ve zarfin temel tinitesi olan HBSAQ, S, L ve M kilif proteinlerini degisik

oranlarda icermekle birlikte baskin olan1 S proteinidir®® (Sekil 1). Virion zarfi, iyonik

olmayan deterjanlar ile muamele edildiginde i¢ kisimdaki niikleokapsid ya da kor

(6zyap1) bolgesi aciga ¢ikmaktadir. 27 nm’lik ikozahedral simetrili kapsid, ‘hepatit B

kor (core) antijeni’ (HBcAg) olarak isimlendirilen C proteinini, viral genomu ve

polimeraz enzimini icermektedir '°. Infekte hiicrelerden salinan HBsAg ve HBcAg

antijenlerinin yan1 sira hepatit B e antijeni (HBeAg) olarak isimlendirilen ti¢lincii bir

antijen daha bulunmaktadir. Bu antijenin kanda bulunusu infeksiy6z virion yapimini

gostermektedir.

S (S)

% — M (PreS2+5)
B | (PreS1+S2+S) ™

Viral DNA

5 7
_Viral
Polimeraz

“Viriisiin  zarf
vapisinda en vogun
olarak bulunan ve
zarfin temel tinitesi
olan HBsAg. S. L ve
M kilif proteinlerini
degisik oranlarda
icermekle birlikte
baskin olant S
proteinidir”™

ekil 1 : Hepatit B virionunun sematik yapisi ( 2 Numarah kaynaktan uyarlanmstir).
P $ yap y y

HBV ile infekte hastalarin serumlarindan hazirlanan preperatlar elektron

mikroskobunda incelendiginde, ii¢ tip viral patikiil oldugu gosterilmistir. 1”23 (Sekil 2)

e Ortalama 42 nm (40-48) ¢apinda, tam bir virion yapisinda olan kiiresel sekilli

Dane partikiilleri,

e Yaklasik 22 nm capinda, icinde niikleik asit bulunmayan, infeksiy6z olmayan

sferik partikiiller,

e 22 nm ¢apinda, 50-500 nm uzunlugunda, niikleik asit igermeyen, infeksiyoz

olmayan filamentoz partikiiller.




Tiim partikdil tipleri, infekte konak serumunda yiiksek miktarda saptanabilen ve

HBsAg adi verilen ortak yiizey antijenine sahip olup immiinojeniktirler.*

(1) Dane partikiilii

(2) Flamentoz partikiil

(3) Sferik partikiil

Sekil 2: Hepatit B virus partikiillerinin elektron mikroskopik goriiniimleri

(Universitats Klinikum Heidelberg molekiiler biyoloji ders notlarindan adapte edilmistir,

www.klinikum.uni-heidelberg.de).

2.2.2 Genomun yapisi

HBYV, 3200 niikleotidden olusan genomik yapisi ile bilinen hayvan viruslari
icinde en kiiglik genoma sahip olan DNA virusudur. Viral genom kismen ¢ift sarmalll
(%70 cift, %30 tek) cembersel DNA’dan olusmaktadir!’. Pozitif polariteli ipgik,
negatif ipcikten daha kisadir ve degisken uzunluktadir. Komplementer 5° ucunun
hidrojen bagi ile baglanmas1 sonucu viral genomun ¢embersel yapisi olusmaktadir.
Pozitif zincirin 5’ ucu sabit, 3’ ucu ise genomda herhangi bir yerde olabilmektedir.
Ipgiklerin 5° uglarmdaki 244 bp.lik bdlgede her iki ipgik {izerinde 10-12 niikleotidlik
‘Direct repeats 1’ (DR1) ve ‘Direct repeats 2° (DR2) olarak tanimlanan benzer diziler
bulunmaktadir. Bu boélgeler viral DNA sentezinin baslamasinda onemli rol

oynamaktadir 2224 (Sekil 3).



HBYV genomunda genetik bilginin tamam1 uzun sarmal iizerinde kodlanmis olup,

bu sarmal genom igerisindeki proteinleri kodlayan dort agik okuma gergevesi (open

reading frame: ORF) olusturacak sekilde organize olmustur °;

PreS/S geni zarf proteinlerini kodlamaktadir. PreS1, preS2 ve S gen
bolgelerini igermektedir. Kiiciik (S), orta (M) ve biiyiik (L) olmak iizere {i¢
farkli yiizey antijeni sentezlemektedir. Okuma islemi gen {izerindeki ilk
kodondan baslarsa preS1, preS2 ve S gen bolgelerinin tiimii okunacagindan
kilifin biiytik proteini (Large protein: L-HBs) sentezlenir. Okuma islemi S
geni lizerindeki ikinci kodondan baslarsa preS2 ve S boélgelerinin iirtinii
olan orta protein (Medium protein: M-HBs) sentezlenir. Okuma islemi
ticlincli kodondan basladiginda sadece S bolgesi okundugundan kilifin
kiigiik proteini (Small protein: S-HBs) sentezlenir. Zarfin temel iinitesi olan
HBsAg, S,L ve M kilif proteinlerini degisik oranlarda icermekle birlikte
baskin olan1 S proteinidir. 242 (Sekil 3)

C geni ‘core’ (cekirdek) niikleokapsid polipeptidini (HBcAg)
kodlamaktadir. C gen bolgesinde baslangi¢ kodonlar1 iki parca halinde
bulunmaktadir. Translasyon C baslangi¢ kodonundan basladiginda C
polipeptidi (HBcAg), pre-C baslangic kodonundan basladiginda ise
HBeAg sentezlenmektedir (Sekil 3) 2.

Pol geni, HBV genomunun yaklasik %4’iinli kodlayan en uzun gendir. P
proteini, reverz transkriptaz, RNase-H (riboniikleaz) ve hem DNA hem de
RNA bagimli polimeraz aktivitesine sahiptir. Bu enzim, pozitif zincirli
DNA’nin 3" ucunu primer ve negatif zinciri kalip olarak kullanarak, virion
DNA’s1nin tek zincirli bolgesini doldurma yetenegine sahiptir. Bu endojen
polimeraz reaksiyonuyla, tamamen c¢ift zincirli, gevsek ve cembersel
yapidaki viral DNA olusmaktadir %’.

X geni ise HBx proteinini kodlamaktadir.

PreS/S ORF bolgesi ile Pol ORF bolgesi ile tamamen ortiisiik sekilde; C ve X

OREF bolgeleri ise Pol ORF bolgesi ile kismi olarak ortiisiik sekilde bulunur. Virusun

replikasyonu sirasinda, kovalent olarak kapali ¢gembersel DNA (covalently closed

circular DNA; cccDNA) formuna doniistiiriilen genomdan, virusa ait mRNA

transkriptleri sentezlenmektedir (Sekil 3) 2.
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Sekil 3: Hepatit B virusunun genomik organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar (28

Numarah kaynaktan uyarlanmistir).

2.2.3 Virus Proteinleri

2.2.3.1 HBsAg

Konak sitoplazmasinda tretilir. S proteinlerinin ‘a’ determinantindan baska iki
determinanti daha saptanmistir; ‘d’ ya da ‘y’ ile ‘w’ ya da ‘r’. Ancak ‘a’ determinanti
biitiin HBsAg pozitif hastalarda olup, buna kars1 olusan anti HBs antikoru HBV’nin
hepatositlere baglanmasini engeller ve tiim subtiplere karsi etkili bir bagisiklik

saglar.?®

2.2.3.2 HBCAg:

Sadece karaciger hiicresinde tespit edilebilmektedir. Siklikla intraniikleer
yerlesimlidir, ancak aktif hastalik doneminde ve asir1 viral replikasyon gosteren

olgularda sitoplazmada da yaygin olarak saptanabilir 2,



2.2.3.3 HBeAg

Replikasyonunun gostergesidir. HBeAg negatif olan prekor mutantlarinda bu
antijen salinamamakta, fakat replikasyon devam etmektedir. HBeAg’nin gercek invivo
fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte viral replikasyon igin gerekli olmadigi
anlasilmistir.3® Ancak dogal infeksiyon sirasinda periferal kanda HBeAg varligi
yiiksek diizey viremi ile iligkilidir ve yiiksek infektiviteyi yansitir. Bu ¢eligkili durum,
HBeAg translasyonunun yapildigt mRNA transkriptlerinin (genomik RNA) aym
zamanda viral DNA sentezi i¢in de kalip olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.
Dolayisiyla yiiksek diizey HBeAg iiretimi, yiiksek diizey genomik RNA sentezi ve

sonug olarak etkin viral genom replikasyonunun bir gostergesidir.?*

2.2.3.4 P proteini

90 kDa molekiil agirligindaki bu proteinin en az dort farkli isleve sahip bdlgesi
vardir. Aminoterminal pargasi, negatif sarmalin sentezlenmesinde RNA
pregenomunun reverz transkripsiyonu i¢in onciil gérevi goriir. Orta parga, negatif
sarmal sentezi icin reverz transkriptaz ve pozitif sarmal i¢gin DNA polimeraz olarak
islev goriir. Karboksi uctaki parga ise negatif sarmal sentezi sirasinda RNA

pregenomunun degredasyonu icin gerekli olan RNase-H’i kodlar.?!

2.2.3.5 HBxAg

Hiicresel sinyal yollarini aktive edebilmektedir. Diger taraftan X proteini, timor
supresor gen lrlniiniin (p53) islevini bozmaktadir. Bu durum HBV ile iliskili
hepatokarsinogenez siirecinin ilk asamasinda etkili olarak, HBxAg (HBV X
protein)'nin HCC gelisiminde rol oynayabilecegini akla getirmektedir. X dizisi igeren
sentetik peptidler, hasta serumlarinda AntiHBx antikorlarinin saptanmasinda

kullanilmis ve HCC'nin erken tanisinda yararl olabilecegi bildirilmistir.3



2.3 Hepatit B Virusunun Genotip ve Subtipleri

Giiniimiizde HBV’nin tanimlanan sekiz genotipi (A-H) bulunmaktadir. Farkli
genotiplerin varliginda hastaligin klinik seyrinde ve tedavi yamitinda farkliliklar
izlenmektedir. Bu nedenle KHB infeksiyonu varliginda genotipin belirlenmesi,
hastaligin seyrinin dngoriilmesi ve uygun tedavi segeneginin belirlenmesi agisindan

onemlidir.3233

Genotipik dagilimin cografik olarak farklilik gosterdigi bilinmektedir (Sekil 4).
Kuzey Avrupa, ABD ve Orta Afrika’da genotip A; Asya’da genotip B ve C; Gliney
Avrupa, Ortadogu ve Hindistan’da genotip D; Afrika’da genotip E; Orta ve Gliney
Amerika’da 6zellikle Pasifik okyanusundaki adalarda (Polinezya) genotip F ve ABD
ve Fransa’da genotip G sik goriilmektedir. Genotip H ise, ilk olarak ABD ve
Nikaragua’da tanimlanmis daha sonra Orta Amerika, Meksika ve Japonya’dan
bildirilmistir.3>** Yapilan ¢alismalar Tiirkiye’de HBV genotip D’nin baskin oldugunu
gostermekle birlikte genotip D disinda diger genotiplerin de bulunabildigini

gostermektedir.®®

“Tiirkive’de genotip D
predominant, D1 en sik
goriilen subgenotip tir.”
F A = D
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c = oP D B.C
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HF D D D D B.C
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H E BCF
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F ABCD
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Sekil 4: Hepatit B virusu genotiplerinin cografik dagilimi (*® Numaral kaynaktan

uyarlanmistir).

HBV genotiplerinin cografi dagilim diginda viriilans farkliliklarinin oldugu da

diistiniilmektedir. Yapilan bir ¢calismada, A genotipinin daha agir infeksiyonlara neden



olabilecegi bildirilmistir. B genotipinin 50 yas altinda HCC gelisimi ile C genotipinin
ise daha agir karaciger hasar ile iliskili oldugu bulunmustur. Ulkemizde dominant
olarak goriilen genotip D infeksiyonunda HBeAg serokonversiyonu daha diisiik

oranlardadir ve precore-core mutasyonu sik goriilmektedir.!4?

HBV genotipleri ile tedaviye yamit arasindaki iliski degerlendirildiginde,
Almanya’da yapilan bir ¢alismada IFN’a bagli HBeAg serokonversiyonunun genotip
A’da D’den daha sik oldugu goriilmiistiir.>” Tayvan’daki bir diger ¢alismada ise tedavi
yanitt serum aminotransferaz diizeylerinin normale inmesi, tedaviden sonraki 48
haftalik izlemde HBeAg ve HBV DNA nin negatiflesmesi olarak degerlendirildiginde
IFN tedavisine genotip B’nin C’den daha iyi yamt verdigi bildirilmistir.*®

S proteininin farkli determinantinin kombinasyonlar ile subtipler 9’a ulagmustir:
Bunlar aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg+, adrg- subtipleridir.
Monoklonal antikorlarla serolojik olarak ayirt edilebilen bu subtiplerin saptanmasi
infeksiyon kaynaginin belirlenmesi agisindan Onem tasimaktadir. Tim HBV
serotiplerinde ortak olan immiinodominant “a” determinanti nedeni ile farkh

serotiplerle reinfeksiyon nadirdir. Ulkemizde goriilen alt tip ise ayw3 ve ayw?2 olarak

saptanmustir.>®

2.4 Virus Replikasyonu

HBV’nin replikasyon kapasitesi yiiksektir ve giinde >10'? virus salinmaktadir.8
HBYV replikasyonu sitopatik degildir ve hiicrede belirgin bir morfolojik degisiklik
yapmamaktadir.*> HBV’nin kamtlanmis tek replikasyon yeri hepatositler oldugu
bilinmekle birlikte safra kanali epitelyum hiicreleri, pankreasin bazi endokrin ve
ekzokrin hiicreleri, bobrek ve lenfoid doku da infeksiyon hedefi olabilmektedir. Ancak

hepatosit dis1 replikasyon bdlgelerinin patogenezde rolii olmadig: diistiniilmektedir.**

2.4.1 Hepatit B Virusunun replikasyon basamaklari (Sekil 5)

Virusun hiicre yiizeyine tutunmasi ve reseptor bagimli endositoz ile hiicre igine

girmesi ile replikasyon baglamaktadir. S proteinine 6zgii bazi reseptorlerin (endonexin
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II, siyaloglikoprotein gibi) varligi gosterilmis olsa da, HBV'nin hepatositlere
tutunmasinda L ve M proteinlerinin de énemli oldugu gosterilmistir. 4142
Hiicreye giren ve zarftan ayrilan niikleokapsid, islenmeden pasif diflizyon ve

tiibiiler tasinim ile konak hiicre ¢ekirdegine tasmnmaktadir.*43

Kismen c¢ift sarmalli ve her iki ucu serbest halde bulunan DNA'nin kisa
sarmalinin eksik olan boliimii endojen DNA polimeraz tarafindan tamamlanir. Bu
sirada uzun sarmalin 5' ve 3' u¢lar arasindaki agiklik onarilir ve sonugta ¢ift sarmalli,
uclar1 kapali, sirkiiler yapida bir HBV DNA (cccDNA) meydana gelir. Replikasyonun
normal seyri sirasinda, HBV DNA'nin konak genomuna integrasyonu goriilmez. Viral
mRNA’larin  transkripsiyonunda  kalip  gorevini yapan cccDNA, viral
minikromozomlar olusturacak sekilde niikleozomlarin i¢inde organize olur. Hepatosit
cekirdegindeki cccDNA rezervuart HBV infeksiyonunun persistansinda en 6nemli

faktordiir 4143

Kalip olarak kullanilan cccDNA’dan konak hiicre RNA polimerazinin yardimi
ve viral diizenleyicilerin etkisiyle dort tip viral mRNA sentezlenir. HBV’ nin mRNA
sentezini yoneten PreC/C, PreS1, S, X olmak iizere dort promoter bdlgesi
bulunmaktadir. Core promoter bolgesi viral replikasyonun merkezidir ve pregenomik
RNA (pgRNA) olarak adlandirilan, viral genomdan daha uzun olan 3.5 kb’lik en
biiylik RNA’1 sentezletir. PeRNA, hem reverz transkripsiyonla viral genom sentezi
i¢cin kullanilir, hem de diger mRNA’lar i¢in translasyona ugrayarak HBcAg, HBeAg
ve polimeraz proteinlerini sentezletir. 2.4 kb’lik transkriptten ise pre-S1, pre-S2 ve
HBsAg kodlanirken, 2.1 kb’lik transkriptten de pre-S2 ve HBsAg kodlanir. 0.7 kb’lik
en kiiglik transkriptten ise X proteini sentezlenir. Bu transkrpitler adenilasyona
ugrayarak sitoplazmaya tasmirlar. Sonra viral proteinleri (HBcAg, HBeAg, Pol

protein, viral zarf proteinleri, HBx) olusturmak iizere translasyona ugrarlar.*143

Konak hiicre sitoplazmasinda devam eden replikasyon boyunca viral polimeraz
enziminin reverz transkriptaz aktivitesi ile pgRNA’dan negatif DNA iplik¢igi
sentezlenir. Sentez ilerledikce pgRNA, viral polimerazin RNase-H etkisiyle yikilir.

Kisa zincirin sentezinde kalip olarak uzun sarmal kullanilir ve DNA polimeraz
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aktivitesi ile 5* ucundaki RNA primeri kullanilarak pozitif iplik¢ik sentezlenir. Kismen
cift sarmalli sirkiiler yapidaki kor yapisinin kilif proteinleri tarafindan ¢evrelenmesi ve
ayni zamanda polimerazin da tiikenmesi nedeniyle kisa zincirin sentezi tamamlanamaz

ve bu sarmal eksik kalir.*+43

HBs proteinleri, endoplazmik retikulumda 6ncelikle transmembran proteinleri
olarak sentezlenir. Daha sonra HBc proteini sitozolde sentezlenip zarf proteinleri
(6zellikle LHBs) tarafindan paketlenir. Viral genom olustuktan sonra partikiiller
endoplazmik retikulum i¢ine tomurcuklanarak glikoprotein zarfini kazanir ve
vezikiiler taginim ile hiicre disina salinir. HBV replikasyonu sirasinda sitoplazmada
yeni sentezlenen viral DNA’larin bir kismi ¢gekirdege taginarak orada siirekli cccDNA
havuzu olusturulmasini saglar. Sentezlenen HBsAg ise cccDNA olusumunu inhibe
eder. Bunlar virus replikasyonunun (+) ve (-) geri bildirim (feed back) mekanizmalari

olabilir.4143
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Sekil 5: Hepatit B virusunun replikasyonu ( ** Numarah kaynaktan uyarlanmistir).
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2.5  Hepatit B Virus Mutantlar:

HBYV, yiiksek replikasyon kapasitesi ve ters transkripsiyon isleminde hata
diizeltememe 6zelliginden dolayi yiiksek mutasyon sikligina sahip bir virustur. HBV
polimerazinin hata oran1 diger DNA viruslarindan yaklasik 10* kat daha yiiksektir.
Olusan bu viral mutantlar, endojen (fonksiyonel kisitlamalar, immiin sistemin etkileri,
vb) ve ekzojen (asilama, ilag tedavisi, vb) faktorlerle sinirlandirilmakla birlikte, bu
faktorlerin segici baskisi ile yeni mutantlar ortaya ¢ikabilmketedir. Diger bir deyisle,
konaktaki virusa herhangi bir avantaj saglayan mutasyonu tasiyan suslar segilerek
baskin popiilasyon haline gelecektir. Dolayisiyla infekte bir kisideki virus
popiilasyonu, genetik olarak yakin, ancak farkli o6zelliklere sahip varyantlarin

(quasispecies; tiiriimsii) bir kombinasyonu olarak karsimiza ¢ikacaktir.?24°

2.5.1 Prekor/kor Geni Mutasyonlari

Prekor ve kor proteinlerini kodlayan ORF’de iki farkli baslama kodonu
bulunmaktadir. Ancak prekor bolgesinde stop kodon bulunmaz ve prekor bolgesinin
baslangi¢ kodonundan baslayan sentez islemi kor bdlgesinin start kodonu ile devam
eder. HBeAg yapisal bir protein degildir ve ger¢ek fonksiyonu bilinmemektedir.
HBeAg replikasyon gostergesi olarak kabul edilse de bazi replikatif infeksiyonlarda
HBeAg saptanamamaktadir. Bunun en sik nedeni prekor stop kodon, daha ender olarak

da kor promoter mutasyonlaridir.*®

Gliney Avrupa ve Asya’li hastalarda HBeAg negatifligine ragmen ciddi
karaciger hastalig1 ve aktif viremi tablosu goriilmesi nedeniyle yapilan ¢aligmalarda,
prekor bolgesinin dizi analizinde 1896. niikleotidde guanin yerine adenin degisimi ile
sonuglanan bir nokta mutasyonu gdosterilmistir. Bu prekor stop kodon mutasyonu
(PSKM), HBeAg itiretiminin durdurulmasina, ancak kor proteini iiretiminin devam
etmesine yol agmaktadir. PSKM, genotip B, C, D ve E’nin predominant oldugu

iilkelerde yaygin olarak gériilmektedir.?>*
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Bu bolgedeki mutasyonlar ile hepatositlerde, enkapside olmamis replikasyon
aracilarinin birikmesi ve viral birlesmenin bloke olmasi sonucunda viral replikasyon
etkilenir. Bu durum, replikasyon aracilarinin kromozomal DNA’ya entegrasyonunu

artirarak hepatokarsinogeneze katkida bulunmaktadir.*®

HBeAg negatif olgularin bir kisminda prekor mutasyonu bulunmamaktadir.
Yapilan ¢alismalarda HBeAg sentezini transkripsiyon diizeyinde kontrol eden bazal
kor promoter (BKP) bolgesindeki bazi mutasyonlarin, HBeAg negatif olgularda
pozitif olanlara oranla daha fazla goriildiigii saptanmistir. BKP bolgesini etkileyen bu
mutasyonlar, prekor/kor RNA’larinin transkripsiyonunda azalma seklinde kendini
gostermektedir. BKP bolgesinde A1762T ve G1764A mutasyonlari, viral genotiplere
bagl olarak yalniz ya da prekor mutasyonlar ile birlikte goriilebilirler. A1762T ve
G1764A ¢ift mutasyonunun varligi ise, HBeAg sentezinde azalmaya ve viral yiikte
artisa neden olmaktadir. Genel olarak bu mutasyon tipi siklikla A genotipi ile infekte
kisilerde ortaya ¢ikmaktadir. BKP bolgesinde olusan mutasyonlar, daha az prekor ve
kor transkriptinin ve kor proteininin olusmasina neden olurlar; ancak pgRNA

transkripsiyonunu ya da polimeraz/kor proteinlerinin translasyonunu etkilemezler.*’

