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TESEKKUR

Hekimlik mesleginin dégrenilmesinde ara kademelerden biri olan i¢ Hastaliklari uzmanlik
egitimimin sonuna gelmis bulunuyorum. Bu sirec¢te mesledimin tim detaylarini 6grenmek ve
hastalarima fayda saglayabilmek icin Uzerime diseni yapmaya calisirken destegini

hissettigim herkese tesekkir etmek isterim.

ic Hastaliklari uzmanlik egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim

Anabilim Dali Bagkanimiz Sayin Prof.Dr. Selim Nalbant’a tesekklr ederim.

Uzmanlik egitimi strecimde ilminden faydalandigim, insani ve ahlaki degerleri ile 6rnek
edindigim, yaninda calismaktan her zaman onur duydugum, tecriibelerinden yararlanirken ve
zorlu tez hazirligim sirasinda gostermis oldugu hosgériu ve sabirdan dolayr degerli hocam,
tez danismanim, Sayin Prof.Dr.A.Melih Ozel’e tesekkiir(i borg bilirim.

Fikirleri ve yonlendirmeleriyle beni diginmeye, ¢alismaya, arastirmaya yonelten, ilgisi
ve bilgisi ile yol gosterici olan Sayin Prof.Dr. Oya Uygur Bayramicli'ye tesekkurlerimi sunarim.

Uzmanlk o6grenciligim sirasinda bilgi ve beceri kazanmamda emedi gegen Klinik
hocalarim Sayin Prof.Dr. M.Yagar Tulbek’e, Sayin Prof.Dr. Orhan Turken’e, Sayin Yrd. Dog.

Dr. Gllbiz Sezgin’e ve Sayin Uzm.Dr.Esref Ozer'e tesekkir ederim.

Bu suregte yaptigim rotasyonlar sirasinda bilgi, beceri ve deneyimlerini benimle
paylasan sayin hocalarim Prof.Dr.Attila Saygi, Prof.Dr.Bahadir Dagdeviren, Dog.Dr. Rahmi
Gubuk, Yrd.Dog.Dr. Tayfun Gurol, Yrd.Dog¢.Dr. M.Serdar Yilmazer, Yrd.Dog.Dr. Alper Aydin,
Yrd.Doc¢.Dr. Ender Levent, Yrd.Dog¢.Dr. Nesrin Sariman’a, ve Yrd.Dog¢.Dr. Asli Karadeniz'e

tesekkurlerimi sunarim.

Tez galismami proje agsamasindan itibaren destekleyen, molekuler patoloji, genetik ve
molekduler biyoloji bilgilerini comertge benimle paylasan, verilerin degerlendiriimesinde buyuk

katki saglayan patolog Sayin Prof.Dr.HUseyin Baloglu’ya da blylk tesekkur borgluyum.

Egitim stirecim boyunca birbirimize destek oldugumuz, aci tatli cok sey paylasarak aile
ortami yarattigimiz tim uzmanlik égrencisi arkadaslarima; karsilikl sevgi ve saygi icerisinde
birlikte calisirken mutluluk duydugum, desteklerini hep hissettigim tim hemsire, intern ve

uzman doktor arkadaslarima ictenlikle tesekkir ederim.

Son olarak buglnlere gelmemde en buylk paya sahip olan ve bu ugurda hig bir
fedakarlig1 esirgemeden her zaman yanimda olduklarini hissettiren canim annem, kiymetli

babam, sevgili ablam ve enisteme sonsuz tesekkurlerimi sunuyorum.

Dr. Ozgiin iYIGUN



HCV
IL-28B
SNP(s)
IFN
HSK
HCV-RNA
ELISA
PCR
KVY
RNA
EVY
IFNA
GWA
HVY
PeglFN
RBV

kb
HRM
TVY

KISALTMALAR

. Hepatit C Virtsu

. Interlékin 28B

. Single nucleotide polymorphism(s) (tek ntkleotid polimorfizm)
. Interferon

: HepatosellUler karsinom

: Hepatit C Virisu Ribonukleik Asit

: Enzim isaretliimmunassay (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
: Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

. Kalici virolojik yanit

: Ribonukleik Asit

. Erken virolojik yanit

. Interferon lambda

: Genome-wide association

. Hizli viral yanit

. Peginterferon

. Ribavirin

. Kilobaz

. Yuksek rezolisyonlu erime analizi (high resolution melting )

. Tedavi sonu viral yanit



SEKILLER ve TABLOLAR

Sekil — 1 :Dinyada HCV sikhgi

Sekil - 2 :HCV genotipleri ve alt tipleri

Sekil — 3 :Genotip-1 hastalarda tedavi yaklagimi

Sekil - 4 :IL28-B genomuna genel bakis

Sekil - 5 :Yuksek-duguk viral yuk ve tedavi ile gelisen KVY-HVY iligkisi
Sekil — 6 : Farkli etnik gruplarda rs12979860 C/T allel sikhgi

Sekil - 7 : Rs12979869 C/C — T/T — C/C varyantlari ve HCV spontan klirensi

Sekil — 8 : Hepatit C virlisii genotip-1 hastalarda kalici viral yanit ile allel sikligi
arasindaki iligki

Sekil =9 : PeglFN / RBV ile tedavi edilen genotip 1 hastalarda KVY belirleyici
unsurlar

Sekil - 10: Rs12979860, rs8099917 C/C - T/T tasiyan hastalar ve kalici viral
yanit oranlari

Sekil — 11: Viral ve non-viral nedenlere bagh HCC ve siroz olgularinda C/C
genotipi tasima oranlar

Sekil — 12 : Olgularin gene scanning sonuglari (normalized melting curve)

Sekil — 13 : Olgularin gene scanning sonuglari (normalized and Temp-shifted
difference-plot)

Sekil — 14 : Olgularin klinik 6zellikleri ile SNP profillerinin kargilastiriimasi

Tablo — 1 : KVY’i olumsuz etkileyen konaga ve viruse ait faktorler

Tablo — 2 : Real-time PCR igin kullanilan primerler

Tablo — 3 : HRM calisma protokolu

Tablo — 4 : LightCyler 480 ile HRM analizi i¢in optimize edilmis dongu protokolu

Tablo — 5 : “Gene-scanning” analizinde kullanilan parametrelerin 6nceden
belirlenen degerleri

Tablo — 6 : Calisma Hastalarinin Demografik Ozellikleri
Tablo — 7 : Calismaya Alinan Hastalarin Klinik Ozellikleri

Tablo — 8 : Olgularin klinik 6zellikleri ile SNP profillerinin kargilastiriimasi

Tablo — 9 : NUks gozlenen ya da yanitsiz hastalar ile EVY, TVY, KVY olan

hastalarin genotipik dagilimlari



1. GIRIS

Kronik hepatit C virus (HCV) infeksiyonunun seyri sirasinda konakgiya ait
genetik faktorlerin, hastaligin dogal seyri ve tedavi yaniti Gzerinde rol oynabilecekleri
uzun zamandir GUzerinde durulan ve arastirilan bir konu olmakla birlikte, bununla ilgili
objektif sonuglar ¢ok yakin zamana kadar elde edilebilmis degildi. Yakin zamanda
yapilan genetik galismalar Hepatit C virisi genomunda interldkin 28B (IL-28B)
genine yakin alanda saptanan tek nukleotid polimorfizminin (single nucleotide
polymorphism — SNP), 6zellikle genotip-1 ile infekte bireylerde, tedavi cevabi

uzerinde etkili oldugunu ortaya koymustur (1,2).

Bu ¢alismalarin ardindan yayinlanan ¢ok sayida makalede, IL-28B genine yakin
alanda saptanan SNP’nin yalnizca tedavi yaniti Gzerinde degil, ayni zamanda virtisin
spontan klirensinin saglanmasi uzerinde de etkili oldugunu dagstunduren sonuglar elde
edilmigtir (3).

Ulkemizde kronik hepatit C olgularinin biyiik boliminiin genotip-1 oldugu ve
bu grup hastalarda tedavi yanitinin diger genotiplere gbre daha kotu oldugu
bilinmektedir (4). 1L-28B genine yakin alanda saptanan SNP’nin, kronik hepatit C
hastaliginin bu hastalardaki dogal seyri ve tedavi yaniti Uzerine olan etkisinin yaygin
olarak goOsterilebilmesi ile bireye 06zgu tedavi yontemleri gibi yeni yaklagimlarin

gelistiriimesi s6z konusu olabilecektir.

Bu durum tedavide kullanilan ilaglarin (interferon [IFN] ve ribavirin) yan etkileri
ve maliyetleri dusunuldigunde, hastalara gereksiz ilag uygulanmasinin dnlenmesine

ve maliyet-etkin tedaviler geligtirilebilmesine olanak saglayacaktir.

