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1.GiRiS

Hepatit B viriisii (HBV) kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinoma
neden olan hepatotropik bir viriistiir. Kronik hepatit B enfeksiyonu diinyada 400
milyondan fazla insami etkileyen bir halk sagligi sorunudur. Etkili bir asismin
olmasina, tan1 ve tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen 6nemini korumaktadir
(4).

Hepatit B enfeksiyonu kendiliginden iyilesme, asemptomatik tasiyicilik, kronik
aktif hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinoma kadar degisen farkli klinik seyirler
gostermektedir. Ayrica bireyler arasinda antiviral tedaviye yanit da degiskendir (16).
Hiicresel ve humoral immiin yanit ile yakindan iliskili olan bu kompleks hastalikta
sitokinlerin, virlisiin olusturacagi hastalik tipini ve sonucunu belirlemede oldukca
onemli oldugu diisiiniilmektedir (67). Dogal sitokin yanitim1 etkileyen ve bireyler
arasinda sitokin iiretiminde veya kapasitesinde varyasyonlara sebep olan esas faktor
genetik varyasyonlardir. Bu kapsamda, sitokin gen polimorfizimleri enfeksiyon
hastaliklarina duyarliligi, hastaligin siddetini ve klinik sonucunu etkileyen énemli bir
mekanizmadir. Yapilmis ¢alismalarda bireyler arasindaki klinik yanitlarin farklilig:
sitokin {iiretiminde veya kapasitesinde varyasyonlara neden olan ilgili genlerde
tanimlanan polimorfizimlere baglanmistir (68,69).

Tim bu bilgiler dogrultusunda HBV ile enfekte olan bireylerde, hepatit
immiinopatogenezinde konaga ait faktorler icinde degerlendirilen sitokinlerden TNF-
a, IFNy, IL-10, IL-17, ve 1L-18’¢e ait gen polimorfizimlerinin belirlenmesi ve bu

polimorfizimlerle klinik sonuglar arasindaki iliskinin arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Hepatit B Viriis Enfeksiyonu

HBV uzun kulugka siireli hepatit, serum hepatiti ve viral hepatit B olarak

isimlendirilen enfeksiyon hastaliginin etkenidir.

2.1.1. Tarihge

Cok eski ¢aglardan beri bilinen viral hepatitler tibbi kayitlara ilk olarak M.O.
V. yiizyilda girmistir. ilk sarilik salgin1 Napoleon’un Misir seferinde goriilmiistiir.
Virchow 1865°te ilk olarak ‘kataral ikter’ diye tanimlamistir. 1887°de Weil; sarilik
enfeksiyoz olabilir derken, 1942°de Vogt; etkenin viriis olabilecegini diisiinmiistiir.
MacCallum ise 1947 yilinda serum hepatiti i¢in ‘hepatit B’ terimini kullanmistir.

Blumberg’in 1965 yilinda Avustralya antijenini bulmasiyla énemli bir adim
atilmistir. 1970 yilina gelindiginde ise Dane elektron mikroskobunda Avustralya
antijeni serumu ile reaksiyona giren ve kendi adiyla anilan viral partikiilleri
gostermistir. 1979°da HBV  deoksiriboniikleik asit (DNA) yapis1 cogaltilarak
niikleotid dizisi ¢ikarilmistir. Sonraki yillarda viris DNA’s1 polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmstir.

Ozellikle son 40 yildaki gelismeler viriisiin tani, tedavi ve korunmasinda
onemli katkilar saglamistir. Bu sayede HBV’den korunmak icin 1981 yilinda plazma
kokenli as1 kullanima sunulmustur. 1986 yilindan itibaren ise daha giivenli olan

rekombinant asilar kullanilmaya baglanmistir (1).



2.1.2. Viriisiin Yapisi

HBV; Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus cinsinde yer alan,
hepatotropik, zarfli, kismi ¢ift sarmalli gembersel DNA’ya sahip olan bir viriistiir.
Genomu 3020-3220 niikleotidden olusur (2).

HBV igeren serumdan hazirlanan preparatlar elektron mikroskobunda
incelendiginde {i¢ farkl tip partikiil gézlenmistir (Sekil 1ve 2).

1-Dane partikiilleri: Tam bir viriyon yapisinda olan enfeksiyoz Dane
partikiilleri ortalama 42 nm (40-48 nm) g¢apinda ve kiiresel formdadir. Bir adet
sirkiiler ve kismi ¢ift sarmalli DNA, DNA polimeraz, kapsid ve zarftan olusur

2-Kiiresel (sferik) partikiiller: Yaklasik 22 nm (16-25 nm) ¢apinda, niikleik asit

icermeyen ve enfeksiydz olmayan yapilardir.