2.5.2 Yiizey Geni Mutasyonlari

HBsAg fenotipleri arasinda farkli cografi dagilimlar goriilse de subtip
degisikliginin infeksiyonun dogasi {lizerinde herhangi bir etkisi yoktur. Tim
subtiplerde "a" determinanti ortak oldugundan ve bu bdlgeye karsi olusan antikorlar
HBV'nin hepatositlere baglanmasimi engellediginden; ister as1, isterse dogal
infeksiyonun gegirilmesi ile herhangi bir subtipe karsi gelismis olan humoral bagisik
yanit tiim serotiplere kars1 koruyuculuk saglamaktadir. Fakat "a" determinantindaki
degisiklik hallerinde klasik HBsAg subtiplerine karst meydana gelen antikorlarin
koruyucu dzelligi kalmamaktadir.*°

As ile iliskili ilk kacak mutant 1988 yilinda italya'da goriilmiistiir. HBeAg
pozitif anneden dogdugu i¢in pasif ve aktif immiinizasyon uygulanan bir bebegin
yeterli diizeyde anti HBs'ye sahip oldugu halde bir siire sonra HBsAg ve HBeAg
pozitifleserek bebekte kronik hepatit gelistigi saptanmistir. Anne ve ¢ocuktan elde
edilen HBsAg epitoplar1 ile "monoklonal anti-a" antikorlar1 karsilastirildiginda
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cocuktan alinan HBsAg epitoplarinin anti-a'ya annesininkinden daha az baglandigi
saptanmistir. Yapilan sekans analizleri sonucunda anneye ait "a" determinantinin 145
inci pozisyonunda glisin bulundugu halde ¢ocugunkinde arginin bulundugu ortaya
konmustur. Normalde 587’ nci niikleotidde bulunan taban bazi guanin (G)'dir ancak
mutant suslarda guanin, adenin (A) ile yer degistirmekte, sonucta GGA (glisin) yerine
AGA (arginin) sentezlenmektedir. Bu durumda klasik HBsAg subtipleri ile hazirlanan

asilarin koruyuculugu yeterli olmamaktadir.?:

Hepatit B virusunun genomik organizasyonu goéz Oniine alindiginda, “a”
determinantindaki degisikliklerin, HBV polimeraz fonksiyonunda degisiklik
olusturma potansiyeli oldugu bilinmektedir. Ayn1 sekilde HBV tedavisi ile iliskili
polimeraz varyantlarinin da, yilizey geni mutasyonlarina yol agma potansiyeli

bulunmaktadir.?*°°

2.5.3 Polimeraz Geni Mutasyonlar:

HBYV infeksiyonunun dogal seyri sirasinda polimeraz geni mutasyonlari nadiren
ortaya ¢ikmakta ve IFN  tedavisi boyunca polimeraz  mutasyonlari
indiiklenmemektedir.>* KHB infeksiyonlarinin tedavisinde NA kullanimi, pol geninde
mutasyonu olan direngli viruslarin se¢ilmesine ve sonugta ilaglarin klinik etkinliginde
azalmaya neden olmaktadir. HBV’de izlenen ve NA’na diren¢ olusturan
mutasyonlarin biiylik kismi, polimeraz proteininin dNTP baglayan bdlgesinde (C
kangali, YMDD motifi) izlenmektedir®? (Sekil 6). Bunlar arasinda, LAM direncinden
sorumlu olan rtM204V (YVDD), rtM204I (YIDD) ve rtM204S (YSDD) mutasyonlari
sayilabilir. YMDD (Y: tirozin; M: metiyonin; D: aspartik asit) motifinde aminoasit
degisimi tasiyan direncli mutantlarin in vitro replikasyon etkinliginin, vahsi tip
viruslara gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, mutant virusun
replikasyon yetenegini artiracak ikincil (onarici; compensatory) mutasyonlarin,

direncten sorumlu ana mutasyonlarla birlikte secildigi bilinmektedir.*

Onemli bir diger konu ise, HBV genomunda yer alan pol geni, S geni ile iist {iste
cakisarak tamamen oOrtiismektedir (Sekil 6). HBV pol geninde hem primer hem de
kompansatuvar (replikasyon kapasitesini onarici/viral yiikii artirici) NA direng
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mutasyonlar, HBsAg’i kodlayan bolgede degisikliklere neden olabilmektedir.
Yapilan giincel ¢alismalarda HBV pol/S geni cakismasina bagli olarak ‘ilaca bagh
gelisen potansiyel asi kagagi mutasyonu’ (ADAPVEM) kavrami kullanilmaya
baslanmistir. Ulkemizde KHB’ li hastalarda yaygin olarak kullanilan LAM ve LdT
tedavilerinin ADAPVEM olusturma potansiyeli bulunmaktadir.>* Ulkemizde yapilan
bir calismada KHB'nin tiim klinik fazlarinda ADAPVEM'lerin gelisebildigi ve NA
tedavilerinde (%24) ADAPVEM olusumunun naif bireylere gore (%0,7) predominant

oldugu gosterilmistir.>®

LAM ile segilen HBV pol/rt mutasyonlari, S geninde mutasyonlara yol
acabilmekte ve bu mutasyonlar, HBsAg proteinlerinin aminoasit dizisini dolayisiyla
antijenik ozelligini degistirebilmektedirler. Toressi ve arkadaslari bu mutasyonlara
bagli olarak antijenik yapisi degismis olan HBsAg’ye, anti HBs antikorlarinin daha az
baglandigini bildirmislerdir. Anti HBs’ye affinitesi azalmis HBsAg, tani testlerinde
yanlis negatifliklere veya as1 ya da HBIg (Hepatit B immunglobulin)ile korumada
yetersizlige yol acabilmektedir.!>°® HBV as1 kagag1 mutasyonlarina sahip olan suslar,
asilanmis bireylere de bulasabilme potansiyeli tasidigindan, lokal ya da global hepatit

B bagisiklama programlarinda risk olusturabilirler.®’
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Sekil 6: Polimeraz geninde meydana gelen ila¢ direnc mutasyonlari ( °® Numarah

kaynaktan uyarlanmistir).

2.5.4 X Geni Mutasyonlari

X proteini HBV genlerini transaktive etmekte ve kor promoter, enhancer Il, DR1
ile DR2 bu bélgede yer almaktadir. X geninde meydana gelen mutasyonlarin
fonksiyonel 6nemi tam olarak acgikliga kavusmamis olmakla beraber bu tip
varyantlarin infektiviteleri zayif, replikasyon yetenekleri diisiiktiir. KHB infeksiyonlu,
HCC'li, fulminant hepatitli ve sirozun son doneminde bulunan hastalarda X geni
tizerinde 130. kodondaki AAG (lizin) yerine ATG (methionin) ve 131. kodondaki
GTC (valin) yerine ATC (izolosin) degisimi ile sonuglanan nokta mutasyonlar
bildirilmistir. Her iki mutasyon da transaktivasyon i¢in gerekli olan ve genomun 132
- 139. kodonlar1 arasinda bulunan enhancer Il-kor promoter bolgesinde yer alir. 1770
- 1777. pozisyonlar arasindaki 8 niikleotidlik delesyonunun, DNA ekspresyon ve

replikasyonunu baskiladig1 ve sonugta HBsAg'nin negatif hale geldigi bildirilmistir.>®
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2.6 Virusun Stabilitesi

HBV, serum iginde 30-32°C’de alt1 ay, -20°C’de ise yillarca canliligini
korumaktadir. HBsAg’nin stabilitesi virusun stabilitesi ile uyum gdstermemekle
birlikte her ikisi de -20 °C’ye 20 yildan fazla dayanabildigi gibi tekrarlayan dondurma
ve ¢ozdiirmelere kars1 da dayaniklhidirlar. Kurutulmus virus 25°C’de saklandiginda bir
hafta siireyle canliligini devam ettirebilmektedir. Kuru sicak hava ile 180°C’de bir
saatte, otoklavda 121°C’de 15 dakikada, kaynatma ile 10-20 dakikada inaktive
olmaktadir. HBSAQ, pH 2.,4’te alt1 saat stabil kalabilirken virus infektivitesini yitirir,
ancak immunojenite ve antijenik 6zelligini korur. HBsAg, %2.5 sodyum hipoklorit
varliginda ii¢ dakikada antijenik 6zelligini ve infektivitesini yitirir. HBsAg iceren kan
ve kan iirlinlerinin ultraviyole 1sinlarina maruz kalmasinin infektivite ve antijenik yap1
tizerine etkisi yoktur. Son calismalar HBV nin sodyum hipoklorit (500mg serbest
Cl/ml) ile 10 dakikada, %0.1-2 ak6z glutaraldehid, %70 izopropil alkol, %80 etil

alkolde 2 dakikada inaktive oldugunu gostermistir.*!

2.7 Hepatit B Virus infeksiyonu

2.7.1 Epidemiyoloji

2.7.1.1 Diinyada Hepatit B Virus infeksiyonu

Diinyada yaklagik olarak iki milyar kisinin HBV ile karsilagtig1, yaklagik 400
milyon kisinin HBV ile kronik olarak infekte oldugu bilinmektedir. Bu kisilerin Diinya
Saglik Orgiitii’ne gdre % 5°i kronik hastadir. Bu kronik hastalarm yaklasik dortte
birinde siroza ve HCC’¢e ilerleme olmakta ve bu hastalardan da yaklasik yi1lda 1 milyon
kisi hepatit B virusuna bagl komplikasyonlar nedeniyle kaybedilmektedir. 2212

HBV infeksiyonunun goriilme sikligi ve yaygin bulasma yoluna gore diinya

tilkeleri ii¢ gruba ayrilmaktadir:

o Yiiksek endemisite iilkelerinde toplumda HBsAQ pozitifligi goriilme oran1 %

8’in lizerindedir. Diinya niifusunun yaklasik % 45’1 bu iilkelerde yasamaktadir.
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Japonya ve Hindistan disinda kalan birgok Asya iilkesi, Amazon bdlgesi, Pasifik
Adalari, Afrika tlkeleri, Alaska, Avustralya ve Yeni Zelanda yerlileri yiiksek
endemisite bolgeleri arasinda yer almaktadir. Bu yliksek endemisite iilkelerinde
infeksiyon ¢ogunlukla kroniklesme riskinin yiiksek oldugu yenidogan ve erken
cocukluk doneminde kazanilmaktadir. Bu donemde asemptomatik infeksiyon
gecirilmesi nedeniyle akut hastalik tanis1 az, fakat kronik karaciger hastalig1 ve HCC
oran1 yiiksektir.4!

. Tirkiye’ninde iginde yer aldigi orta endemisite iilkelerinde HBSAgQ
prevalansinin % 2—7 arasindadir. Kuzey Afrika iilkeleri, Ortadogu iilkeleri, Akdeniz
havzasi, Dogu Avrupa ve Rusya orta endemisite {ilkeleri arasinda sayilmaktadir. Bu
bolgelerde daha ¢ok horizontal bulas s6zkonusudur, perinatal bulas % 10-20 oraninda
goriilmektedir. Diinya niifusunun % 43’1 orta endemisite iilkelerinde yasamaktadir.
Infeksiyon siklikla eriskin ve addlesan dénemde olustugundan bu iilkelerde akut
infeksiyon sik goriilmektedir.41°

o Diisiik endemisite iilkelerinde ise toplumdaki HBsAg pozitifligi % 2’nin
altindadir. Diinya niifusunun sadece % 12’si bu iilkelerde yagsamaktadir. ABD, Kuzey
ve Bat1 Avrupa tlilkeleri, Avustralya diisiik endemisite tilkeleridir. Bu iilkelerde yasam
boyunca HBV ile karsilasma riski % 20°den azdir. infeksiyonlarin ¢ogu eriskinlerde
ve risk gruplarinda goriillmektedir. ABD’de KHB infeksiyonu prevalanst % 0.35dir.
Akut HBV infeksiyonu genellikle erigkinlerde goriilmekle birlikte kronik

infeksiyonlarn iicte biri perinatal olarak veya erken cocuklukta kazanilmistir.**

2.7.1.2 Tiirkiye’de Hepatit B Virus Infeksiyonu

Tiirkiye, epidemiyolojik olarak HBV infeksiyonu yoniinden orta endemik
iilkeler arasinda yer almaktadir. Ulkemizden bildirilen HBsAg pozitiflik oranlari iilke
genelinde %1-14.3 arasinda degismekte; bat1 bolgelerimizde bu oran ortalama %3-4.5
arasinda iken, dogu ve giineydogu bolgelerimizde ise ¢ok daha yiiksek oranlara (%8-
14.3) ulasmaktadir.**

Tiirkiye’de 3,5 milyon insan HBV ile infekte olup, bunlarin sadece 400 bini
tedavi alabilmektedir. Geri kalanlar ise HBV ile infekte oldugundan habersiz olarak

yasamini siirdiirmektedir.%
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2.7.1.3 Bulagsma Yollar1 ve Risk Gruplari

Parenteral yol, virusun en 6nemli bulasma yoludur. infekte kan ve kan
irtinlerinin transfiizyonu, damar i¢i uyusturucu kullanicilarinda ortak enjektor
kullanim1, hemodiyaliz, endoskopi, dovme yaptirma, akupunktur, jilet gibi kesici-
delici aletlerin ortak kullanimi virusun bulagmasina neden olabilmektedir. Saglik
personeli, siirekli kan transfiizyonu yapilan hastalar, hemodiyalize giren hastalar ve

uyusturucu bagimlilar riskli grubunda yer almaktadir.®*

Kan ve kan iiriinlerinin ELISA (Enzyme-Linked immunosorbent Assay) gibi
duyarli testlerle HBsAg acisindan taranmasi transfiizyon araciligiyla HBV’nin
bulasini ¢ok azalmigtir. Nadir de olsa HBsAg negatif bulunan kanlarla da post
transfiizyon Hepatit B infeksiyonu olusabilmektedir. Bu duruma taramalarda
kullanilan kitlerin duyarlilik farkliliklart yaninda, HBSAgQ negatif saglikli HBV

tastyicilarmin varlig1 neden olmaktadir.5?

Kan ve kan triinleri disinda semen, tiikiirtik, idrar, feges, ter, gozyasi, vaginal
salgilar, sinoviyal sivilar, beyin omurilik sivis1 ve kordon kaninda da HBsAg varlig
ve HBV DNA pozitifligi gosterilmistir. Dogrudan kandan olusan eksuda, plevra ve
periton sivilart gibi viicut sivilarindaki virion yogunlugu serumdaki ile benzer
diizeydedir. HBeAg pozitif kisilerin serumlarinda mililitrede 108-10'° virion, anti HBe
pozitif kisilerin serumlarinda ise mililitrede 10'-107 virion bulundugu saptanmuistir.
Semen ve tiikiirtikteki virion yiikii ayn1 bireyin serumundakine gore 10° kez daha azdir.
Diger salgilarda ise yogunluk ¢ok daha diisiik olarak bulundugundan bulasmada

onemli rol oynamazlar.®?

HBV cinsel salgilarda bulundugundan, cinsel ese mukozal yoldan bulas
olabilmektedir. Travmatik iliskilerde ve baska bir cinsel yolla bulasan hastalik
varliginda bulagma riski daha da artmaktadir. Akut veya kronik hastalarin esleri, coklu

cinsel esi olanlar, homoseksiieller bu yolla bulasda riskli grubu olusturmaktadirlar. 2
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Infekte annenin bebegine bulas oran1 % 40-50 arasinda degismektedir. HBeAg
pozitif bir anneden bulas riski bundan daha yiiksek (%70-90) iken, HBeAg negatif
anneden bebege bulas riski %5-20’dir. Anneden bebege bulasma, dogum sirasinda
veya dogumdan sonra olusabilen deri ve mukoza siyriklarmin infekte maternal
stvilarla temasi, vaginal kanaldan gegis sirasinda anne kaninin yutulmasi, sezeryan
sirasinda anne kani ile temas veya plasenta hasari sonucu maternal dolasimin fetal
dolasima karigsmasi gibi nedenler ile olmaktadir. Postnatal anne siitii araciligiyla da

bulasma olabilmektedir. Intrauterin bulas oran1 ise %5-10 arasindadir.%?

Ayni ev icinde, yakin yasama kosullarinda da HBV bulasabilmektedir. Bu
horizontal bulagsma yolu 6zellikle aile i¢inde HBV tasiyicilarinin olmast durumunda
ve diger bulasma yollarinin gecerli olmadigi ortak yasam kosullarinda meydana
geldigi diisiiniilmektedir. Ozellikle deri cizikleri, diger lezyonlar, tiikriik ya da idrar

yoluyla bulasma oldugu sanilmaktadir.®?

HBYV bulasinda mevsim ve yas gibi faktorlerin rolii bulunmamaktadir. Fekal-
oral yolla HBV bulas1 olmadigindan infeksiyonun yayilmasinda su ve gidalarin 6nemi
yoktur. Oral yolla bulagsma ancak infekte kanin, hasarlanmis oral mukozaya temas

etmesiyle gergeklesebilmektedir.?

2.7.2 Patogenez ve immiinite

HBV hepatositlerde sitopatik bir etki olusturmaksizin replike olmaktadir.
Karaciger hasarinin olugmasinda viral faktorlerden ¢ok konak immiin yanitinin rolii
vardir.** HBV tasiyicilarinda yiiksek diizeyde viral replikasyona ragmen, normal
karaciger enzim diizeyi ve histopatolojisinin olmasi, virusun direkt sitopatik etkisinin
olmadigim gostermektedir. HBV infeksiyonunu dogum sirasinda alan yenidoganlarda
yiiksek viral replikasyon ve yiiksek kronik infeksiyon oranlarina ragmen karacigerde
hafif hasar olusmasi da yine bunu desteklemektedir. Bu durumun aksine, HBV’ye
bagli fulminan hepatitlerde diisiik virus diizeyine ragmen yaygin hepatoselliiler nekroz
goriilmesi gii¢lii immiin yanit ile agiklanmaktadir. Immiin patogenezin rol oynadig
diger hastaliklar gibi HBV’de de, viral yayilim1 belirleyen degiskenlerle immiin sistem

degiskenleri arasindaki denge hastaligin sonucunu belirlemektedir.%®
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Viral infeksiyonlara karsi en dnemli dogal immiin yanit mekanizmalari, bilindigi
gibi virusun hiicreleri infekte etmesini takiben ortaya ¢ikan tip 1 IFN ve Natural Killer
hiicre yanmitidir. Ancak ilging olarak, HBV infeksiyonunda dogal bagisiklik
mekanizmalarinin, gerek vireminin kontroliine gerekse karaciger hiicre hasarina
onemli bir katkis1 yoktur.*® Bunun nedeni, infeksiyonun ilk dénemlerinde, 6zgiil
immiin yanit olusuncaya kadar, virusun kendisini dogal immiin yanitin tanima
mekanizmalarindan basarili bir sekilde saklamasindan kaynaklanmaktadir. 4064
Dolayisiyla HBV patogenezine katkida bulunacak olan 6zgiil immiin yanit elemanlari
olan T lenfosit yanit1 olusuncaya kadar hepatosit harabiyeti de ortaya ¢ikmamaktadir.
HBV immiinopatogenezinde rol oynayan hiicreler primer olarak sitotoksik CD8+ T
hiicreleridir (Cytotoxic T lymphocyte; CTL). CD4+ T hiicreleri ise dolayli olarak

sitotoksin salgilartyla CTL aktivasyonuna ve kaliciliga katkida bulunmaktadir.**%

HBV’nin profesyonel antijen sunan hiicreleri infekte etme 6zelligi olmadigi igin,
T hiicreleri, virusla infekte apoptotik hiicreleri fagosite ederek bolgesel lenf nodlarina
giden dendritik hiicreler tarafindan uyarilmaktadir®® CTL tarafindan virusun
temizlenmesi iki farkli mekanizma ile gerceklesmektedir; 5°
o CTL, hepatositleri oldiirmeksizin antiviral etki gosteren IFN gama ve timor
nekrozis faktor salgilayarak virus ekspresyonu ve replikasyonunu sinirlandirmaktadir.
o Daha ge¢ donemde ise sitopatik mekanizmalarla HBV’ye 6zgiil CTL’nin,

infekte hiicreleri MHC smif I antijenleri ile taniyarak Fas ligand/perforin yolagi ile

Oldiirmesi sonucu karaciger hastalig1 ortaya ¢ikmaktadir.