Bu bilgiler 1s1ginda, bu calismamizda, tamami genotip-1 olan kronik HCV
hastalarinda IL-28B polimorfizmini ve farkli klinik seyirlere sahip hastalarin bu
farklihklarinin IL-28B polimorfizmi ile iligkisini (IL-28 B polimorfizminin hastaligin

dogal seyri ve tedavi yaniti Gzerine olan etkilerini) arastirdik.



2. GENEL BILGILER

HEPATIT C ViIRUS INFEKSIYONU

Hepatit C viris (HCV) infeksiyonu, dinya genelinde toplam 170 — 200 milyon
kisiyi etkileyen, bu havuza her yil 3-4 milyon yeni olgunun eklenmesine neden olan
ve kronik karaciger hastaliginin baslica nedenlerinden birisi olan kuresel bir saglik
sorunudur ve karaciger transplantasyonunun en sik nedenidir (5,6). Dunyada HCV
infeksiyonunun ortalama sikigi %3 civarindadir (6) (Sekil-1). Ulkemiz HCV
infeksiyonu acisindan orta endemisite bdlgesinde yer almaktadir ve ulkemizde
yapilan c¢esitli kohort c¢alismalarina goére HCV sikhgr %1 — %2,4 arasinda
degismektedir (7).

infeksiyon prevelansi

- 0z
2.5-10%
I 1-2.5%

Kaynak, WHO 2004

Sekil-1: Dinyada HCV sikhgi



HCV infeksiyonunun uzun donem hepatik etkileri, hafif degisikliklerden kronik
hepatit, siroz ve hepatoselliler karsinoma (HSK) kadar degisen bir cesitlilik

gOstermektedir (8).

HCV’nin genetik yapisi incelendiginde, 6 genotip ile birlikte 80’den fazla subtipi
bulundugu goérulmektedir (4). Genotiplerin dagilimi cografi farkhlik gostermektedir
(Sekil-2). Dunyada en yaygin genotip, genotip-1’dir ve vyapilan c¢alismalarda
ulkemizde goriulen hepatit C infeksiyonlarinin neredeyse tamamina yakini genotip-1
ile olmaktadir (7).
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Sekil-2: HCV genotipleri ve alt tipleri (5 numarali kaynaktan alinarak uyarlanmistir).

Belli genotiplerin hastaligin klinik seyri ve tedaviye yanit Gzerinde rolleri oldugu
bilinmektedir. HCV genotiplerinin interferon tedavisine yanitta baslica belirleyici
oldugu ve bu nedenle genotipin kronik HCV’li hastalarda takip ve tedavinin odak

noktasini olusturdugu konusunda genel bir gorus birligi bulunmaktadir (9).



Genotip-1 hastalarin, genotip-2 ya da genotip-3 ile infekte hastalara gére HCV-
RNA(Hepatit C Virusi Ribonukleik Asit) klirensinin daha az ve interferon (IFN)

tedavisine yanitinin daha dusuk oldugu bilinmektedir (10).

HCV’nin baslica bulas yolu olgularin % 50’sinden fazlasinda parenteral yoldur.
Parenteral olmayan yolla bulag tanimlanmasina ragmen, % 30 vakada halen bulas

yolu aciklanamamistir (11).

KRONIK HEPATIT C
Hepatit C'nin dogal seyri buyuk degiskenlikler gosterir. Akut infeksiyondan
itibaren izleme alinan hastalarin %55 - %85’inde kronik infeksiyon gelisirken, bu

olgularin %5 - %20 kadarinda hastalik siroza ilerler (12).

Tani: Serolojik testler (Anti-HCV tayini), molekiler testler (HCV-RNA),
biyokimyasal testler (aminotransferazlar) ve karaciger biyopsisi tanida yardimcidir
(13). Serolojik testlerden Anti-HCV tarama testi olarak kullanilir. Anti-HCV aranmasi,
enzim isaretli immunassay (ELISA) yontemi ile yapiimali ve Anti-HCV pozitifligi
durumunda, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile HCV-RNA varhigi arastiriimalidir.
HCV ile infekte tUm hastalarda tedavi planlanmasi, dozu ve suresinin belirlenmesi

acisindan HCV genotiplemesi mutlaka yapilmalidir (14).

Karaciger biyopsisi, genellikle kronik HCV infeksiyonu olan hastalarin ilk
degerlendirimesinde  Onerilir.  Fibrozis ve nekroinflamasyonun  siddetinin
belirlenmesinde altin standarttir. Hepatit C’li hastalarda tedavi 6ncesi yapilan
karaciger biyopsisi prognozun, tedavinin zamanlamasinin ve tedaviye yanit

olasiliginin édngdrulmesinde ipuclari saglayabilir (15).

Tedavi: Kronik hepatit C infeksiyonunda antiviral tedavinin amaci, viral
replikasyonun baskilanmasi, kronik hepatitin remisyonunun saglanmasi ve bu yolla
hastaligin siroz ve hepatoselltler karsinoma (HSK) gibi ge¢ komplikasyonlarinin
onlenmesidir (16). Bu hedefe infeksiyonun eradikasyonu ile ulagilacagindan tedaviye
cevap HCV-RNA testi ile kontrol edilir. Kalici virolojik yanit (KVY) elde edildiginde
infeksiyonun eradike oldugu kabul edilmektedir. Kalici viral yanit, tedavi sonunda ve
tedavinin bitiminden 6 ay sonra serumda duyarli testlerle HCV-RNA’nin tespit

edilememesi seklinde tanimlanmaktadir. Dolayisi ile tedavide eradikasyon asil



amactir. Eradikasyonun saglanmasi ile siroza gidis yavaslatilacak / dnlenebilecek ve

hayat kalitesinde de olumlu bir gelisme elde edilecektir.

1990 yilinda ‘interferon monoterapisi’ ile bagslatilan tedavilerden sonra, 1998’de
tedaviye ribavirinin eklenmesi ile bu hastalarin tedavilerinde daha iyi yanit alindigi
g6zlenmistir (17,18). izleyen yillarda gergeklestirilen arastirmalar sonunda ‘PEG-
interferon ve ribavirin kombinasyon tedavisi’ kronik hepatit C i¢in standart tedavi
olarak uygulanmaya baslanmistir. Bu tedavi ile genotip-1 hastalarinda % 50 - 60,
genotip-2 ve genotip-3 hastalarinda ise %80 - 90 oranlarinda tedavi yanitlarina
ulagiimistir (19,20,21).

Kronik Hepatit C’nin guncel tedavisinde kullanilan kombinasyon, pegile
interferon-a2a (180 ug/haftada bir) veya 2b’nin (1,5 ug/kg, haftada bir) ribavirin ile
kombinasyonudur. HCV genotip-2 ve genotip-3 olgularinda ribavirin dozu 800
mg/gun, genotip-1'de ise 1000-1200 mg’'dir. Tedavi suresi HCV genotip-1 olgularinda
48 hafta, genotip-2 ve genotip-3 olgularinda ise 24 haftadir (16,22). Kronik hepatit C’li
genotip-1 hastalarda tedavi yaklasimi Sekil-3’ te gosterilmistir (23).

Kronik Hepatit C tedavisi

PEG-interferon + Ribavirin

M

12.hafta HCV-RNA HCV-RNA HCV-RNA

Negatif >2 log diisme <2 log diisme

/ \
24 hafta HCV-RNA HCV-RNA
Negatif Pozitif I
l Tedavi
yanitsiz

48.hafta HCV-RNA

Tedavi sonu yanit1 tayini

72.hafta HCV-RNA
Kalic1 yanit tayini

Sekil-3: Genotip-1 hastalarda tedavi yaklasimi



Gunumuzde yeni tedavi araclari ile hepatit C infeksiyonunun daha yuksek kalici
viral yanit elde edebilecek sekilde tedavi galismalari surdurtulmektedir. Bu tedavi
aracglari arasinda HCV spesifik serin proteaz inhibitorleri (telaprevir, boseprevir),
RNA’ya bagimli RNA polimeraz inhibitorleri (R1626, R7128), internal ribozomal giris

bolgesi (entry site = IRES) inhibitorleri ve fluzyon proteinleri sayilabilir (24).

Kronik Hepatit C tedavisi verilen hastalarda tedavi etkinliginin degerlendiriimesi
sirasinda kullanilan bazi terimlere de goz atmakta yarar olacaktir. Bu terminoloji
tedavi basarisinin degerlendiriimesinde izlenecek parametrelerin anlasiimasini

kolaylagtiracaktir.