3-Tiibiiler (filamentdz) partikiiller: Yaklagik 22 nm ¢apmnda ve 200 nm

uzunlugunda, niikleik asit icermeyen ve enfeksiyoz olmayan yapilardir (3,4).

Dane partikiili
Kiiresel partikiil

Tiibiiler partikiil

Sekil 1. Serumda gozlenen HBV partikiillerinin elektron mikroskobu goriintiisii

Sekil 2. Serumda gozlenen HBV partikiilleri



Her ii¢ form da enfekte konak serumunda yiiksek miktarda (200-500 mg/ml)
saptanabilen ve hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) ad1 verilen ortak yiizey antijenine
sahip olup immiinojeniktir. Enfektif olmayan formlar daha fazla miktarda iiretilir ve
kanda dolagan HBsAg'nin biiyiik kismini1 22 nm'lik kiiresel partikiiller olusturur (3).
Enfektif olmayan partikiillerin antikorlar1 ile olusturduklar1 komplekslerin HBV ile
enfekte kisilerde izlenen immiinkompleks reaksiyonlarindan sorumlu oldugu

bilinmektedir (4).

2.1.2.1. Viriisiin Genomik Organizasyonu

HBYV; kismen ¢ift sarmalli, sirkiiler bir DNA molekiilii tasir. DNA’nin molekiil
agirhig 2,3x10° dalton’dur. HBV-DNA uzun ve kisa olmak tizere iki adet iplik¢ikten
meydana gelir. 3200 niikleotid tasiyan uzun iplik¢ik L veya negatif zincir, 1800-2700
niikleotid tastyan kisa iplik¢ik ise S veya pozitif zincir olarak isimlendirilir. Genetik
bilginin tamami uzun sarmal iizerinde kodlanmistr. HBV genomu; S, C, X ve P
kisaltmalar1 ile gosterilen dort farkli proteini kodlayabilecek dort acik okuma
cercevesi dizisi (Open reading frame=ORF ) seklinde organize olmustur (3, 4, 5).

1. S geni: Pre-S1, pre-S2 ve S bdlgelerinden olusup HBsAg’'ni kodlayan
gendir. Kodlamanin gen iizerindeki farkli baslangi¢ kodonlarindan baglamasi 3 farkl
proteinin meydana gelmesine neden olur. HBsAg’ni degisik oranlarda bu kilif
proteinlerini igerir.

a.0Okuma islemi gen iizerindeki ilk kodondan baglarsa pre-S1+pre-S2+S

bolgelerinin tiimii okunacagindan kilifin biiyiik proteini sentezlenir (L protein:

LHBs). LHBs en fazla Dane partikiillerinin yiizeyinde bulunur. Viryonun

konak hiicreye baglanmasinda L proteinin rolii 6nemlidir.

b.Okuma islemi S geni iizerindeki ikinci kodondan baslarsa pre-S2+S

bolgelerinin iriinii olan orta protein (M protein: MHBs) sentezlenir.

Replikasyonun olmadigi durumlarda HBsAg icinde yer almaz. Bu nedenle pre-

S2 antijeninin varlig1 viral replikasyonun bir gostergesi olarak kabul edilir.



¢.Okuma islemi sadece S bolgesini igerir ise kilifin kiiciik proteini (S protein:

SHBs) sentezlenir. HBsAg’nin biiyiik kismini olusturan major protein olarak

bilinir ve B lenfositleri i¢in epitopik bolgeye sahiptir.

2. C geni: Pre-C ve C olmak {lizere iki bolgeye ayrilan C geni antijenik
ozellikleri farkli iki degisik proteini kodlar. Okuma islemi pre-C bolgesinden
baslarsa hepatit B zarf antijeni (HBeAg), C bdlgesinden baslarsa hepatit B kor
antijeni (HBcAg) sentezlenmektedir. HBcAg sadece karaciger hiicresinde ve kanda
Dane partikiilii i¢cinde bulunur.

3. P geni: P proteini veya polimeraz geni, viral genomun biiyiik bir kismini
kaplar. DNA bagimli DNA polimeraz ve riboniikleik asit (RNA) bagiml revers
transkriptaz aktivitesindeki temel bir polipeptidi kodlar.

4. X geni: HBV genomunda yer alan en kiigiik gen bolgesidir. X geni {iiriini
olan 154 aminoasitlik Hbx proteini karacigerde bulunan ve replikasyonda rol
oynayan bir antijendir. Sitoplazmada mitojenik sinyal yolunu aktive etmekte,
cekirdekte transkripsiyon faktorlerini etkileyerek hepatokarsinogenezi

desteklemektedir (2, 6, 7).