Kendiliginden iyilesen akut HBV infeksiyonlarinin aksine, KHB infeksiyonu
olan hastalarda, nedeni tam olarak ac¢iklanamayan zayif CD4+ T hiicre yanit1 ve zayif
CTL yanit1 olmaktadir.®” Virusun persistansinda éngériilen bir diger mekanizma da,
viral kagig mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar sonucu B ve T hiicre epitoplarinin inaktive
oldugu ya da degisebildigi gosterilmistir.®*%® Kronik infeksiyonlarda T hiicre yanitiin
yetersiz kalmasinda, viral ylkiin yiiksek olmasmin da 6nemli rol oynayabilecegi

diistiniilmektedir.®®
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HBV infeksiyonunda, hiicresel immiin yanit virusla infekte hiicreleri elimine
ederken, hiimoral immiin yanit ise dolasimdaki viral partikiilleri temizleyerek virusun
yayilimini sinirlamaktadir. Transaminazlarin yiikseldigi donemde HBV proteinlerine
kars1 antikor sentezi baslamistir. Kendini sinirlayan bir akut infeksiyon sirasinda
HBcAg, HBeAg, HBsAg proteinlerine kars1 giigliit CD4+ T hiicre yanit1 gelismektedir.
HBV spesifik CD4+ T hiicreleri ayn1 zamanda HBV spesifik CTL’i aktive

etmektedir.*

HBV infeksiyonu sirasinda olusan HBsSAg, kendisine karsi olusan antikorlarla
immiin kompleksler olusturarak damar endoteli, eklem ve bobreklerde birikmekte ve
bunun sonucunda immiin kompleks hastaliklar1 meydana gelebilmektedir. indiiklenen
tip III asir1 duyarhilik reaksiyonlar1 sonucu hastalik sirasinda deri dokiintiileri, artralji

ve bobrek harabiyeti meydana gelebilmektedir.®

2.7.3 Hepatit B Virus infeksiyonunda Klinik

2.7.3.1 Akut Hepatit B Virus infeksiyonu

Akut HBV infeksiyonunun inkiibasyon donemi alinan virus miktarina ve
konagin immiinitesine bagl olarak dort ila 28 hafta arasinda degismekle birlikte bu
siire ¢ogunlukla 60 - 180 giindiir. Virusun alinmasindan yaklasik alt1 hafta sonra
HBsAg ve diger aktif viral replikasyon gostergeleri pozitiflesirken, biyokimyasal
testlerde bozulma ve klinik belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 7).2 Klinik olarak akut
hepatit B, asemptomatik olabilecegi gibi, anikterik, ikterik ya da fulminan formda
seyredebilmektedir. Akut HBV infeksiyonunun klinik bulgular1 ve infeksiyonun seyri
pek ¢ok duruma bagli olarak degisiklik gostermektedir. Bunlar arasinda infeksiyonun
alindig1 yas, virusun genetik yapisi, eslik eden bir baska hepatotrop virus
infeksiyonunun varligi, konagin immun durumu 6nemli faktorlerdendir. Yenidogan
doneminde alinan infeksiyon %90 oraninda kroniklesirken, bu oran ilk bes yasta

%30’a, eriskin ¢agda %5’in altma inmektedir.”%"*
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Sekil 7: Akut hepatit B virus infeksiyonunun haftalara gore seyri ( * Numarah

kaynaktan uyarlanmistir).

2.7.3.2 Kronik Hepatit B Virus infeksiyonu

HBYV infeksiyonunun dogal seyri infeksiyonun alindig1 yasa gore degismektedir.
Infeksiyonun kroniklesmesindeki en biiyiik etken virusa kars1 zayif antiviral immiin
yanit olugmasidir. Akut infeksiyon sonrasinda HBsAg pozitifliginin alti aydan uzun

siirmesi durumunda infeksiyonun kroniklestiginden sdzedilmektedir. 677273

KHB sessiz seyreden bir hastaliktir, teshis genellikle rutin tetkik ya da donor
muayenelerinde konulmaktadir. En 6nemli semptom yorgunluktur. Goriilebilen diger
semptomlar bulanti, iist abdominal agri, kas ve eklem agrilar1 seklindedir. Ayrica
hastalarda anksiyete basta olmak tizere bir takim psikiyatrik semptomlar, endise hali,
diisincelerini  yogunlastiramama, uykusuzluk ve depresyon goriilebilmektedir.
Antijen-antikor komplekslerine bagli olarak goriilen ekstrahepatik belirtiler;
poliarteritis nodosa, vaskiilitik dokiintii, membranoproliferatif glomerulonefrit, ates,
poliartraljidir. Aktif viral replikasyonu ve aminotransferaz yiiksekligi olan olgularin
%15-20’sinde infeksiyon 5 yil icerisinde siroza ilerlemekte, sirozlu hastalarin
%20’sinde ise HCC gelismektedir.’>"
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KHB infeksiyonunun Klinik seyrinde konagin virusa karst olusturdugu immun

cevaba gore birbirini izleyen dort farkli donem goriilmektedir (Sekil 8):

o Immun tolerans doénemi: Ozellikle perinatal bulasa maruz kalan olgularda
gbzlenen bir evredir. Bu donem yenidoganda uzun yillar siirerken ¢ocukluk ve eriskin
donemde ¢ok kisadir ya da hi¢ goriilmeyebilir.*! Bu donemde virusa kars1 gosterilen
immiin tolerans nedeni ile karaciger hasar1 yoktur ve bu hasarin gdstergesi olan
aminotransferazlar ve karaciger histopatolojisi normalken; viral replikasyon ¢ok
yiiksektir. HBeAg pozitif olarak saptanir ve serokonversiyon diisiiktiir.”*"®

o Immun klirens-yamt dénemi: Inflamatuar yanit ile bu dénemde hiicre
harabiyeti olmakta, viral replikasyon hizi ve serumdaki viral yiik immiin tolerans
evresine gore azalmaktadir. Immiin yanitin aktivasyonu ile karaciger hasarmin
baslamasiyla biyokimyasal bulgular ve karaciger histopatolojisinde inflamasyon
bulgulari ortaya ¢ikmaktadir. Bu donemin klinik yansimasi tamamen sessiz olabilecegi
gibi, bazi hastalar fulminan hepatik yetmezlige kadar giden ataklarla gelebilir. Bu
ataklarda bazi olgularda HBeAg serokonversiyonu ile hepatik aktivitenin remisyona
girdigi goriilebilmektedir. Bu evrenin devami durumunda karaciger hasari siroza kadar
ilerleyebilmekte ve HCC gelisim riski artmaktadir.”™’

o Inaktif donem: Bu donemde viral replikasyonun baskilanmasi sonucu HBV
DNA negatif ya da diisiik diizeylerde seyretmektedir. HBeAg kaybolup, anti HBe
ortaya olusurken aminotransferazlar da normal diizeylere inmektedir. Bu donemde
aktivitenin siddetli oldugu bazi vakalarda bir siire sonra siroz ya da HCC
gelisebildiginden hastalarin 3-6 ayda bir ALT ve yilda bir HBV DNA ile periyodik
takibi 6nerilmektedir.”

o Reaktivasyon donemi: Inaktif donemdeki olgularin bir boliimiinde viral
replikasyon yeniden baslayabilmektedir. HBV DNA diizeyleri immiin tolerans faz ve
immiin klirens faza gore diisiik olsa da inaktif faza gore yiiksektir. Bazen immiin
Klirens evresindeki olgularda inaktif evreye gegmeden HBeAg (-) kronik hepatit

gelisebilmektedir.”
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Sekil 8: Kronik hepatit B virus infeksiyonunun dogal seyri ( 2 Numarali kaynaktan

uyarlanmigtir).

2.7.3.3 Inaktif HBsAg Tasiyicihg1

Diinyada yaklagik 400 milyon HBsAg tasiyicisinin yaslagik 350 milyonu inaktif
HBsAg tasiyicisidir.’® Inaktif HBsAg tani kriterleri; alt1 aydan uzun siiren HBsAg
pozitifligi, HBeAg negatif iken anti HBe’nin pozitif olmasi, serum HBV DNA’nin
<2.000 IU/mL olmasi, siirekli olarak normal AST/ALT diizeyi ve karaciger
biyopsisinde belirgin hepatit bulgularinin olmamasidir (AASLD 2009).

KHB infeksiyonu dinamik siire¢ olup, hepatositlerdeki virusu eradike etmek i¢in
konagin immiin yamti periyodik olarak aktive olmaktadir. /" Konagm immiin yaniti
sonucu, yilkksek HBV DNA ve ALT seviyelerinin diigmesiyle sonuglanan immiin
klirens fazinin sonunda HBeAg serokonversiyonu gelisir ve histolojik ve biyokimyasal
olarak remisyon olur. ”® Bu hastalarin cogu inaktif HBsAg tastyicis1 olurken %S5 kadar1
HBeAg negatif KHB hastasi olur. Inaktif tasiyicilarda da %20-30’nda spontan veya

immiinsupresyona bagli olarak HBV reaktivasyonu gelisebilmektedir. "

26



2.7.3.4 HBeAg Negatif Kronik Hepatit B Virus infeksiyonu

HBeAg serokonversiyonu olan bazi hastalarda mutant HBV’e bagli olarak
replikasyonun devam ettigi ancak HBeAg negatif KHB donemi gelisir. HBeAg negatif
varyantlarin, HBV genomunda core promotor ve /veya precore bolge mutasyonlari
mevcuttur. Bu mutasyonlar HBeAg iiretimini durdurur ancak yiiksek seviyede viral
replikasyon devam eder. Bu evre HBeAg’nin yoklugu, anti HBe antikorunun varligi,
tespit edilebilir HBV DNA diizeyleri, yiikselmis ALT seviyeleri ve karacigerin devam
eden nekroinflamasyonunun histolojik bulgulari ile karakterizedir. Kendiliginden
kalict remisyona girme olasiligi c¢ok diigiiktiir. Hastalik ALT dalgalanmalariyla
seyredebildigi i¢cin ALT normal olan zamanlarda inaktif tastyiciliktan ayirmakta
giicliik cekilebilir. Hastalarda en az bir y1l boyunca anti HBe pozitif olmasi, zaman
zaman veya siirekli ALT yiiksekligi ve viral yiikiin >10%° kopya/ml olmasi, HBeAg
negatif kronik hepatit lehinedir. Uzun dénem prognozu HBeAg pozitif hastalardan
katiidiir ve siroz gelisme riski HBeAg pozitif olanlara gore iki kat fazladir. HCC veya

hepatik dekompanzasyon infeksiyonun seyrinde goriilebilmektedir. 808182

2.7.3.5 Okiilt Hepatit B Virus infeksiyonu

Okiilt hepatit B virus infeksiyonu, periferal kan ya da karacigerde HBsAg
saptanamazken, duyarl niikleik asit saptama yontemleri ile HBV DNA’ nin tespit edildigi
durumlar olarak tanimlanir. Okiilt HBV virus infeksiyonunun, HBsAg’ yi kodlayan ya da
transkripsiyonu kontrol eden bolgelerin mutasyonu sonucunda antijenite ya da ekspresyon
diizeylerinin degisimine bagli olarak gelisebilecegi diistiniilmektedir. HBeAg nadiren
tespit edilebilir diizeylerdedir, anti HBs ve anti HBc ise degisen oranlarda pozitif
saptanmaktadir. Vakalarin yaklasik beste birinde ise gecirilmis HBV infeksiyonuna ait

tiim markerlar negatif bulunmaktadir.8384

Okiilt hepatit B virus infeksiyonu; kan transfiizyonu, hemodiyaliz ve organ
transplantasyonu yapilan hastalar i¢in bir risk olusturmaktadir. Ayrica HCC
gelisimiyle iligkili bulunmustur. Bir diger noktada kronik hepatit C’de hastalik

progresyonunu ve tedaviye yanit1 etkilemesidir.®
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2.7.4 Hepatit B Virus Infeksiyonlarinin Tanisi

2.7.4.1 Serolojik Tam Yontemleri

Hepatit B virus infeksiyonunun spesifik tanisi virusa ait antijen ve antikorlarin
serolojik yontemlerle saptanmasina dayanmaktadir. Bu amagla HBsAg, HBeAg, anti
HBs, anti HBe, anti HBc IgM, anti HBc IgG serolojik olarak saptanabilirken, HBc Ag
ise sadece hepatositlerde bulundugundan saptanamamaktadir.%® HBV gostergelerinin
saptanmasinda en yaygin olarak kullanilan serolojik test ELISA yontemidir.®” Bu
testlerden;  akut ve  kronik  infeksiyonun  ayriminda,  infektivitenin
degerlendirilmesinde, bagisiklik durumunun tayininde, kan ve organ vericilerinin

taranmasinda yararlanilmaktadir.®

Akut HBV infeksiyonu sirasinda saptanan ilk gosterge HBsAg’dir. Hastalik
belirtileri baglamadan 3-5 hafta 6nce serumda saptanabilir diizeye ulagmakta ve akut
infeksiyon sirasinda en yiiksek diizeye ¢ikmaktadir. Iyilesme ile sonuclanan olgularda
HBsAg, 2-6 ay icinde azalarak kaybolmakta ve kisa bir siire sonra HBsAg’ye karsi
olusan ve genellikle hayat boyu kalic1 olan anti HBs antikorlari ortaya ¢ikmaktadir.
Anti HBs antikorlar1 nétralizan 6zellige sahip koruyucu antikorlardir. Aslinda anti
HBs, akut hastalik sirasinda daha erken donemde olusmakta, ancak ¢ok fazla miktarda
HBsAg varlig1 nedeniyle antijen tarafindan bloke edilmekte ve bu sekilde olusan
immiin komplekslerin anti HBs’nin saptanmasin1 maskeledigi diistiniilmektedir.
HBsAg’nin kayboldugu ve heniiz anti HBs antikorlarinin saptanamadigi bu doneme
“pencere donemi” adi verilmektedir. Bu donemde hem HBsAg hem de anti HBs
negatif olarak bulundugundan, akut infeksiyonun tek gostergesi anti HBc IgM ve/veya
total pozitifligidir. Akut infeksiyondan sonra anti HBs antikorlarinin olusmasi,
iyilesmeyi ve kazanilan bagisiklig1 ifade etmektedir. Anti HBs pozitifligi, gegirilmis
akut infeksiyon disinda hepatit B asis1 ile bagisiklama, hepatit B immiinoglobulin
uygulamasi, kan transfiizyonu ve anneden bebege pasif gec¢is durumlarinda da
saptanabilmektedir. Serum anti HBs diizeyi >10 IU/ml olmasi, infeksiyona karsi

koruyuculugu sagladigim gostermektedir. 88:8°
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Akut infeksiyon sirasinda HBsAg’nin ortaya ¢ikmasindan kisa bir siire sonra
serumda HBeAg belirmekte ve HBsAg negatiflesmeden once kaybolmaktadir.
Serumda HBeAg’nin varligi, bulastiricilik, infektivite ve aktif viral replikasyon ile
iliskilidir. HBeAg kaybolmasindan kisa bir siire sonra anti HBe antikorlar1 ortaya
cikmakta; bu serokonversiyon ise viral replikasyonda azalmayr ve hastalik
prognozunun iyiye gittigini gostermektedir. Ancak prekor mutantlar, HBeAg eksprese
etmeden aktif replikasyon gostererek, siroz ve HCC gelisimi i¢in yiiksek risk

olusturmaktadir. HBeAg’nin 10 haftada kaybolmamasi kroniklesmeye isarettir.*"8

Kor proteinine karsi olugsan IgM tipi antikorlar, HBsAg’nin pozitiflesmesinden
kisa bir siire sonra olusan ilk HBV antikorlaridir. Anti HBc IgM pozitifligi virusla yeni
karsilasmayi isaret ettiginden, akut HBV infeksiyonu igin tanisal deger tasimaktadir.
Daha sonra anti HBc IgM, yerini anti HBc IgG/total antikorlarina birakmakta ve bu
antikorlar da genellikle serumda hayat boyu pozitif kalmaktadirlar. Bu nedenle anti
HBc IgG/total pozitifligi anti HBs varligi ile birlikte dogal olarak gegirilen infeksiyona

kars1 gelisen bagisik yanit1 gdstermektedir.8%%°

Tek basina anti HBc 1gG pozitifligi su durumlarda saptanabilir.*1-28°!

o Anti HBs olugmus fakat saptanamayacak diizeye inmis kisiler. Bu tip
olgularda tek doz HBV asis1 sonrasi iki hafta iginde anamnestik reaksiyon sonucu
anti HBs yanit1 alinir ve dlgiilebilir seviyelere gelir.

o HBsAg diizeyi 6l¢iilemeyecek kadar diisiik olan KHB infeksiyonlu olgular
(immiin baskilanma, immiin kompleksler, ko infeksiyonlar ile HBsAg’nin
baskilanmasi, mutasyonlar ya da diisiik diizey HBsAg nedenleriyle).

. Pencere doneminin uzamasi ile anti HBc IgM antikorlar1 yerine anti HBc 1gG

antikorlarinin gelmesi.

o Yalanci pozitiflik.
. Kan transfiizyonunu ya da intrauterin gecisle. Bunlar 3-6 ay i¢inde ortadan
kaybolurlar.

Kronik HBV infeksiyonlarinda ise, HBsAg genellikle 6miir boyu kalict olmakta
ve genellikle anti HBs antikorlar1 saptanamamaktadir. Bu hastalarda HBeAg
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pozitifligi degiskenlik gostermektedir. Anti HBc IgM, akut infeksiyondan sonra 6 ay
icinde siklikla negatiflesmesine ragmen, bazen kronik infeksiyonun akut alevienmeleri

sirasinda serumda saptanabilir diizeylere tekrar ulasmaktadir.®®

2.7.4.2 Molekiiler Tan1 Yontemleri

Molekiiler yontemlerin kullanim alanlari; serolojik yontemlerin tanida yetersiz
kaldigr durumlar, HBsAg negatif HBV infeksiyonlarinin tanisi, antiviral ilag
direncinin belirlenmesi, antiviral tedaviye karar verme ve tedavinin izlenmesi, genotip

tayini, HCC olusum mekanizmalarinin aydinlatilmasi olarak siralanabilmektedir.’?

Kantitatif HBV DNA testlerinin, KHB’nin ilk degerlendirmesi sirasinda ve
prognozun takibinde oldugu kadar, tedavinin baslamasinda ve antiviral ajanlara kars1

yanitin takibinde de biiyiik dnemi vardir.%

Akut HBV infeksiyonu sirasinda HBV DNA serum transaminaz diizeyleri ile
paralel olarak 3-5 hafta 6nce saptanabilmektedir. Viral replikasyonun en iyi gostergesi
HBV DNA’dir. HBV DNA’nin saptanmasi ve kantitasyonu amaciyla farkli yontemler
gelistirilmistir. Bunlar, hibridizasyon temelli (sinyal amplifikasyonu) ve niikleik asit

amplifikasyonu (PCR vb) temelli tekniklerdir.®®

HBV genotipleri ile kronik infeksiyon gelisim riski ve tedaviye yanit arasinda
yakin iligki oldugu bilinmektedir. Bu nedenlerden dolayr molekiiler yontemler ile
HBYV genotiplendirmesinin yapilmasi 6nerilmektedir. Genotiplendirme i¢in DNA dizi

analizi ve Line Prob Assay gibi yontemler kullanilmaktadir.%*%

Tedavi alan KHB’li hastalarda, antiviral ilaclara karsi direng gelisiminin
izlenmesinde viral yiik takibinin yapilmasi ve tedaviye yanitsizligin oldugu
durumlarda dirence neden olan mutasyonlarin saptanmasi i¢in de yine molekiiler

yontemlerden yararlanilmaktadir.'°
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Molekiiler tanit konusundaki en onemli gelisme HBV DNA testlerinin
sensitivitesini artiran real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) tekniginin
ortaya ¢ikmasi ve gelismesidir. Bu yontem ile sonuclar kantitatif olarak daha kisa

zamanda verilmekte ve farkl1 HBV genotiplerini saptamak miimkiin olmaktadir.%-%

Real-Time PCR: Isima 6zelligine sahip molekiiller kullanilarak, PCR’1
olusurken izleme ve miktar belirleme (kantitasyon) yontemidir.®”% PCR sirasinda
DNA amplifikasyonu eksponansiyel bir gidis gostererek sonunda linear plato evresine
ulagir. Real-time PCR, eksponansiyel amplifikasyon donemini izleyebilme ve
baslangigtaki niikleik asid miktarim1 bu asamada hesaplayabilme olanagi
saglamaktadir. Bu donemde, ¢ogalmakta olan niikleik asidden elde edilen sinyalin,
esik degeri asarak saptanabilir hale geldigi dongii sayist ("threshold cycle", CT)
belirlenir. Ornekteki hedef niikleik asid sayis1 ne kadar ¢oksa, sinyal o kadar erken bir
dongiide saptanir. Sinyalin saptanabilir asamaya geldigi dongii sayisi, standart egri

yardimiyla niikleik asid miktarmin hesaplanmasinda kullanilir.%

Real-time PCR’1n, klasik PCR y&ntemine iistiinliikleri sunlardir: %
. Iyi tasarlanmis bir real-time PCR ile genis bir dinamik aralikta (en az 6 log)

kantitasyon yapilabilir.

o Hesaplanan viral yiik, ger¢ege daha yakindir ve tekrarlanabilirligi yiiksektir.
o PCR sonrast {iriiniin saptanmasi i¢in ek islem gerekmez, daha hizhidir.
o Amplikonlara bagli kontaminasyon riski diistiktiir.

