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Kronik hepatit B’nin uzun süreli tedavilerinde  
direnç sorunu ile karşılaşılmaktadır. 



Virolojik breakthrough 

Hasta 

Antiviral  Virus 

Fung S & Lok A. Antivir. Ther. 2004;9:1013–26. 



Virolojik breakthrough:  
direnç mi? 
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Pawlotsky JM, et al. Gastroenterology 2008;134:405-15.   
Keeffe EB, et al. Clin Gastroenterol Hepatol. 2007;5:890-97.  
Lok AS, et al. Hepatology 2007;46:254–65. 

 

 

PCR LOQ 
Optimal  

yanıt 

Breakthrough: dip seviyeye göre HBV DNA’nın serumda ≥1 log10 artışı 



İkincil virolojik breakthrough:  
direnç mi? ne tür bir direnç? 
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Pawlotsky JM, et al. Gastroenterology 2008;134:405-15.  Keeffe EB, et al. Clin Gastroenterol Hepatol. 2007;5:890-97. 

 

 

PCR LOQ Optimal  

yanıt 



Journal of Hepatology 2013 vol. 58: 201 

Kronik hepatit B tedavisinde çapraz direnç 



Suboptimal yanıt ve 
antiviral seviye 
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Antiviral seviye 

   Suboptimal ya da  
tutarsız antiviral 
seviye 

• Direnç nedeniyle 
virolojik breakthrough 
olabilir 
 

   Çok düşük 
antiviral seviye 

 
• Primer tedavi 

başarısızlığı ile 
ilişkili 

• Direnç olasılığı az 
 

   Optimal antiviral 
seviye 

 
• Direnç olasılığı 

yüksek 
 

Adapted from Richman DD. Antivir Ther. 1996;29:31-3.  Adapted from Locarnini S. Antivir Ther. 2004;9:679-93. 



Çok ilaca dirençli HBV varyantları 

• Kural: Farklı sınıftan en az iki 
nükleoz(t)id analoğuna, çapraz 
olmaksızın direnç saptanmalıdır. 

Papatheodoridis GV. Future Microbiol 2008; 3(5):525-538  



 
  

Lok A, et al. Hepatology 2007;46:254-65. 

Genotipik direnç türleri 

HBV polimeraz 
geninde nükleoz(t)id 
analoglarının hedef 

bölgesinde; 

HBV pol geni üzerinde antiviral ajana 

duyarlılığı azaltan a.a. değişiklikleridir 

Primer ilaç 

direnci 

mutasyonları 

Sekonder -

kompansatuar 

mutasyonlar 

Viral fitnesi ‘viral polimeraz aktivitesini’ 

düzelten, HBV’nin replikasyon 

kapasitesini onaran a.a. 

değişiklikleridir 



Sayan M., et al. Jap J Infect Dis 2012;65:495-501. 



Antiviral direncin 
analizi 

Pawlotsky J M, et al. Gastroenterology 2008;134; 405-15.  Lok AS. et al. Hepatology 2007;46:254-65. 

Dirençli viral varyantın tedavi sırasında 

saptanması 

Genotipik 

Direnç 

Fenotipik 

Direnç 

Spesifik antivirallerin in vitro ortamda 

inhibitör konsantrasyonlarının (IC) 

belirlenmesi 



Antiviral direncin analizi 

Genotipik yöntemler  
─ Viral populasyonun 

sekanslanması 

─ Yeni nesil sekanslama 

 PCR ürünlerinin sekanslanması 

 Klonlanmış varyantların 
sekanslanması 

─ Line probe assay (LiPA) 

─ RFLP 

─ Real-Time PCR 

 
• Matrix-assisted laser 

desorption/ionisation-Time of light Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS) 

Fenotipik Yöntemler 
─ Hayvan hepadnavirus modelleri 

─ Transfeksiyon temelli modeller 

─ Hücreden yoksun enzim deneyleri 

 

Bozdayı M. Viral Hepatit 2009. s53 



İlaç direncinin tanısı 

ALT 

Biyokimyasal 
breakthrough 

HBV DNA 

LiPA 
RLFP 
Populasyon sekanslama 

Direncin tanımlanması 

6 12 

Lok A & McMahon B. J. Hepatol. 2007;45:507-39. 

