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OZET

Kronik hepatit B enfeksiyonu tum dinyada 400 milyondan fazla insani
etkilemektedir. Hepatit B virisu asemptomatik hepatit, akut hepatit, kronik hepatit,
siroz, hepatoselller kanser gibi farkh klinik tablolara neden olabilir. Bu klinik
durumlarin gesitliligi muhtemelen virGsun kendi 6zelliklerine, konagin immunolojik
faktorlerine ve genetik faktérlere dayanmaktadir.

Bu calismada, toplumumuzdaki kronik hepatit B hastalari ve asemptomatik
hepatit B tasiyicilarda MHC class-2 tiplendiriimesi yapilarak, belirlenen MHC-class
2 tipinin hastalik seyri ile iligkisinin belirlenmesi amagclandi.

Calismaya, 48 kronik hepatit B hastasi ile 46 asemptomatik hepatit B tagiyicisi
alindi. DNA’lar uygun oligonukleotid kullanarak PCR ile ¢ogaltildi. Ardindan agaroz
jel elektroforez teknigi uygulanarak olusan PCR Urlnleri UV transilluminator
yardimiyla goéruntulendi. Jel Uzerinde goruntlulenen bantlarin uzunluklarindan
yararlanilarak  genotipleme vyapildi. HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1
allelerindeki polimorfizm izlendi. Calisma hem allel hem de genotip bazinda yapildi.
Allel bazinda yapilan galismaya gore; HLA-DRB1*11 ve HLA-DQA1*03 allelleri
tasiyan bireylerin daha ¢ok tasiyici grupta bulundugu, HLA-DQB1*01 alleli tagsiyan
bireylerin ise kronik hepatitli grupta yer aldigi gézlendi.

Genotip bazinda yapilan galigmaya goére; HLA-DRB1*1415 ve HLA-DQB1*0101
genotipi tasiyan bireylerde hastaligin kroniklesme oraninin daha yuksek oldugu

tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Asemptomatik hepatit B, Kronik hepatit B, MHC class Il



ABSTRACT
The Association of MHC Class 2 Molechules with Chronic Hepatitis B
Infected Cases and Asymptomatic Hepatitis B Porters.

Chronic hepatitis B infection affects over 4 million people all over the world.
Hepatitis B virus can cause various clinical conditions such as asymptomatic
hepatitis, acute hepatitis, chronic hepatitis, cirrhosis, hepatocellular cancer. The
variety of these clinical conditions depend on generally its own virological features,
the hosts immunological factors and genetical factors.

In this study, we aimed to classify MHC Class 2 of chronic hepatitis B cases
and asymptomatic hepatitis B porters in our population and to asses the prognosis
of disease according to MHC Class 2 type in early stage.

48 chronic hepatitis B cases and 46 asymptomatic hepatitis B porters participiated
in this study. DNAs have been amplified by polimerase chain reaction by using
appropriate oligonucleotides. Then these PCR products have been displayed by
agarose gel electrophoresis technique by using UV transullinunator. The
polimorphysm of the allels HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1 have been
observed referring to genotyping based on the lenghts of bands displayed on the
gel. The study have been performed on the basis of both allels and genotype.
Referring to our study based on allels; among individuals with HLA-DQB1*01 allels,
were more likely in porters group whereas among individuals with HLA-DRB1*11
and HLA-DQA1*03 allels, were more likely in chronic disease group.

Referring to our study based on genotype; its determined that among individuals
with HLA-DRB1*1415 and HLA-DQB1*0101 allels, advancing to chronic disease
ratio is higher.

KEY WORDS : Asymptomatic hepatitis B, Chronic hepatitis B, MHC Class Il



GIiRIS VE AMAG

Hepatit B tim dunyada oldugu gibi, tlkemizde de halk saghgini ilgilendiren
en onemli hastaliklardan biridir. 1982°den beri asi ile korunulabilen bir hastalik
olmasina ragmen, bugun Dunya’da 2 milyar insan Hepatit B virlsu ile infektedir.
Hepatit B virist (HBV); asemptomatik hepatit, akut hepatit, kronik hepatit, siroz,
hepatoseliler kanser gibi bir gok klinik tabloya neden olabilir. Enfeksiyonun degisik
klinik tablolar sergilemesi genel olarak viruse ait faktorlere, konagin immunolojik ve
genetik faktorlerine baglidir.

HBV enfeksiyonunda, karaciger hasarinin olusmasinda, viral faktorlerden
¢cok konak immun yanitinin rolu vardir. Yuksek duzeyde viral replikasyon gosteren,
fakat normal karaciger enzim duzeyi ve histopatolojisine sahip olan asemptomatik
tastyicilarin varligi da, virisun direk sitopatik etkisinin bu konuda ¢ok 6n planda
olmadigini gostermektedir. Virlsun karacigerden temizlenmesi spesifik immin
yanita baglidir. Akut enfeksiyonda, viral antijene kargi CD4 ve CD8 T hicre
yanitinda artig gorulurken, virisin kolayca temizlenemedigi kronik enfeksiyonlarda
CD4 ve CD8 T hucre yanitlari belirgin olarak azalmigtir.

HBV enfeksiyonu ve konak genetigini arastiran ¢alismalarin gogu, HLA molekdilleri
Uzerinde yogunlagmistir. Genetik iligkiler kompleks oldugu igin HBV enfeksiyonu
direnci ve duyarlihgindan sorumlu tek bir allel gostermek mumkuin degildir.

Bu calismada amacimiz; toplumumuzdaki kronik hepatit B ve asemptomatik
hepatit B tasiyicilarda MHC class-2 tiplendiriimesi yapilarak, hangi allellerin
hastaligin kroniklesmesinde, hangilerinin asemptomatik tasiyici olarak kalmasinda

rol olabileceginin belirlenmesidir.



GENEL BILGILER

Tarihge

Hepatit B Virusu (HBV) akut hepatit, kronik hepatit, siroz ve hepatoseluler
karsinomun en onemli etkenlerinden biridir. Tum dunyada 400 milyonu agkin
sayida kisinin HBV ile kronik olarak enfekte oldugu ve her sene global olarak
izlenen 530.000 hepatoselluler karsinom olgusunun 316.000’inin HBV ile iligkili
oldugu bilinmektedir. Her yil dinyada 1.000.000’a yaklasan sayida kisi, HBV
enfeksiyonu ile ilgili komplikasyonlardan kaybedilmektedir. Etkili bir asisi olan HBV
enfeksiyonu ciddi bir halk sagligi sorunu olarak dnemini surdurmektedir 2

HBV ilk defa Blumberg ve arkadaglan tarafindan 1965 vyilinda

‘Avustralya antijeni * olarak tanimlanan bir serum proteini olarak rapor edilmis,
1970 yilinda ise tum virionun elektron mikroskopi goruntuleri saptanarak ‘ Dane
Partikulleri’ adini almigtir. HBV’nin 42 nm buyuklugundeki Dane partikulleri diginda,
22 nm buyuklagunde sferik ve 22x100-200 nm buyUkligunde filamantoz partikilleri
de elektron mikroskobunda tarif edilmis, bunu izleyen yillarda gesitli calismalarda
virusun genomik yapisi ve proteinleri karekterize edilmistir °.

Virusun Yapisi ve Genomik Organizasyonu

HBV kucuk, zarfli bir DNA virusudur ve diger DNA viruslarindan farkli bazi
Ozellikler tagimaktadir. Viral genom yaklagik 3200 nukleotidden olusan oldukga
kiclik ve kismen cift, kismen tek iplikli cembersel DNA’'dan olusur ve ikozahedral
bir kapsid igerisinde bulunur, bunun disinda da g farkh ylzey antijenini tasiyan
lipid yapih zarf yer alir. HBV bir DNA virusu olmasina ragmen revers transkriptaz
(RT) enzimi kodlar ve RNA aracisi Uzerinden replike olur. HBV ile enfekte hicre
cekirdeginde, bir mini-kromozom seklinde bulunan ve kovalent bagli cembersel
DNA (covalently closed circular DNA, ccc DNA) adi verilen replikasyon ve
transkripsiyon aracisi molekule dayanan, karmasik bir replikasyon stratejisine
sahiptir. Zarfli bir virus olmasina ragmen eter, duguk pH ve isiya oldukcga
direnclidir. Bu 6zellikler, virusun kisiden kisiye gegisteki etkinligine katkida bulunur
ve dezenfektan direncini saglar *°.

HBV’nin A’dan H’ye kadar 8 major genotipi mevcuttur.



Bunun diginda HBs antijeninin yapisal farkliliklarina goére HBV serotipleri de
tanimlanmistir. Ortak ‘a’ determinanti tasiyan HBV serotipleri guinimuzde 9 grupta
incelenmektedir. S geninin dizi analizi, hem genotip hem serotipleri tanimlar.

HBV genomu dort agik okuma alani (open reading frame, ORF) olusturacak

sekilde organize olmustur. Bunlardan en buyugu olan Pol, viral polimerazi kodlar.
Zarf yapilarina ait ORF’de Pol ORF’si igcinde yer alir. Core (C) ve X ORF’leri de zarf
ORF’si ile kismi olarak st Uste binmis sekilde bulunur®. HBV’nin genomik
organizasyonu sekil 1’de verilmistir.
HBV zarf proteinleri, karboksi terminalinde yer alan 225 aminoasitleri ortak olan
kuguk HBs antijeni (SHBs Ag; p24 ve gp27), orta HBs antijeni (MHBs Ag; gp33 ve
gp 36) ve buyuk HBs antijeni (LHBs Ag; p39 ve gp 42)'den meydana gelmektedir.
Dane partikullerinde her Ug¢ bilesen de yer alir. L ve M antijenleri, yaklasik esit
miktarlarda bulunur ve birlikte virion zarfindaki proteinlerin %30’'unu meydana
getirir. S antijeni ise virion zarfinin ana proteini seklindedir. HBV yuzey antijenleri,
enfekte hicrelerden, infektif virion miktarinin yaklagik 100 kati oraninda salinan,
non-enfektif filamantéz ve sferik ylzey antijeni partikillerinin de yapisini
olustururlar. Bu sferik ve filamantdz partikuller, enfekte Kkigilerin plazmasinda
milimetrede birka¢ yuz mikrogram duzeylerinde bulunabilmekte ve partiklllerin
antikorlariyla olusturdugu komplekslerin HBV ile enfekte kKigilerde izlenen immun
kompleks reaksiyonlarinda sorumlu oldugu bilinmektedir ** .