2.7.4.3 Karaciger Biyopsisi

HBYV infeksiyonu olan hastalarin tedavi kararinda 6nemli bir rol alan karaciger
biyopsisi hepatik patolojinin degerlendirilmesinde altin standarttir. KHB nin karaciger
histopatolojik incelemesinde en karakteristik bulgusu hematoksilen-eozin boyas: ile
saptanan buzlu cam tarzinda sitoplazma ve kumsu niikkleus goriilmesidir.
Sitoplazmanin tiimiinde ya da bir kisminda izlenen buzlu cam goriiniimii, HBSAg
igeren endoplazmik retikulum varligi nedeniyle meydana gelmektedir. Buzlu cam
tarzinda sitoplazma KHB infeksiyonu igin patognomonik degildir. Diger bazi

patolojilerde de izlenebilir. Ancak bu goriintiideki sitoplazmada, immiinhistokimyasal
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olarak HBsAg’nin saptanmasi kronik B hepatiti i¢in patognomoniktir. Bir diger 6zgiin
bulgu niikleusta masif HBcAg toplanmasina bagli olan kumsu niikleus

goriiniimiidiir, %10

KHB’nin morfolojisi hastaligin gidis siirecinde farkli histopatolojik goriintiilere
yol agabilmektedir. Aslinda, bag dokusu artis1 disindaki degisiklikler hem akut hem

de kronik hepatitlerde goriilebilen 6zelliklerdir.%®-10

Kronik hepatitlerde goriilen doku degisiklikleri :1°*

. Hepatosit zararlar;
o Sisme, balonlagma
o Apoptotik/asidofilik cisimcikler
o Odaksal (fokal) nekrozlar; Kiigiik bir grup hepatositin nekrozu ve yerini

iltihap hiicrelerinin goriildiigii lezyonlardir.
o Birlesik/genis (konfluent) nekrozlar; Daha fazla sayida hepatositin
zarara ugradigi lezyonlardir.
o Kopriilesme (bridging) nekrozlari; Bir terminal veniil ile portal alan
arasinda kopriilesmeye yol agacak kadar genisleyen birlesik nekrozlar.
o Panasiner/multiasiner (lobiiler) nekrozlar; Daha ¢ok fulminan seyirli
akut hepatitlerde ve toksik hepatitlerde goriilen bir veya birkag lobiiliin parankim
hiicrelerinin cogunu ortadan kaldirangok genis nekrozlarin goriilmesidir.
o Periportal hepatosit oliimii/periportal hepatit (Interface hepatit);
Onceleri giive yenigi nekrozu olarak tanimlanan bu lezyon, portal alandaki
infiltrasyonu olusturan lenfositlerin, portal alan1 c¢evreleyen hepatositleri
kusatarak ve apopitoza ugratarak lobiil i¢ine dogru girmeleri ile tanimlanir.
o Hepatosit dejenerasyonu
o Portal iltihap; viral hepatitlerde portal ve lobiiler infiltrasyonun baskin hiicresi
lenfositlerdir. Portal iltihabin yogunlugu ile sinir hepatitinin siddeti her zaman orantili
olmayabilir.
. Bag dokusu artis1 (fibroz); tiim onarim olaylarinda oldugu gibi hepatitlerde

de ortada kalkan ve yenilenmesi artik miimkiin olmayan hiicrelerin yerini alarak artar.
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Hepatit B tanisinda, patolojik olarak aktivite ve fibroz derecesini gosteren gesitli
skorlama sistemleri mevcuttur. Bunlar; Knodell, Scheuer, Metavir ve Modifiye
Knodell (Ishak) skorlama sistemleridir. Giiniimiizde bu amagla yaygin olarak
kullanilan sistem Ishak’in modifiye histolojik aktivite indeksi derecelendirme ve

evrelendirme sistemidir.1%!

2.7.4.4 HBsAg Kantitasyonu

Akut ve kronik hepatit ayriminda, antiviral tedavi yanitinin degerlendirilmesinde
qHbsAg, yapilan ¢aligmalarda anlamli bulunmustur. HbsAg kantitasyonunun viral
genomu serum HBV DNA’dan daha iyi monitorize edebilecegi diisiiniilmektedir.
Antiviral tedavi sirasinda serum HBV DNA diizeyleri ile serum HbsAg titrelerinin
korelasyon gosterdigi bazi caligmalarda gosterilmis olsada bu konuda daha fazla
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. qHBsAg testinin en 6nemli dez avantaji ise genis
bir dinamik arahiga gereksinim duyulmasidir (1000-1.000.000 ng/ml). Mevcut
sistemler ise bu kadar genis bir aralifa yanit verememektedir (Architect HBsAg 0.05-

250 1U/ml; Elecsys |1 assay 0.05- 52000 1U/ml).10?

2.7.5 Kronik Hepatit B Virus infeksiyonunda Tedavi

HBYV replikasyonunu idame ettiren cccDNA formunun konvansiyonel tedavilere
direncli olmasi1 sonucunda giincel antiviral tedaviler ile HBV eradikasyonu pek
mimkiin degildir. Bu tedaviler ile HBV DNA diizeylerini karaciger hastalig1
yapabilecek diizeyin altina indirebilmek, dolayisiyla klinik remisyon saglamak,
progresyonu yavaglatmak ve durdurmak amaglanmaktadir. HBV e bagli kronik hepatit
tedavisinde kullamlan giincel antiviraller viral polimerazi hedeflemektedir. %3

KHB’de tedavi yanit1 i¢in kullanilan gesitli gostergeler; biyokimyasal yanit, serolojik

yanit, virolojik yanit, histolojik yanit ve tam yanittir (Tablo 1).1%%9
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Tablo 1: Tedavi yamti tanimlamalari 0

Primer Yamisizhk Tedavinin 12. haftasmmda, HEV DNA diizevinde <1 log IUMNL
azalma olmasidur.

Kismi Virolojik Yanit | NA verilen olgularda ise tedavinin 24. haftasinda da HEV DNA
dilzevinde = 1 log IUMNL azalma olmas: fakat Real-Time PCR ile
saptanabilir diizeyde olmasidir.

Virolojik Yamnt TFN tedavisi alan olgularda tedavinin 24. haftasinda HBV DNA
ditzeyvinin < 2.000 IUML olmas:, NA verilenlerde ise tedavinin
48. haftasmmda HEV DNA'nm Real-Time PCR ile saptanmavacak
dilzeve inmesidir.

Serolojik Yamit HBeAg pozitif olgularda HBeAg serokonversivommun olmasidir.

Biyokimyasal Yanit Serum ALT sevivesinin normal aralifa gerilemesidir.

Histolojik Yanit Fibroz skonnda kétiilesme olmaksizin nekroinflamatuvar aktivite
skorunda en az 2 puan dilzelme olmasidir.

Tam Yanit Bivokimyasal ve virolojik yvamtla birlikte HBsAg nin
kavbolmasidir.

Tedavi Sonu Yanit Tedavi bitiminde elde edilen yanittir.

Kaha Yanit Tedavi kesildikten 6-12 ay sonra elde edilen yamittar

KHB infeksiyonu olan hastalarda HBV replikasyonunu baskilamak ve karaciger
hastaliginin siroza, karaciger yetmezligine veya HCC’ye ilerlemesini durdurmak,
organ nakli ihtiyact olugmasint engellemek amaciyla antiviral tedavi
uygulanmaktadir.®?9 Bu amagla giiniimiizde iki grup ila¢ kullanilmaktadur:

. Immiin modulatérler (interferon alfa ve pegillenmis formlari)

o Viral polimeraz inhibitérleri (Niikleozid ve niikleotid analoglari)

Antiviral tedaviye baslama karar1 verilirken serum ALT diizeyi, HBV DNA
diizeyi ile karacigerin histopatolojik incelemesi degerlendirilmektedir.®? Tedavi
adaylar1 kilavuzlara gore degisiklik gostersede HBeAg-pozitif ve HBeAg-negatif

hastalar i¢in optimal tedaviler belirlenmistir.1%

. AASLD kilavuzu, ALT seviyeleri normalin en az iki kat1 ve serum HBV DNA
>20.000 1U/mL olan HBeAg-negatif ve HBeAg-pozitif hastalara tedavi 6nermektedir.
o HBeAg-negatif hastalar i¢cin ALT normalin 1-2 kat1 kadar yiiksekse ve HBV
DNA virus yiikii 2.000-20.000 IU/mL arasinda ise karaciger biyopsisi onerilir.
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2.7.5.1 Tedavide kullanilan ilaclar

2.75.1.1 Iinterferon alfa:

Antiviral, antiproliferatif ve immiinomodiilator etkili dogal sitokinlerdir. Tedavi
oncesinde ALT nin yiiksek olmasi ve HBV DNA diizeyinin diisiik olmas1 en 6nemli
yanit belirtegleri olarak goriilmektedir. Ayrica HBV genotipi ve HBeAg pozitifligi de
IFN tedavisine yanitta 6nemli goriillmektedir. Giiniimiizde standart IFN alfanin yerini
polietilen glikol molekiilii ile pegilasyonu ile elde edilen pegile IFN alfa (peg-1FN)
almigtir. Yar1 omriiniin daha uzun olmasi, daha yiiksek sistemik kalicilik ve daha iyi
biyolojik etki olusturmasi nedeniyle tedavide peg-1FN tercih edilen bir molekiildiir.
Tedavi siirelerinin belirli olmasi ve antiviral dirence neden olmamalari IFN’nun en
Oonemli avantajlari iken, gribe benzer semptomlar, halsizlik, nétropeni, trombositopent,
psikiyatrik bozukluklar ve otoimmiin hastaliklarin alevlenme riski gibi ciddi yan
etkilerinin olmasi1 dezavantajlaridir. Ozellikle sirotik zeminde hepatik alevlenmelere

ve dekompanzasyona neden olabilmektedirler.'0":108
2.7.5.1.2 Niikleoz(t)id Analoglar::

NA, polimeraz inhibitorii olarak etki gosterebilmeleri icin fosforile edilerek
aktive olmalar1 gerektiginden on ila¢ (pro-drug) olarak kabul edilmektedirler. Bu
ilaglar once hiicresel kinazlarla niikleozid monofosfatlara, daha sonra da yine hiicresel
enzimlerle difosfat ve trifosfat formlarina doniismektedir. Glintimiizde; L-niikleozidler
(LAM, LdT, emtrisitabin, klevudin), asiklik fosfonat niikleotidler (ADV, TDF) ve
siklopentan deoksiguanozin analoglar1 (ETV, abakavir/karbovirin) olmak tizere {i¢

grup ajan mevcuttur.1%

Lamivudin: 1998 yilinda KHB tedavisinde ruhsat alarak kullanima girmis olan
ilk L-niikleozit analogudur. 2’-3” dideoksi—3’-tiasitidin enantiomeri olan bir sitozin
analogudur. Intraseliiler hepatosit kinazlar tarafindan fosforile edilerek aktive
metaboliti trifosfata doniisiir. Aktif trifosfat ¢ogalmakta olan DNA zinciri ile
birleserek zincirde erken sonlanma sonucu DNA sentezini inhibe eder. LAM kullanan
hastalarda zaman icinde bu ilaca kars1 gelisen direng 6nemli bir sorundur. Polimeraz

geninin reverz transkriptaz proteini iizerindeki C ve B bolgelerindeki mutasyonlar
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LAM direncinden sorumlu temel mutasyonlardir. Genotipik direng, bir yildir LAM
alan hastalarda % 14-32 arasinda goriilmekte ve tedavinin 5. yilinda bu oran % 50-

60’lara yiikselmektedir,110-111.112

Adefovir: 2002 yilinda kullanima giren Adefovir dipivoxilin (ADV) aktif
formu, hem reverz transkriptazt hem de DNA polimeraz1 inhibe ederek HBV DNA
zincirinin sonlanmasina neden olur. In-vitro ve klinik ¢alismalarda hem vahsi tip
virusu hem de LAM direngli kokenleri inhibe ettigi gosterilmistir.!*® Nefrotoksisite
onemli yan etkilerindendir. Son yillarda onay alarak kullanimda olan bir diger
niikleotit analogu olan TDF ile ilgili calismalarda, HBeAg negatif ve pozitif
hastalarda, etkinlik agisindan ADV’den iistiin oldugu gosterilmistir. Bu nedenle giincel

tedavi rehberlerinde ADV”’in, yerini TDF’e biraktig1 gdzlenmistir.?

Entekavir: ABD’de 2005, Tirkiye’de ise 2007 yilinda ruhsat alan ETV, 2-
deoksiguanozinin bir karbosiklik analogudur ve konak hiicre seliiler kinazlari
tarafindan 3 kez fosforillenerek aktif formu olan entekavir trifosfat formuna doniistir.
HBYV replikasyonunu, diger niikleozid ya da niikleotit analoglarindan farkli olarak, 3
ayr1 basamakta inhibe etmesi nedeniyle, HBV DNA’nin yiiksek baskilanma oranlarini
saglamis, in-vitro ¢alismalarda LAM ve ADV’e oranla daha gii¢lii bir antiviral
oldugunu gostermistir. ETV direncinin gelismesi i¢gin LAM diren¢ mutasyonlarinin
yaninda (rt M204V ve rt L180M) HBV polimerazda ek mutasyonlarin (rt 1169T,
rtT84S/A/I/LG/C/M, rt S202G/C/1, rt M2051/V) da olmasi gerektigi bildirilmistir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda 5 yildan uzun siiredir ETV kullanan hastalarda diisiik
direnc¢ oranlarinin (<% 1), ETV’in daha potent bir antiviral olmasinin yaninda birkag
basamakli mutasyon gerektiren giiclii genetik bariyer yapisina da bagli oldugu

bildirilmektedir 114115112

Tenofovir: Ilk olarak HIV/AIDS ve HIV/HBV koinfekte hastalarda kullanilan
TDF, yapilan ¢aligmalarda hem vahsi hem de LAM direncli kdkenlere karst etkili
oldugunun saptanmasi {iizerine, 2008 yilinda KHB’nin tedavisinde kullanilmaya
baglanmistir. TDF, ADV gibi bir asiklik niikleotit analogudur. Ancak daha az
nefrotoksik olmasi sayesinde giinde 300 mg kullanilabilmesi, daha giiclii bir antiviral

etki saglamistir. Kirk sekiz haftalik TDF veya ADV tedavisi sonunda HBV DNA
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diizeyinin <10° kopya/ml olmasi yoniinden iki ilag karsilastirildiginda, TDF’in
ADV’den daha istiin oldugu saptanmistir (% 100’e karst % 44). Niikleozit
analoglarma kars1 ¢apraz direng gostermemesi avantajinin yaninda DNA polimeraz-
daki mutasyonlara kars1 yiliksek genetik bariyere sahip olmasi, diren¢ agisindan daha

az sorun yasanaca@in diisiindiirmektedir.*16112

Telbivudin (L-deoksitimidin-LdT): 2006 yilinda kullanima giren LdT,
timidinin L deoksi modifikasyonu olan niikleozid analogu bir antiviraldir.
Fosforilasyon sonrasi, aktif formu HBV DNA polimeraz tarafindan sentezlenen DNA
zincirine katilabilmek i¢in timidin ile yarismaktadir. Yapilan ¢alismalarda, LdT’in
LAM’e oranla hepatit B replikasyonunu baskilamada daha potent bir antiviral oldugu
gosterilmistir. Ancak antiviral direng LdT igin de bir sorun olmakla birlikte, LAM’e
gore daha diisiik oranlarda direng gelistigi bildirilmektedir. LAM direngli kokenlerin,
LdT’e de capraz direng¢ gosterdikleri bilinmektedir. LdT i¢in dnemli bir 6zellik
preklinik toksikolojik testlerde embriyo iizerine mutajenik ya da karsinojenik etkinligi
oldugu saptanmamuistir. Bu nedenle gebelikte kullanimi agisindan B grubunda yer alan

ilaclar icindedir.'t"11?

2.8 Antiviral Direng

Antiviral direncin ilk ortaya ¢ikma sekli sekonder yanitsizlik (virolojik kirilma-
breakthrough) gelismesidir. Antiviral direnci ve tedaviye uyumsuzluk, sekonder
yamtsizliktan sorunlu olan en &nemli iki faktordiir.’%* Bu nedenle genetik direng
aragtirmadan evvel hastanin tedaviye uyumu mutlaka sorgulanmalidir. Antiviral direng
mutasyonlarmin bir diger potansiyel sonucu, diger NA ile ¢apraz direng olup, gelecek
tedavi segeneklerini sinirlandirmasidir. Ardisik NA monoterapisi alan hastalarda ¢oklu
ilag diren¢ mutasyonlar1 gosterilmistir. Ayrica bir kez antiviral direngli HBV
mutantlar1 olustuktan sonra, bunlar hepatosit igerisinde cccDNA kiitiiphanesinde
birikirler. LAM kesildikten dort yil sonra bile LAM direnci olan HBV mutantlar

saptanmigtir. '8

NA kars1 direng gelisimi siklikla HBV DNA pol gen bolgesi mutasyonlart

sonucu olmaktadir. Direng arastirmasinda kullanilan yontemler indirekt, fenotipik ve
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genotipik yontemler olarak {ice ayrilmaktadir. Genotipik yontemler viral genom
tizerinde direngle iliskili mutasyonlar hakkinda bilgi verirken, fenotipik yontemler
hiicre kiiltiiriinde hastadan izole edilmis viruslarin, ilaca karsi olan duyarliligini

olememizi saglamaktadir.'*®

2.8.1 Indirekt yontemler:1%

HBYV DNA viral yiik tayini

flag diizeyi analizi

2.8.2 Fenotipik yontemler: 1%°

Hiicre kiiltiiri veya deney hayvanlarinda, HBV DNA replikasyonu ve ilaca
duyarlilik degerlendirilir. Replikasyon bazli yontemler ikiye ayrilmaktadir:
o Vektorsiiz fenotipik testler

. Vektorlii fenotipik testler

2.8.3 Genotipik Yontemler: 121119

Tim genotipik yontemler hasta serumundan izole edilen HBV DNA’nin bir
boliimiiniin veya tamaminin PCR ile amplifikasyonunu baz almaktadir.
o Dizi analizi
o Restriksiyon enzim analizi (RFLP; Restriction fragment length polymorphism)
o Strip hibridizasyon (LiPA; Line Probe Assay)
. Gergek zamanlhi PCR

Diger yeni gelistirilen genotiplendirme yontemleri arasinda DNA ¢ip,
“minisequencing” karigik hibridizasyon-dizi analizi- PCR, “mass spectrometry”,
lusiferaz testleri, guanin oksidasyon sinyalini 6lgen elektrokimyasal biyosensorler,

“revers dot blotting” bulunmaktadir.
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Dizi analizi i¢in se¢ilmis gen bolgesi (direkt veya klonlanarak) PCR ile
cogaltilir. PCR {iriinii saflagtirilarak niikleotid dizisi otomatize cihazlarda tek veya ¢ift
yonlii olarak belirlenir. Arastirilan gen bolgesine ait dizi, referans dizi ile eslestirilerek
niikleotid ve aminoasid degisimleri arastirilir. Direkt uygulanan dizi analizinde
mutasyonun saptanabilmesi i¢cin mutant niikleotidin, incelenen virus popiilasyonunda
baskin olmasi gereklidir. Virus popiilasyonu igerisinde % 20’den az oranda bulunan
mutant suslar bu yontemle saptanamazlar. En 6nemli avantaji yeni mutasyonlari
saptamaya ag¢ik olmasidir. Dizi analizinin is yikii fazladir ve 6zel ekipman

gerektirir 119121122

REA, yontem olarak PCR sonrasi elde edilen iirlinlin arastirilan bdlgesinin
restriksiyon endoniikleazlar araciligiyla taninmasi ve kesilmesi esasina dayanir. Bir
veya daha fazla endoniikleaz tarafindan kesilerek elde edilen DNA fragmanlarinin jel
elektroforezinde incelenmesiyle mutasyon varligi arastirilir. Dizi analizi gibi is yiikii
fazla olan bu yontem, optimize edildiginde baskin olmayan viral popiilasyonu da

saptayabilmesi agisindan dizi analizine iistiindiir.!?!