Tedavi verilen hastalarda, tedavi sonrasi aminotransferazlarin normale donmesi
biyokimyasal yanit, HCV-RNA'nin negatiflesmesi virolojik yanit, karacigerde
nekroinflamasyonun azalmasi ise histolojik yanit olarak adlandirlir. Tedavinin 12.
haftasinda HCV-RNA'nin negatiflesmesi veya viris yukinde =2 log azalma olmasi
erken virolojik yanit (EVY), tedavi yanitinin tedavinin bitiminden 6 ay sonra da

devam ediyor olmasi ise kalici viral yanit (KVY) olarak degerlendirilir (16,20).

KVY, cok sayida unsur tarafindan etkilenmektedir (25). Bu unsurlar, konaga ve
konakglya ait unsurlar olarak iki grup halinde incelenebilir (Tablo-1). Konaga ait
unsurlar arasinda IL-28B polimorfizminin digerlerinden daha buyuk 6énem tasidigina

dair galismalar mevcuttur (26,27).

Tablo 1. KVY’i olumsuz etkileyen konaga ve virlse ait faktorler

Konaga ait faktorler Konakglya ait faktorler

IL-28B polimorfizmi Genotip-1

ileri derecede karaciger fibrozu Tedavi slrecindeki viral kinetik
>40 yas

Erkek cinsiyet
Beden kitle indeksinin artmasi
insiilin direnci
Hepatosteatoz

Afrika kokenli Amerikali olma (IL-28B ile iliskili olabilir)




GENOMIK VARYASYON VE HEPATIT C
interldkin 28-B (IL-28B)

IL-28B, IL-28A ve IL-29 ile beraber interferon-10 ailesinin alt grubunu olusturur
ve tip lll interferonu [(interferon lambda 3 (IFNA-3)] kodlar. Bu sitokinler viral
infeksiyon veya bakteriyel etkilesimleri takiben ozellikle dentritik htcrelerden olmakla
beraber tum c¢ekirdekli hucrelerden uretilir ve etkilerini IL-28R1 / IL-10R2 reseptor

kompleksi araciligiyla gosterirler (1,28).

IL-28B ve SNP: HCV infeksiyonunun seyri sirasinda konak faktorlerinin

incelenmesine yonelik olarak yapilan ‘Genome-wide association’ (GWA)
calismalarinda, hepatit C tedavisine cevapla ilgili tek nikleotide ait polimorfizmler

(single nucleotid polymorphisms —SNPs) bulunmustur (1,29).

IL-28B’nin tedaviye yanit ile en fazla iligski goésteren SNP varyantlari rs12979860
ve rs8099917°dir. Bu SNP’ler 19. kromozom uzerinde IL-28B’yi kodlayan genin 3
kilobaz (kb) ve 8 kb yukarisinda (upstream) saptanmistir (1,30). Kalici viral yanitla
iliskili bulunan bu SNP’ler disinda 6 baska SNP daha bulunmaktadir; ancak bunlarin
etkinlikleri rs12979860 etkinligi olustugunda ortadan kalkmaktadir (29,30). Sonucta
bu SNP’lerin kalici viral yanitla olan iligkisi, IL-28B ile iligkili genomik bolgelerin IFN
cevabi ile yakin iligkili olduguna igaret etmektedir (1,29).

IL-28B genomuna genel bakis Sekil-4’te gosterilmistir (31).

IL-28B polimorfizminin viral yik ile iliskisi: IL-28B polimorfizminin HCV-RNA

duzeyi ve viral yuk Uzerine etkileri, ¢esitli calismalarla arastiriimistir. Bu ¢alismalarda,
tedaviye daha iyi yanit veren rs12979860 C/C varyanti tagiyan hastalarda HCV-RNA
dizeyinin daha ylksek oldugu, HCV-RNA dizeyinde en belirgin azalmanin ise yine

bu varyanti tasiyan hastalarda meydana geldigi goéralmustar (1,31).

Kronik hepatit C’li hastalarda tedaviye iyi yanit kriterleri arasinda viral yukin
fazlaliginin da bulunuyor olmasi nedeni ile IL-28B polimorfizmine bu anlamda hak
ettiginden fazla bir anlam yuklenmemesi gerektigini dusunenler, yuksek viral yuk ile,
hizli ve kalici viral yanit arasindaki anlaml birliktelige isaret etmektedirler. Yuksek
viral yuk ve dusuk viral yuk ile kalici viral yanit (KVY) - hizl viral yanit (HVY) iligkisi
Sekil-5'te gosterilmigtir (32). Ancak IL-28B polimorfizmi olanlarda viral yukiun de fazla

olmasi bu polimorfizme de baglanabilir.
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Irklar ve 1L-28B polimorfizmi arasindaki iliski: Hepatit C infeksiyonunun tedaviye

yaniti irklara 6zgu farkliliklar gostermektedir. Farkli etnik gruplarin tedaviye yanitini
inceleyen calismalarda rs12979860 C/C alleli tagsima sikhigi yuksek populasyonlarda
tedavi basar oraninin daha yuksek oldugu gorulmektedir. Yapilan bir calismada
Dogu Asyalilarda C/C allel gorilme sikligi %95, Avrupalilarda %75, Afrikalilarda %42
bulunmustur. Bu bulgular Asyalilarda tedaviye yanitin yuksek olmasini agiklayabilir
(1,27,32).

Farkli etnik gruplarda rs12979860 C/C ve C/T allel sikhgr Sekil-6’da
gOsterilmistir (27).
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Sekil-6: Farkli etnik gruplarda rs12979860 C/T allel sikligi (27)

IL-28B polimorfizmi ve spontan klirens: IL-28B polimorfizmi akut ve kronik viral

hepatitin spontan klirensi Gzerinde de etkili bulunmustur. Spontan klirens tespit
edilenlerde C/C allel sikhd1 daha ylksek orandadir. C/C allellilerde spontan klirens
%52 iken, C/T allellilerde %26, T/T allellilerde ise %22 olmustur. Bu anlamda HCV
infeksiyonunun dogal klirensi ile iligkili bulunan en 6nemli ve en glgliu genetik etkinin

IL-28B polimorfizmi oldugu ileri strdlmektedir (1,3).

Rs12979869 C/C, T/T, C/C varyantlari ve HCV spontan klirensi arasindaki iligki
Sekil-7’de gosterilmigtir (3).
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Sekil-7: Rs12979869 C/C — T/T — C/C varyantlari ve HCV spontan klirensi (3)

IL-28B polimorfizmi ve genotip-1 olan hastalarda peginterferon / ribavirin

tedavisine yanit: Peginterferon(PeglFN)/Ribavirin tedavisi alan hastalarda tedaviye
yanit oranlarina bakildiginda iki olumlu allel tasiyanlarda (C/C genotip), diger iki alleli
tasiyanlara gére (C/T ve T/T genotip) daha yuksek bulunmustur. Yapilan farkli
calismalarda C/C alleli tagiyan genotip-1 hastalarda kalici viral yanit orani %70’lere
kadar ulagsmaktadir (1,2,33).

Genotip-1 hastalarda; rs12979860, rs8099917 allel sikligi ile kalici viral yanit
arasindaki iliski Sekil-8’de gosterilmigtir (2).

KVY % 860CC * 512070860
75% - B rsB099917

70% - ’

65% - g 97T
60% | 917GG

55% 7 860TC

500% | Q

4506

860TT 917TG
400% - [ ]

35% ’

30%

T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
Allel sikhgi

Sekil-8: Hepatit C virlisi genotip-1 hastalarda kalici viral yanit ile allel sikhidi arasindaki iligki
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PeglFN / RBV ile tedavi edilen genotip-1 hastalarda kalici viral yanitin en guglu
belirleyicileri Sekil-9’da gorulmektedir. Yapilan ¢alismalarda IL-28B’nin KVY ile iligkisi

anlamli olarak daha belirgin olarak bulunmustur (27).