Real-time PCR ile 
HBV DNA 
ölçümü 

Viral 
breakthrough 
>1 log10 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

Direncin 
klinik/biyokimyasal 
etkileri 



LiPA; Bilinen HBV primer ilaç direnci 
mutasyonlarını doğal tip motiflerle birlikte gösterir 
(v2, v3…) 



Viral populasyonun 
sekanslanması 

• Hedef DNA hakkında doğru ve geniş bir data sağlar 

• Bilinen/bilinmeyen mutasyonları analiz etmek mümkündür.  

• Az miktardaki dirençli varyantları saptamada başarılı değil.  

• Zaman alıcı ve iş yoğunluklu bir yöntemdir. 

 

 

Kendi rutinimizde HBV pol/RT 
geninde, yaklaşık >740 bp bir bölgeyi 
sekanslıyoruz.  



HCV’nin enzim kodlayan genleri (proteaz  
ve RT bölgeleri) antivirallerin hedefidir. 

HIV’de RT, proteaz ve integraz bölgeleri 
antiretroviral tedavinin hedefidir. 



Yeni nesil sekanslama; pyrosekanslama  



Yeni nesil sekanslama; ultra deep sekanslama 



Antiviral direncin analizi 

Genotipik yöntemler  
─ Viral populasyonun 

sekanslanması 

─ Yeni nesil sekanslama 

 PCR ürünlerinin sekanslanması 

 Klonlanmış varyantların 
sekanslanması 

─ Line probe assay (LiPA) 

─ RFLP 

─ Real-Time PCR 

• Matrix-assisted laser 
desorption/ionisation-Time of light 
Mass Spectrometry (MALDI-TOF 
MS) 

Fenotipik Yöntemler 
─ Hayvan hepadnavirus modelleri 

─ Transfeksiyon temelli modeller 

─ Hücreden yoksun enzim deneyleri 

 

Bozdayı M. Viral Hepatit 2009. s53 



amp komp 

L+ M+ H+ 

+20 kV 

+22 kV 

0 kV 

0 kV 0 kV 

0 kV 

1) Iyonlar kaynak bölgesine girerek 
yansıtıcıya doğru ilerler. 

2) Iyonlar, boşlukta sahip oldukları 
relatif kütle/yük oranlarına (m/z) 
göre ayrılırlar. 

3) Iyonlar yansıtıcıya çarparak geri 
dönerler. 

4) Iyonlar detektöre çarparlar. 

Uçuş zamanı 
(Flight time) 

S
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l 

‘Elektrospray iyonizasyonu’  
John Fenn,  

2002 Kimya Nobel Ödülü 

MALDİ - TOF MS  
Kütle Spektrometrisi 
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Hedef 

Kütle Spektrometrisi ile Proteomiks çalışması 



II. Sağlıklı kontrol (kırmızı)  
ve HCC hastası (yeşil).  
 

Liu T et al. Acta Biochim Biophys Sin 2011;43:542-550 

I. Sağlıklı kontrol (kırmızı) 
ve HBV hastası (yeşil).  

III. HBV hastası (kırmızı)  
ve HCC hastası (yeşil).  

Kronik hepatit B’li hastalarda hepatoselüler karsinomun surveyansında   
MALDI TOF proteomik profilleme  



Antiviral direncin analizi 

Genotipik yöntemler  
─ Viral populasyonun 

sekanslanması 

─ Yeni nesil sekanslama 

 PCR ürünlerinin sekanslanması 

 Klonlanmış varyantların 
sekanslanması 

─ Line probe assay (LiPA) 

─ RFLP 

─ Real-Time PCR 

 
• Matrix-assisted laser 

desorption/ionisation-Time of light Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS) 