Viral 6zyapi (core) ve polimeraz gen dUrunleri, kapsid proteinlerinden
nikleokapsid olusumu (HBcAg) ve viral DNA replikasyonunda goérev alir. Viral
polimeraz polipeptidinin terminal protein adi da verilen amino terminali, pre-
genomik RNA'nin paketlenmesi ve DNA sentezi igin priming gorevini Ustlenirken,
karboksi terminali revers transkriptaz ve RN’az-H aktivitesinden sorumludur*®.
HBe antijeni (HBe AgQ) pre-kor / kor bolgesinden sentezlenen Urlinun proteolizi ile
meydana gelir. HBeAg'nin ilk bdlimu molekulin endoplazmik retikulum liGmenine
tasinmasi igin bir sinyal peptidi gorevini yaparken, karboksi terminalinden 29

aminoasidin golgiden gikariimasi sonrasinda olgunlasan HBeAg kana salinir *72.
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Sekil 1. HBV’nin genomik organizasyonu.

Viral Replikasyon

HBV'nin insan hepatositlerine tutunma ve girig icin kullandigi yuzey
molekulleri henlz kesin olarak aydinlatilamamigtir. HBsAg'nin pre-S1 bdlgesinin
hedef hicreye tutunmada, 6nemli gorev tagiyan epitoplari icerdigi saptanmigtir.
Tutunma sonrasinda virts zarfi ve hiicre membrani arasinda flizyon meydana gelir
ve nukleokapsid sitoplazmaya salinir. Kapsidin pargalanmasi ile viral genomik DNA
ve polimeraz cekirdege tasinir >%1°1".

Kismen c¢ift sarmalli ve 2 ucu serbest DNA'nin kisa sarmalinin eksik olan
bolimU endojen DNA polimeraz tarafindan tamamlanir. Uzun sarmalin 5’ ve 3’
uclari arasindaki agiklikta bu donemde onarilir ve sonugta timuyle cift sarmalli,
superkivrimh uglari kapali sirkiler DNA (ccc DNA) olusur. ccc DNA, HBV'nin
hepatositlerde persistansinda etkili olan molekuldir ve virusun antiviral tedavi

sonrasinda gorulen reaktivasyonlarindan sorumludur.
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Kalip olarak ccc DNA’dan konak hicre DNA polimerazinin yardimi ve viral
duzenleyiciler ile viral RNA’lar sentezlenir.

HBV’da bilinen 4 mRNA transkripti vardir. 3.5 kb’lik kalip viral replikasyon ve pre
C/C ile polimeraz proteininin ekpresyonundan sorumludur. 2.4 kb’lik transkript pre
S1, pre S2 ve HBsAQ'yi kodlarlar. 2.1 kb’lik olan pre S1 haricindeki ylzey proteinini
kodlar. 0.7 kb’lik transkript ise X proteininden sorumludur.

Translasyon sirasinda olusan pregenom kor partikill igine yerlesir. Konak hlicre
sitoplazmasinda devam eden replikasyon boyunca 3.5 kb’lk RNA'dan (-) DNA
sarmali sentezlenir. Negatif iplikli DNA olustuktan sonra RT enzimi RNaz H
aktivitesi ile pre-genomik RNA'y1 parcalar ve pozitif ipligin sentezine baslar. Kismi
cift iplikli DNA molekult olustugunda, nukleokapsid partikulleri endoplazmik
retikuluma tomurcuklanma ile zarf yapilarini kazanmalarina imkan saglayacak
olgunlagsma slrecine girerler. Olusan nukleokapsidlerin bir kismi hlicre ¢ekirdegine
geri donerek hicre igindeki ccc DNA kopya havuzunu artirma iglevi de
yapabilmektedir. Her U¢ zarf proteinini igeren virionlar, endoplazmik retikulumdan
golgi kompleksine taginir. Bu asamalar sirasinda zarf proteinlerinin glikolizasyonu
tamamlanir ve olgun virion kan dolasimina salinir®+1213 .

Patogenez

Kronik HBV enfeksiyonlarinda meydana gelen karaciger hasari ¢ogu kez
immun sistem ve HBV ile enfekte hepatositlerin etkilesimine baglldlr”.
interferon alfa, beta, gama; timér nekrozis faktér (TNF)—alfa gibi antiviral sitokinler
virusun temizlenmesinde 6nemli rol oynarken, enfekte hepatositlerin sitotoksik T
lenfositlerince ortadan kaldiriimasi, hem virusun temizlenmesine hem de suregelen
karaciger hasarina katkida bulunur.

Akut, kendi kendini sinirlayan HBV enfeksiyonu izlenen kisilerde; bir ¢ok
viral epitopa kargi poliklonal ve multispesifik mononikleer hicre aktivasyonu
gorulmektedir. Bu yanitta MHC sinif [l bagimli CD4" yardimcei T lenfositleri ve CD8"
sitotoksik T lenfositleri rol oynamaktadir. Akut enfeksiyonda, tip | CD4" T hiicre
yaniti daha baskin gézlenmektedir''°.

Kronik HBV enfeksiyonu durumunda ise sitotoksik T lenfosit yaniti genellikle

disUk duzeylerdedir. Kronik B hepatiti izlenen kigilerde IL-4, IL-5, IL-10
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salgilanmasi ile karekterize tip 2 yardimci T lenfosit yaniti fazla olmakta, sonug¢
olarak humoral yanita yénlenmis bir bagisiklik s6z konusu olmaktadir. intrahepatik
yerlesim gosteren, HBV spesifik sitotoksik T lenfositleri kronik infeksiyonlarda da
saptanmakta ve infeksiyonun alevlenmelerinden sorumlu oldugu dusunulmektedir.
Buna karsin kronik B hepatitinde, hucresel sitotoksik yanit virusu temizlemekte
yetersiz kalmaktadir'®"".

HBV’nin, konaktan temizlenmesinde, adaptif bagisik yanit kadar dogal

bagisiklik mekanizmalari da 6nem tagimaktadir. Dogal bagisiklik mekanizmalarinin
aktivasyonu, HBV enfeksiyonunun ilk donemlerinde gergeklesir. Virus
replikasyonundaki baskilanma, tipik olarak T lenfositlerin en yuksek duzeyde
infiltrasyonu ve karaciger hasarinin baglamasindan daha 6nce gergeklesmektedir.
Bu veriler, dogal bagisikhdin, enfekte Kkisilerdeki viral replikasyonun
baskilanmasindaki o6nemi ve virusa kargi immun yanittaki roline dikkati
cekmektedir''8.
Virislun persistansi veya temizlenmesinde konagdin immun cevabi, anahtar role
sahiptir. Cunkd poliklonal sitotoksik T lenfositlerin cevabi virusun temizlenmesi ile
yakindan iliskilidir'®. Bu immun cevap genetik olarak belirlenir ve HLA Class | ve |l
molekulleri tarafindan kontrol edilir. HLA molekulleri, yabanci antijenleri sirayla
CD8 sitotoksik T lenfositleri ve CD4 yardimci T hucrelerine sunar. Bu molekdilleri
kodlayan genler, insan genomundaki en polimorfik molekillerdir ve hepatit B
infeksiyonunun seyrinde etkilidir.

Major Doku Uyusum Kompleksi Yapisi

Bagisiklik sisteminin kendinden olani veya olmayani tanimasi i¢in gerekli
olan “doku antijenlerini” kodlayan gen bdlgesi, Major Doku Uyusum Kompleksi,
MHC olarak adlandirilir. ilk olarak kemirgenlerde tanimlanan, bu bdlgenin
insandaki karsiligi, 6. kromozomun kisa kolunda yerlesmis olup ilk kez beyaz
kan hucrelerinde gosterilmistir. Bu genler HLA (Human Leukocyte Antigens;
insan 16kosit antijeni) bélgesi olarak da adlandirilir. Cok sayida genin yer aldig
bu bélgede immun yanitla ilgisi tanimlanmamis birgok gen de yer alir?%%1-2223-24,

1931 yiinda Landsteiner eritrosit antijenlerini kegfetmis, kan transfuzyonu

igin grup uyumunun gerekliligini ve doku, organ transplantasyonlari igin de doku

12



antijenlerinin uyumundan s6z etmistir. 1930°lu yillarda R.A. Gorer ve G.D. Snell
farelerde doku antijenlerinin varligindan bahsetmis ve bunlarin gen bdlgesine doku
uyusum kompleksi (Major Histocompatibility Complex; MHC) adini vermiglerdir.
Daha sonraki arastirmalar MHC kompleksinin butin memeli turlerinde
bulundugunu goéstermistir. 1958'de Daussel tarafindan insanlarda doku antijenleri
tespit edilmis, yine ayni yil Van Rood ve arkadaslari tarafindan ¢ok sayida
transflzyon uygulanmis l6semi hastalarinin ve ¢ok dodum yapmis kadinlarin
serumlarinda Iokositlere karsi olusmus antikorlar saptanmig ve bu antijenlere HLA
ismini vermiglerdir. HLA, ayni tur icinde bireysel farkhlik gosteren bir allo antijendir.
Daha sonraki yillarda butin vucut hdcrelerinde bulunduklari anlagiimis ve doku
nakillerinde de c¢ok onemli rollerinin oldugu, transplantasyonun basarisini
belirledikleri tespit edilmistir. Bu sisteme MHC antijenleri, sentezini saglayan gen
bdlgesine de MHC kompleksi denir.