Odds Ratio (95% C1)

Aclik serum glukozu <5-6 mmol/L
Hispanik ve siyah

Metavir FO-2

Beyazlar vs siyahlar

HCV RNA < 600,000 IU/mL

CC vs non-CC p< .0001

Sekil-9: PegIFN / RBV ile tedavi edilen genotip-1 hastalarda KVY belirleyici unsurlar (27)

IL-28B polimorfizmi ve genotip-2 ve genotip-3 olan hastalarda peginterferon /

ribavirin _tedavisine yanit: 1L-28B polimorfizmi farkli genotipler Gzerinde farkh etki

gosterir. Genotip-1 hastalarin aksine genotip-2 ve genotip-3 olan hastalarda tedavi
sonrasi kalici viral yanit Uzerine IL-28B polimorfizminin etkinligi sinirhdir. Tedavi
sonrasi takiplerde sadece hizli virolojik yanit saglanamayan hasta grubunda kalici

viral yanit ile iligkili bulunmustur (34,35)

IL-28B polimorfizmi ve proteaz inhibitérii / peginterferon / ribavirin {cli

tedavisine yanit: Kronik hepatit C hastalarinda yuksek viral yuk, siyah irk, ilerlemis

fibrozis varligi gibi tedaviye yanitin zor oldugu durumlarda pegIlFN / RBV tedavisine
telaprevir veya boceprevir eklenmesi ile kalici viral yanit oranlarinda artis
goOrulmektedir (36,37,38). Yapilan galismalarda Telaprevir + peglFN / RBV alan
hastalarda kalici viral yanit, IL-28B rs12979860 C/C genotipi tasiyan hastalarda %83,
T/T genotipi tasiyanlarda %32 olarak saptanmistir.
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Boceprevir calismalarinda C/C alllelilerde KVY %82, T/T allelilerde %55
bulunmustur (38). Proteaz inhibitorl / peginterferon / ribavirin Gglu tedavisi alan
rs12979860, rs8099917 C/C — T/T tasiyan hastalar ve kalici viral yanit oranlari Sekil-
10’da gosterilmistir (38).

Proteaz inhibitorleri, PeglFN ve Ribavirin ile kombine edildiginde IL-28B C/C ve
T/T genotipine sahip hastalarda belirgin iyilesme ve kalici viral yanitta anlamli

yukselme gorilmektedir (36,37,38).

100
83.8% 83.8%

80

< 60
5
X
® i
2 40 32.3%
> 27.6%
X
20

1 1

0 1
TT TG+GG CcC CT+TT
rs8099917 rs12979860

(P<0.001) (P<0.001)

Sekil-10: Rs12979860, rs8099917 C/C-T/T tasiyan hastalar ve kalici viral yanit oranlari (38)

IL-28B rs12979860 C/T polimorfizmi ile siroz ve HCC iliskisi: HCV’ye bagli siroz
hastalarinda, hafif siddette hepatit C infeksiyonu veya HBV iligkili siroz olan
hastalarla kargilastirldiginda 1L-28B rs12979860 T/T genotipi daha gorulmektedir
(39). Yine benzer sekilde HCC olan hastalarda da T/T genotipi daha siktir. Sekil-
11’de viral ve non-viral nedenlere bagli HCC ve siroz olgularinda C/C genotipi tasima

oranlari goérulmektedir (39).

Ozellikle HCV’ye bagli siroz olgularinda T/T genotipine sahip olanlarda HCC

gelisme riskinin daha yUksek oldugu saptanmistir (39).
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Sekil-11: Viral ve non-viral nedenlere bagli HCC ve siroz olgularinda C/C genotipi tasima
oranlari (39) (V-HCC: viral nedenlere bagli HCC, NoV-HCC: non-viral nedenlere bagli HCC, V-LC:
viral nedenlere bagl karaciger sirozu, NoV-LC: non-viral nedenlere bagl karaciger sirozu)
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Maltepe Universitesi Tip Fakdltesi, ic Hastaliklari Anabilim Dali ve
Gastroenteroloji Bilim Dali polikliniklerinde takip edilen hepatit C ile kargilasmis ve
tedavi gérmuls ya da gérmekte olan hastalarla yurittldi. Calismaya alinan 22 hasta
anti-HCV pozitifligi bilinen, kronik HCV tanisi almis, tedavi goéren, tedavisi
tamamlanmisg, tam viral yaniti ya da kalici viral yaniti olan ya da tedaviye cevapsiz

veya nuks olarak degerlendirilen hastalardi.

Tez calismasinin projesi T.C. Saglik Bakanlhigi Dr.Lutfi Kirdar Kartal Egitim ve
Arastirma Hastanesi Bilimsel Arastirma Degerlendirme Kurulu tarafindan, kurulun 10
Ocak 2012 giin ve Karar No: 7, B104iSM4340029/1009/6 sayili karari Etik Kurul
Onayi almistir.

Hastalar

Calismaya alinan hastalar, anti-HCV pozitifligi bilinen, kronik HCV tanisi almis,
tedavisi tamamlamis ve tam veya kalici viral yaniti olan, cevapsizlik nedeni ile
tedavisi yarim kalan, basarili bir tedavi ardindan nuks eden hastalardi. Hastalar
standart tedavi icin gerekli olan olgutler dikkate alinarak, cinsiyete bakilmaksizin

secildiler. Bilinen malign hastaligi olanlar arastirma kapsami disinda birakildi.

Hastalarin yas ve cinsiyet ozellikleri, hastalik sureleri, kullandiklari ilaglar not
edildi. HCV-RNA duzeyleri, tedavi dncesi ve sonrasi karaciger fonksiyon testleri ve
genotip ozellikleri rutin olarak belirlendikten sonra, IL-28B polimorfizmi tetkiki igin

calismaya alindilar.

Calismaya alinan hastalarda oncelikle temel biyokimyasal degerlendirmeleri
yapildiktan sonra hepatit C infeksiyonu ile ilgili klinik degerlendirme yapildi ve
tedavinin hangi asamasinda olduklari not edildi. Ardindan IL-28B polimorfizmi igin
gerekli testlere gegildi.
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IL-28B polimorfizmi incelemesi:

Calismaya alinan hastalarin antekubital venlerinden kuru laboratuar tuplerine
alinan kan ornekleri (5-10 ml), 3000 rpm’de 10 dk sure ile santrifije edilerek
plazmalari ayrildi. Ayrilan plazma 6rnekleri, IL-28B polimorfizmi incelenmesi yapilana
kadar -20°C’de saklandi.

IL-28B geninin 3 kb yukarisinda bulunan rs12979860 polimorfizmine spesifik
oldugu bilinen (40) 91 BP-100 nml liyofilize primerler siparis edilerek hazirlatildi
(GENOVA Medical — Perpa Ticaret Merkezi B Blok No:649 Kat:6 Okmeydani-Istanbul)
(Tablo-2).

Tablo- 2: Real-time PCR igin kullanilan primerler

Primer adi Sekans 5° - 3’

IL-28B-F1[forward] 5' TCGTGTACTGAACCAGGGAG3

IL28B-R1[reverse] 5' GGAGTGCAATTCAACCCTG &

Tablo-2'de gosterilen rs12979860 polimorfizm alanina 6zgun primerler BioEdit
programi kullanilarak manuel olarak segildi ve primerlerin spesifisitesi Primer-BLAST
(NCBI) yazihminin ‘Primer pair specificity checking parameters’ fonksiyonu

kullanilarak kontrol edildi.

Hastalara ait plazma 6rneklerinden QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Almanya-Cat No0:51104) proseduriine uygun olarak genomik DNA’lar ekstrakte edildi.
Ekstrakte edilen DNA konsantrasyonlari 53-259 ng / yl arasinda degismekteydi. Her
bir olgu igin 50 ng/ pul DNA alindi.

Her ne kadar bu lokalizasyonda gdzlenen polimorfizmin gdsterilebilmesinde
standart prosedir DNA sekanslamasi ise de, sekanslamanin gerek duydugu sofistike
ekipman ve yuksek maliyeti ortadan kaldirabilmek i¢cin son zamanlarda yeni bir “real-
time assay” gelistirilmistir. Bu yontem PCR sonrasi yuksek rezolusyonlu erime analizi
(post PCR high resolution melting - HRM — analysis) olarak bilinmektedir ve
sekanslamada gerekli olan problarin kullaniimasina ihtiya¢g gdéstermemektedir (40).

HRM temelli gergcek zamanli PCR ydnteminin hidrolize edilmig problarin kullanildigi
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gercek zamanl PCR yodntemine goére bir avantaji daha vardir. Hedef DNA alanina
(rs12979860) yakin mesafedeki baska polimorfizmler hidrolize edilmis problarin
kullanildigi ger¢cek zamanli PCR g¢alismasini beklenmedik sekilde etkileyebilirken,
HRM yontemi bu yakin lokalizasyonlu diger anormallikleri de saptayarak, olagan digi

erime profiline sahip bu diger polimorfizmler konusunda ¢alismaciyi uyarmaktadir.