LiPA ise mutasyon arastirilan gen bolgesinin oncelikle PCR ile ¢ogaltildigi,
daha sonra arastiritlan mutasyonlarin problar aracilifiyla tespitine dayanan bir
yontemdir. PCR {irlinli, seritler iizerine yerlestirilmis oligoniikleotid problara
komplementer ise hibridizasyon gergeklesmekte ve serit {izerinde enzim-substrat
kullanilarak gerceklestirilen kimyasal reaksiyon neticesinde hibridler bantlar seklinde
goriintiilenmektedir. Olusan bu bantlar referans serit ile karsilastirilarak mutasyon
varlig1 arastirilir. Sadece bilinen mutasyonlar1 saptayabilen, minor populasyonlar: da

yakalayabilen ancak pahal1 bir yontemdir. 123124

Gergek zamanli PCR ise arastirllan mutasyona uyQun olarak hazirlanmig
prob/problar kullanilarak amplifikasyonla es zamanli saptama yapabilen bir
yontemdir. Problar farkli boyalarla isaretlenerek saptama yapilabilecegi gibi, erime
1s1s1 analizine dayali olarak da mutasyon belirlenebilir. Erime 1sis1 analizi, prob /
amplikon hibridinin erime 1s1s1nin, probdan elde edilen sinyalin, ortam 1sisinin giderek

arttirtlmasi1 sirasinda incelenmesi ile belirlenir. Mutasyona 0zgli erime 1sisinin
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belirlenmesi ile tan1 konur. Sadece bilinen mutasyonlari saptayabilen bir yontemdir.
Bu yontemin en 6nemli avantajlari, hizli sonug¢ vermesi, nispeten ucuz olmasi ve

otomatize sistemle ¢alisildig1 i¢in daha az is giicii gerektirmesidir. 12°128
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde 2009 ile
2014 yillar1 arasinda yapildi. Hastalar Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji
poliklinigine bagvuran, daha once hi¢ tedavi almamig HBV infeksiyonu olan
goniilliiler arasindan segildi. Calismada KHB tedavisinde kullanilan peg-1FN ve oral
antivirallerin HBsAgQ ve polimeraz geni tizerinde yaptigi mutasyonlarin arastirilmasi,
bu mutasyonlarin hasta bazinda yapacagi etkilerin saptanmasi ve ayrica uzun dénemde
ilag direnci gelisiminin ve bunun yol acacagi sonuglarin belirlenmesi amaclandi.
Ikincil olarak da qHBsAg titrelerinin ilag direncini belirlemede erken bir marker olup
olmadiginin saptanmasi amaglandi. Calisma, Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 26.06.2009 tarih ve 2009/97 sayili karari ile onay
alinarak yapildi.

3.1 Cahsma Grubu

3.1.1 Hasta Grubu

o HBsAQg en az 6 aydan beri pozitif olan,

o Biyopsi ile kanitlanan kronik karaciger hastaligi olan,

o Anti HBe (-), HBV DNA 20.000 IU/mL {izerinde, ALT’si normal veya yiiksek
olan,

. Anti HBe (+), HBV DNA 2000 IU/mL tizerinde, ALT’si normal veya yiiksek
olan,

o KHB infeksiyonuna bagli kompanse karaciger sirozu olan hastalar(bu
hastalarada karaciger biyopsi sarti ve HBV DNA’nin >2000 IU/mL olmas1 sarti
aranmadi),

o Daha 6nce antiviral tedavi almamig KHB infeksiyonu olan hastalar.
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3.1.2 Kontrol Grubu

En az alt1 aydir HBSAQ pozitifligi bilinen,
HBeAg(-), Anti HBe(+),
6 ay ara ile 2 kez bakilan ALT degeri normal olan

6 ay ara ile 2 kez bakilan HBV DNA virus yiikii < 2000 IU/ml olan géniillii inaktif

HBsAg tasiyicilari.

Hasta gruplarindan birincisine peg-IFN, ikincisine TDF 245 mg/giin tablet,

ticiinciistine ETV 0,5-1 mg/giin, dordiinciisiine LAT 600 mg/giin tedavisi verildi,

besinci gruba ise tedavisiz izlemi yapilan inaktif HBsAg tasiyicilart alindi. Peg-1FN

tedavisi alan hastalarda tedavi yanit kriteri olarak tedavinin altinci ayinda HBV DNA
virus yiikiiniin <2000 IU/mL olmasi, NA alan hastalarda ise 12.ayindaki HBV DNA

virus yiikleri kullanilmistir.

Tim hastalar ¢alisma ile ilgili bilgilendirildi ve yazili onamlari alinarak

calismaya dahil edildi.

3.1.3 Calhsmaya Dahil Edilmeme Kriterleri

3.2

18 yasindan kiigiik olan,
Gebe ya da emziren kadinlar,
Dekompanse siroz,
Hepatoselliiler kanser,
Ko-infeksiyon,

Alkolik hepatit,

Otoimmun hepatit tanilar1 olan hastalar ¢calismaya alinmadi.

Yontem

3.2.1 Biyokimyasal incelemeler

Karaciger fonksiyon testleri [AST, ALT, ALP, GGT, LDH, total bilirubin, direkt

bilirubin, albumin, globulin, INR (international normalized ratio)], aglik kan sekeri,
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total kolesterol, trigliserit, HDL, LDL, iire, BUN, kreatinin ve AFP Kocaeli
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez Laboratuvar: Biyokimya

béliimiinde ARCIHTECT C16000 — ABBOTT® cihaziyla yapildi.

Caligmaya alinan tiim hastalarin karaciger fonksiyon testleri, AKS, lipit profili,
bobrek fonksiyon testlerine (iire, BUN, kreatinin ) tedavinin baslangicinda bakildu.
Takiplerinde tedavi grubundaki hastalarin tedavinin ii¢lincii ayinda ve birinci yilinda,
inaktif HBsAg tasiyicilarinda ise bir yil sonra olmak {izere AST, ALT, albiimin,
globiilin degerlerine bakildi. AFP’e ise tedavi baglangicinda ve birinci yilda bakildi.

3.2.2 Hematolojik Incelemeler

Tam kan saymm1 Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez

Laboratuvar1 Hematoloji béliimiinde CELL-DYN 3700 - Abbott® cihaziyla yapildi.

Calismaya alinan tiim hastalarin kandaki hemoglobin, 16kosit, nétrofil, trombosit
degerlerine tedavinin baslangicinda bakildi. Tedavi grubundaki hastalarin tedavinin
iciincli ayinda ve birinci yilinda, inaktif HBsAg tastyicilarinda ise birinci yilin

sonunda olmak tizere trombosit degerine bakildi.

3.2.3 Serolojik incelemeler

HBsAg, Anti HBs, HBeAg, Anti HBe, Anti HBc IgM ve 1gG, Anti HCV, Anti
HIV, Anti HDV IgM ve total testleri Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Merkez Laboratuvari Seroloji Unitesinde ELISA teknigi ile ARCIHTECT
12000 - ABBOTT® cihaziyla yapild.

Calismaya alinan hastalarin HBsAg, Anti HBs, HBeAg, Anti HBe, Anti HBc
IgM ve 1gG, Anti HCV, Anti HIV, Anti HDV IgM ve total testleri tedavi baglangicinda
yapildi. Takiplerinde tedavi grubundakilere tedavinin {igiincii ayinda ve birinci y1linda,
inaktif HBsAg tastyicilarinda ise birinci yili sonunda olmak {izere HBsAg, anti HBs,
HBeAg, anti HBe bakildi.
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3.2.4 Serum HBsAg Kantitasyonu

Tedavi grubundaki hastalarda tedavi oncesi, tedavinin ti¢iincii ay1 ve birinci
yilinda, inaktif HBsAg tasiyicilarinda ise bir yil ara ile iki kez olmak iizere qHBSA(g
titresine bakildi. Hastalardan alinan kan 6rnekleri 30-60 dakika siireyle oda 1sisinda
bekletildikten sonra 3000-5000 devirde 10-15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
serum Ornekleri daha sonra qHBsAg ve gerektiginde DNA sekans analizi ¢alisilmak
tizere —80°C’da derin dondurucuda saklandi. Calismaya alinan hasta serumlari
calisilacag: giin; +4 °C’lik ortamda bekletilerek ¢oziilmeleri saglandiktan sonra oda
isisina birakildi. Serumda gHBsAg, HBsAg Il Quant kiti (Roche Diagnostics,
Indianapolis, USA) kullanilarak Cobas €601 sisteminde Electrochemiluminescence
Immunoassay (“ECLIA”, elektrokemiliiminesans) yontemiyle ¢alisildi. Testin dl¢tim
aralig1 seyreltilmemis numuneler i¢in 0,05-130 [U/mL, 400 kat seyreltilmis numuneler
igin ise 20-52000 IU/mL olarak Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) EP17-

A gereklerine gore tayin edilmistir.

3.2.5 Molekiiler Testler

3.2.5.1 HBV DNA izolasyonu

HBV DNA, QIAsymphony SP manyetik partikiil izolasyon platformunda
(QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya) izole edildi.

3.2.5.2 Real-time PCR

HBYV DNA, real-time PCR teknigine gore Artus HBV DNA RGQ Kkiti ile Rotor-
GENE platformunda ¢alisildi (QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya).
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3.2.5.3 HBV DNA sekanslama

HBV genotip/altgenotip tespiti, bilinen tiim primer/kompansatuvar NA direnci
mutasyonlart ve pol geni ile ¢akisan S geni (HBsAg proteini; 111.-227. aminoasitler
aras1) mutasyonlart HBV pol geni (ters transkriptaz; RT bolgesi, 80.-250. aminoasitler
arasi) dizilenerek analiz edildi.!?’ Bu amagla serum &rneginden HBV DNA izole edildi
(Anatolia Geneworks, Bosphore® Viral DNA Extraction Spin Kit ve Magnesia® 16
Magnetic Bead Extraction System, Istanbul, Tiirkiye). HBV pol geni amplifikasyonu
(742 bp) i¢in ileri (F:5°- tcgtggtggacttctctcaatt-3’) ve geri  (R:5°-
cgttgacagactttccaatcaat-3’) primerler kullanildi. PCR kosullar1 igin 95°C’de 10 dakika
On denatiirasyon, ardindan 35 dongii 95°C’de 45 saniye, 60°C’de 45 saniye ve 72°C’de
45 saniye 1s1/zaman dongiisii uygulandi.*?’ Tiim PCR iiriinleri High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche Diagnostics, Almanya) ile saflastirildi. Dizileme protokoliinde
Phire Hot Start DNA polimeraz (Finnzymes Oy, Finlandiya) enzimi kullanildi.
Dizileme, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia
Biotech Inc., ABD), 36 cm kapiller ve POP-7 TM polimer (Applied Biosystems Inc.,
ABD) kullanilarak firetici firmanin Onerileri dogrultusunda ABI PRISM 3130
(Applied Biosystems Inc., ABD) platformunda gercgeklestirildi. Direkt dizileme igin
kullanilan PCR protokolii; 35 dongii 95°C’de 20 saniye, 50°C’de 25 saniye ve finalde
60°C’de 2 dakika olarak gerceklesti. Elektroferogramlar Vector NTI v5.1 (InforMax,
Invitrogen, Life Science Software, ABD) programi araciligiyla elde edildi. Elde edilen
diziler Geno2pheno Drug Resistance programinda (Center of Advanced European
Studies and Research, Almanya) analiz edildi. Geno2pheno programi, fasta
formatindaki bilinmeyen niikleik asit dizilerini databazinda bulunan referans dizilerle
karsilagtirmaktadir. Karsilastirma sonrasinda HBV pol geni RT kangalinda; 80., 84.,
85.,91.,169., 173,, 180., 181., 184., 191., 194., 202., 204., 214., 215., 233., 236-238.
ve 250. aminoasit pozisyonlar1 primer ilag direnci ve kompansatuvar mutasyonlar
yiiniinden analiz edildi.!® Ayrica HBV RT kangali ile cakisan S gen bolgesinde; 121.,
135.,137.,139.-149,, 151-153,, 155-157., 161., 164., 172.,173., 175., 176., 182., 193-
196. aminoasit pozisyonlari mutasyonlar yoniinden analiz edildi.'?®
Tedavi grubundaki hastalarda tedavi oncesi, tedavinin ti¢lincii ay1 ve birinci

yilinda, inaktif HBsAg tasiyicilarinda ise bir y1l ara ile iki kez olmak tizere serum HBV
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DNA diizeyine bakildi. Tiim hastalarin tedavi oncesi serumlarinda, inaktif HBsAg
tastyilarindan ise HBV DNA diizeyi >100 IU/ML olanlarin serumlarinda DNA sekans
analizi yapildi. NA alan gruptakilerin takiplerinde breakthrough gelistigi donemdeki

serumlarinda DNA sekans analizi yapildi.

3.2.6 Patolojik incelemeler

Hastalara peg-IFN veya NA baslanmadan énce Kocaeli Universitesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Girisimsel Radyoloji boliimii tarafindan karaciger biyopsisi
yapildi, biyopsi 6rnekleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvari’nda
tek bir patolog tarafindan degerlendirildi. Incelemelerde ishak’a gore modifiye
Knodell sistemi kullanildi. Histolojik aktivite indeksi (HAI) 018 araliginda ve fibroz

derecesi de 0—6 arasinda degerler ile raporlandi.

3.3 Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS 17,0 istatistik programi kullanilarak analiz
edildi. Niteliksel degerler say1 ve yiizdelerle ifade edildi. Olgiimsel degerler normal
dagilima uymadig1 i¢in medyan (25-75 persantiller) olarak verildi. Bagimli gruplarin
karsilastirilmasinda Wilcoxon ve Friedman, bagimsiz gruplarin karsilagtirilmasinda
ise Mann Whitney U ve Kruskal Wallis testleri kullanildi. Nominal degerler ise ki kare
ve Fisher ile test edildi. Korelasyon analizlerinde Spearman’s rho testi kullanildi. ROC
analizleri Medcalc version 13.0.6.0 kullamild:. Istatistiksel degerlendirmede p<0.05
olan degerler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza daha 6nceden KHB infeksiyonu i¢in tedavi almamis aktif KHB
tanil1 55 hasta ile 39 inaktif HBsAg tastyicis1 olmak tizere toplam 94 hasta dahil edildi.
Aktif KHB’li hastalarin 15’1 peg-IFN, 17’1 TDF, 15’1 ETV, 8’i ise LdT tedavisi aldi.
Inaktif HBsAg tastyicisi olan 39 hasta ise kontrol grubunu olusturdu. Calismaya alinan
hastalarin 561 erkek, 38’1 kadin idi. Gruplar arasinda kadin ve erkek cinsiyet agisindan
anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 2).

Tablo 2: Tedavi ve kontrol grubundaki hastalarin say1 ve cinsiyet dagilimlari

Tedavi grubu

Kontrol grubu

Hasta sayisi (n) | Hasta yiizdesi (%) Hasta sayisi (n) Hasta yiizdesi (%0) p*

Kadin 20 21,3 18 19,1
0,23

Erkek 35 37,2 21 22,3

*Chi square test

Gruplarin demografik 6zellikleri, baslangi¢ laboratuvar 6zellikleri, HBV DNA
diizeyleri, qHBsAg titreleri ve karaciger histopatolojik ozellikleri tablo 3’te
gosterildigi gibiydi. Kontrol grubu ile peg-IFN, TDF ve ETV alan hastalarin baslangic
AST ve ALT degerleri arasinda anlamli bir fark saptanirken, LdT grubunda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda baslangic AST ve ALT degerleri agisindan anlamli bir
fark saptanmadi. Baslangi¢c trombosit, INR, protombin zamani, gHBsAg ve HBV
DNA virus yiikleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu ve bu anlamliligin kontrol grubu olan inaktif HBsAg tasiyicilarindan
kaynaklandig: disiiniildii.

Aktif KHB tanili hastalar (n=55) ile inaktif HBsAg tasiyicilarindan olusan
kontrol grubunda (n=39) baslangi¢ ve birinci y1l AST, ALT, qgHBsAg ve HBV DNA
seviyeleri kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi. Tedavi
grubunda birinci yilda AST, ALT, qHBsAg ve HBV DNA seviyelerinde azalma
olurken HBsAg (S/CO) seviyelerinde tedavi ile azalma olmadig1 goriildii. Her iki grup
arasinda HBsAg (S/CO) seviyeleri agisindan baglangigta anlamli bir fark oldugu
goriiliirken birinci yilda anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 4).
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Tablo 3: Hastalarin demografik, histopatolojik ve tedavi dncesi laboratuvar
ozelliklerinin karsilastirilmast

Peg-IFN TDF ETV LdT KONTROL

Median Median Median Median Median

(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max) p*
YAS 36 (18-70) |33 (24-74) 36 (22-55) 345(18-68) |40 (21-70) 0,392
HAI 5 (2-7) 6 (4-16) 6 (2-12) 4,5 (4-9) 0,038
Fibroz 3 (2-4) 4(1-6) 4(2-5) 3(2-4) 0,148
‘ni;‘;al 27,6 (16,6-38) | 29,9 (17,1-39)  |29,6 (21,6-38,5) |27,8 (17,1-47) |27,8 (17-42) | 0,483
rf]gjgfi“i”' 0,7 (0,5-1) 0,7 (0,6-1) 0,7 (0,6-0,9) 0,75(05-14) |07(05-12) | 0,850
;-;gtr”b‘”' 0,7(02-18) |07 (03-15) 0,7 (0,2-1,6) 055(03-11) |06(0224) |0455
r'?]g,(‘j'ﬁr“b‘”' 03(0,1-06) |03(007-05) |03(0,1:0,7) 02(0,1-04) [03(01-0,7) |0,393
oer 67 (26-126) |53 (17-130) 40 (17-218) 27,5 (16-113) |22 (12-78) 0,000
i 125 (37-284) | 82 (21-248) 70 (17-815) 45 (19-317) 20 (13-108) 0,000
i 27(8-107) |42 (14-138) 33 (15-116) 17,5 (12-179) | 20 (4-113) 0,006
ik 205 (145-472) | 192 (101-420) | 212 (107-412) | 188 (153-451) |198 (84-609) | 0,770
o 87 (60-114) | 76 (55-130) 88 (60-136) 775 (63-140) | 74 (40-215) 0,112
L™t |413846)  |43(3549) 4,1 (3,2-4,5) 41(38-47) |44(31-51) | 0,006
;'d"f”"”' 36(2543) |31(254,7) 31(2,1-3,9) 325(2841) [29(21-43) |0,054
Albumin/ | 1,135 (0,91- ] ] 1,235(0,93- | 1,455 (0,91-
Globulin 1.84) 1,345 (0,74-1,76) | 1,323 (0,89-1,95) | 157y 2.05) 0,020
PTZ 12'3)(12’6‘ 136 (125-159) | 134 (12,1-16) | 127 (12:3-13.3) |13 (11,9-14,3) | 0,000
INR 1,1 (1-12) 1,1(0,9-1,3) 1(0,9-1,3) 0,95 (0,9-1) 1(0,9-1,1) 0,000

. | 6520 (3610- ] 6540 (3890- 6830 (4760- | 6610 (3810-

WBC, 10°%L | g2 6340 (2960-8460) | 130> 0330) 12400) 0,602
;3?‘09'0“”' 14,6 (8,5-16,3) | 15,1 (13,4-17) 14,6 (12,4-16,8) | 16,5 (13,2-17,6) | 14,4 (11,2-17,1) | 0,021
Etgf/;m 206 (114-333) | 207 (106-271) | 164 (58,1-268) | 226,5 (179-327) |262 (153-357) | 0,000
TG, mg/dl |76 (46-288) | 98 (27-194) 90 (42-182) 137 (53-177) | 97 (40-194) 0,220
;-éjé’l'-' 175(119-212) | 155 (121-244) | 185(130-259) | 202 (159-219) | 179 (129-265) | 0,082
HDL 41 (22-70) |42 (26-58) 44 (28-80) 435 (32-84) |44 (23-72) 0,586
LDL 97 (75-142) |98 (57-179) 122(77,8-166) | 126,5(90-150) | 112 (65-197) | 0,245
AFP, IUMI | 1,9(09-7.8) |26 (0,8-11) 26(06-161)  |1,8(1-34) 21(0894) |0257
HBsAg 1843 (335,5- ] 3202 (192,1- 3673 (1273- | 3827 (12,9-
(SICo) 5057) 2514 (270-6227) | 4351 6125) 6869) 0,125
gHBsAg | 9599 (213,4- | 9776 (1781- 5235 (2439- 50025 (4553 | 9646 (005~ | 5 000
(u/mL) 52000) 33406) 10294) 33562) 19994) ’
HBeAg 0,341 (0,076- | 160,6 (0,069- 0,383 (0,076- 03565 (0,146~ | 0,381 (0226~ | o 400
(SICo) 1384) 1667) 2032,9) 140,9) 0,533) ’

154 (7,64- 11300 (0,195- | 4260 (2,37- 30,15 (5.,61-
X | 149000) 178000) 484000) 10500) 0,068 (0-1.21) | 4 599

*Kruskal Wallis test

48




Tablo 4: Tedavi ve kontrol grubundaki hastalarin baslangig ve birinci yil laboratuvar
degerlerinin karsilagtirilmasi.

Tedavi grubu (n=55) Kontrol grubu (n=39)

Median (% 25-75 Persentil) | Median (% 25-75 Persentil) p*
Baslangi¢ AST 46 (32-74) 22 (18-25) 0,000
Baslangig ALT 80 (52-137) 20 (16-33) 0,000
Baslangig HBsAg (S/CO) | 2923 (1671-4070) 3827 (2290-5032) 0,035
Baslangig qHBsAg 5882 (3232-21298) 964,6 (143,2-3092) 0,000
Baslangig HBV DNA 346000 (18800-33200000) | 68 (30-425) 0,000
1.y1l AST 24 (20-32) 20 (15-24) 0,002
1.y1l ALT 27,5 (23-36) 21 (15-31) 0,006
1.yl HBsAg (S/CO) 3257 (1652-4405) 3651 (2150-4454) 0,503
1.yil gHBsAg 5487 (2226-16445) 835,1 (174,9-2975) 0,000
1.y1l HBV DNA 0 (0-42) 44 (0-276) 0,002

*Mann Whitney U test

Karaciger biyopsisi

yapilan 53

aktif KHB’li

hastanin histopatolojik

incelemesinde 24 hastada (%45,3) HAI alt1 ve tizerinde, 29 hastada (%54,7) ise altinin
altinda idi. Hastalarin fibroz agisindan yapilan degerlendirilmesinde bir hastada fibroz
bir, 28 hastada fibroz iki ve ii¢, 24 hastada (%45,3) fibrozun dort ve tizerinde oldugu
goriildii. ETV alan iki hastada siroza bagli trombositopeni nedeniyle karaciger
biyopsisi yapilamadi (Tablo 5).