Belli bir doku tipine sahip insanlarin bazi hastaliklara daha yatkin oldugu
1970’li yillarda saptanmistir.

Son 10 yil icerisinde MHC molekulleri kristalize edilmig, rekombinant DNA
yontemleri kullanilarak MHC kompleksi genlerinin baz dizilimi ve bu genlerin
sentezini sagladigi MHC antijenlerinin amino asit dizileri ortaya konabilmistir?'.
MHC, kodlanan proteinlerin Ozelliklerine gore sinif I, I, Ill olarak alt bdlgelere
ayrilir. Sinif | bolgesi, MHC’nin telomerik ucunda yer alir. HLA-A,-B,-C olarak da
taninan klasik transplantasyon antijenlerini ve HLA-E,F,G gibi klasik olmayan sinif |
antijenleri kodlayan gen lokuslarini, HLA H, J, K, L, X gibi psddogenleri ve gen
segmentlerini icerir. Sinif Il bodlgesi ise sentromere yakin yerlesmis olup; bu
bdlgede HLA-DRA, -DRB,-DQA,-DQB,-DPA,-DPB,-DNA,-DMA,-DOB lokuslari yani
sira gesitli psodogenler, LMP1, LMP2, TAP1, TAP2 gibi antijen islenmesinde rol
alan genleri bulundurur. HLA DRB ile HLA B bdlgeleri arasinda Sinif Il genleri
bulunur, C4B, C4A, Bleferidin, C2, HSP-70, TNF-a, TNF-b bu bélgede kodlanan

bazi genlerin Griintidir?®2"-2228

(Sekil 2). MHC 1l bdlgesi immunolojik 6neme
sahiptir. Pek ¢ok kompleman kompenenti igin gereken vyapisal genler,
glukokortikoidlerin biyosentezi igin kritik bir enzim olan 21-Hidroksilaz igin gereken

genler de burada kodlanir. Bunlar disinda insanda MHC 1II'in distalinde ve MHC
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I'in proksimalinde yer alan bdlgenin MHC class IV olarak adlandiriimasi
onerilmektedir®. Adi gecen lokuslarin bir kismi, ¢ok sayida polimorfik allelin
kodlanmasindan sorumludur. HLA Tiplendirimi ile amaclanan da bu allellerin ve

kodladiklari antijenlerin belirlenmesidir®.

Chromosome &
Ted Long anm Cean Short arm Tel

ail il | B | ) NIl N>

Class Il Class 1l Class |

Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region

Expart Reviews in Malecular Madicine @ 2003 Cambridge University Prass

Sekil 2: HLA bélgesinin gen haritasi®”.

Class | MHC Molekiilleri

Class | molekuller, 44 kDa'luk bir agir polipeptit zinciri ve nonkovalent olarak
bagl bulundugu bir 12 kDa’luk daha kuguk bir polipeptit olan B2 mikroglobulinden
olusurlar. Agir zincirin en genis parcasi 3 globuler domain halinde organize
olmustur (a1, a2, a3; sekil 3) ve hucre yuzeyinden disa dogru c¢ikinti yapar. Agir
alfa zinciri MHC bdlgesinde kodlanirken; hafif zincir Beta 2 mikroglobulin (2m) ise
MHC disinda 15. kromozomda kodlanir®®2?'?24  Hidrofobik kisim, molekll
membran igine saplar ve kisa bir hidrofilik sekans, C-terminalini sitoplazma icine
tasir.

insan class | molekiliinin kristal yapisinin X 1sini ile analizi, MHC
fonksiyonunun anlasiimasi agisindan énemli bir olanak saglam|§t|r23. Moleklltin
Uc boyutlu yapisina bakildiginda membran disinda birbirine benzerlik (homoloji)
gosteren bolgelerin karsilikl gelmesi ile iki ¢ift domain olustugu goérular. a1 ve a2
membran distalinde, a3 ve 2m de membran proksimalinde karsilikl yer alir.
Karsilikh yerlesen a1 ve a2 zincirlerine ait 8-10 aminoasit buyukligunde

peptitlerin  yerlesebilecegi kovuga benzer bir yapi olustururlar. Beta 2
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mikroglobulin,  molekdlin  G¢  boyutlu  yapisinin  korunmasinda  rol

almaktad|r2°'21'24'25'26 .

CLASS | CLASS I

[3-PLEATED
SHEET

(].3 L [%2

[ 5-MICROGLOBULIN

MEMBRANE

© 2001 Blackwell Publishing Ltd, Roitt's Essential Immunclogy

Sekil 3: Class | ve Class || MHC molekdullerinin yapisi.

B2 mikroglobulin ve a3 bodlgesi, katlanma paterni bakimindan klasik
immunglobulin (Ig) domainine benzemektedir. Bununla beraber membrana daha
distal pozisyonda bulunan a1 ve a2 domainleri, beta-katlantili tabakalarla bir
arada tutulan ilmekler tarafindan olugturulan zemin Uzerinde 2 adet uzatiimis

alfa-helikal yapi olustururlar ve bunlarin timt mikemmel bir oyuk olusturur.

Sinif | molekdl genleri, kodlama yapan 8 exon ve kodlama yapmayan 7
introndan olugur. Polimorfik bir yapi gosteren a1 ve a2 bodlgeleri, ekson 2-3
tarafindan kodlanir. Altinci kromozom Uzerinde Sinif | molekulleri kodlayan
genlerden 6nce Sinif | genleri dizenleyen genlerin kodlandigi bir bdlge yer
almaktadir. Bu kontrol bolgesi, farkh sinif | genleri, hatta farkl alleller igin bile
farkll olabilir®. MHC class | antijenlerinin cekirdekli hiicrelerin gogunda

bulundugu gosterilmistir.

15



Class Il MHC Molekilleri

Class Il MHC molekulleri; alfa ve beta polipeptit zincirlerinden olusan ve
sirasiyla 34kDA ve 29kDa agirliginda olan transmembran glikoproteinlerdir.
Class | ile buyluk olgide sekans homolojisine sahiplerdir. Yapisal calismalar,
hidcre membranina daha yakin olan alfa-2 ve beta-2 domainlerinin karakteristik
Ilg katlanmasina benzer bir yapi gosterdiklerini, bununla birlikte alfa-1 ve beta-1
domainlerinin, class | alfa-1 ve alfa-2’yi taklit ederek zemindeki beta-katlantil
tabaka tarafindan olusturulan zemin Uzerindeki 2 alfa-heliks tarafindan
olusturulan oyugun bir benzerini olusturdugunu saptamigtir?®-2'22,

Alfa zinciri A, beta zinciri ise B genleri tarafindan kodlanir. Bu nedenle sinif Il
bdlgesinde yer alan DR, DQ ve DP bdlgeleri sirasiyla DRA ve DRB, DQA ve DQB,
DPA ve DPB olarak ikiye ayrilirlar. DR bolgesinde alfa zinciri kodlayan tek gen
varken, beta zinciri igin 9 farkli bolge vardir. Bunlarin bir kismi kodlama yapmayan
genler olup; sadece DRB1, DRB3, DRB4, DRB5 kodlayici genlerdir ve farkli beta
zincirlerini kodlarlar. DRB1, 1-18 arasinda degisen buylk HLA DR antijenleri igin
kodlama yaparken; DRB3, DRB4, DRB5; DRB1 antijenlerine bagli olarak eksprese
edilen sirasiyla DR53, DR54, DR51 antijenleri i¢in kodlama yaparlar. HLA DQ, DP
bdlgelerinde DR’dekinden daha az sayida alt bolge bulunur. DR bdlgesinden farkli
olarak DQ ve DP bélgelerinde alfa genleri de gesitlilik gdsterir®.

Class Il antijen ve genlerinin hepsinde ortak D harfinin bulunmasinin nedeni
bu antijenlerin varligini gosteren, serolojik yontem disinda farkli bir ydntem olarak,
hdcre kiltarine dayanan bir ¢esit MLC (Mixed Lymphocyte Culture; Miks Lenfosit
Kaltar) reaksiyonu ile gosterilen HLA-A, B ve C den sonra gosterilen bir antijen,
HLA-D olarak adlandiriimasindan kaynaklanmaktadir®® .

Daha ileri tarihlerde alloreaktif antikorlarin yardimi ile de HLA-DR ve DQ
antijenleri tanimlanabilmigtir. HLA-DP igin bu yodntem gecerli olamamigtir.
HLA-DQ'nun alfa ve beta zincirini sentezleyen genler HLA-DQA1 ve HLA-DQB1
olarak adlandirilir. A1 ve B1 genleri peptid baglayan bolgeleri kodlarken A2 ve B2
bodlgeleri ise Ig benzer yapida molekulleri kodlar. DRB genlerinin ancak %6 kadari
kodlama yapar ve ekson 1-6 olarak siralanmiglardir. Ekson 1 sinyal peptidi i¢in

kodlama yaparken, ekson 2 polimorfik olan 1 bdlgesi, ekson 3 korunan (32

16



bdlgesi, ekson 4-6 ise transmembran ve sitoplazmik bolimler igin kodlama
yaparlar. Molekuler HLA-DRB1 incelemelerinde genellikle ekson 2 incelenir®.
Terminolojik olarak HLA-DRB1*0401 gibi bir 6rnek verildiginde anlatiimak istenen
sudur: Molekuler tiplendirme sonucunda (* bunu gdstermektedir) Class Il nin R
ailesinde beta1 zincir geninde 0401 allellik varyanti saptanmistir. Bu allele karsilik
gelen bir serolojik antijen HLA-DR 04'tir. Saptanan allelin serolojik karsiligi olan
numara ilk iki rakami olustururken bunu takip eden 2 basamakta molekuler
tiplendirme ile ulasilan yUksek c¢oOzunurlukteki alel tipi verilir. Eger dusuk
¢ozundrlukte bir analiz yapildi ve 3. ve 4. basamak karsiliklari bilinmiyor ise
bilinmiyor anlami na gelecek sekilde "XX" koyulacaktir, Or: HLADRB1*04XX 2033,
MHC class Il antijenleri daha sinirli bir dagihm gosterirler. Bu antijenler dentritik
hicreler ve makrofajlar gibi profesyonel antijen sunan hicreler, B lenfositler ve
aktive T lenfositlerde bulunurlar.