HRM analizi mutasyonlarin saptanabilmesi igin nispeten yeni bir yontemdir (41).
Bu analiz inhibe etmeyen, tam sature eden dsDNA boyalari kullanmaktadir. Tez
calismamizda ticari olarak elde edilebilen bu tlr bir boya segilmistir (LightCycler 480
Resolight Dye — Roche Applied Science). Bu boya Light-cyler high-resolution Master
kit icerisinde bulunmaktadir. Temin ettigimiz HRM Kkiti icerisinde yukarida s6zu edilen

boya ve master kit yer almaktadir (HRM master-mix [Qiagen Kat No: 206542]).

Ekstrakte edilen DNA o6rnekleri, primerler ve HRM master-mix igerigi Tablo-3’te

tanimlanan protokole gore hazirlanarak bir araya getirildi ve HRM analizi yapildi.

Tablo-3 : HRM galisma protokolU

Herbir olgu igin*

DNA 50ng
Forward Primer 10 pmol
Revers Primer 10 pmol

HRM master-mix (Qiagen Kat No: 206542) 5 ul

*Toplam reaksiyon hacmi su ile 10 mcg’ye tamamland..

Kan orneklerine HRM-PCR protokoli uygulandi ve ilk PCR aktivasyon
basamaginda érnekler 5 dk sure ile 95°C’ye kadar isitilarak “Hot StarTaq Plus DNA
Polimeraz” aktivasyonu saglandi. HRM igin optimize edilmis PCR protokoll Tablo-

4’te gosterilmigtir.

Protokol uygulandiktan sonra “Gene-scanning analysis” yazihimi kullanilarak
veriler elde edildi. inceleme parametreleri Tablo-5'te gdsterildigi sekilde belirlendi.
Normalize edilen erime egrilerinde birbirinden anlamli farkhlk gésteren C/C, C/T, T/T

varyantlarin varlhigi arastirildi.
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Tablo-4 : LightCyler 480 ile HRM analizi igin optimize edilmis déngu protokoli*

Step Time Temp.  Additional comments

Important: Choose detection format:
SYBR Green |/HRM Dye

Initial PCR 5min  95°C HotStarTaq Plus DNA Polymerase is
activation step activated by this heating step
3-step cycling: Important: Optimal performance is only
assured using these cycling conditions
Denaturation 10s  95°C
Annealing 30s 55°C
Extension 10s 72°C  Activate “single” fluorescence data
acquisition.
Suitable for PCR products up to
350 bp. For PCR products >350 bp,
use 1 s extension time per 25 bp of
PCR product length.
Number of cycles 45 10-50 ng template DNA or 10-50 pg
microbial DNA
50 1-9 ng template DNA or 1-9 pg
microbial DNA
HRM Analysis mode: Melting curve
IEs BN 65-C*

95°C*  Continuous fluorescence data acquisition.
Ramp rate: 0.02°C/s
25 acquisitions per second
Cooling 1s 40°C  Cooling samples after HRM

*el kitabindan alinnustir.

Tablo-5: “Gene-scanning” analizinde kullanilan parametrelerin 6nceden belirlenen degerleri

Kanal 465-510

Renk kompansasyonu Kapall

Program adi Yuksek rezolisyonlu erime

Standart ayarlar CGalisma sirasinda kullanilan énceden belirlenmis ayarlar
Sensitivite 0,30

Esik deger (zaman kaymasi)  1.00 sn

Erime oncesi Isi 77,47-77,95

Erime sonrasi Isi 81,88 - 82,88

istatistiksel incelemeler

Calismanin istatistiksel degerlendiriimesi yapilirken parametrik degerlerin
kargilagtinimasinda Mann  Whitney U test, non-parametrik  degerlerin
karsilastirimasinda ise Students t-testi ile Ki kare test ve gerektiginde Fisher'in exact
testi uygulandi.

Anlamlilik her parametre i¢in p<0.05 dizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasi, Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ic Hastaliklari Anabilim
Dali ve Gastroenteroloji Bilim Dali polikliniklerinde hepatit C nedeni ile takip edilen
hastalarla yurGtilmastir. Calismaya alinan 22 hasta anti-HCV pozitifligi bilinen,
kronik HCV tanisi almis, tedavi géren, tedavisi tamamlanmis, tam viral yaniti ya da
kalici viral yaniti olan ya da tedaviye cevapsiz veya niuks olarak degerlendirilen

hastalardi.

Calismaya 15 kadin, 7 erkek toplam 22 hasta dahil edilmistir. Hastalarin tamami
PEG-IFN / RBYV ile tedavi gérmus ya da gérmekte olan hastalardi. Hastalarin yas ve
cinsiyet dagihmlari Tablo-6’dadir. Olgularin yaglari 30 ile 80 yil arasinda
degismekteydi (ortalama 53,6 + 11,4 yil). Kadin ve erkekler arasinda yas dagilimi
acisindan istatistiksel farklilik gézlenmedi (sirasi ile 53,7 £ 11,9 ve 53,4 + 11,1, p>0,05).

Hastalarin tedavi sureclerindeki durumlari ve klinik bazi 6zellikleri Tablo-7’de
gosterilmistir. Hastalarin tamaminda hepatit C viras infeksiyonu genotip-1 ile

olusmustur (3 erkek hastada 1a diger hastalarin tamaminda 1b genotipi gozlendi).

Calismaya alinan 22 hastanin 5’i daha 6nce tedavi almig, takipleri sirasinda
niks saptanmasi Uzerine yeniden tedavi baslanan hastalardi. Bunlarin hepsinde

tedavi sonu viral yanit elde edilmis ancak sonra nuks etmislerdi.

Hastalardan 1’ inde tedaviye yanit alinmakla beraber (EVY) (HCV-RNA dulzeyi
belirgin azaldi) yan etkiler nedeni ile tedavi dérdiinci ayda sonlandirildi; 7 hasta ilk
kez tedavi almaktaydi ve hepsinde erken virolojik cevap elde edildi. Bu hastalarin
tedavisi halen sirmektedir. Bir hasta, 16. haftada HCV-RNA diuzeyinde yeterli azalma

saptanmadigi i¢in yanitsiz kabul edilerek, tedaviye son verildi.

Tedavi verilen diger 8 hastadan 7’sinde kalici viral yanit elde, 1 hastada da
tedavi sonu viral yanit elde edildi. Bu hastalarin takipleri halen surmektedir.
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Tablo - 6: Calisma Hastalarinin Demografik Ozellikleri

Toplam Kadin Erkek
n 22 15 (%68,2) 7 (%31,8)
Yas 30-80 30-80 38-70
Ortalama + SD 53,6 +£11,4 53,7+119 534+111 *P>0,05

* Student t test, P=0,964

Tablo - 7: Calismaya Alinan Hastalarin Klinik Ozellikleri

S.No Adi Soyadi Cinsiyet Yas Genotip Tedavicevabi

1 AR i E 52 1b TVY — niiks

2 A Y E 63 1b TVY — niks

3 A K K 62 1b EVY - tedavi suriyor
4 B U K 53 1b TVY — niks

5 F U] K 62 1b KVY — takibi siriiyor
6 F K K 58 1b KVY - takibi strlyor
7 H G K 30 1b KVY — takibi strtyor
8 i S E 70 la EVY — tedavi siiriiyor
9 i M K 40 1b KVY — takibi slriiyor
10 I G K 80 1b KVY — takibi strtyor
11 K D E 53 1b EVY — tedavi suriyor
12 M T E 42 la EVY - tedavi suriyor
13 M B K 46 1b EVY — tedavi suriyor
14 RR 0 E 56 la KVY — takibi sriiyor
15 S C K 51 1b EVY — tedavi suriyor
16 S K K 54 1b TVY — niks

17 S T K 60 1b KVY — takibi strtyor
18 S S K 48 1b Yanitsiz — tedavi kesildi
19 S C K 42 1b TVY — niks
20 S Y E 38 1b TVY — takip surtyor
21 S E K 65 1b EVY - Yan etkiler nedeniyle tedavi kesildi
22 S E K 54 1b EVY — tedavi suriiyor
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Calismaya alinan 22 olgunun gen analiz sonuglari Sekil-12 ve Sekil-13’te
gorulmektedir. Dagilim egrilerinde renk ve dagilim farkliigina gore rs12979860 SNP

gOsteren olgulara ait C/C, C/T ve T/T varyantlarina ait egriler isaretlenmigtir.

Sekil-12’de gozlenen grafikte, erime isisinin en yiksek oldugu bilinen C/C
varyantin en sagda, erime isisinin en dustk oldugu bilinen T/T varyantin en solda ve
C/T varyantin ise iki egri arasinda bir normalize erime dagihmi gosterdigi

anlasiimaktadir.