Tablo 5: Tedavi grubundaki hastalarin karaciger histopatolojik 6zelliklerinin

karsilastirilmasi.

Fibroz <4 Fibroz >4 HAI <6 HAI >6

n (%) n (%) n (%) n (%)
Peg-IFN (n=15) 11 (% 73,3) 4 (% 26,7) 11 (% 73,3) 4 (% 26,7)

0 0 0 0

TDF (n=17) 5% 29,4) 12 (% 70,6 ) 6 (% 35,3) 11 (% 64,7)
ETV (n=13) 6 (% 46,2) 7(%53,8) 6 (% 46,2) 7(%53,8)
LdT (n=8) 7(%87,5) 1(% 12,5) 6(%75) 2(%25)
Toplam (n=53) 29 (% 54,7) 24 (% 45,3) 29 (% 54,7) 24 (% 45,3)

Hastalarin tiimii birlikte degerlendirildiginde karaciger biyopsisi yapilan 53
hastanin 34’ti HBeAg negatif, 19'u HBeAg pozitif hastalardi. 34 HBeAg negatif
hastanin 11’ine peg-IFN, yedisine TDF, 10’una ETV, yedisine LdT tedavisi verildi.
HBeAg negatif hastalar fibroz skoruna gore karsilastirildiginda fibrozu dordiin altinda
olan 16 hasta ile fibroz skoru dért ve iizerinde olan 18 hasta mevcuttu. iki grup arasinda
baslangicta, tedavinin 12. haftasi ve birinci yilinda bakilan ALT, HBsAg (S/Co),
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gHBsAg, HBeAg (S/Co) ve HBV DNA virus yiikii degerleri arasinda anlamli bir

farklilik saptanmadi (Tablo 6).

Tablo 6: Tedavi alan HBeAg negatif hastalarin baslangig, 12. hafta ve birinci y1l
sonuclarinin fibroz durumuna gore karsilastirilmast.

Fibroz <4 (n=16)

Fibroz =>4 (n=18)

Median (% 25-75

Median (% 25-75

Persentil) Persentil) P
Baslangic
ALT 85 (40-148,5) 86 (37-137) 0,959
HBsAg (S/Co) 3001 (1897-4652) 3633 (3202-4565) (0,384
gqHBsAg (1U/mL) 5217 (1990,5-16190,5) | 4252 (2439-5567) |0,443
HBeAg (S/Co) 0,28 (0,095-0,42) 0,31 (0,12-0,4) 0,958
HBV DNA, x10° IU/mL 30,15 (15,05-129,6) 74,85 (8,9-473) 0,646
12.hafta
ALT 35,5 (21-46) 35 (23-56) 0,878
HBsAg (S/Co) 3728 (2728,5-4540,5) |3434 (2103-4082) |0,33
gqHBsAg (1U/mL) 4907,5 (1715-13627,5) | 3818 (1870-4407) |0,164
HBeAg (S/Co) 0,34 (0,3-0,4) 0,32 (0,27-0,34) 0,237
HBV DNA 30 (0-40,5) 0 (0-30) 0,365
1.yl
ALT 31 (25,5-51) 25 (20-34) 0,109
HBsAg (S/Co) 3359 (2196-4260) 4391,5 (3682-4857) | 0,109
gHBsAg (1U/mL) 4953,5 (635,75-10113) | 3124 (1511-5210) |0,528
HBeAg (S/Co) 0,37 (0,28-0,4) 0,35 (0,28-0,43) 1
HBV DNA 0 (0-15) 0 (0-0) 0,33

*Mann Whitney U test

50




Karaciger biyopsisi olan 19 HBeAg pozitif hastalar fibroz skoruna gore
karsilastirildiginda ise fibrozu dordiin altinda olan 13 hasta ve fibroz skoru dort ve
tizerinde olan alt1 hasta mevcuttu. Fibroz skoru dort ve iizerinde olan grupta baslangi¢
ALT degerleri fibroz skoru dordiin altinda olan gruptan anlamli olarak daha yiiksek
saptandi. Fibroz skoru dordiin altinda olan grupta hem baglangi¢, hem tedavinin
iclincii ayinda hem de tedavinin birinci yilinda qgHBsAg diizeyi anlamli olarak daha
yuksek bulundu. HBV DNA virus yiikii a¢isindan bakildiginda baslangigta ve
tedavinin tigiincii ayinda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yok iken tedavinin birinci yilinda fibroz skoru dordiin altinda olan grupta anlamli
olarak daha yiiksek saptandi. Iki grup arasinda baslangicta, tedavinin 12. haftas1 ve
birinci yilinda bakilan HBsSAg (S/Co) ve HBeAg (S/Co) degerlerinde her iki grup
arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 7).
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Tablo 7: Tedavi alan HBeAg pozitif hastalarin baslangig, 12. hafta ve birinci yil
sonuclarinin fibroz durumuna gore karsilastirilmast.

F<4 (n=13) F=>4 (n=6)

Median (% 25-75 Median (% 25-75 «

Persentil) Persentil) P
Baslangic
ALT 76 (60-82) 161 (74-214) 0,036
HBsAg (S/Co) 1385 (335,5-1816) 2065,5 (1671-2514) 0,087
gHBsAg (1U/mL) 33505 (25831-52000) [10729 (7698-13555) |0,005
HBeAg (S/Co) 717,1 (183,4-1077) 806,4 (684-809) 0,924
HBV DNA, x10°® IU/mL  |35100 (10500-140000) |55500 (27700-110000) {0,765
12.hafta
ALT 37 (28-63) 43 (28-65) 0,701
HBsAg (S/Co) 1738 (553,3-2251) 2310 (1643-3220) 0,072
gHBsAg (1U/mL) 30753 (22736-52000) (9188 (8269-12031) 0,009
HBeAg (S/Co) 171,6 (30,9-1129) 15,93 (1-304,3) 0,087
HBV DNA 1730 (331-24500) 161,5 (30-8750) 0,179
1.yl
ALT 34,5 (26-37) 25,5 (24-32) 0,385
HBsAg (S/Co) 1457,5 (1112,35-2238) |2232,5 (1652-2749) 0,083
gqHBsAg (IU/ML) 32289 (20225,5-46758) [ 10230 (8293-16445) 0,013
HBeAg (S/Co) 32,45 (10,23-439,55) (11,23 (1,3-51,9) 0,291
HBV DNA 849,5 (38-7910) 0 (0-30) 0,005

*Mann Whitney U test
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Tedavi alan hastalar birlikte degerlendirilerek baslangi¢ ve birinci yil ALT,
gHBsAg, HBsAg (S/Co), HBeAg (S/Co) ve HBV DNA virus yiikleri karsilagtirildi.
Peg-IFN alan hastalardan birinin tedaviye yanitsiz olmasi nedeniyle, birinci yil
sonuclar1 bir hasta eksik olarak analiz edildi. ALT, qgHBsAg ve HBV DNA virus
yukiinde birinci yilda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildii. HBsAg
(S/Co) diizeyleri karsilastirildiginda baslangi¢ ve birinci yil sonuglari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. HBeAg (S/Co) diizeylerinde birinci
yilda istatistiksel olarak anlamli ancak klinik olarak anlamsiz oldugu diisiintilen bir
artis oldugu goriildi (Tablo 8).

Tablo 8: Tedavi alan hastalarin baslangig¢ ve tedavinin birinci y1l sonuglarinin
karsilastirilmasi

) % 25-75 Persentil .

n Median Min-max p*
ALT 55 (80,00 52-137 17-815
HBsAg (S/Co) |55 [2923,00 1671-4070 192,1-6227
HBsAg 1.yil 54 |3257,00 1635-4407 2,7-5463
(S/Co) 0,106
gHBsAg (IU/mL) |55 [5882,00 3232-21298 213,4-171800
gHBsAg 1.yil 54 |5487,00 2136-16860,25 |0,08-52000
(IU/mL) 0,004
HBV DNA, x 10% |55 |346 18,8-33200 0,195-484000
IU/MI
HBV DNA 1.yil 54 (0,00 0-43 0-56700 <0.0001

*Wilcoxon test
Calismamizda hastalar1 KHB infeksiyonunun fazlarina gore

gruplandirdigimizda HBeAg pozitif hastalarda (n=20) qHBsAg’nin median degeri
25405 TU/mL, inaktif HBsAg tastyicilarinda (n=39) 964,6 IU/mL, HBeAg negatif
hastalarda (n=35) 4797 IU/mL saptanmistir. Hem HBeAg pozitif hastalarda hem de
HBeAg negatif hastalarda tedavi ile ALT, gHBsAg ve HBV DNA virus yiikiinde
birinci yilda bir azalma oldugu gériiliirken, HBsAg (S/Co) diizeylerinde her iki grupta
tedavi ile azalma goriilmemektedir (Tablo 9).
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Tablo 9: Hastalarin kronik hepatit B infeksiyonunun fazlarina gore karsilastiriimasi.

HBeAg pozitif
hastalar (n=20)

inaktif HBsAg
tasiyicilar (n=39)

HBeAg negatif
hastalar (n=35)

Median (% 25-75

Median (% 25-75

Median (% 25-75

Persentil) Persentil) Persentil)
Baslangig 49,5 (32/88) 22 (18/25) 46 (32/74)
AST
Baslangig 79 (61,5/143) 20 (16/33) 83 (37/137)
ALT
Baslangig 1681,5 (840,5/2305,5) 3827 (2290/5032) 3539 (2839/4565)
HBsAg (S/Co)
Baslangig 25405 (10071/42781) 964,6 (143,2/3092) 4797 (2333/7431)
gqHBsAg
(UML)
HBeAg (S/Co) | 790 (183,4/11929) 0,381 (0,35/0,41) 0,2945 (0,10/0,40)
Baslangic 41350000 68 (30/425) 49100 (13400/251000)
HBV DNA (14100000/128000000)
1.yl AST 22 (20/28) 20 (15/24) 25 (21/36)
1.yl ALT 32 (24/36) 21 (15/31) 27 (22/36)
1.yil HBsAg 1652 (1320/2658) 3651 (2150/4454) 3979 (3088/4513)
(S/Co)
1.yl qHBsAg [ 18970 (8293/38678) 835,1 (174/2975) 3789 (946,8/5623)
(IU/ML)
1.yilHBeAg [ 23,06 (2,64/139,1) 0,433 (0,40/0,49) 0,355 (0,28/0,42)
(S/Co)
1.yil HBV 42 (0/2130) 44 (0/276) 0 (0/0)
DNA

Inaktif HBsAg tastyicilari ve KHB hastalari1 ayirmada serum HBsAg
diizeylerinin tan1 koymadaki etkinligi ROC (receiver operating characteristic) analizi
ile test edildi. AUC (egri altinda kalan alan): 0.833 (iyi derecede), sensitivite %80,
spesifite %76.92, p<0.0001 saptandi. gHBsAg i¢in cut off degeri bu analize gore 3092
IU/mL olarak belirlendi (Sekil 2).
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Sekil 2: Inaktif HBsAg tasiyicilari ve kronik hepatit B hastalarin1 ayirmada
gHBsAg’nin tan1 koymadaki etkinligi. ROC analizi ile test edildiginde AUC: 0.833,
sensitivite %80, spesifite %76.92, HBsAg i¢in cut off degeri 3092 IU/mL, p<0.0001.

Not: AUC igin

0.90-1.00 = Mikemmel
0.80-0.90 = lyi
0.70-0.80 = Orta
0.60-0.70 = ZayIf
0.50-0.60 = Basarisiz

Inaktif HBsAg tastyicilar1 ve HBeAg negatif KHB hastalarini ayirmada serum
gHBSsAQg diizeylerinin tan1 koymadaki etkinligi ROC analizi ile test edildi. AUC: 0.733
(iyi derecede), sensitivite %80, spesifite %69,2, p<0.0001 saptandi. gHBsAg i¢in cut
off degeri bu analize gore 2188 TU/mL olarak belirlendi (Sekil 3).
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Sekil 3: Inaktif HBsAg tastyicilart ve HBeAg negatif kronik hepatit B hastalarim
ayirmada qHBsAg’nin tan1 koymadaki etkinligi. ROC analizi ile test edildiginde AUC:
0.733, sensitivite %80, spesifite %69,2, HBsAg i¢in cut off degeri 2188 IU/mL,
p<0.0001.

Caligmada verilerin korelasyon analizinde normal dagilima uymadigi igin
Spearman korelasyon testi kullanildi. Korelasyon katsayisi igin 0.70-1.00 yiiksek
iligki, 0.70-0.30 orta iliski, 0.30-0 diisiik iliski olarak yorumlandi, p<0.01 diizeyinde
anlaml1 kabul edildi.

Baglangi¢ degerleri icin yapilan korelasyon analizlerinde, tedavi alan hastalarin
tamami ele alindiginda (n=55) HBsAg (S/Co) ile hem gHBsAg hem de HBV DNA
arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif bir korelasyon saptandi (r=-0.754/-0,590;
p=0.000). Tedavi alan hastalarda (n=55) baslangic qHBsAg ile HBV DNA arasinda
istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde korelasyon oldugu goriildi (r=0,619,
p=0,000). Kontrol grubunda (n=39) baslangi¢ HBsAg (S/Co), gHBsAg ve HBV DNA
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degerleri icin korelasyon analizi yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptanmadi.

Hastalar fibroza gore gruplandirildiginda hem fibroz sloru <4 olan grupta (n=29)
hem de =>4 olan grupta (n=24) baslangic HBsAg (S/Co) ile hem gHBsAg hem de
HBYV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif bir korelasyon saptandi (Fibroz
skoru <4 olanlarda r=-0.804/-0,611, p=0.000; fibroz skoru =>4 olanlarda r=-0.533/-
0,553, p=0.007/0,005 ). Fibroz skoru <4 olan grupta baslangic qHBsAg ile HBV DNA
arasinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek diizeyde bir iliski oldugu goriildii (r=0,759,
p=0,000). Fibroz skoru =>4 olan grupta ise baslangigc gHBsAg ile HBV DNA arasinda
istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde bir iliski oldugu gortldi (r=0,661, p=0,000).

Tedavi alan hastalar peg-IFN (n=15) ve NA alanlar (n=40) olarak
gruplandirilarak baslangi¢ degerlerinin korelasyonu bakildiginda ise peg-IFN alan
grupta HBsAg (S/Co), qHBsAg ve HBV DNA arasinda ististiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptanmadi. Ancak NA alan grupta HBsAg (S/Co) ile hem qHBsAg hem
de HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif bir korelasyon saptandi (r=-
0.886/-0,712, p=0.000).

Hastalar HBeAg pozitif (n=20) ve HBeAg (n=35) negatif olarak gruplandirilarak
yapilan korelasyon analizlerinde baglangic gHBsAg ve HBV DNA degerleri arasinda
her iki grupta da korelasyon saptanmadi. Ancak tedavinin birinci yilinda yapilan
korelasyon analizlerinde HBeAg pozitif hasta grubunda qHBsAg ile HBV DNA
arasinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek bir iligki saptandi (r=0.736, p=0.000).

Hastalarin birinci yi1l degerleri icin yapilan korelasyon analizlerinde ise, tedavi
alan hastalarin tamami ele alindiginda (n=54) HBsAg (S/Co) ile hem qHBsAg hem de
HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif bir korelasyon saptandi (r=-
0.588/-0,432; p=0.000/0,001). Tedavi alan hastalarda birinci y1l qHBsAg ile HBV
DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde korelasyon oldugu goriildii
(r=0,512, p=0,000). Kontrol grubu (n=39) birinci y1l degerleri igin korelasyon analizi
yapildiginda HBsAg (S/Co) ile qHBsAg ve HBV DNA arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir korelasyon saptanmazken, qHBsAg ile HBV DNA arasinda birinci
kontroliin tersine istatistiksel olarak anlamli diisiik diizey bir korelasyon oldugu
goriildii (r=0,418, p=0,008).

Hastalar fibroz skoruna gore gruplandirildiginda fibroz skoru <4 olan grupta
(n=29) hem birinci y1l HBsAg (S/Co) ile qHBsAg ve HBV DNA arasinda hem de
birinci yil gHBsAg ile HBV DNA arasinda pozitif bir korelasyon saptanmadi. Fibroz
skoru => 4 olan grupta ise (n=24) birinci yi1l qHBsAg ile HBV DNA arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmazken birinci yil HBsAg (S/Co) ile
qHBsAg arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde bir iligki saptandi (r=0,605,
p=0,002). Tedavi alan hastalar peg-IFN (n=14) ve NA (n=40) alanlar olarak
gruplandirilarak birinci yi1l degerlerinin korelasyonu bakildiginda ise peg-IFN alan
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grupta HBsAg (S/Co) ile gHBsAg ve HBV DNA arasinda ististiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptanmadi, qgHBsAg ile HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli
orta diizey bir iliski saptand1 (r=0,669, p=0,009). NA alan grupta HBsAg (S/Co) ile
hem qHBsAg hem de HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif bir
korelasyon saptandi (r=-0.883/-0,442, p=0.000/0,004). NA alan hastalarda qHBsAg
ile HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizey bir iliski oldugu saptandi
(r=0,503, p=0,001).

Tedaviye yanit kriteri olarak qgHBsAg degerinin <1500 IU/mL kabul edildiginde
liclincii ayda peg-IFN grubunda dort hastada (%26,7) yanit alinirken, TDF grubunda
bir hastada (%5,9), ETV grubunda bir hastada (%6,7) ve LdT grubunda ise iki hastada
(%25) yanit alindi. Sonug olarak tedavinin ii¢iincii ayinda tedavi alan 55 hastanin
sekizinin tedaviye yanit verdigi goriildii. Bu sekiz hastanin dordi peg-1FN grubunda
(%50), biri TDF (%12,5), biri ETV (%12,5), ikisi LdT (%25) grubunda yer
almaktaydi. Birinci yilda ise peg-IFN grubunda alt1 hastada (%42,9) yanit alinirken,
TDF grubunda bir hastada (%5,9), ETV grubunda iki hastada (%13,3) ve LdT
grubunda ise iki hastada (%25) yanit alindi. Birinci yilda toplam 11 hastada tedaviye
yanit alindi. 11 hastanin altist peg-1FN (%54,5) grubunda, biri TDF (%9,1), ikisi ETV
(9%18,2), ikisi LdT (%18,2) grubunda yer almaktaydi.

Calismaya alman 94 naif hastanin 71°nde tedavi baslamadan 6nce alinan
serumlarindan HBV DNA sekanslama analizi yapilabildi. Hastalarin tamaminin
genotip D ile infekte oldugu goriildii. HBV subgenotiplemesine gore 71 hastanin 65°i
D1, dordii D2 ve ikisi D3 ile infekte oldugu saptandi. Hastalarda, HBV pol geni
bolgesi, ilag direnci mutasyonlar1 yoniinden analiz edildi. Bu amagla primer ilag
direnci, parsiyel ilag¢ direnci ve kompansatuar mutasyonlar ele alindi1 (Tablo). Yapilan
analizlerde LdT ve LAM direncine neden olan M2041 mutasyonu ile ADV direnci ve
TDF i¢in duyarliligi azaltan N236T mutasyonu olmak iizere iki hastada primer ilag
direnci mutasyonu saptandi. Bir hastada parsiyel ETV direncine neden olan M204I
mutasyonu saptandi. Calismamizda saptanan viral fitnesi onaran kompansatuvar
mutasyonlar ise LdT ile iliskili L91l mutasyonu (n=3), ADV ile iligkili N238D
mutasyonu (n=1) ile LAM ve ADV ile iliskili olarak Q149K (n=1), N139K (n=1),
V214A (n=2), Q215S (n=3), Q215H (n=1) mutasyonlaridir (Tablo 10).
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Tablo 10: HBV DNA Sekanslama Analizi Yapilabilen Hastalarda HBV Polimeraz
Geni Mutasyonlar1 ve Ilag Direnci Durumu.,

Analiz yapilan hastalar
HBV polimeraz geni (n=71)
P gent Klinik Onemi Verilen Tedavi
mutasyonu karakteri
Mutasyon paterni, (n)
LdT ve LAM direnci
M2041 (1) v et | peg-IFN
Primer ilag direnci ADV direnci, TDF i¢in
Mutasyonu N
N236T (1) duyarlilig1 azaltici TDF
mutasyon
Parsiyel ilac direnci . . )
Mutasyonu M2041 (1) ETV direnci Peg-IFN
L91I (3) LdT ile iligkili TDF
Q149K (1) LAM ve ADV ile iliskili | TDF
N139K (1) TDF
m’:‘af;sgaatuvar V214A (2) LAM ve ADV ile iliskili | TDF/Kontrol
Q215S (3) LAM ve ADV ile iliskili [ TDF/LdT/Kontrol
Q215H (1) LAM ve ADV ile iliskili | Kontrol
N238D (1) ADV ile iligkili Kontrol

Hepatit B virus genomunun c¢embersel organizasyonda olmasi ve pol/S

genlerinin st iiste ¢akigsmasi nedeniyle HBV DNA sekanslama analizi yapilan 71
hastada HBsAg ka¢is mutasyonlari da analiz edilebildi. Tipik HBsSAg kagis
mutasyonlart HBIg kagagi, as1 kacagi, HBsAg tani testi kagagi ve bagisik yanit kagagi
olmak tizere 4 ayn kategoride ele alindi. Hastalarda saptanan HBsAg kagis
mutasyonlari tablo 11’°de gosterildi.
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Tablo 11: HBV DNA Sekanslama Analizi Yapilabilen Hastalarda HBV S geninde
tipik HBsAg Kacis Mutasyonlari.