Fenotipik Yöntemler 
─ Hayvan hepadnavirus modelleri 

─ Transfeksiyon temelli modeller 

─ Hücreden yoksun enzim deneyleri 
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In vitro fenotipik yöntem nasıl çalışır?  
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İlaç konsantrasyonu 

Doğal tip virus 

IC50 

Hastanın virusu 

IC50 

IC50 doğal tip 

IC50 hasta 
= kez değişim (FC) 

IC50 =     İlaç duyarlılığı 

Pawlotsky JM. et al. Gastroenterology 2008;134:405-15. 



  Viral populasyonun 
sekanslanması 

Pyrosekanslama/  
Ultra deep sekanslama 

LiPA Klonlama RFLP 

Teknik Populasyon sekanslama  
Yeni nesil sekanslama 
(Sanger sonrası) 

Oligonukleotid 
probla hibridleme 

PCR ürün klonlaması 
PCR ve kesilmiş 
uzunlukta  polimorfizm 
analizi 

Duyarlılık 

Sekans içeriği ve hedef 
bölgenin ikincil 
yapılarından etkilenebilir. 
Minör subpopulasyon 
kaçırılabilir 

Sekans içeriğinden ve 
hedef bölgenin ikincil 
yapılarından etkilenebilir 

Minör 
subpopulasyon 
kaçırılabilir 

Sekans içeriğinden 
etkilenebilir 

Minör subpopulasyon 
kaçırılabilir 

Analitik  
duyarlılık 

Mutant varyant oranı   
> %10 olmalı 

Mutant varyant oranı   
> %1 olmalı 

Mutant varyant 
oranı    > %5 olmalı 

Analitik duyarlılık sorunu 
yok 

Mutant varyant oranı   
> %5 olmalı 
  

Özgüllük Hatalı sinyaller okunabilir Hatalı sinyaller okunabilir 
Yeni mutasyonlar 
için yeniden dizayn 
gerekiyor 

Hatalı sinyaller okunabilir 
Yeni mutasyonlar için 
yeniden dizayn gerekiyor 

Mutasyon  
tanımlama 

Bilinen ve potansiyel tüm 
yeni mutasyonlar analiz 
edilebilir 

Bilinen ve potansiyel tüm 
yeni mutasyonlar analiz 
edilebilir 

Sadece ticari olarak 
sunulan 
mutasyonlar analiz 
edilebilir 

Bilinen ve potansiyel tüm 
yeni mutasyonlar analiz 
edilebilir 

Bilinen mutasyonlar 
analiz edilebilir. 

Kullanılabilirlik 
Saflaştırılmış ve yeterli 
PCR ürünü gerekiyor  
(Viral yük > 1000 IU/ml) 

Saflaştırılmış ve yeterli 
PCR ürünü gerekiyor  
(Viral yük > 1000 IU/ml) 

Yeterli PCR ürünü 
gerekiyor  
(Viral yük >200 
IU/ml) 

Yeterli sayıda klon 
gerekiyor 
(Viral yük > 1000 IU/ml) 

Restriksiyon enzim 
setleri gerekiyor 
(Viral yük > 1000 IU/ml) 

Maliyet Düşük/kabul edilebilir Yüksek  Yüksek Yüksek  Düşük 

Zorluk derecesi 

Zaman alıcı, pahalı 
donanım ve ileri 
deneyimli personel 
gerekmekte 

Zaman alıcı, pahalı 
donanım ve ileri deneyimli 
personel gerekmekte 

İleri deneyimli 
personel gerekmekte 

Zaman alıcı, pahalı 
donanım ve ileri 
deneyimli personel 
gerekmekte 

Zaman alıcı ve ileri 
deneyimli personel 
gerekmekte 

Rutin olarak; Uygun Uygun Uygun Uygun değil  Uygun değil 

Edinme Manuel Manuel/Ticari Ticari Manuel  Manuel 

Tablo 1. Antiviral ilaç direnci analizlerinde kullanılabilecek metodların karşılaştırılması  