Benzer sekilde S$ekil-13'te bu dadilimin 1si ve zamana goére degisimi
gorulmektedir. Grafigin Ust kisminda dagihm gdésteren 4 6rnek T/T varyantini, alt
kisminda dagihm gosteren 1 6rnek C/C varyantini, arada kalan ornekler ise C/T

varyantini simgelemektedirler.
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Sekil-12: Olgularin gen analiz sonuglari (normalized melting curve)
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Sekil-13: Olgularin gen analiz sonuglari (normalized and Temp-shifted difference-plot)
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Bu sonuglara gore calismaya alinan 22 hastanin 1’'inde (%4,5) C/C varyanti,

17’sinde (%77,3) C/T varyanti ve 4’unde(%18,2) T/T varyanti oldugu gozlenmigtir.

Olgularin  klinik 6zellikleri ile polimorfizm bulgulari Tablo-8'de bir araya
getirilmistir. Klinik 6zelliklere goére saptanan polimorfizm varyantlari Sekil-14’te
gosterilmistir. Buna gore tedavi sonu viral yaniti olup sonradan niks eden 5 hastanin
3’'Unde T/T ve 2’sinde C/T varyanti; ilk kez tedavi alip erken viral yanit gdzlenen 7
hastanin 1’'inde C/C, 6’sinda C/T varyanti; takipleri stiren kalici ve tedavi sonu viral
yanith 8 hastanin hepsinde C/T varyanti; yanitsiz hastada T/T varyant;; EVY
alinmasina ragmen yan etkiler nedeni ile tedavisi sonlandirilan hastada C/T varyanti

go6zlendi.
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Tablo- 8: Olgularin klinik 6zellikleri ile SNP profillerinin kargilastiriimasi

S.No Adi Soyadi Cinsiyet Yas Tedavicevabi Polimorfizm varyanti
1 AR i E 52 TVY —niks CIT
2 A Y E 63 TVY —niks TIT
3 A K K 62 EVY —tedavi suruyor CIT
4 B U K 53 TVY —niks TIT
5 F U] K 62 KVY — takibi strlyor CIT
6 F K K 58 KVY — takibi siriyor CIT
7 H G K 30 KVY —takibi surtyor CIT
8 i S E 70 EVY — tedavi siiriiyor c/C
9 i M K 40 KVY - takibi strtiyor CIT

10 I G K 80 KVY — takibi siriyor CIT
11 K D E 53 EVY - tedavi suruyor CIT
12 M T E 42 EVY - tedavi surlyor CIT
13 M B K 46 EVY —tedavi suruyor CIT
14 RR o) E 56 KVY - takibi sirliyor CIT
15 S C K 51 EVY —tedavi suruyor CIT
16 S K K 54 TVY —niks CIT
17 S T K 60 KVY —takibi surtyor CIT
18 S S K 48 Yanitsiz — tedavi kesildi T/T
19 S C K 42  TVY - niiks T/T
20 S Y E 38 TVY - takip surtyor CIT
21 S E K 65 EVY - Yan etkiler nedeniyle tedavi kesildi CIT
22 S E K 54 EVY —tedavi sriyor CIT

8

S 7

6 6

5

4

3 3

5 2

N 1 1 1 1 -

.l 1 1 0 P

TVY — niks EVY — tedavi KVY — takibi EVY —Yan etkiler TVY — takip Yanitsiz — tedavi
striyor suruyor neder;'\eys\ﬁdtiedavi surtiyor kesildi
Mc/c Ec/t mt/t

Sekil-14: Olgularin klinik 6zellikleri ile SNP profillerinin karsilastiriimasi
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Bu veriler, saptanan polimorfizm varyantina gére degerlendirildiginde T/T
varyantl olan hastalarin (4 hasta) tamami ya nuks ya da cevapsiz grupta idi. C/C
varyantll 1 hasta ilk tedavide ve EVY’li hasta idi. C/T varyantli hastalarin ikisi niks
tedavi grubunda idi. Geri kalan 15 hasta ise tedavisi ve takibi sirmekte olan EVY,
TVY ve KVY’a sahip hastalardi.

Istatistiksel analiz yapilirken daha 6nce tedaviye cevap vermelerine ragmen
nuks olan ve yanitsiz hastalar bir grup, EVY, TVY ve KVY olan hastalar ise diger
grup olarak ayrildi. Bu gruplardaki C/C, C/T ve T/T dagilimlari Tablo-9'da

gorulmektedir.

Tablo-9: Niks gbézlenen ya da yanitsiz hastalar ile EVY, TVY, KVY olan hastalarin genotipik
dagilimlari

C/CyadaC/T TIT Toplam

NUks ya da yanitsiz hastalar 21/6 (%33,3) 4/6 (%66,7)* 6/22(%27.3)

EVY, TVY, KVYli hastalar 16 /16 (%100)  0/16 (%0)* 16/ 22 (%72.7)
Toplam 18 (%81.8) 4 (%18.2) 22
* P=0.011

istatistiksel analiz yapildiginda (ki kare test) nilkks ya da tedaviye yanitsiz
hastalarda T/T genotip gdzlenme sikliginin (4/6, %66,7), C/C ya da C/T genotipine
sahip hastalara (0/16, %0) goére anlamli sekilde daha yuksek oldugu gdzlendi
(P<0,05).
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5. TARTISMA

Kronik hepatit C virus infeksiyonu icin peglFN ve RBV ile tedavi edilecek
olan hastalar arasinda kalici viral yanit (KVY) oraninin en dusuk oldugu grup
genotip-1 ile infekte olan hastalardir. Bu nedenle genetik belirteglerin prediktif
degerleri bu hasta grubunda buylk 6énem tasimaktadir (18,19,21).

Yeni ve daha etkin antiviral tedaviler gelistirildikce bu genetik
degerlendirmeler, hastalarin virolojik yanit potansiyellerinin daha iyi anlagil-
masini saglamak yaninda, antiviral tedavi baslanip baglanmamasi, hangi
antiviral ajanin secilmesi ve tedavinin ne kadar surdurtulmesi gerektigi gibi

konularda verilecek karari etkileyecek en énemli unsur olacaktir (42,43,44).

Kronik genotip-1 HCV infeksiyonlu hastalarda tedavi sonuglarinin
optimize edilmesindeki gugclukler dikkate alindiginda, KVY’in belirteci olarak
IL-28B ile ilgili elde edilmis olan verilerin buydk boélimi bu hasta

populasyonuna aittir.

Calismamizda genotipleme galismalarinda standart prosedir olan DNA
sekanslamasi yerine daha ucuz, daha kolay ve daha hizli galisilabilen bir
yontem olan PCR sonrasi ylksek rezollsyonlu erime analizi (post PCR high
resolution melting - HRM — analysis) yontemini kullandik. Elde edilen verilerin
grafige donusturilmesinden sonra grafik Gzerinde erime isilarina gore C/C,
C/T ve T/T genotiplerine ait olduklari gozlenen dagilim egrilerini belirleyerek

genotiplemeyi tamamladik.

Bu konuda yayinlanmis ilk makale olan, Ge ve arkadaslarinin
calismasinda rs12979860 polimorfizminin  C/C genotipine sahip olan
hastalarin KVY oranlarinin, T/T genotipine sahip olanlarina gore iki kat fazla
bulunmasi (31) ve bu verilerin daha sonra baska etnik gruplar ve
populasyonlarda da teyid edilmesi (27) ile kronik HCV nfeksiyonu tedavisinde

yeni bir ¢igir acildi.
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Ustelik C/C genotipi KVY icin HCV-RNA diizeyi, fibrozis evresi ve

etnisiteden bagimsiz olarak en guglu belirteg olarak saptanmisti (27,31).

Daha sonra Avrupa ve Amerika’da yapilan galismalarda KVY oranlari ile
C/C genotipi arasindaki iligki, T/T allelini tagiyanlarla karsilastirildiginda ¢ok
daha gliclu olarak saptandi. Oyle ki T allelinin varligi tedavi basarisizliginin bir

gOstergesi olarak gérilmeye baslandi (45,46).

Biz bu ¢alismada genotip-1 kronik HCV infeksiyonuna sahip 22 hastayi
degerlendirdik. Hastalarin hepsi peglFN / RBV tedavisi almis ya da almakta
olan olgulardi. Bu olgularin 5’i daha 6énce tedavi gérmus ancak niks etmis
olgulardi. Calisma slresince 8 hasta tedavilerini tamamladi ve 7’sinde KVY,

birinde de TVY elde edildi. Bu hastalarin takipleri strdurilmektedir.

Bir hasta 16. haftada yanitsiz oldugu icin tedavisi kesildi. Bir hastada
EVY alinmasina ragmen, yan etkiler nedeni ile tedavi kesilmek zorunda
kalindi. Kalan 7 hasta ise halen tedavileri siren hastalardir ve hepsinde EVY

elde edilmistir.