MHC Molekiillerinin Fonksiyonu ve Sentezi

Sinif | ve Sinif I MHC molekiiller, peptitler ile dayanikli kompleksler
olugturarak onlarin T lenfositler tarafindan taninabilecek sekilde hicre ylzeyinde
sergilenmesini saglarlar®*. TCR (T hiicre reseptoril) ile olan etkilesim hem peptite
hem de MHC molekuline baghdir. Bir kural olarak TCR; yalniz bir MHC
molekuline veya iligkisiz bir peptitle kompleks olugturmugs MHC molekuiline
baglanmazzz. Peptit-MHC kompleksi TCR repertuarini da belirler. Timustaki T
lenfositlerin pozitif ve negatif segiminde belirleyici olur. MHC molekdlleri, bireyin
olusturacag! immun yaniti:

1) Farkli antijenik peptitlerin sunulmasini saglayarak,
2) T hdcrelerindeki antijen tanima mekanizmalarini etkileyerek kontrol
etmektedir.

HLA allellerinin farkhliklari ve T hucrelerinde gerceklesen yeniden gen
duzenlemeleri sayesinde her bireye 6zgu benzersiz bir immun yanit olusmaktadir.
Canlh tdrleri arasinda antijen sunma kapasitesi en fazla olanlar, antijen sunan
molekdilleri en cesitli olanlardir®.

MHC molekulleri hiicre yuzey goOstergeleri olarak aktivasyon gosterirler ve

infekte hicrelerden sitotoksik ve yardimci T hicrelerine sinyal iletimini saglarlar. Bu
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rolin immun yanit igcindeki buyuk 6nemi tartigsmasizdir ve MHC bdlgesindeki zengin
polimorfizm, tdrlerin farkl mikroorganizmalara kargi maksimum koruma cevabi
olusturmasini saglamaktadir. Bu duruma carpici bir 6rnek olarak malarya verilebilir.
Dogu Afrika’daki Plasmodium falciparum turtnun olusturdugu ciddi malaryaya karsi
olusan direng HLA-DRB1*0101 ile iligkili gorulurken, parazitin Bati Afrika tlrine
karsi goriilen direng ise HLA-DRB1*1302 ile iliski gdstermektedir®'-#.

MHC Molekiillerinin Hastaliklarla Olan iligkisi

Bir hastaliga olan yatkinligin; spesifik bir HLA geninin kalitimiyla baglantih
olabilecegi ilk olarak 30 yil 6nce gosterilmistir. O gunden beri 500°’den fazla farkh
hastalikla, HLA iligkisini gosteren c¢esitli calismalar yapiimistir. Hastalikli bireylerde
ve genel populasyonda eksprese edilen HLA allellerinin tiplendiriimesi ile; HLA
allelleri ve hastaliklar arasindaki iligski saptanmaya c¢alisiimistir. Bu sayede genlerin
hastaliklara nasil sebep olduklari veya hastaliga olan yatkinhd nasil modifiye
ettikleri anlasiilmaya calisiimistir. Tim bu galigmalarin en blyuk sebeplerinden
birisi; hastalik spesifik riskin ve koruyucu gdstergelerin tanimlanmasi ve bunlarin
immunolojik profilemede, risk degerlendiriimesinde ve teropatik kararin
verilmesinde kullaniimasidir®® .

Bazi hastaliklarin belirli HLA tipleriyle yliksek derecede birliktelik gostermesi
tanida yardimci olabilir. Ornegin; Narkolepsi hastalarinin timi HLA-DR2 [HLA-
DQB1*0602] ye sahip oldugu icin bu hastaliktan slphelenildiginde tani HLA
tiplendirilmesiyle dogrulanabilmektedir? .

Ancak; risk allellerine sahip bireylerin hepsi hastaligi olusturmazken; tim
hasta bireyler de risk allellerine sahip olmayabilirler. Pek ¢ok vakada HLA baglantili
hastaliklarin acik bir immun patoloji gosterdigi saptanmigtir. HLA iligkili hastaliklar
tim major organ sistemlerinde gdzlenebilir ve buyuk bir ¢ogunlugu otoimmun
hastaliklar olarak siniflandirilir. Belirli spesifik class | veya class Il HLA genleri ile
guclu iliski gosteren hastaliklara ornek olarak, Tip 1 diyabetes mellitus, romatoid
artrit, ankilozan spondilit, ¢olyak hastaligi gibi hastaliklar verilebilir. Tuberkuloz,
lepra ve AIDS gibi enfeksiyonlara olan artmis veya azalmis yatkinlik da HLA'nin

rolti vardir®®.
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Viral hepatit B enfeksiyonunda ise HLA polimorfizmleri immun cevabi dnemli
Olcude etkiler. Cunku bilindigi gibi viral hepatit B patolojisinde 6zellikle T lenfositler
olmak (zere konadin immun cevabi oldukga &nemlidir. Immun cevaptaki
degiskenlik siklikla HLA polimorfizmi ile iligkilendirilmigtir. Bir bireyin HLA genotipi,
HBV enfeksiyonunun progresyonunu etkiliyebilir®. Akut hepatit B'den iyilesen
hastalar HLA | ve Il iligkili T hicre cevabini yuksek oranda gelistirirler. Oysa kronik
hepatitli olgularda bu cevaplarin genellikle zayif oldugu veya gdzlenmedigi
bildiriimektedir.

MHC class | ve Il molekilleri T lenfositlerin antijen tanimasi ic¢in gerekili
molekdllerdir. T lenfositlerden MHC glikopeptid molekuline kargi algaglar vardir.
Bir kisim lenfositlerde MHC class | molekullerine karsi CD8, diger bir kisim T
lenfositlerde de MHC class |l molekiline kargi CD4 algaglar bulunur. Th
lenfositlerde bu algaglardan sadece CD4 vardir.

Th lenfosit aktivasyonu; bagisik yanit mekanizmasinin ilk basamagini olusturur.
Aktive olmus Th lenfositler bagisik yanit yolundaki diger basamaklarin anahtari
niteligindedir. Bu hucrelerin uyariimasi igin en az 2 sinyal gerekir. Bunlardan biri
sunucu hdcrelerin sundugu antijen epitopu MHC 1l kompleksinin Th lenfositlerdeki
TCR/CD3 birlesik reseptorii ile baglantisindan kaynaklanir. ikinci sinyal bu
baglanma sonrasi, sunucu hucrelerin saldiklari IL-1 tarafindan verilir. Bunun
sonucunda Th lenfositlerden diger bir lenfokin olan IL-2 salinir. IL-2 belirli
hicrelerden kendisine kargi bolca reseptor olugsmasina ve bu hucrelerin gogalip
gelismesine neden olur. Bu hicreler yeni Th lenfositler ve Tc lenfositlerdir. Diger
yandan uyarilmig Th lenfositlerin salgiladiklari diger lenfokinler (IL-4, IL-5,IL-6 gibi)
B lenfositleri de uyarir.

Tc lenfosit aktivasyonu; Tc hucreleri genel olarak viruslarla infekte hicreleri ve
tumor hucreleri gibi yabanci hucreleri hedef alir ve onlari ortadan kaldirirlar.
Bunlarda MHC sinif | molekullerine karsi CD8 reseptorleri bulunur. Aktif hale
gecmesi igin 2 sinyal gereklidir. Birinci sinyal hedef hicresindeki epitop ile MHC
sinif I molekuld bilesiginin Tc hiicresindeki TCR/C3 ile olan iliskisinden kaynaklanir.

ikinci sinyal ise aktive olmus Th tarafindan olusturulan IL-2’nin verdigi sinyaldir. Bu
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sekilde uyarilan Tc lenfositleride salgiladiklar sitokinler ile hedef hucrelerini ( virus
yuklU hucreler veya tumor hicreleri gibi) yok ederler.

Th ve Tc aktivasyonu bir yandan aktif hicreler olustururken diger yandan uzun
Oomurlt bellekli Th ve bellekli Tc hucrelerinin olugsmasina neden olur. Ayrica B
lenfosit aktivasyonu i¢in de Th tarafindan salinan IL-4 ve IL-6 gereklidir. Bu
calismada MHC sinif Il genetik yapisinin ele alinmasinin baslica nedeni, bu gen
molekdllerinin gerek Th hlcrelerin gerekse Tc hlcrelerin antijen tanimalari ve

aktivasyonlarinda rol oynayan temel molekiiller olduklari diisiinildigu icindir?” 2.
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GEREG VE YONTEMLER

Bu arastirmada, Mersin Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari AD tarafindan takip edilen, 48 kronik
hepatit B enfeksiyonlu ve 46 asemptomatik hepatit B tagiyicisi hasta ¢alismaya

alindi.