Analiz yapilan hastalar (n=71)
HBYV S geni mutasyonu

karakteri
Mutasyon paterni (n)
T123N (1), P142S (1), G145R (1), P120T (1), G119R (2),
HBIg kacag: T1261 (1), C124 (1), C139S (1), K141l (1), Q129H (1),
L1261* (1).
Ast Kagag P142S (1), G130R (1), S143L (1), G145R (1), Q129H (1),

L109R (1), Q129R (1), T1261 (1), P120T (1), L1261* (1).

R122K (1), T123N (1), P142S (1), G130R (1), M133T
Tam testi kacag (1), S143L (1), G145R (1), P120T (1), G145L (1),
Q129R (1), T131N (2).

Bagisik yamit kacag 1110L (1), S132F (1), 1110L (1), P120R (1).

* Breakthrough gelistiginde yapilan analizde tespit edilen mutasyon.

HBV DNA sekanslama analizi yapilabilen hastalarda ADAPVEM analizi
yapildi. Hastalarda W196*/L/S (Peg-IFN tedavisi aldi) ve S193L (LdT tedavisi aldi)
olmak iizere toplam iki dogal gelisen ADAPVEM paterni saptandi.

Peg-IFN tedavisi alan gruptaki hastalardan birinde 48 hafta IFN tedavisini
tamamladiktan bir yi1l sonra HBsAg kaybi gelistigi goriildi. Ayni hastanin tedavi
baglamadan 6nce alinan serumunda yapilan HBV DNA sekanslama analizi sonucunda
S geninde I110L bagisiklik sistemi kagag: tespit edildi.

TDF alan 17 hastanin ii¢iinde tedavi altinda iken breakthrough gelismesi tizerine
HBV DNA sekanslama analizi yapildi. Bu ii¢ hastadan ikisinde hem tedavi dncesinde
hem de breakthrough gelistiginde (bir hastada ikinci yilda birinde de birinci yilda)
yapilan analizlerde mutasyon saptanmadi. Tedavinin ikinci yilinda breakthrough
gelisen hastanin tedavisine devam edildiginde virus yiikiiniin tekrar negatiflestigi ve
tiglincii yilin sonunda HBeAg serokonversiyonu gelistigi goriildii. TDF grubundaki
breakthrough gelisen diger tiglincii hastada ise tedavi dncesi yapilan analizlerde D2 alt
tipi ve pol geninde N236T mutasyonu saptanirken; tedavinin birinci yilinda
breakthrough gelistiginde yapilan analizlerde ise S geninde L1261 mutasyonu
saptandi. TDF grubunda yer alan bir diger hastada ise tedavinin birinci yilinda HBV
DNA pozitifligi devam ettigi halde HBeAg serokonversiyonu gelistigi goriildii.

ETV grubundaki hastalardan birinde tedavi dncesi yapilan analizlerde mutasyon
saptanamadig1 halde tedavinin birinci yilinda yanitsiz olmasi nedeniyle tedavisi
kesildi. ETV alan 15 hastanin ikisinde tedavinin ikinci yilinda iken HBeAg kayb1
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meydana geldi, her iki hastanin da tedavi Oncesi yapilan analizlerinde mutasyon
saptanmadi.

Kontrol grubunda yer alan {i¢ hastada ilk kontrolden bir yil sonraki ikinci
kontrolde bakilan HBV DNA virus yiiklerinin >2000 [U/mL saptanmasi sonucunda
yeniden viral replikasyonun basladigi ve bu ti¢ hastanin reaktivasyon dénemine gectigi
goriildii. Ayrica kontrol grubunda yer alan iki hastada HBsAg ve anti HBs birlikte
pozitifligi saptanmasina ragmen, iki hastaninda HBV DNA virus yiiklerinin negatif
olmas1 nedeniyle mutasyon analizi yapilamadi.
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S. TARTISMA

KHB infeksiyonunda antiviral tedaviye baslama karari verilmesi, tedaviye
yanitin izlenmesi ve antiviral direncin saptanmasi pahali ve deneyim gerektiren bir
yontem olan HBV DNA diizey tayini ile yapilmaktadir. HBsAg ise 1965 yilinda
Blumberg tarafindan kesfedildiginden bu yana HBV infeksiyonunun tanisinda
kullanilan giivenilir bir belirtegtir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, gHBsAg ile
HBV DNA diizeyi arasindaki iligki arastirllmaktadir. HBsAg diizey tayininin
hastaligin seyri ve tedavinin takibinde etkili olarak kullanilabilecegi diistiniilmekle

birlikte, klinik 6nemi heniiz aydinlatilamamistir, 12130131

HBsAg, konak genomuna integre olan HBV DNA molekiiliinden konak
enzimleri kullanilarak ya da transkripsiyonel aktif cccDNA molekiiliiniin translasyonu
ile tretilmektedir. Serum HBsAg seviyelerinin intrahepatik cccDNA seviyeleri ile
korele oldugu ve kantitasyonun infekte karaciger hiicrelerini yansitan bir belirteg
olarak kullamilabilecegi diisiiniilmektedir. **? Chan ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada
qHBsAg diizeyi ile HBV DNA ve cccDNA arasindaki iliskinin hastaligin fazlarina
gore degisiklik gosterdigini bildirmistir. Bu ¢alisma ile HBeAg pozitif hasta grubunda
HBsAg titresi ile HBV DNA ve cccDNA arasinda pozitif bir korelasyon saptanirken,
HBeAg negatif grupta bir korelasyon olmadig: bildirilmistir. 13 Lee ve ark.’inn
yaptiklari bir calismada ise HBeAg pozitif hastalarda tedavinin tigiincii ayinda HBsAg
seviyesi <3000 IU/mL saptanir ise tedavinin birinci yilinda HBV DNA negatiflesmesi
ve HBeAg serokonversiyonunu tahmin etmede qHBsAg’nin bagimsiz tahmin edici
faktor olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir. HBeAg negatif grupta ise tedavi
sirasinda HBsAg titresi stirekli arttigindan qHBsAg diizeyinin tedavi takibinde
kullanilamayacag1 sonucuna varilmstir. 13 Bizim calismamizda tedavi alan hastalar
HBeAg durumuna gore gruplandirildiginda hem HBeAg pozitif hem de HBeAg
negatif hastalarda baslangic qHBSAg ile HBV DNA degerleri arasinda bir korelasyon
saptanmadi. Tedavinin birinci yili degerleri ile yapilan korelasyon analizlerinde
HBeAg pozitif hasta grubunda qHBsAg ile HBV DNA arasinda istatistiksel olarak
anlaml yiiksek bir iligki saptandi (r=0.736, p=0.000).

KHB infeksiyonun dogal seyri boyunca qHBsAg diizeyleri HBV DNA ile
benzer sekilde immiintoleran donemden, diisiik replikatif faza dogru giderek azalma
gostermektedir. 2010 yilinda Jaroszewicz ve ark. yaptiklart c¢alismalarinda
qHBsAg’nin median degeri immiintoleran fazda 90881, immiinklirens fazinda 23371,
inaktif fazda 1230 ve HBeAg negatif KHB grubunda 7545 I1U/mL olarak
bildirilmistir.®*® Bizim calismamizda da benzer sekilde HBeAg pozitif hastalarda
(n=20) qHBsAg’nin median degeri 25405 IU/mL, inaktif HBsAg tasiyicilarinda
(n=39) 964,6 1U/mL, HBeAg negatif hastalarda (n=35) ise 4797 IU/mL saptandi
(Tablo 9).

HBsAg diizeyleri ile virolojik ve histopatolojik bulgularin iligkisinin
arastirilmas1 amaciyla 198 HBeAg pozitif KHB hastasinin alindigi bir ¢aligmada
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fibroz skoru 4-6 olan hastalarda qHBsAg diizeyinin daha diisiik oldugu saptanmustir.
Bu ¢alismada ayn1 zamanda qHBsAg ile HBV DNA arasinda giiglii bir korelasyon
oldugu gosterilmistir. 13 Bu dogrultuda yapilan bir baska calismada HBeAg pozitif
KHB infeksiyonunda HBsAg seviyesi ile fibroz derecesi arasinda negatif bir
korelasyon tespit edilmistir. Bu ¢alismada immiintoleran fazda normal ALT seviyesi
ve minimal fibroz ile karsilagilirken, hepatositlerin immuno histokimyasal
boyamasinda yiiksek oranda HBsAg oldugu, immiinklirens fazda ise ALT ve fibroz
derecesi artarken viral baskilanma ile HBsAg seviyesinin diistiigii gosterilmistir.*3’
Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde fibroz skoru dort ve iizerinde olan HBeAg
pozitif hastalarda (n=6) qHBsAg seviyeleri hem baslangi¢, hem tedavinin ti¢lincii ay1
hem de tedavinin birinci yilinda fibroz skoru dordiin altinda olan gruptan (n=13)
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik saptandi (Tablo 7). HBeAg negatif
hasta grubunda ise fibroz skoru dort ve tizerinde olanlar ile fibroz skoru dordiin altinda
olan hastalar arasinda hem tedavi 6ncesinde, hem tedavinin {igiincii ayinda hem de
birinci yilinda qHBsAg ve HBV DNA acisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (Tablo 6).

Son yillarda yapilan birgok ¢alismada HBV DNA ile serum qHBsAg diizeyleri
arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir. 1413138 Calismamizda tedavi alan
hastalarin (n=55) tamami ele alinarak yapilan korelasyon analizlerinde baslangic
gHBsAg ve HBV DNA seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde bir
korelasyon oldugu gériildii (=0.619, p=0,000). inaktif HBsAg tastyicilarinda (n=39)
ise baslangic qHBsAg ile HBV DNA seviyeleri arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmadi. Hastalar fibroz durumuna gore gruplandirildiginda ise fibroz skoru
dordiin altinda olan hastalarda (n=29) baslangic qHBsAg ile HBV DNA arasinda
istatistiksel olarak anlamli yiiksek diizeyde bir iliski oldugu goriildii (r=0.759,
p=0.000). Fibroz seviyesi dort ve ilizerinde olan hastalarda ise baslangic qHBsAg ile
HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde bir iliski saptand
(r=0.661, p=0,000).

Caligmamizda elde edilen sonucglara goére ALT, qHBsAg ve HBV DNA
degerlerinde tedavi ile bir yil sonra istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
goriiliirken (sirastyla p<0.0001, p=0.004, p<0,0001), HBsAg (S/Co) degerlerinde
tedavi ile bir azalma saptanmamistir (p=0.106) (Tablo 8). Ayrica ¢alismamizda
HBsAg (S/Co) ile qHBsAg ya da HBV DNA arasinda bir korelasyon olmadigi
goriilmistiir. Calismamizda HBsAg (S/Co) cinsinde olan degerlerinin tedaviyi
izlemde kullanilamayacag1 sonucuna varilmistir.

Serum ALT ve HBV DNA diizeylerinin inaktif HBsAg tasiyicilari ile aktif KHB
infeksiyonu olan hastalar1 ayirmada yetersiz kaldigi durumlarda da qHBsAg’nin
kullamilabilirligi dnemli bir diger arastirma konusudur. **° Brunetto ve ark.’nin yaptig1
bir c¢alisgmada qHBsAg seviyesinin HBV DNA miktarn1 ile kombine
degerlendirildiginde 6zellikle HBeAg negatif KHB ile inaktif HBsAg tastyici grubu
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biribirinden ayirt etmede kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.}*® Calismamizda
inaktif HBsAg tasiyicilari ile KHB hastalarini ayirmada serum gHBSA(g diizeylerinin
tan1 koymadaki etkinligi ROC analizi ile test edildiginde, qHBsAg’nin tan1 koymadaki
etkinligi iyi derecede, sensitivitesi %80 ve spesifitesi %76.92 olarak saptandi
(p<0.0001). gHBsAg i¢in cut off degeri bu analize gore 3092 IU/mL olarak belirlendi
(Sekil 2). Serum gHBsAQ diizeylerinin inaktif HBsAg tasiyicilar: ile HBeAg negatif
KHB hastalarin1 ayirmada ise yine benzer sekilde tam1 koymadaki etkinligi iyi
derecede, sensitivite %80 ve spesifite %69.2 saptand: (p<0.0001). gHBsAg i¢in cut off
degeri bu analize gore 2188 IU/mL olarak belirlendi (Sekil 3).

Yapilan bazi ¢aligmalar peg-IFN tedavisinde kalic1 virolojik yaniti (HBV DNA
<2000 IU/mL) 6ngoérmede qHBsAg seviyesinin HBV DNA’dan daha giivenilir
oldugunu desteklemektedir.!** Peg-IFN ile tedavi edilen HBeAg pozitif KHB
hastalarinda uygun HBsAg Ol¢timiiniin yapildig: ii¢ global ¢aligmanin sonuglarinin
analiz edildigi bir ¢aligmada 12. haftada HBsAg diizeyi <1.500 IU / ml olan hastalarda
% 45 cevap elde edildigi (6 ay tedavi sonras1t HBV DNA <2000 1U / ml ile HBeAg
kaybi1) goriilmiis. Peg-IFN monoterapisi alan 465 hastanin incelendigi bu ¢alismada
12. haftada HBsAg seviyesinde diislis olmayan genotip A ya da D hastalarinda yanit
oranlar1 daha diisiik bulunmus'*?. HBeAg pozitif KHB hastalarinda tedaviye yamt
kriteri olarak HBsAg Ol¢limiiniin arastirildigr bir diger ¢calismada 12. ve 24. haftada
HBsAg seviyeleri <1500 IU/mL olan hastalarda alti ay tedavi sonrast HBeAg
serokonversiyon oranlari anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur'®®. Bizim
caligsmamizda ise tedaviye yanit kriteri olarak qHBsAg degerinin <1500 [U/mL kabul
edildiginde tiglincii ayda peg-IFN grubunda dort hastada (%26,7) yanit alinirken, TDF
grubunda bir hastada (%5,9), ETV grubunda bir hastada (%6,7) ve LdT grubunda ise
iki hastada (%25) yanit alindi. Sonug olarak tedavinin iiglincii ayinda tedavi alan 55
hastanin sekizinin tedaviye yanit verdigi goriildii. Birinci yilda ise peg-IFN grubunda
alt1 hastada (%42,9) yanit alinirken, TDF grubunda bir hastada (%5,9), ETV grubunda
iki hastada (%13,3) ve LdT grubunda ise iki hastada (%25) yanit alindi. Birinci yilda
tedaviye yanit alinan 11 hastanin altis1 peg-1FN (%54,5) grubunda, biri TDF (%9,1),
ikist ETV (%18,2), ikisi LdT (%18,2) grubunda yer almaktaydi. Caligmamizda peg-
IFN tedavisi ile gHBsAg seviyelerinde ki azalmanin daha hizli oldugu ve daha yiiksek
oranda tedaviye yanit alindig1 goriildii. Ancak bizim ¢alismamizda peg-IFN tedavisi
alan hastalarin dordii HBeAg pozitif olup bu hastalarda HBeAg serokonversiyonu
goriilmedi, hastalarin dordiiniinde 12. haftada HBsAg seviyesi >20000 IU/mL
saptandi. Peg-IFN grubunda tedavinin 12. haftasinda HBsAg seviyesi <1500 1U/mL
olan dort hasta ise HBeAg negatif grupta yer almaktaydi. Bu dort hastanin birinde
tedavisi tamamlandiktan bir yil sonra HBsAg kaybi oldugu goriildii. Tedavinin 12.
haftasinda HBsAg <1500 IU/mL saptanan tiim hastalar HBeAg negatif olup
genotip/subtip D1 olan hastalard:.

KHB infeksiyonunun tedavisinde ana hedef HBsAg serokonversiyonu olmakla
birlikte bu durum olduk¢a nadir goriilmektedir. Calismamizda peg-IFN alan
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hastalardan (n=15) birinde 48 hafta peg-IFN tedavisini tamamladiktan bir yil sonra
HBsAg kaybi gelistigi goriildi. Takiplerinde HBsAg kaybi gelisen bu hastanin tedavi
sirasinda 12. haftada HBsAg seviyesi <1500 IU/mL saptandi. Yine peg-IFN alan
hastalardan birinde yanitsiz olmasi nedeniyle tedavi 12. haftada sonlandirildi. Bu
hastanin ise tedavisinin 12. haftasinda bakilan HBsAg seviyesi >20000 1U/mL
saptandi. TDV alan 17 hastanin birinde tedavinin birinci yilinda, digerinde de
tedavinin tglincii yilinda olmak iizere iki hastada HBeAg serokonversiyonu gelisti.
HBeAg serokonversiyonu gelisen her iki hastanin da tedavinin 12. haftasinda bakilan
HBsAg seviyesi 1500-20000 IU/mL saptandi. ETV alan 15 hastanin ikisinde ise
tedavinin ikinci yilinda HBeAg kayb1 meydana geldigi goriildii. HBeAg kaybi olan
her iki hastanin da tedavinin 12. haftasinda bakilan HBsAg seviyesi 1500-20000
IU/mL saptandi.

Calismamiza dahil edilen tiim hastalarda predominant olarak HBV genotip D
saptandi. HBV genotiplerinin cografik farkliliklar gosterdigi ve bulundugu
popiilasyonlara bagl olarak degisken oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalara gore;
HBYV genotip B ve C Asya popiilasyonlarinda fazla goriiliirken, genotip A ve D Kuzey
Amerika ve Avrupa lilkelerinde daha fazla goriilmektedir. Akdeniz havzasinda ise
genotip D hakimiyeti bulunmaktadir144. Yapilan caligmalara gore Tiirkiye’de HBV
genotip D’nin baskin oldugu anlasilmaktadir145,146,147. Ulkemizde HBV subgenotip
D1 — D4 gesitliligine rastlanmaktadir148. Bu nedenle Tiirkiye’de HBV genotipleme
yerine subgenotipleme ile hasta takibinin daha anlamli oldugu sonucuna
varilabilirl47, 148. Calismamizda, yiiksek oranda HBV subgenotip D1 tespit edildi
ancak D2 ve D3 subgenotiplerin de rastland1 (subgenotipleme yapilan 71 hastanin
65’inin D1, dérdiiniin D2 ve ikisinin D3 oldugu saptandi).

KHB tedavisinde kullanilan NA’lar1 pol geni {izerinde nokta mutasyonlara
neden olabilmektedir. Nokta mutasyonlarinin olusmasiyla kullanilan ilaca kars1 direng
gelisebilmektedir149. Bu mutasyonlar esas olarak kullanilan ilaca yanitsizliga yol agan
primer ila¢ direnci mutasyonlar1 ve viral fitness (viral yiikii arttirici ve replikasyon
kapasitesini onarici) etkileyen kompansatuar mutasyonlar olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Calismamizda naif donemde hastalarda LdT ve LAM direncine neden
olan M2041 mutasyonu ile ADV direnci ve TDF igin duyarliligi azaltan N236T
mutasyonu olmak iizere iki hastada primer ilag direnci mutasyonu saptandi (Tablo 10).
Bir hastada naif déonemde parsiyel ETV direncine neden olan M2041 mutasyonu
saptandi. Dogal olarak gelisen N236T mutasyonu saptanan hasta TDF tedavisi almakta
iken tedavinin birinci yilinda breakthrough gelismesi sonucu yeniden HBV DNA
sekanslama analizi yapildiginda hastada S geninde L1261 mutasyonu saptandi. D2
subgenotipindeki bu hastada dogal gelismis TDF icin duyarliligr azaltict N236T
mutasyonu saptanmasi, hastada tedavinin birinci yilinda gelisen breakthrough
aciklamakta ve tedavi dncesinde mutasyon analizi yapilmasinin faydali olabilecegini
diisiindiirmektedir. Calismamizda saptanan dogal gelisen kompansatuvar mutasyonlar
ise LdT ile iligkili L911 (n=3) mutasyonu, ADV ile iliskili N238D (n=1) mutasyonu

65



ile LAM ve ADV ile iligkili olarak Q149K (n=1), N139K (n=1), V214A (n=2), Q215S
(n=3), Q215H (n=1) mutasyonlaridir (Tablo 10).

Yapilan baz1 ¢alismalarda KHB infeksiyonunda NA tedavisine bagli gelisen
primer ilag direncinin HCC riskini arttirdigi da gosterilmistirl49 . Yapilan bir
calismada 141 KHB’li HCC hastasinin 8’inde sL21%*, sWI156* ve sWI172*
mutasyonlarna bagli olarak HCC gelistigi belirtilmektedir150. Prospektif olarak
yapilan diger bir ¢alismada 2 y1l boyunca izlenen dekompanse sirozlu ve NA tedavisi
altindaki 198 hastadan (LAM kullanan hasta; 39, ADV; 73; LdT; 36, ETV; 54) primer
ila¢ direnci tespit edilenlerinde (n=36) kiimiiltatif HCC gelistirme riskinin (%30.6)
virolojik yanit gelistiren hastalara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistirl51.
Calismamizda HCC’e progresyonu artiran bir mutasyona rastlanmamastir.

Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan NA, HBV genomunun sirkiiler
organizasyonundan dolay1 S geninde tipik HBsAg kacis mutasyonlarinin olusumuna
yol agabilmektedirler. Klinik ve epidemiyolojik énemdeki bu mutasyonlara drnek
olarak; sP120T, sM133l, sS143L, sD144A/E, sG145R, sE164D, sW172* ve swW182*
verilebilir50,128,152. Tipik HBsAg kag¢is mutasyonlari, HBsAg’nin tani testlerince
saptanamamasina, HBIg ile korunmada basarisizliga, as1 ile korunmada anti-HBs
antikorlarinda yetersizligine yol agabilmektedir50,153. Hepatit B asisi/ HBIg kacagi
mutasyonlarindan G145R ve PI120T mutasyonlarmin LAM ile iliskili direng
mutasyonlari ile kombine halde bulunabildigi belirtilmektedir154. Ayrica Tiirkiye’ de
KHB’li bir ¢ocukta HBV as1 kacagina neden olan sT143* mutasyonu, KHB’ 1i bir
hasta ve ailesinde HBsAg kagis mutasyonlarina neden olan sM125T ve sT127P
mutasyonlar1 ve HBV asis1 ile asilanmamig bir hastada HBsAg tani testinden kagisa
neden olan sS143L mutasyonu bildirimi yapilmistir155,156,157. Caligmamizda NA
tedavisi alan ii¢ hastada breakthrough gelismis olup bu hastalardan ikisinde yapilan
analizlerde mutasyon saptanmadi. Bir hastada ise tedavinin birinci yilinda
breakthrough gelismesi sonucunda yapilan analizlerde hepatit B asisi/ HBIg kagagi
mutasyonlarindan olan L1261 mutasyonu saptandi (Tablo 11).

Tiirkiye’ de, NA tedavisi altinda (n=185) ve tedavi naif (n=142) KHB’li
hastalarda yapilan genis kapsamli bir ¢caligmada 15 farkli HBsAg kag¢is mutasyonu
saptandig1 (sY100C, sL1091, sI110V, sS117INST, sP120T, sP127T, sG130R, sS132A,
sM133l, sY134N, sC137L, sC137G, sD144E, sG145X ve sG145R) bildirilmektedir
127. Kiimiilatif olarak KHB’li hastalarda 27/327 (%8.3) oraninda tipik HBsAg kacis
mutasyonlarinin saptandigi ancak NA tedavisi ile tedavi naif hastalar arasinda bir tipik
HBsAg kagis mutasyon prevalansi farkinin bulunmadigi anlasilmaktadir 127. Bu
veriler tipik HBsAg kacis mutasyonlarinin dogal olarak da gelisebildigini gosterebilir.
Tiirkiye’de hemodiyalize giren hastalarda yapilan bir diger ¢alismada tedavi naif
KHB’li toplam 43/94 (%46) hastada tipik HBsAg kac¢is mutasyonlar1 saptandigi
bildirilmektedir. Bu hastalarin 18/43 (%18) oraninda HBIg ka¢is mutasyonu
(ST118A/R, sP120K/Q/T, sT123A, sC124G, sQ129R, sM133L, sY134N, sD144E,
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sG145E/K/R), 15/43 (%16) oraninda HBV as1 kacis mutasyonu (sP120S, sT126I,
sM133L, sS143L, sD144E, sG145R, sS193L), 8/43 (%8.5) oraninda HBsAg tani testi
kacis mutasyonu (sP120S/T, sT1311, sM133T, sS143L) ve 31/43 (%33) oraninda
bagisik yanit kagagi mutasyonu (sY100C/S, sQ101H/R, sP105A/R, sL.109R, sI110L,
sS114A/T, sS117G/N, sG1191/R/V, sP120T, sT123A/D/N, sP127T, sA128V,
SG130E/K/R, sT131N, sS132C/P, sY134F, sT140l, sS143T, sD144E, sG145R)
tanimlanmistir158. Calismamizda hastalardan tedavi Oncesinde alinan serumlardan
yapilan analizlerde 17/71 (%24) hastada tipik HBsAg kagis mutasyonlar1 saptandi.
Calismamizda HBIg kagagi mutasyonlar1 T123N, T1261, P142S, P120T, G145R,
G119R, C124, C139S, K141l, Q129H; hepatit B as1 kagagi mutasyonlart P142S,
P120T, G130R, G145R, S143L, QI129H/R, L109R, TI126I; tan1 testi kacagi
mutasyonlart R122K, T123N, T131N, P142S, P120T, G145R/L, G130R, M133T,
S143L, Q129R, ve bagisik yanit kagis mutasyonlari ise I110L, I110L, S132F, P120R
olarak saptandi (Tablo 11). Bu paternin iilkemizde daha 6nce yapilmis ¢alismalarla
uyumlu oldugu anlasilmaktadirl53,159,160. Tanimlanan paternlerdeki farkliliklara
ragmen NA almayan KHB’li hastalarda da tipik HBSAgQ kacis mutasyonlarinin
bulunmasi bu tiirden mutasyonlarin hem NA tedavisi etkisiyle hem de HBV nin dogal
kinetigi nedeniyle olusabildigini diisiindiirmektedir.

Hepatit B virusunun sirkiiler yapisi nedeniyle (Sekil 3) pol geni (revers
transkriptazi kodlar) ve S geni (HBsAg proteinini kodlar) iist iiste ¢akisir durumdadir
152. Bu gakisma (pol/S), gelisen primer/kompansatuvar ilag direnci mutasyonlarinin
HBsAg proteinini kodlayan bolge lizerinde degisikliklere yol agmaktadir. Son yillarda
elde edilen bulgulara gére bu durum ADAPVEM olusmasina yol agmaktadir. Ote
yandan pol/S gen ¢akigsmasi, HBV genomu iizerinde halk sagligin1 dogrudan etkileyen
kimi problemlere de neden olabilmektedir. Bunlara 6rnek olarak; I. HBV agisi ile
bagisiklik kazanmis kisilerde antiHBs antikorlarindan kagis mutasyonlarinin olusmast,
II. HBsAg tani testinden kacan HBV varyantlarinin olusmasi, III. HBIg’nin
koruyuculugundan kagan varyantlarin olugsmasi verilebilir 50. Tiirkiye’ de KHB’ 1i
hastalarda yapilan bir ¢alismada 6 tip ADAPVEM mutasyon motifi (sE164D, sI195M,
sW196L, sW172L, sL175F, s176V) 10/94 (%10.6) tanimlanmistir 157. Ulkemizde
KHB’li hastalarda yapilmis bir diger genis kapsamli ¢alismada yaklasik 3 y1l boyunca
takip edilen hastalarda 7 farkli ADAPVEM (rtM204V/ sI195M, rtM2041/sW196S,
rtM2041/swW196L, rtV173L/sE164D, rtA181T/sW172*, rtA181T/ sW172L ve
rtA181V/sL173F ) mutasyon motifi 46/442 (%24) saptanmistir 55. Bu ¢alismada NA
tedavisi altindaki ve tedavi naif hastalardaki ADAPVEM orani sirastyla 44/186 (%24),
2/256 (%0. 79 olarak saptanmis ve bu durumun istatistiksel olarak anlamli oldugu
oldugu belirtilmistir 55. Bizim calismamizda ise naif donemdeki iki hastada
W196*/L/S ve S193L olmak iizere toplam iki ADAPVEM mutasyon motifi saptandi.
Bu bulgular NA tedavisinin ADAPVEM mutasyonlarina neden olabilecegi gibi naif
hastalarda da bu mutasyonlarin gelisebildigini géstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

KHB infeksiyonun dogal seyri boyunca qHBsAg diizeyleri HBV DNA ile
benzer sekilde immiintoleran donemden, diisiik replikatif faza dogru giderek azalma
gostermektedir. Calismamizda literatiirle benzer sekilde qHBsAg seviyelerinin
HBeAg pozitif hastalarda HBeAg negatif hastalardan daha yiiksek oldugu, en diisiik
degerlerin ise inaktif HBsAg tasiyicilarinda ise oldugu goriildii.

Calismamizda HBsAg diizeyleri ile virolojik ve histopatolojik bulgularin iligkisi
incelendiginde ileri fibrozu olan HBeAg pozitif hastalarda qHBsAg seviyelerinin daha
diisiik oldugu gozlendi. HBeAg negatif hasta grubunda ise fibroz skoru ile qHBsSAg
ve HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi.

Son yillarda yapilan birgok ¢alismada HBV DNA ile serum qHBsAg diizeyleri
arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Calismamizda tedavi alan hastalarin
tamami ele alinarak yapilan korelasyon analizlerinde baslangic qHBsAg ve HBV
DNA seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde bir korelasyon
oldugu goriildii. Inaktif HBsAg tastyicilarinda ise baslangic qHBsAg ile HBV DNA
seviyeleri arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi. Hastalar fibroz durumuna gore
gruplandirildiginda ise diisiik fibrozu olan hastalarda baslangic qHBsAg ile HBV
DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek diizeyde bir iliski oldugu goriildii.
Yiiksek fibrozu olan hastalarda ise baslangic qHBsAg ile HBV DNA arasinda
istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde bir iliski saptandi. Calismamizda tedavi alan
hastalar HBeAg durumuna gore gruplandirildiginda hem HBeAg pozitif hem de
HBeAg negatif hastalarda baslangic qHBsAg ile HBV DNA degerleri arasinda bir
korelasyon saptanmazken tedavinin birinci yili degerleri ile yapilan korelasyon
analizlerinde ise HBeAg pozitif hasta grubunda qHBsAg ile HBV DNA arasinda
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bir iliski saptandi (r=0.736, p=0.000).

Calismamizda elde edilen sonuglara gére ALT, qHBsAg ve HBV DNA
degerlerinde tedavi ile bir yil sonra istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
goriiliirken HBsAg (S/Co) degerlerinde tedavi ile bir azalma saptanmamuigtir. Ayrica
calismamizda HBsAg (S/Co) ile qHBsAg ya da HBV DNA arasinda bir korelasyon
olmadig1 da goriilmistir. Calismamizda HBsAg (S/Co) cinsinde olan degerlerinin
tedaviyi izlemde kullanilamayacag1 sonucuna varilmistir.

Calismamizda tedaviye yanit kriteri olarak qHBsAg degerinin <1500 1U/mL
kabul edildiginde tedavinin ii¢lincii ayda peg-IFN grubunda dort hastada (%26,7) yanit
alinirken, TDF grubunda bir hastada (%5,9), ETV grubunda bir hastada (%6,7) ve LdT
grubunda ise iki hastada (%25) yanit alind1. Tedavinin birinci yilinda ise yanit alinan
11 hastanin altis1 peg-IFN (%54,5) grubunda, biri TDF (%9,1), ikisi ETV (%18,2),
ikisi LdT (%18,2) grubunda yer almaktaydi. Calismamizda peg-IFN tedavisi ile
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qHBsAg seviyelerinde ki azalmanin daha hizli oldugu ve daha yiiksek oranda tedaviye
yanit alindig1 goriildi. Peg-IFN grubunda tedavinin 12. haftasinda HBsAg seviyesi
<1500 IU/mL olan dort hasta HBeAg negatif grupta yer almaktaydi. Bu dort hastanin
birinde tedavisi tamamlandiktan bir yil sonra HBsAg kaybi oldugu goriildii.
Calismamizda HBeAg negatif hastalarda peg-IFN tedavisine yanit kriteri olarak
gHBsAg seviyelerinin kullanilabilecegi ancak bu konuyla ilgili daha ¢ok ¢alismanin
yapilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Calismamizda inaktif HBsAg tastyicilar1 ile KHB hastalarini ayirmada serum
gHBsAg diizeylerinin tan1 koymadaki etkinligi ROC analizi ile test edildiginde,
gHBsAg’nin tan1 koymadaki etkinligi iyi derecede, sensitivitesi %80 ve spesifitesi
%76.92 olarak saptandi (p<0.0001). gHBsAg icin cut off degeri bu analize goére 3092
IU/mL olarak belirlendi. Serum qHBsAg diizeylerinin inaktif HBsAg tastyicilari ile
HBeAg negatif KHB hastalarin1 ayirmada ise yine benzer sekilde tan1 koymadaki
etkinligi iyi derecede, sensitivite %80 ve spesifite %69.2 saptandi (p<0.0001).
qHBsAg i¢in cut off degeri bu analize gore 2188 IU/mL olarak belirlendi.

HBV genotiplerinin  cografik  farkliliklar  gosterdigi ve bulundugu
popiilasyonlara bagli olarak degisken oldugu bilinmektedir. Calismamiza dahil edilen
tiim hastalarda literatiirle benzer sekilde predominant olarak HBV genotip D saptandi.
Yiiksek oranda HBV subgenotip D1 oldugu ancak D2 ve D3 subgenotiplerin de
goriildiigii saptandi. Ulkemizde HBV subgenotip D1 — D4 gesitliligine rastlanabilmesi
nedeniyle HBV genotipleme yerine subgenotipleme ile hasta takibinin daha anlaml
oldugu sonucuna varilabilir.

Calismamizda naif donemde hastalarda LdT ve LAM direncine neden olan
M2041I mutasyonu ile ADV direnci ve TDF i¢in duyarlilig1 azaltan N236T mutasyonu
olmak tizere iki hastada primer ila¢ direnci mutasyonu saptandi. Dogal olarak gelisen
N236T mutasyonu saptanan hasta TDF tedavisi almakta iken tedavinin birinci yilinda
breakthrough gelismesi sonucu yeniden HBV DNA sekanslama analizi yapildiginda
hastada S geninde L1261 mutasyonu saptandi. D2 subgenotipindeki bu hastada dogal
gelismis TDF icin duyarliligr azaltict N236T mutasyonu saptanmasi, hastada tedavinin
birinci y1linda gelisen breakthrough agiklamakta ve tedavi 6ncesinde mutasyon analizi
yapilmasinin faydali olabilecegini diisiindiirmektedir.

KHB tedavisinde kullanilan NA, HBV genomunun sirkiiler organizasyonundan
dolay1 S geninde tipik HBsAg kagis mutasyonlarinin olusumuna yol agabilmektedirler.
Calismamizda NA tedavisi alan hastalardan sadece tigiinde breakthrough gelismis olup
bu hastalardan ikisinde yapilan analizlerde mutasyon saptanmadi. Bir hastada ise
tedavinin birinci y1linda breakthrough gelismesi sonucunda yapilan analizlerde hepatit
B asis1/ HBIg kagagi mutasyonlarindan olan L1261 mutasyonu saptandi.

Caligmamizda hastalardan tedavi Oncesinde alinan serumlardan yapilan
analizlerde 17/71 (%?24) hastada tipik HBsAg kacis mutasyonlar1 saptandi. Naif
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KHB’li hastalarda da tipik HBsAg kacis mutasyonlarinin bulunmasi bu tiirden
mutasyonlarin hem NA tedavisi etkisiyle hem de HBV’nin dogal kinetigi nedeniyle
olusabildigini diisiindiirmektedir. Yine naif donemdeki iki hastada W196*/L/S ve
S193L olmak iizere toplam iki ADAPVEM mutasyon motifi saptandi. Bu bulgular NA
tedavisinin ADAPVEM mutasyonlarina neden olabilecegi gibi naif hastalarda da bu
mutasyonlarin gelisebildigini gostermektedir.
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7. OZET

Hepatit B Virusu (HBV), yiiksek replikasyon kapasitesinin olmasi ve ters
transkripsiyon isleminde hata diizeltme yeteneginin olmamasi nedeniyle, yiiksek
mutasyon sikligina sahip bir virustur. Tedavi Oncesinde NA direnci ile iligkili
mutasyonlar meydana gelebilecegi gibi, kronik hepatit B (KHB)’ nin niikleoz(t)id
analoglar1 (NA) ile uzun siireli tedavisinde de antiviral ajana direncten sorumlu
mutasyonlar gelisebilmektedir. Gliniimiizde KHB infeksiyonunda antiviral tedaviye
baslama karar1 verilmesi, tedaviye yanitin izlenmesi ve antiviral diren¢ saptamada
pahali ve deneyim gerektiren bir yontem olan HBV DNA diizey tayini ile
yapilmaktadir.

Bu ¢alismada KHB tedavisinde kullanilan oral antivirallerin pol geni ve S geni
lizerinde yaptigt mutasyonlarin arastirilmasi ve bu mutasyonlarin klinik ve
epidemiyolojik 6neminin saptanmasi, uzun dénemde ilag direnci gelisiminin ve bunun
yol agacag1 sonuglarin belirlenmesi amaglanmistir. ikincil olarak, kantitatif HBsAg
(QHBsAQ) titrelerinin ilag direncini belirlemede erken bir marker olup olmadiginin
saptanmasi amaglanmaistir.

Calisma Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde 2009 ile
2014 yillar1 arasinda yapildi. Calismaya KHB infeksiyonu olan naif 55 hasta ile 39
inaktif HBSA(g tastyicisi olmak iizere toplam 94 hasta dahil edildi. Hastalarin qHBSAgQ
diizeyleri ile HBsAg (S/Co) ve HBV DNA diizeyleri takip edilerek korelasyon
analizleri yapildi. Tedavi Oncesinde ve tedavi sirasinda breakthrough gelisen
hastalarda HBV DNA sekanslama analizi yapildi.

Calismamizda HBsAg diizeyleri ile virolojik ve histopatolojik bulgularin iliskisi
incelendiginde ileri fibrozu olan HBeAg pozitif hastalarda qHBsAg seviyelerinin daha
diisiik oldugu gozlendi. Tedavi alan hastalarin tamami ele alinarak yapilan korelasyon
analizlerinde baslangic gHBsAg ve HBV DNA seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml orta diizeyde bir korelasyon oldugu goriildii. Hastalar fibroz durumuna gore
gruplandirildiginda ise baslangic qHBsAg ile HBV DNA arasinda diisiik fibrozu olan
hastalarda yiiksek diizeyde bir iliski varken, yiiksek fibrozu olan hastalarda ise orta
diizeyde bir iliski oldugi goriildii. Calismamizda peg-IFN tedavisi ile qHBsAg
seviyelerinde ki azalmanin daha hizli oldugu ve daha yiiksek oranda tedaviye yanit
alindig1 goriildii. Inaktif HBsAg tasiyicilar1 ile HBeAg negatif KHB hastalarimi
ayirmada qHBsAg diizeylerinin tan1 koymadaki etkinliginin iyi derecede oldugu
sonucuna varildi, cut off degeri ise 2188 IU/mL olarak belirlendi. HBsAg (S/Co)
cinsinde olan degerlerinin ise tedaviyi izlemde kullanilamayacag1 sonucuna varildi.

Yapilan analizlerde iki hastada naif donemde primer ila¢ direnci mutasyonu, iki
hastada dogal gelisen ADAPVEM paterni saptandi. Calismamizda bu mutasyonlarin
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NA tedavisine bagli olusabilecegi gibi HBV’nin dogal kinetigi nedeniyle naif
hastalarda da olusabildigi sonucuna varildu.

Anahtar kelimeler: Kantitatif HBsAg, kronik hepatit B, mutasyon, niikleoz(t)id
analoglar1, polimeraz geni.
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8. ABSTRACT

The Hepatitis B Virus (HBV) is a virus having high mutation frequency due to
having a high replication capacity and not having error correction capability in reverse
transcription. Mutations related to NA resistance can occur prior to the treatment and
mutations responsible for the resistance to antiviral agents can develop in the long-
term treatment of chronic hepatitis B (CHB) with nucleos(t)ide analogs (NA).
Nowadays, the decision of starting antiviral treatment at CHB infections is given by
HBV DNA level assay which is an expensive method requiring expertise on
monitoring the response to the treatment and determining the antiviral resistance.

In this study, it is aimed to examine the mutations created by the oral antivirals
used in CHB treatment on pol gene and S gene, to determine the clinical and
epidemiological significance of these mutations, and to specify the development of
drug resistance in long terms and the results it may cause. Secondly, it is aimed to
determine whether the quantitative HBsAg (qHBsAQ) titers are early markers for
detecting drug resistance or not.

This study was carried out in Kocaeli University Medical Faculty Hospital
between the years 2009 and 2014. 55 naive patients with CHB infection and 39
inactive HBsAg carriers, totally 94 patients, were included in the Study. Correlation
analyses were performed with monitoring qHBsAg levels and HBsAg (S/Co) and
HBV DNA levels of the patients. HBV DNA sequencing analysis was done at the
patients developing breakthrough pre and during the treatment.

During our study, it was monitored that at HBeAg positive patients having severe
fibrosis gHBsAg levels were lower when the relations of HBsSAg levels and virological
and histopathological findings were analyzed. It was seen that in the correlation
analysis done by including all patients receiving the treatment, a statistically
significant middle level correlation existed between the initial gHBsAg and HBV
DNA levels. When the patients are grouped according to the state of fibrosis, it was
seen that among the patients with low fibrosis score there was a relation at high level
between the initial qHBsAg and HBV DNA, and there was a middle level
relationamong the patients with severe fibrosis. In the study, it was noted that the
decrease in qHBsAg levels was faster with peg-IFN treatment and the response to the
medical treatment was at a higher rate. It was concluded that the efficiency of qgHBSAg
levels on making diagnosis is at a good degree to distinguish inactive HBsAg carriers
and HBeAg negative CHB patients, and the cutoff value was determined as 2188
IU/mL. It was concluded that values in terms of HBsAg (S/Co) cannot be used for
monitoring the treatment.

In the analyses made, primer drug resistance mutation during the naive period
was determined in two patients and naturally developed ADAPVEM pattern was
determined in two patients. It was concluded in the study that these mutations can
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develop in connection with NA treatment and that they can develop in naive patients
due to the natural kinetics of the HBV.

Key words: Chronic hepatitis B, quantitative HBsAg, mutatition, nucleos(t)ide
analogs, polymerase gene
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