IL-28B polimorfizmi incelendiginde, bu hastalar arasindaki yanitsiz hasta
ile daha once tedavi verilmis ancak KVY elde edilemeden nuks gozlenerek
yeniden tedavi baslanan 5 hastada T/T genotipi gorilme sikhgi (4/6 hasta
%66,7), KVY elde edilen ya da tedavide iken EVY gozlenen 16 hastaya gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yuksek idi (0/16 hasta, %0) (p<0,05).

Bu bulgular, daha onceki yayinlarda gozlenen sonuglarla paralel ve
onlari destekler niteliktedir. Hasta sayimizin az olmasi nedeni ile
calismamizda C/C ve C/T genotipine sahip olan hastalarin KVY oranlarini
kargilagtirmak mumkin olmamistir. Ancak T/T genotipi ile C/C ve C/T
genotipine sahip olanlar arasinda nuks ve yanitsizlik beklentisi agisindan
anlamli farkhhk oldugu goérilmektedir.

Calismamizda test ettigimiz polimorfizm (rs12979860) ile ilgili yapiimis
calismalarda dikkat ceken bir unsur da bu polimorfizmin baslica etkilerinden

birisinin, erken viral yanit oranini anlamli bir sekilde yukseltiyor olmasidir (23).

Calismamizda, tedavileri sirmekte olan 7 hasta ile, yan etkiler nedeni ile
tedavisi kesilmek zorunda kalinan bir hastanin tamaminda EVY elde edilmistir

ve bu hastalarin birisinde C/C, digerlerinde C/T genotipi saptanmistir.
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IL-28B geninin 3 kb Ust kisminda yer alan rs1297980 polimorfizminin,
peglFN / RBV yaniti Uzerine hangi mekanizmalarla etki ettigi henlz
bilinmemektedir. Bu konudaki en akla yakin agiklama bu lokalizasyona g¢ok
yakin yerlesime sahip olan IFN-A genlerinin dizeyleri ya da aktivitelerinin
etkileniyor olmasidir. Zira tedaviye yanit veren hastalarin dnemli bir ortak
Ozelligi, baslangicta HCV infeksiyonuna kargi daha dusuk bir bazal immin

yanita sahip olmalaridir (47,48).

IL-28B rs12979860 polimorfizmi ile iligkili dGnemli bir baska bulgu, farkl
etnik gruplarda allellerin farkli dagilimidir. Ge ve arkadaslari C allelinin en
yaygin olarak Dogu Asyalilarda goruldiagunt, bunu Avrupa kokenli
Amerikalilarin ve Hispaniklerin izledigini gostermislerdir. C allelinin en az

goruldagu irk zencilerdir (31).

Bir baska calismada C/C genotipinin en ¢ok beyaz irkta, T/T varyantinin
da en c¢ok siyah irkta goruldagua bildiriimistir (27). Ge ve arkadaslari siyah irk
ile beyazlar arasinda KVY oranlari arasinda goézlenen iki kata yakin farkin C

allel sikhgindaki farkhhgindan kaynaklandigini ileri surmusglerdir (31).

Ulkemizde hangi allelin hangi siklikta goruldigine ait veriler heniiz
bilinmemektedir. Bizim ¢alismamizda inceledigimiz 22 hastada C/C genotipi 1
hastada (%4,5), C/T genotipi 17 hastada (%77,3) ve T/T genotipi de 4
hastada (%18,2) gozlenmistir.

Hic sUphesiz hasta sayilarinin arttigi daha genis calismalarda elde
edilecek verilerle daha saglikli bir deger elde edilebilecektir. Ancak ulkemizde
en sik gozlenen HCV genotipinin, genotip-1 olmasi ve tedavi bagarisinin da
¢ok yuksek olmadigi dikkate alindiginda (16,23) ulkemizde acaba C/C

genotipi siklig1 az mi1 sorusunu akla getirmektedir.

Ote yandan C/T genotipinin de EVY ve KVY acisindan T/T allelinden
daha iyimser tedavi sonuclarla birlikte oldugu degerlendirildiginde Ulkemizdeki
IL-28B polimorfizmi sikliginin daha dnceki yayinlarda bildirilen beyaz irka ait

siklikla benzer oldugu soylenebilir.

Calismamizda IL-28B polimorfizmi ile EVY ve KVY olan hastalarin
durumu irdelenmesine ragmen, hastalarin buyuk béliminde hizh viral yanit

incelemesi yapilmamis oldugundan, rs12979860 polimorfizmi ile HVY
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iliskisinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi mimkuin olmamistir.

Yapilan c¢alismalarda, HVY olan hastalarda KVY belirleyicisi olarak
ortaya ¢ikan unsur, rs12979860 genotipi degil, bazal viral yuktur ve bu ilging
bir gézlem olarak 6ne c¢ikmaktadir (33). Zira HVY olmayan hastalarda KVY

icin en guclu prediktér C/C genotipinin varhdi olmustur.

Bunun nedeni HVY’I olan hastalarda C/C sikliginin HVY’I olmayanlara
gore anlamli sekilde daha ylksek olmasi ve bu nedenle KVY igin belirleyici
olma gucunu kaybediyor olmasidir. Oysa HVY’I olmayan hastalarda C/C
genotip sikligi daha dusuktir ve C/C genotipi olanlarda KVY orani daha
yuksek gorulmektedir (33).

Gerek daha onceki galigmalarda, gerekse bizim g¢alismamizda elde
ettigimiz veriler, IL-28B genotiplemesinin HCV genotip-1 ile infekte hastalarda
KVY icin ileri derecede belirleyici oldugunu gostermesine ragmen, bu
polimorfizmin bireysel dizeydeki prediktif degerinin mutlak olmadigi ifade
edilmektedir. Bu nedenle IL-28B genotiplemesi tedavi stratejisini belirlemede

yegéane unsur olarak kabul edilmemelidir (49).

Ayrica bu polimorfizmlerin varliyi ve genotiplemelerine gore tedavi
sureleri ile ilgili kisaltma kararlari verilebilirse de, bu konuda bir dnermede

bulunmaya yetecek kadar veri elde bulunmamaktadir (49).

Ancak herseye ragmen IL-28B polimorfizmlerinin prediktif degerleri
vardir. Bu nedenle KVY’In ongoérulebilmesi igin, tedavi baglanacak her
hastaya tedaviden 6nce IL-28B polimorfizmi incelemesi ve genotiplemesi

yapilmasinin dnerilmesi makul bir yaklagimdir.

Ote yandan bu 6ngérii kaabiliyetine ragmen, rs12979860 polimorfizminin
etki mekanizmasinin bilinmiyor olmasi 6nemli bir soru igareti olarak
durmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir c¢alismada IL-28B’nin HCV
replikasyonunu JAK-STAT yolagi Uzerinden, hem doz hem de zamana bagh
olarak inhibe edebildigi gosterilmistir (50).

Dolayisi ile IL-28B genotipinin, kronik HCV hastalarinda intrahepatik
interferonun stimale ettigi genlerin farkli ekspresyonlarina neden oldugu ve IL-

28B genlerine ait iyi allelere sahip (C/C, C/T) bireylerde IL-28 B/A genlerinin
dizeylerinin belirgin sekilde daha ylksek oldugu ortaya konulmustur (51,52).
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TUdm bu kanitlar IL-28B’nin bu polimorfizmler araciligi ile hem dogrudan
antiviral etki hem de immun aracii mekanizmalarla etkili olabilecegini
dusundurmektedir. Ancak etki mekanizmasini daha acgik bir sekilde ortaya

koyabilecek ¢alismalara halen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizin iki zayif noktasindan birisi, hastalarin bir bolimundn
retrospektif olarak incelenmis olmasi; digeri de farkli genotipik allelere sahip
hasta sayilarinin az olmasi idi. Ancak bu kisitlamalarin her ikisi de bu konuda

yapilmis ¢calismalarda 6ne gikan sinirlayici unsurlar olarak ortaya gikmaktadir.
Calismamizda 6ne ¢ikan bulgular 6zetlenecek olursa:

Genotip-1 kronik HCV nedeni ile tedavi alan 22 hastanin IL-28B
polimorfizmi i¢in yapilan genotipleme c¢alismasinda 1 hastada C/C, 17
hastada C/T ve 4 hastada T/T genotipi saptadik. Bu hastalar EVY ve KVY
durumlarina ve nuks ve tedaviye vyanitsizlik durumlarina gore
degerlendirildiklerinde nlks ve tedaviye yanitsiz olgularda T/T genotipi EVY,
TVY ve KVY gozlenen olgulara gore belirgin sekilde daha yuksek sikliga
sahipti (% 66,7 ye karsi %0) (p<0,05).