6 ayin lizerinde HBsAg (+)ligi olan, HBV DNA diizeyi 10° kopya/ml altinda olan,
transaminaz seviyeleri surekli normal seyreden, HbeAg negatif, anti HBe pozitif ve
karaciger biyopsisinde nekroinflammatuvar skoru 4’4n altinda olan hastalar
asemptomatik hepatit B tasiyicisi olarak tanimlanirken, 6 ayin Uzerinde HBsAg
(+)ligi olan, HBV DNA diizeyi 10° kopya/ml {izerinde olan, transaminaz seviyeleri
yuksek seyreden, karaciger biyopsisinde kronik hepatit bulgulari olan
(nekroinflammatuvar skor > 4) hastalar kronik hepatit B enfeksiyonu olarak

tanimlandi.

Bu 2 hasta grubundaki bireyler calismaya davet edilip, molekuler inceleme
icin kan ornekleri alindi. Arastirmaya alinan butun hastalar arastirma hakkinda
bilgilendirildi, bu amagcla hazirlanan aydinlatiimig onam formu okutularak, onaylari

alindi.

Her iki hasta grubundan galigsma igin etilendiaminotetraenoik asit'li (EDTA)

tupe alinan kan ornekleri 2-8°C’de g¢alisma gunune kadar saklandi.

Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B tasiyicisi gruplarinda calisilan

parametreler agagida belirtilmistir.

» HLA-DRB1 tiplendirilmesi
» HLA-DQA1 tiplendiriimesi
» HLA-DQB1 tiplendiriimesi

Arac ve Gereg

Calismada kullanilan cihazlar:

» Luminex'® cihazi ve XY Platform
» Thermal cycler (Corbett Research)
> Isitici blok (Wealtec HB-1)
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» Sonikator (Branson 200 Ultrasonic Cleaner)
» Mikrosantrifij (Sigma Sartorius 1-15)

» Vorteks (Velp Scientifica)

» Dell Optiplex PC

» Lexmark Yazici

» Sogutucu (Bosch)

Calismada kullanilan diger malzemeler:

» Eppendorf tipu (Isolab 1.5 ml’lik)

» 0.04 ml %7.5'luk EDTA-K3 iceren 5 ml'lik cam tup

» Otomatik pipet (Labmate)

» PCR tlpleri ve kapaklari (AB Gene. 2ml Thermo Strip, No.AB0451/G)
» 96 kuyucuklu Thermal cycler (PCR) plate’i (Costar No6509)

» Microseal Film (MJ Research, Inc. No.MSA-5001)

Calismada kullanilan kitler:

» Lifecodes HLA-DRB Tiplendirme Kiti
» Lifecodes HLA-DQA Tiplendirme Kiti
» Lifecodes HLA-DQB Tiplendirme Kiti

Calismada kullanilan kimyasallar:

> izopropanol (Merck)

» Mutlak etil alkol (Reidel-Haen)

» R-Pycoerythrin Conjugated Streptavidin (SA-PE), 1mg/ml (Tepnel Lifecodes
Cat No.628511)

» Luminex Sheath Fluid (Tepnel Lifecodes Cat.No.628005)

» Recombinant Taq Polymerase

» Distile su
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Yontemler

Class Il HLA Molekiillerinin (HLA-DRB1, HLA-DQA1 ve HLA DQB1)

Tiplendirilmesi

Tam Kandan Deoksiribontikleik Asit (DNA) Eldesi

Prensip: Hucreler proteinaz K ile kisa bir inkibasyon ile pargalandi. Bu
sirada acgiga cikan nukleik asitlerin, nikleazlar tarafindan pargalanmamasi igin,
ortama tum nukleazlari inhibe eden guanidin-hidroklorik asit eklendi. Nukleik
asitler, filtre tuplerinde bulunan ve nUkleik asitlere segici olan cam fiberlere
baglandi. Diger hucresel elemanlar, 6zel bir inhibitdor uzaklastirici tampon
kullanilarak, tekrarlayan yikama ve santrifij basamaklariyla ortamdan
uzaklastinldi. Son agsamada dusik yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile nukleik asitlerin cam

fiberden ayrilmasi saglandi.

Ayiraclar: DNA elde edilmesi sirasinda High Pure PCR Template Kiti

kullanildi. Kit igerigi ve hazirlanmasi Tablo 1’de verilmigtir.

Tablo 1: High pure PCR template kit icerigi.

Kimyasal Miktari igerigi

Baglayici tampon 20 ml 6 M guanidin-HCI, 10 mM {re, 10 mM Tris-
HCI, %20 Triton X-100 (v/v), pH: 4.4

Proteinaz K 90 mg Liyofilize proteinaz K

inhibit6r 33 ml 5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH: 6.6

uzaklastirici tampon

Yikama tamponu 20 ml 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH: 7.5

Elisyon tamponu 40 ml 10 mM Tris, pH: 8.5

Proteinaz K: Liyofilize haldeki reaktife, 4.5 ml steril distile su eklenerek kullanima

hazir hale getirildi. Tamami kullanilmayacaksa porsiyonlanarak, -20°C’de saklandi.

inhibitér uzaklastirici tampon: 33 ml reaktife 20 ml mutlak etil alkol eklenerek

hazirlandi.
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Yikama tamponu: 20 ml reaktife 80 ml mutlak etil alkol eklenerek hazirlandi.

Baglayici ve elusyon tamponlari kullanima hazirdi.
Yontem:

e Ependorf tupune, 200 ul EDTA’l tam kan kondu ve Uzerine sirasiyla 200 ul
baglayici tampon, 40 ul proteinaz K eklendi ve vortexlendi.
e 10 dakika 72 °C’de inkiibe edildi.
e Tupe 100 ul izopropanol eklendi, vortexlendi ve karisim 6zel filtre tlplerine
aktarildi.
e 1 dakika 8000 rpm’de santrifuj edildi ve filtreden gecen karigim atild1.
e Filtre tipun icine 500 pl inhibitdr uzaklastirici tampon eklendi.
e 1 dakika 8000 rpm’de santriflij edildi ve filtreden gecen karisim atild1.
e Filtre tipun igine 500 ul yikama tamponu eklendi.
e 1 dakika 8000 rpm’de santrifuj edildi ve filtreden gecen karigim atild1.
e Ikinci kez filtre tiipiin igine 500 pl yikama tamponu eklendi.
e 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi ve filtreden gegen karisim atild1.
e Filtre tip bosaltildi ve 10 saniye 8000 rpm’de santriflj edildi.
e Filtre tapd, yeni bir ependorf tupu igine yerlestirildi, 72°C’'de bekletilmis olan
elusyon tampondan 200 pl filtre tipe pipetlendi.
e 1 dakikalik 8000 rpm’de santriflj sonunda, filtre tipten ayrilan, saf DNA elde
edildi.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Lokositlerden elde edilen DNA’nin, analiz yapilacak bolgesinin, belli
miktarda ¢ogaltiimasi gerekir. PCR, DNA’nin bu bélgesinin iki ucuna 6zgu, sentetik
primer (6ncul)’ler, Taq polimeraz ve deoksi nikleotit trifosfatlar (AINTP) kullanilarak
¢ogaltiimasi esasina dayanir. Primerler dnci DNA gorevi gorirken, Taq polimeraz
ise DNA polimeraz gorevi gormektedir. PCR, denaturasyon, yapigsma (annealing)
ve zincir uzamasi (extension) olmak (zere (i¢ asamadan olugur. ilk asama olan
denatiirasyonda, yiiksek 1sI etkisiyle gift sarmal DNA'nin ayrilmasi saglanir. ikinci
asama olan yapismada, sicaklik dusurulerek, primerlerin kendilerini tamamlayici

DNA dizilerine baglanmalari saglanir. Son asama olan uzamada ise, Taq

24



polimeraz etkisiyle, ortamda bulunan dNTP’ler primerlere eklenerek DNA zincirleri
sentezlenmis olur. Bu dongunun tekrarlanmasi ile istenen DNA bolgesi ¢ogaltiimis
olur.

Lifecodes HLA-SSO Tiplendirme Kitleri ile Luminex'® Cihazinda

HLA-DRB1, HLADQA1 ve HLA DQB1 Allel Tiplendirilmesi

Lifecodes HLA-SSO Tiplendirme kitleri; PCR ile amplifiye edilmis ornekteki
HLA allellerini saptamak icin sekans-spesifik oligonikleotitleri (SSOs) kullanir.

HLA-SSO tiplendirme proseduirl; isaretli tek sarmalli PCR UrUnlerinin SSO
problarina hibridizasyonuna dayanmaktadir. DNA'nin PCR ile amplifikasyonunda
genellikle esit miktarda forward ve reverse primerler kullanilarak gift-sarmalli DNA
urtnleri elde edilir. Ancak eger primerlerden biri digerine gore daha fazla miktarda
bulunursa, reaksyonda cift sarmalli DNA'ya ek olarak tek sarmalli DNA Uretimi de
gerceklesir. Lifecodes amplifikasyon basamaginin ilk siklUslerinde cift-sarmalli
DNA (retilir. llerleyen sikliislerde az miktarda bulunan limitli primer tiiketildiginde,
kalan primer cift sarmalli Grtnu bir sablon gibi kullanarak tek sarmalli DNA Gretimini
gerceklestirir. Bu metot ile hibridizasyon reaksiyonuna katilabilecek hem gift
sarmalli hem de tek sarmalli Grinler meydana getirilir.

SSO tiplendirme metodunda kullanilan farkli problarin her biri amplifiye
DNA’larin igindeki allel veya allel gruplarina spesifik olan sekanslara kargi
homologturlar. Baska bir ifadeyle bu problarin her biri amplifiye DNA’da bulunan
veya bulunmayan komplamenter bolgelerle hibridize olmalari igin tasarlanmiglardir.
SSO tiplendiriimesinden elde edilen sonuglarin analizi ile amplifiye DNA’daki 6zel
DNA sekanslarinin varligi veya yoklugu saptanabilir ve ornekteki muhtemel alleller
tanimlanabilir.