Sayan M. Molecular diagnosis of entecavir resistance. Hepatitis Monthly 2010;10(1): 42-47 



Genom üzerinde insersiyonun tanımlanması ve klinik önemi 

HBV ilaç direncinde 
insersiyon/delesyon (In/del) analizi 



• H.Y. 22 yaş/kadın/istanbul 
• LAM +TDF kombinasyon 

tedavisinde  
• HBV viral yük: 16 000 000 IU/ml 
• HBeAg: pozitif 
• ALT/AST: 124/85 U/L 
• Biyopsi: HAİ: 3, Fibrozis:3 
• HBV genotip: D 
• HBV subgenotip: D1 
• HBV rekombinasyon: yok 
• Polimeraz geni mutasyonu: A194X  
• HBsAg geni mutasyonu: yok 
• Adapvem: negatif 
• In/del: pozitif 

 

• Hastanın HBV pol geni rt 
domaininde 24 bazlık bir delesyon 
saptandı. 

• Delesyonlu virus populasyonu 
tahminen % 20 civarında.   

• Delesyona uğrayan nükleotid dizisi: 
TCTAATTCCAGGATCTTCAACCAC  

• Silinen aminoasitler: STSRNINY  
• Silinen aminoasitler, pol geni 

mutasyonlarını içermediği için 
in/del etkisiz. 
 

Genom üzerinde delesyonun tanımlanması ve klinik önemi 

HBV ilaç direncinde 
insersiyon/delesyon (In/del) analizi 



M.Sayan, et al. Multidrug – resistant hepatitis B virus strain in a chronic Turkish patient: A case report.   
Hepatitis Monthly 2010;10(2):141-146 

Sequential  

NUCs therapy 

Resistance  

detection method 

         Primary 

resistance 
Compensatory resistance Resistance to 

LAM 

        Population                    

sequencing 

(13th month) 

M552V (rtM204V) 
L528M (rtL180M), 

V555V (rtV207V) 
LAM 

LAM + ADV NT NT NT - 

ADV  
          LIPA 

(11th month) 
rtN236T - 

ADV, 

TDF (intermediate) 

ADV 

         Clonal analysis  

(on 6 clones)  

(11th month) 

rtM204I  

rtA181V 
rtL80V  LAM, ADV, LdT, 

ADV + ETV 
Direct sequencing 

(5th month) 
- rtQ215H - 

ETV  
Direct sequencing 

(18th month) 
tM204V rtV173L, rtL180M 

LAM , 

ETV (intermediate)  

ETV 
LIPA 

(18th month) 

rtM204V, rtN236T, 

rtA181V/T 
rtV173L, rtL180M, rtL80I/V 

LAM, ADV and 

TDF (intermediate) 

ETV + TDF 
Direct sequencing 

(4th month) 
rtM204V rtV173L, rtL180M 

LAM and 

ETV (intermediate) 

ETV + TDF 
LIPA 

(4th month) 
rtM204V rtV173L, rtL180M 

LAM and 

ETV (intermediate) 

ETV + TDF 

Clonal analysis  

(on 5 clones) 

(4th month) 

rtM204V rtV173L, rtL180M  
LAM and 

ETV (intermediate) 

Ardışık oral antiviral tedavi çoklu HBV ilaç direnci yaratabilir. 



Günün sonunda  
hedeflenen HBV varyantlarına uygun  
analiz metodu seçilmelidir. 

Chevaliez S, et al. Gastroeneterology 2012;142(6):1303-1313 

HBV varyantlarında 
populasyon 
büyüklüğü;  

*major (>%10)  
*intermediate (>%5)  

*minor (<%1) 
farklı analiz metodları 

gerektirir. 



Creation of Adam, 1510  
Cappella Sistina, Vatican City, Vatican 
Painting, Fresco, 280 x 570 cm  



Soru  Cevap 
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