Prospektif olarak ¢alismaya dahil edilen 8 hastanin 1’'inde C/C genotipi,
digerlerinde C/T genotipi mevcut idi ve bu hastalarin hepsinde EVY elde
edildi. Bu hastalarin yan etki nedeni ile tedavi kesilmek zorunda kalinan biri

disinda hepsi tedavilerini surdirmektedirler.

Daha oOnceden tedaviye baglanmig olan ve KVY elde edilmis olan

hastalarin tamaminda C/T genotipi mevcut idi.

Sonug olarak galismamizda, IL28-B polimorfizmini (rs12979860) C/C ve
C/T genotipi ile tasiyanlarda EVY, TVY ve KVY gorulme sikliginin T/T genotipi
tasiyan hastalara gore anlamli bir sekilde daha yluksek oldugu; hastaligin
niks ettigi ya da yanitsiz oldugu hastalarda da T/T genotipi sikliginin anlamli

bir sekilde daha ylUksek oldugu gozlenmisgtir.

Bu gozlemlerimizin 1g1ginda IL-28B polimorfizminin genotip-1 kronik
hepatit C hastalarinda tedavi cevabinin éngérilmesinde 6nemli bir unsur
oldugu; dolayisi ile tedavi dusunulen hastalarda KVY’in tahmin edilebilmesi ve
tedavi slUresi konusunda planlama yapilabilmesi maksatlari ile tedaviden 6nce

IL-28B polimorfizmi genotipleme c¢alismalarinin yapilmasinin yararl olacagi
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kanaatindeyiz.

Bu tetkikin rutin uygulamaya gegebilmesi agisindan, yontemin kolayhgi
ve ucuzlugunu dikkate alarak bu calismada kullandigimiz PCR sonrasi
yuksek rezolusyonlu erime analizi (post PCR high resolution melting - HRM —
analysis) yonteminin, genotipleme ¢alismalarinda standart prosedir olan DNA
sekanslamasi yerine kullanilarak sekanslamanin gerek duydugu sofistike
ekipman ve yuksek maliyeti ortadan kaldirabilmenin mumkun olabilecegini

dusunuyoruz.

Calismamizin  sonuglari, benzer diger c¢alismalar gibi, IL-28B
polimorfizmine ait rs12979860 tek nukleotid polimorfizminin ve diger
polimorfizmlerin belirlenmesinin, yalnizca peglFN / RBV tedavisi icin dedgil
ayni zamanda gelecek yeni tedavi yaklagimlarida da KVY oOngorulmesi
maksadi ile kullanilabilecek prediktorler olarak deger kazanmaya devam

edeceklerini dustindurmektedir.
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6. OZET

Kronik hepatit C virls infeksiyonunun seyrinde genetik faktorlerin, dogal
seyir ve tedavi yaniti uzerindeki etkileri ile ilgili ¢galismalar yakin zamanda
interlokin 28B genine yakin alanda saptanan bir polimorfizmin (rs12979860)
Ozellikle genotip-1 ile infekte bireylerde, tedavi cevabi Uzerinde etkili oldugu

nu ortaya koymustur.

Ulkemizde kronik hepatit C olgularinin biyiik bélimi genotip-1 ile
infektedir ve bu grup hastalarda tedavi yaniti diger genotiplere gbre daha

kotudar.

Bu calismada, tamami genotip-1 olan kronik HCV hastalarinda IL-28B
polimorfizmi varhgi, genotiplemesi ve farkli klinik seyirlere sahip hastalarin bu

farkhliklarinin IL-28B polimorfizmi ile iligkisini arastirdik.

Calismaya kronik HCV tanisi almig, tedaviyi tamamlamis ve tam veya
kalici viral yaniti olan ya da cevapsizlik nedeni ile tedavisi yarim kalan
hastalar alindi. Hastalar standart tedavi igin gerekli olan olgutler dikkate
alinarak, cinsiyete bakilmaksizin segcildiler. Bilinen malign hastaligi olanlar

arastirma kapsami disinda birakildi.

Hastalara ait plazma orneklerinden genomik DNA’lar ekstrakte edildi.
Genotipleme, ekstrakte edilen DNA Ornekleri, primerler ve HRM (high

resolution melting) genotipleme kiti kullanilarak yapildi.

Calismaya 15 kadin, 7 erkek toplam 22 hasta alindi. Olgularin yaslari 30
ile 80 yil arasinda degismekteydi (ortalama 53,6 + 11,4 yil) ve kadin ve erkekler

arasinda yas dagihmi agisindan istatistiksel farkhlik gézlenmedi (p>0,05).
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Hastalarin genotipleme ¢alismasinda 1 hastada C/C, 17 hastada C/T ve
4 hastada T/T genotipi saptadik. Calismaya alinan ve prospektif olarak takip
edilen 8 hastanin 1’inde C/C genotipi, digerlerinde C/T genotipi mevcut idi ve
bu hastalarin hepsinde erken viral yanit (EVY) elde edildi. Daha onceden
tedaviye baslanan ve kalici viral yanit (KVY) elde edilen hastalarin tamaminda
C/T genotipi mevcut idi. Daha 6nceden tedavi alip nuks eden 5 hastanin

3’Unde ve tedaviye yanitsiz 1 hastada T/T genotipi gozlendi.

Sonug olarak galismamizda, 1L28-B polimorfizmini (rs12979860) C/C ve
C/T genotipi ile tasiyan hastalarda EVY, tedavi sonu viral yanit (TVY) ve KVY
gorulme sikhdinin T/T genotipi tasiyan hastalara gore anlamh bir sekilde daha
yuksek oldugu; hastaligin niks ettigi ya da yanitsiz oldugu hastalarda da T/T

genotipi sikliginin anlaml bir sekilde daha ylksek oldugu gozlenmigtir.

Calismamizin sonuglari, IL-28B’ye ait rs12979860 tek nukleotid
polimorfizminin belirlenmesinin, peglFN / RBV tedavisi alan hastalarda KVY’in
ongorilmesi maksadi ile kullanilabilecegini ve genotip-1 hastalarda tedavi

oncesi belirlenmesinin yararli olacagini digundurmektedir.
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7. SUMMARY

Studies on the effects of genetic factors influencing the course of chronic
hepatitis C virus infection and the treatment response have recently revealed
that a polymorphism (rs12979860), defined at close proximity to interleukin
28B gene has a role on the treatment response, especially in patients with

genotye-1 infection.

Majority of chronic hepatitis C patients in our country is infected with
genotype-1 virus and treatment response in this group of patients is poorer

than that of other genotypes.

In this study, genotype-1 chronic hepatitis C patients, who had different
clinical courses, for IL-28B polymorphism and genotyping were evaluated for
the relationship of these differences with IL-28B polymorphism.

Patients with chronic hepatitis C, who completed a treatment course and
who achieved end-treatment (ETVR) or sustained (SVR) viral response; or
those who stopped treatment because of null response were included in the
study. Patients were selected according to the criteria for initiating standard
treatment, whether they are male or female. Those with known malignancies

were excluded from the study.

Genomic DNAs were extracted from plasma samples of patients.
Genotyping was performed using extracted DNA samples, primers and HRM

(high resolution melting) genotyping Kit.

Twenty-two patients (15 women and 7 men) were included in the study.
Age range was between 30 and 80 (mean 53.6 + /1.4 years) and there was no
statistically significant difference between the ages of men and women
(p>0.05).
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Genotyping study revealed that one patient has C/C genotype, 17
patients had C/T genotype and 4 patients had T/T genotype. Of the 8 patients
prospectively included in the study (who are still under treatment), 1 had C/C
and the others had C/T genotype and all these patients achieved early viral
response (EVR) during their treatment. Of the patients who had been on
treatment previously and who achieved SVR, all had C/T genotype. Finally 1
patient who was unresponsive to treatment and of 3 of 5 patients who
previously received treatment and then relapsed had T/T genotyping.

In conclusion, we observed in this study that, in patients who have IL-
28B polymorphism in the form of C/C and C/T genotyping EVR, TVR and SVR
rates are significantly higher than those with T/T genotyping; and that T/T
genotyping is significantly more frequent in patients who relapsed or who

were unresponsive to treatment.

Results of our study suggest that determination of single nucleotide
polymorphism for IL-28Bcould be used for predicting SVR in patients who are
given peglFN / RBV treatment and that in patients with genotype-1 infection it

is useful to determine this polymorphism prior to treatment.
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