Lifecodes HLA-SSO tiplendirme prosediriinde; problar, Luminex'®
cihazinda kullaniimak icin Luminex'® mikrokiireciklerine baglanmiglardir. Yaklasik
100 farkli Luminex'® mikrokirecik populasyonu bir arada karisitrilarak Luminex'®
cihaziyla analiz edilebilir. Cunkl her bir mikrokurecik populasyonu kendine has
floresans veya rengiyle ayirt edilebilir. Boylece problar da birbirlerinden kolayca

100 0

ayirt edilebilirler. Luminex'® cihazi; her bir Luminex'® mikrokiirecigine hibridize

olan isaretli PCR UrUnlerinin miktarini saptayabilir. SSO problarindan elde edilen
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bu sinyaller kullanilarak amplifiye DNA 6rnegi ile pozitif veya negatif reaksiyon
gOsteren problar belirlenebilir. Bdylece ornekteki HLA fenotipinin belirlenmesi igin

gerekli bilgi elde edilir.
DNA Amplifikasyon (PCR) ve Hibridizasyon Prosedurleri

Polimeraz zincir reaksiyonu ve hibridizasyon proseduri igin, Lifecodes
HLA-DRB, HLA-DQA ve HLA DQB tiplendirme kitleri kullaniimistir. Kit icerigi
asagida belirtilmistir.

Lifecodes HLA DRB Tiplendirme Kiti icerigi:

Lifecodes HLA DRB Generic Master Mix: 870 mikrolitre (50 6rnek igin)
Lifecodes HLA DRB DR52 Master Mix: 870 mikrolitre (50 drnek igin)
Lifecodes HLA DRB Probe Mix: 2x810 mikrolitre (50 6rnek igin)
Dilution Solution: 19,7 ml (50 6rnek igin)

Lifecodes HLA DQA Tiplendirme Kiti icerigi:

Lifecodes HLA DQA Master Mix : 420 mikrolitre (20 6rnek igin)
Lifecodes HLA DQA Probe Mix: 360 mikrolitre (20 ornek igin)
Dilution Solution: 9.9 mL (20 6rnek igin)

Lifecodes HLA DQB Tiplendirme Kiti igerigi:

Lifecodes HLA DQB Master Mix: 420 mikrolitre (20 drnek igin)
Lifecodes HLA DQB Probe Mix: 360 mikrolitre (20 6rnek igin)
Dilution Solution: 9,9 ml (20 6rnek igin)

DNA Amplifikasyon (PCR) Prosediiri

e Master Mix’in oda isisina gelmesi beklendi.

e Master Mix 10 saniye vortexlendi.

e Her bir hasta icin 15 mikrolitre Master Mix, 0,5 mikrolitre Taq polimeraz ve
24.5 mikrolitre steril distile su bir ependorfta karistirildi, vortexlendi ve bir
amplifikasyon karisimi hazirlandi.

e Her bir hasta icin PCR tliptine 10 mikrolitre DNA ve tUzerine 40 mikrolitre

amplifikasyon karigimindan eklendi (tablo 2).
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Tablo 2: Amplifikasyon igin gerekli reaksiyon icerikleri.

igerik Her 6rnek igin gereken
miktar

Lifecodes Master Mix 15 uL

DNA 10 pL

Taqg Polimeraz 0,5 uL

Steril distile su 24,5 uL

e Tuplerin agzI PCR sirasinda olabilecek buharlagsmayi énlemek icin kapatilir.

o Ornekler thermal cyclere yerlestirildi ve tablo 3’deki program calistirildi.

Tablo 3: Amplifikasyonda kullanilan thermal cycler programi.

95C° de 5dk.
SiklUs sayisi:1

95C° de 30 sn
60C° de 45 sn
72C° de 45 sn
SiklUs sayisi:8
95C? de 30 sn
63C° de 45 sn
72C° de 45 sn
Siklus sayisi: 32
72C° de 15 dk

Hibridizasyon Prosediiri

e Hibridizasyon islemine baslamadan énce Luminex'® cihazi agilarak
Isinmasi saglandi.

e Probe Mix'leri i1sitici blokta 55-60°C’de 7 dk isitild1.

e Daha sonra Probe Mixler 15 saniye sonikatére kondu ve ardindan 15 saniye
vortexlenerek suspansiyon haline gelmeleri saglandi.

e PCR urunleri Costar plate’in kuyucuklari igine 5 mikrolitre pipetlendi.

e Her bir kuyucuga 15 mikrolitre Probe Mix eklendi ve kuyucuklarin tzeri
Mikroseal film ile kaplandi.

o Ornekler termal cyclere yerlestirildi ve program caligtirildi.
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Programa goére 97 C° de 5 dk, 47C° de 30 dk, 56C° de 10 dk bekletildi.

e Orneklerin hibridizasyonu sirasinda 1:200 dilusyon solusyonu/SA-PE
karigimi hazirlandi. Her drnek icin 170 mikrolitre dilisyon solusyonu ile 0,85
mikrolitre SA-PE karigtirildi.

e Dilusyon solusyonu/SA-PE karisimi oda sicakliginda karanhkta tutuldu.

e Hibridizasyon basamag ikinci 56C° basamagina gectigi anda érnekler
termal cycler Uzerinde iken, her bir 6rnek 170 mikrolitre dilusyon soltusyonu/
SA-PE ile dilte edildi.

e Dillisyon isleminden sonra drnekler degerlendiriimek tizere Luminex'®

cihazina yerlestirildi.

istatistiksel Yontemler

iki kategorik degiskenin diizeyleri arasindaki iliskinin test ediimesinde
ki-kare analizi ayrica iki bagimsiz oranin kargilastirlmasinda oranlara ait Z testi
kullanilmistir. Analizlerde SPSS 11.5 for Windows ve Minitab 13 paket

programlarindan yararlanilmistir.
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BULGULAR
Olgularin Genel Ozellikleri

Calismamizda Lifecodes HLA-SSO tiplendirme prosedirt kullanilarak
kronik hepatit B grubundaki 27’si erkek, 21'i kadin toplam 48 bireyin ve
asemptomatik hepatit B tasiyici grubundaki 31’i erkek, 15’i kadin toplam 46 bireyin
HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1 tiplendiriimesi gerceklestirildi.

Kronik hepatit B grubunda yas ortalamasi 37,9+12,2 iken asemptomatik hepatit B
tasiyicilarinda 43.1+11.2 idi.

Her iki Hasta Grubunun Allel Bazinda Yapilan HLA-DRB1 Analiz

Sonuglari

Calismamizda Lifecodes HLA-SSO tiplendirme proseduru kullanilarak kronik
hepatit B grubundaki 48 bireyin ve asemptomatik hepatit B grubundaki 46 bireyin
HLA-DRB1 tiplendirmesi yapildi. Kronik hepatit B grubunda 13 g¢esit allel
saptanirken, asemptomatik hepatit B grubunda 12 cesit allel saptandi. Her iki
grupta tam tiplendirme yapildi. Kronik hepatit B grubunda toplam allel sayisi 96,
asemptomatik hepatit B grubundaki toplam allel sayisi 92 olarak tespit edildi.
istatistiksel degerlendirme birey sayisina gére degil, toplam allel sayisina gore
yapildi ve her bir allel tek basina degerlendirildi.

Degerlendirme sonucunda HLA-DRB1*11 allelinin kronik hepatit B grubunda
gorulme sikhginin %10.41 (10/96) oldugu; buna karsilik asemptomatik hepatit B
grubunda gorulme sikhdinin ise %22.82 (21/92) oldugu belirlendi (tablo 4). Bu
sonuca gore HLA-DRB1*11 alleli ile kronik hepatit B olusumu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir negatif iligki saptandi (p=0,030).
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Tablo 4 : Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B’li hastalarda HLA-DRB1 analiz

sonuclari.
Kr Hepatit B Asemp.Hep.B P
grubu allel sayisi grubu allel sayisi
(n=96) (n=92)
DRB1*01 |8 (%8.33) 9 (%9.78) 0.729
DRB1*03 |8 (%8.33) 12 (%13.04) 0.295
DRB1*04 |5 (%5.20) 12 (%13.04) 0.061
DRB1*07 |9 (%5.20) 2 (%2.17) 0.445
DRB1*08 |2 (%2.08) 4 (%4.34) 0.437
DRB1*09 |0 1 (%1.08) 0.489
DRB1*10 |8 (%8.33) 5 (%5.43) 0.568
DRB1*11 | 10(%10.41) 21 (%22.82) 0.030"
DRB1*12 |1 (%1.04) 2 (%2.17) 0.615
DRB1*13 |5 (%5.20) 1 (%1.08) 0.212
DRB1*14 |18 (%18.75) 10 (%10.86) 0.129
DRB1*15 |13 (%13.54) 9 (%9.78) 0.449
DRB1*16 | 4 (%4.16) 4 (%4.34) 1.000

Her iki Hasta Grubunun Allel Bazinda Yapilan HLA-DQA1 Analiz

Sonuglari

Her iki grupta ayni yontemle yapilan HLA-DQA1 tiplendiriimesinde, 6 ¢esit
allel saptandi. Kronik hepatit B grubunda 48 hastanin 44’Unde tam tiplendirme
yaplilabilirken; 4 hastada sadece tek bir allel tiplendirilebildi. Asemptomatik hepatit
B grubunda ise 46 hastanin 43’Unde tam tiplendiriime yapilabilirken 2 hastada
tiplendirme yapilamadi. Bir hastada tek bir alel tiplendirilebildi. Bu yuzden kronik
hepatit B grubundaki toplam allel sayisi 92 iken, asemptomatik hepatit B grubunda
toplam allel sayisi 87 olarak saptandi.

Degerlendirme sonucunda HLA-DQA1*03 allelinin kronik hepatit B grubunda
gorulme sikhigmnin %8.69 (8/92) oldugu; buna karsilik asemptomatik hepatit B
tasiyicilarinda goértlme sikliginin %20.68 (18/87) oldugu belirlendi (tablo 5 ). Bu
sonuca gore HLA-DQA1*03 alleli ile kronik hepatit B olusumu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir negatif iligki saptandi (p=0,023).
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Tablo 5 : Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B'li hastalarda HLA-DQA1 analiz

sonuclari.
Kr Hepatit B Asemp.Hep.B P
(n=92) (n=87)
DQA1*01 |42 (%45.65) 32 (%36.78) 0.228
DQA1*02 |3 (%3.26) 2 (%2.29) 1.000
DQA1*03 |8 (%8.69) 18 (%20.68) 0.023*
DQA1*04 |1 (%1.08) 3 (%3.44) 0.357
DQA1*05 | 33 (%35.86) 30 (%34.48) 0.846
DQA1*06 |3 (%3.26) 2 (%2.29) 0.696

Her iki Hasta Grubunun Allel Bazinda Yapilan HLA-DQB1 Analiz

Sonuglari

Her iki grupta ayni yontemle yapilan HLA-DQB1 tiplendiriimesinde, 6 ¢esit
allel saptandi. Kronik hepatit B grubunda tam tiplendiriime yapilabilirken,
asemptomatik hepatit B grubunda 1 hasta tiplendirilemedi. Bu nedenle kronik
hepatit B grubundaki toplam allel sayisi 96 iken, asemptomatik hepatit B
grubundaki allel sayisi 90°dir.

Degerlendirme sonucunda HLA-DQB1*01 allelinin kronik hepatit B grubunda
gorulme sikhginin %14.58 (14/96) oldugu; buna karsilik asemptomatik hepatit B
tastyicilarinda %5.55 (5/90) oldugu belirlendi (tablo 6). Bu sonuca goére HLA-
DQB1*01 alleli ile kronik hepatit B olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

pozitif iliski saptandi (p=0,042).

Tablo 6 : Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B’li hastalarda HLA-DQB1 analiz

sonuglari.
Kr Hepatit B Asemp.Hep.B P
(n=96) (n=90)
DQB1*01 |14 (%14.58) 5 (%5.55) 0.042*
DQB1*02 |12 (%12.5) 13 (%14.44) 0.698
DQB1*03 |29 (%30.20) 28 (%31.11) 0.894
DQB1*04 |2 (%2.08) 6 (%6.66) 0.159
DQB1*05 |31 (%32.29) 33 (%36.66) 0.530
DQB1*06 |8 (%8.33) 5 (%5.55) 0.570
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Her iki Hasta Grubunun Genotip Bazinda Yapilan HLA-DRB1 Analiz
Sonuglari

Lifecodes HLA-SSO tiplendirme proseduru kullanilarak yapilan HLA-DRB1
genotip tiplendiriimesinde, kronik hepatit B grubunda 13 cesit allel saptanirken,
asemptomatik hepatit B tasiyicilarinda 12 gesit allel saptandi. Her iki grupta tim
kombinasyonlar degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirme birey sayisina goére
yapildi.
Degerlendirme sonucunda HLA-DRB1*1415 allelinin kronik hepatit B grubunda
gorulme sikhgr %10.41 (5/48) saptanirken, asemptomatik hepatit B tasiyicilarinda
0 (0/46) oldugu bulundu. (tablo 7). Bu sonuca goére HLA-DRB1*1415 alleli ile kronik
hepatit B olusumu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir pozitif iliski saptandi
(p=0,024).
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Tablo 7 : Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B’li hastalarda HLA-DRB1 genotip analiz

Sonuglari.
Genotip Kr. Hepatit B Asemp.Hepatit B P
n: 48 n: 46

DRB1*0101 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*0104 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*0108 0/48 (%0) 2/46 (%4.34) 0,144
DRB1*0110 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DRB1*0111 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DRB1*0112 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*0114 2/48 (%4.16) 3/46 (%6.52) 0,611
DRB1*0115 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DRB1*0116 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*0303 1/48 (%2.08) 2/46 (%4.34) 0,532
DRB1*0304 0/48 (%0) 2/46 (%4.34) 0,144
DRB1*0307 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DRB1*0310 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*0311 1/48 (%2.08) 2/46 (%4.34) 0,532
DRB1*0313 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*0314 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DRB1*0315 1/48 (%2.08) 2/46 (%4.34) 0,532
DRB1*0316 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*0404 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*0408 0/48 (%0) 2/46 (%4.34) 0,144
DRB1*0410 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*0411 2/48 (%4.16) 1/46 (%2.17) 0,583
DRB1*0414 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DRB1*0415 1/48 (%2.08) 2/46 (%4.34) 0,532
DRB1*0416 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*0711 3/48 (%6.25) 0/46 (%0) 0,085
DRB1*0714 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*0715 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*0810 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*0811 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*0910 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*1010 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*1011 2/48 (%4.16) 1/46 (%2.17) 0,583
DRB1*1014 0/48 (%0) 2/46 (%4.34) 0,144
DRB1*1111 3/48 (%6.25) 4/46 (%8.69) 0,652
DRB1*1112 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*1113 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DRB1*1114 0/48 (%0) 2/46 (%4.34) 0,144
DRB1*1115 1/48 (%2.08) 3/46 (%6.52) 0,287
DRB1*1116 3/48 (%6.25) 1/46 (%2.17) 0,328
DRB1*1214 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*1313 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*1314 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*1315 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*1414 3/48 (%6.25) 0/46 (%0) 0,085
DRB1*1415 5/48 (%10.41) 0/46 (%0) 0,024*
DRB1*1416 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DRB1*1515 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DRB1*1516 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
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Her iki Hasta Grubunun Genotip Bazinda Yapilan HLA-DQA1 Analiz
Sonuglari

Her iki grupta ayni yontemle yapilan HLA-DQA1 tiplendiriimesinde toplam 6
cesit allel saptandi. Her iki grupta tim kombinasyonlar degderlendirildi. istatistiksel
degerlendirme birey sayisina gore yapildi.
Degerlendirme sonucunda, kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B tasiyicilar
ile HLA-DQAA1 genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanamadi
(tablo 8).

Tablo 8 :Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B’li hastalarda HLA-DQA1 genotip

analiz sonuglari.

Genotip Kr. Hepatit B Asemp.Hepatit B P
n=48 n=46

DQA1*0101 13/48 (%27.08) 8/46 (%17.39) 0,259
DQA1*0102 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DQA1*0103 3/48 (%6.25) 5/46 (%10.86) 0,422
DQA1*0104 1/48 (%2.08) 1/46 (%2.17) 0,976
DQA1*0105 11/48 (%22.91) 8/46 (%17.39) 0,505
DQA1*0205 2/48 (%4.16) 1/46 (%2.17) 0,583
DQA1*0303 1/48 (%2.08) 3/46 (%6.52) 0,287
DQA1*0304 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,325
DQA1*0305 1/48 (%2.08) 4/46 (%8.69) 0,153
DQA1*0306 0/48 (%0) 2/46 (%4.34) 0,144
DQA1*0405 1/48 (%2.08) 0/46 (%0) 0,325
DQA1*0505 8/48 (%16.66) 8/46 (%17.39) 0,926
DQA1*0506 3/48 (%6.25) 0/46 (%0) 0,085

Her iki Hasta Grubunun Genotip Bazinda Yapilan HLA-DQB1 Analiz
Sonuglari

Her iki grupta ayni yontemle yapilan HLA-DQB1 tiplendiriimesinde toplam
6 cesit allel saptandi. Her iki grupta tim kombinasyonlar degerlendirildi.
Degerlendirme sonucunda HLA-DQB1*0101 genotipinin kronik hepatit B grubunda
gorulme siklhigr %14.58 (7/48) bulunurken, asemptomatik hepatit B grubunda
tasiyicilarinda %0 (0/46) belirlendi (tablo 9). Bu sonuca gore HLA-DQB1*0101 alleli
ile kronik hepatit B olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir pozitif iligki
saptandi (p=0,007).
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Tablo 9 :Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B’li hastalarda HLA-DQB1 genotip

analiz sonuglari.

Genotip Kr. Hepatit B Asemp.Hepatit B P
n=48 n=46

DQB1*0101 7/48 (%14.58) 0/46 (%0) 0,007*
DQB1*0103 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DQB1*0104 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DQB1*0105 0/48 (%0) 3/46 (%6.52) 0,072
DQB1*0202 1/48 (%2.08) 2/46 (%4.34) 0,532
DQB1*0203 5/48 (%10.41) 5/46 (%10.86) 0,943
DQB1*0205 3/48 (%6.25) 3/46 (%6.52) 0,957
DQB1*0206 2/48 (%4.16) 1/46 (%2.17) 0,583
DQB1*0303 6/48 (%12.5) 5/46 (%10.86) 0,806
DQB1*0304 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,340
DQB1*0305 9/48 (%18.75) 9/46 (%19.56) 0,920
DQB1*0306 3/48 (%6.25) 2/46 (%4.34) 0,681
DQB1*0404 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
DQB1*0405 2/48 (%4.16) 2/46 (%4.34) 0,965
DQB1*0505 7/48 (%14.58) 8/46 (%17.39) 0,710
DQB1*0506 3/48 (%6.25) 0/46 (%0) 0,085
DQB1*0606 0/48 (%0) 1/46 (%2.17) 0,304
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TARTISMA
Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B tasiyicilarinda MHC class-2

tiplendirmesi yapilan c¢alismamizda, allel bazinda; HLA-DRB1*11 ve HLA-

DQA1*03 allelleri tasiyan bireylerde, kronik hepatit B gelisme oraninin disik
oldugu, HLA-DQB1*01 alleli tagiyan bireylerde ise kronik hepatit B oraninin daha
yuksek oldugu tespit edildi. Genotip bazinda yapilan calismada ise; HLA-
DRB1*1415 ve HLA-DQB1*0101 genotipi tasiyan bireylerde kronik hepatit B
gelisme oraninin daha yuksek oldugu tespit edildi.

Kronik HBV enfeksiyonu en yaygin enfeksiyon hastaliklarindan biridir.
Karaciger sirozu ve hepatoseluler kansere yol agmasi nedeniyle yuksek mortalite
ve morbidite ile seyreder. Oldukga genis klinik spektruma sahip olan hastalikta,
hastaligin siddeti ve sonucu Uzerine siklikla suglanan faktorler cevresel faktorler,
virusa ait faktorler ( viral yuk, genotip, mutasyonlar gibi), immunolojik faktorler ve
konak genetik faktorleri olsa da bireysel ve etnik faktorlerin nasil etki ettigi tam
olarak bilinmemekte ve bir ok arastirmaya konu olmaktadir®®.

Simdiye kadar HBV persistansi ve hastalik siddeti ile ilgili tek bir allel
sorumlu bulunmamasina ragmen, insanlarda yapilmis epidemiyolojik ¢alismalar,
enfeksiydz patojenlere kiginin duyarliligini etkileyen guclu genetik komponentlerin
varligini diisiindiirmiistiir. insan genomunda yaklasik 35 bin gen vardir ve allellerin
¢ogu polimorfizm igerir. Bu, insanlardaki ve etnik gruplardaki genetik farklihgin
coklugunu aciklayabilir. HBV enfeksiyonunun iyi seyirli olmasi spesifik tek gen
polimorfizmi ile iligkili ise bu allel HBV direngli allel olarak dusunalebilir. Bunun aksi
ise HBV duyarli allel olarak tanimlanabilir. Ancak genetik iligskiler kompleks oldugu
icin HBV persistansindan ve duyarlihgindan sorumlu tek bir allel veya genotip
gostermek miimkiin degildir®®.

HLA Class | ve Il genleri konak immun cevabinin primer modulatori oldugu
icin hem CD4" T hem de CD8" T sitotoksik hiicrelerine yabanci antijeni sunar.

Virasin temizlenmesi spesifik immudn yanita baglidir. Akut enfeksiyonda,
viral antijene karsi CD'4 ve CD'8 T hiicre yaniti gérilirken, virlisiin kolayca

temizlenemedigi kronik enfeksiyonlarda CD4" ve CD8" T hiicre yanitlari belirgin
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olarak azalmigtir. HBV enfeksiyonu ve konak genetigini arastiran pek ¢ok calisma,
HLA molekulleri Gzerinde yogunlagmigtir.

Thursz ve ark’nin® calismasinda, HLA-DRB1 1302 allelinin viral klirens ile
iligkili oldugu gosterilmis ve bu bulgu Almanya’dan bildirilen benzer bir ¢calisma ile
de desteklenmistir®.

Thio ve ark'nin® yaptigi calismada ise, viral klirens ve persistans
kanitlanmis olgularda molekiler olarak HLA class-1 ve 2 gen polimorfizmi ile
hepatit B enfeksiyonu arasindaki iligki belirlenmeye calisiimistir. Sonugta viral
HLA-A 0301 ile DRB1-1302 alleli ile viral klirens arasinda iligki saptanmistir. Ayni
calisma grubunda viral persistansla iligkili haplotipler de incelenmis ve sadece
HLA-A 0101 BO08 alleli persistansla iliskili bulunmustur.

Jiang ve ark’nin®*, akut ve kronik hepatit B ile saglkli kontrol grubunda HLA
DRB1, DQA1 ve DQB1 alellerindeki polimorfizmi incelemigler ve HLA DRB1
03071’in kronik hepatit B grubunda sikhgini, kontrol grubuna gore daha yuksek
bulmuslardir. Ayrica HLA DQA1 0501 ve HLA DQB1 0301 allel frekansi da kronik
hepatit B grubunda, kontrol grubuna goére daha yuksek bulmuslardir. Bununla
birlikte HLA DRB1 1101/1104 ve HLA DQA1 0301 allel frekansi, kronik hepatit B
grubunda akut hepatit B grubuna gore daha dusuk tespit etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda ise HLA- DRB1 1415 ve HLA- DQB1 0101 genotipleri kronik
hepatit B’li hastalarda asemtomatik tasiyicilardan daha fazla bulunmustur.

Thio ve ark’nin®, yaptigl baska bir galismada, HBV persistansi ile HLA
DQA1 0501 ve DQB1 0301 alellerinin arasinda anlamli bir iliski saptanmistir.

Shen ve ark'*®, calismalarinda Kuzey Cin’li hastalarda kronik hepatit B
enfeksiyonuna duyarhligin HLA DRB1 10 alleli ile iligkili oldugunu belirtmisler ve
HLA DRB1 0301, HLA DQA1 0501, HLA DQB1 0301 allel frekanslarinin kronik
hepatit B grubunda, kontrol grubuna gore daha yiksek oldugunu gostermislerdir.
Bu bulgu sayilan allellerin kronik hepatit B duyarliigi ile yakindan iligkili oldugunu
ve belki de sorumlu gen oldugunu dusundurmustar.

Cotrina ve ark® ise kronik hepatit B ve akut hepatit B enfeksiyonlu
hastalarda HLA DRB1 1302 genotipini analiz etmislerdir. Calisma sonunda HLA

DRB1 1301 ve 1302 alellerinin hepatit B viris enfeksiyonunun klirensi ile iliskili
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oldugunu ve de insanlari kronik hepatit B infeksiyonuna kargi korudugunu
gostermislerdir. Bizim calismada ise HLA-DRB1 *11 ve HLA-DQA1 *03 alleli
tasiyan bireylerde hastaligin kroniklesme oraninin dasuk oldugu bulundu.

Diepolder ve ark®® ise Hepatit B viriisiine karsi giiclii bir viriis spesifik CD4*
ve CD8" T lenfosit cevabinin viral klirens ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. HLA
DR13 tasiyan akut hepatit B hastalarinin HBV kor proteinine kargi daha guglu bir
CD4" T hiicre cevabina sahip olduklarini saptamiglardir. Bu bulgu HLA DR13
tagsiyan hastalarda HBV infeksiyonunun kendi kendini  sinirlamasini
aciklayabilmektedir .

Ayni arastirmacilarin bagka bir ¢calismasinda, HLA DRB1 1101/1104 ve HLA
DQA1 0301 allel frekanslarinin kronik hepatit B grubunda, akut hepatit B'ye oranla
daha dusuk oldugu ve aralarinda anlamli korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgu HLA DRB1 1101/1104 ve HLA DQA1 0301 alellerinin kronik hepatit B
direnciyle yakindan iliskili oldugunu diistindirmiistir®.

Bizim g¢alisma sonucumuza gore de bazi HLA class Il gen allelleri kronik
hepatitli olgularda fazla bulunurken (HLA-DQB1*01, DRB1*1415,HLA-DQB1*0101)
bazi alleller asemptomatik tasiyici grupta sik bulunmustur (HLA-DRB1*11 ve HLA-
DQA1*03).

Sonug olarak, HBV’ye karsi konagin immun cevabi hastaligin seyri Uzerine
etkilidir ve bu baglamda HLA immun cevaptaki bireysel farkhliklari belirleyen
genetik faktordir. HLA geni HBV’ye karsi konak cevabinda rol aldigindan farkh
HLA tiplerine sahip bireyler hastaliga direngte ve duyarlilikta farkliliklar gosterebilir.
Genetik iligkiler kompleks oldugu i¢in HBV direnci ve duyarlihdindan sorumlu tek
bir allel gostermek mumkuan degildir.

Hasta sayisi artirilarak yapilan benzer calismalar klinikte daha anlamli
sonuglar doguracaktir. Ancak bu allel cesitliligi toplumdan topluma dedgisiklik

gosterdiginden her toplumun kendi iginde calismayi yapmasi gerekmektedir.
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SONUG VE ONERILER

Kronik hepatit B ve asemptomatik hepatit B tasiyicilari arasinda yaptigimiz
allel bazindaki calismada; HLA-DRB1*11 ve HLA-DQA1*03 allelleri tagiyan
bireylerde, kronik hepatit gelisme orani tasiyicilardan daha dusuk bulunurken,
HLA-DQB1*01 alleli tagiyan bireylerde hastaligin kroniklesme orani tasiyicilardan
anlamli olarak yuksek bulundu.

Genotip bazinda yapilan galismada ise; HLA-DRB1*1415 ve HLA-DQB1*0101
genotipi tagiyan bireylerde hastaligin kroniklesme oraninin asemptomatik hepatit B
tastyicilarina oranla daha yuksek oldugu tespit edildi.

HBV’ye karsi konagin immun cevabi hastaligin sonucu Uzerine buyuk etkilere
sahiptir. HLA immun cevaptaki bireysel farkliliklari belirleyen genetik faktordir.
HLA geni HBV’ye karsi konak cevabinda rol aldigindan farkli HLA tiplerine sahip
bireyler hastaliga direngte ve duyarlilikta farkliliklar gosterebilir.

HBV ile enfekte olduktan sonra MHC sinif Il allelleri bakilarak, hastaligin seyri
konusunda  bilgi sahibi olunabilinir. Hasta sayisi artirilarak yapilan benzer
calismalar klinikte daha anlamli sonuglar doguracaktir. Ancak bu allel ¢esitliligi
toplumdan topluma degisiklik gosterdiginden her toplumun kendi iginde galismayi

yapmasi gerekmektedir.
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