2.1.2.2. Viriisiin Replikasyonu

HBV ile enfekte hiicreden giinde 10" -10"° viriis salmur. Viriisiin plazma yar1
Omriiniin 4,4 saat oldugu ve hepatosite girdikten sonra replikasyonun 17 saat — 1,5
gilin kadar silirdiigii saptanmustir (8). Viicuttaki viriis yiikiiniin yaklasik %50’si her
glin yenilenmektedir. HBV ile enfekte hiicrelerin yasam stirelerinin 10-100 giin
oldugu belirtilmistir. HBV nin tek kanitlanmis replikasyon bolgesi hepatositlerdir(9).

1. Viriisiin hiicre icine girmesi : Replikasyonun ilk asamasinda, viriisiin hedef
hiicreye baglanarak i¢ kisimlara ge¢mesi soz konusudur. L-HBsAg’nin amino
terminalinde bulunan pre-S1 proteini, genotiplere gore degiskenlik gosterir ve 108 ya
da 119 aminoasit biiylikliiglindedir. Hedef hiicreye tutunmada 6nemli islevi olan
epitoplar1 igerdigi saptanmistir. L-HBsAg ve MHBsAg’de bulunan Pre-S2 proteini,
55 aminoasitten olusur ve serum albuminine baglanarak hepatosite baglanmada

albumini araci olarak kullanir (10).



Fibronektin, transferrin reseptorii, apolipoprotein H, pre S2 glikan ve HBV
baglayan faktor gibi birgok hiicresel ligand ise HBV’niin konak hiicreye
baglanmasinda rol alan doku faktdrleri olarak belirlenmistir (11,12).

Hedef hiicreye baglanma sonrasi viriis zarfi ve hiicre membrani arasinda fiizyon
meydana gelir ve niikleokapsid sitoplazmaya salinir. Kapsidin parcalanmasi ile viral
genomik DNA ve polimeraz ¢ekirdege taginir.

2. Transkripsiyon /viral RNA’larin sentezi: HBV viriyonlari; tam negatif
iplik ve kismi tamamlanmis pozitif iplikli cembersel DNA genomu (relaxed circular
DNA, rcDNA) tasir. Hiicre ¢ekirdegine gecen rcDNA’nin kisa pozitif iplik¢igi DNA
polimeraz etkisi ile tamamlanir ve cccDNA (covalently closed circular DNA)
meydana gelir. Bu basamak replikasyonun en 6nemli asamasidir. cccDNA olusumu
virilis inokiilasyonundan sonraki ilk 24 saatte meydana gelir. Hepatosit ¢ekirdeginde
olusturulan cccDNA rezervuary, HBV enfeksiyonunun persistansinda en O6nemli
faktordiir. Konak hiicre RNA polimerazinin etkisiyle cccDNA’dan pregenom olarak
tanimlanan mRNA’larin transkripsiyonu gergeklesir.

3. Translasyon/viral proteinlerin sentezi: Meydana gelen mRNA’lardan
translasyon sonucu viriisiin yapisal proteinleri, DNA polimeraz ve revers transkriptaz
gibi enzimler sentezlenir.

4. Kor olusumu: Viral proteinler sentezlenirken hiicre sitoplazmasi icinde
bulunanan pregenom, olusan kor partikiili i¢ine yerleserek yeni DNA
replikasyonunu baslatir.

5. Olgun infeksiyoz viriyonun (Dane partikiilii) salimim: Kilif proteinleri
kor kismmi ¢evreleyek DNA polimerazin etkisini siirdiirmesini onlerler ve pozitif
zincirin sentezi tamamlanmadan kesintiye ugrar. Sonugta meydana gelen kismen ¢ift
sarmalli DNA molekiiliinii iceren viral partikiil (Dane partikiilii) konak hiicrenin

disna ¢ikar (7,13,14).



2.1.2.3. Viriis Subtipleri ve Genotipleri

HBsAg; antijenik determinantlarina gore subtiplere ayrilir. HBsAg’nin tiim
HBV kokenlerinde ortak olan “a” determinantindan baska ii¢ determinanti daha
tanimlanmistir. Bu determinantlar; “d” (lizin) , “y” (arjinin), “w” (lizin) , “r” (arjinin)
ve “q” determinantlaridir. Bu determinantlarin ¢esitli kombinasyonlar1 ile toplamda
dokuz adet HBV antijenik subtipi tanimlanmistir (15). S geninde olan mutasyonlar
subtip degisikliklerine neden olabilmektedir. Farkli subtiplerle koenfeksiyon, tiim
HBYV subtiplerinde ortak olan “a” determinant1 nedeniyle nadir olarak goriilmektedir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda subtip ayw2 saptanmustir (15,16).

Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar sonucunda HBV genomlar1 arasinda
farkliliklar oldugu saptanmis ve birbirlerine benzerlik oranlar1 %92 ve daha fazla
olan HBV suslar1 ayn1 grupta toplanarak cografi ve etnik orjine gore A-H arasinda 8
farkli genotip belirlenmistir. HBVgenotipleri de subgenotiplere ayrilir. Genotip A, B,
C, D’de beser, genotip F’de ise dort subgenotip bildirilmistir. Tiirkiye’de genotip D
hakim olup, daha ¢ok goriilen subgenotip ise D2 dir (17).

Birden fazla genotiple olusan enfeksiyonlar ve bu genotiplerin
rekombinasyonlar1 da bildirilmistir. HBV genotiplerinin cografi dagilim farklar:
disinda klinik seyir ve viriilans farklar1 oldugu diisiiniilmektedir. Bat1 Avrupa’da
yaygin olan A ve D genotiplerinin arastirildigi bir calismada, A genotipine bagl
enfeksiyonlarda kroniklesme oraninin B genotipine gore daha yiliksek oldugu ve A
genotipinin daha agir karaciger hasarma yol actigi gézlenmistir (18). Tayvan’da
yapilan bir ¢alismada, B genotipinin 50 yas altinda hepatoselliiler karsinom gelisimi

ile, C genotipinin ise daha agir karaciger hastalig ile iliskisi bildirilmistir (19).

2.1.2.4. Viriis Mutantlan

HBV ile enfekte bireylerde; konaga ve viriise ait faktorlere ilave olarak
niikleotid veya niikleozid analoglari ile tedavi, uzun siire hepatit B immiinoglobulin
uygulanmas1 ve hepatit B asis1 ile karsilasma genetik heterojenite gdsteren varyant

viriisler toplulugunun olusmasina neden olur. HBV’nin mutasyon hizi; her yil 10 000



baz ¢ifti icin bir niikleotid olarak hesaplanmistir. Bu mutasyon hizi diger DNA
virislerinden 10-100 kat fazladir. Bu durum HBV’nin, RNA aracis1 kullanarak
revers transkripsiyonla replike olmasima baglanmaktadir (16).

Sik goriilen HBV mutantlari sirasiyla:

1. Prekore/Kore mutasyonlar

a. Prekor bolgesi mutasyonlari: HBeAg negatif olup agir karaciger hastaligi
ve aktif viremisi olan hastalarda tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalar, hastalarin
bazilarinda precore/core geninde 1896. niikleotidde mutasyon (TGG/TAG) ile ‘dur’
kodonunun olustugu ve HBeAg sentezinin engellendigini gostermistir. ‘HBeAg
negatif’ olarak adlandirilan bu varyant viriisler fulminan hepatit ve agir kronik
karaciger hastalarinda daha sik saptanmistir (20,21).

b. Kor-promoter bdlgesi mutasyonlari: A1762T ve GI1764A ikili
mutasyonunda precore mRNA transkripsiyonu baskilanmakta ve HBeAg salmimi
%70 oraninda azalmaktadir. Dolayisiyla HBeAg negatif kronik hepatit B olgularma
neden olan mutasyonlardir (22,16).

2. S geni mutasyonlarn

HBsAg’nin "a" antijenik determinantinda glisinin arginine degismesiyle
sonuclanan mutasyon, HBsAg’nin ii¢ boyutlu yapisin1 degistirerek anti-HBs’nin
notralizan etkisini ortadan kaldirir. Rekombinant HBsAg iceren as1 uygulanmis
kisilerde HBsAg ve anti-HBs birlikteligi ile goriilen bu mutant viriisler, as1 ile
indiiklendigi i¢in “as1 kacak mutantlar1” olarak tanimlanamaktadir. Karaciger
transplantlar1 sonrasinda HBV reenfeksiyonunu onlemek i¢in uygulanan hepatit B
hiperimmiinglobulini kullanim1 sirasinda da 12 ay i¢inde hastalarm %20’sinde “a

mutantlar1” se¢ilmektedir (23,16).

2.1.2.5. Viriisiin Dayamikhhg

HBYV zarfl bir viriis olmasina ragmen diisiik pH, 1s1, dondurma ve ¢6zmeye
dayaniklidir. Bu 6zelligi viriisiin kisiden kisiye bulagimini kolaylagsmaktadir.
HBV; 30-32°C’ de en az alt1 ay, -20°C’ da ise 15 yil enfektivitesini

korumaktadir. Serum igerisindeki viriisiin enfektivitesi dogrudan kaynatmakla iki



dakikada, 121°C’da ve 0,5 Atm basing altinda 20 dakikada, 160°C’da kuru sicak
hava ile bir saatte kaybolmaktadir. HBsAg, %2,5 sodyum hipoklorit varliginda ti¢

dakikada antijenitesini ve enfektivitesini yitirmektedir (15,16).

2.1.3. Epidemiyoloji

2.1.3.1 Hepatit B Viriisiiniin Bulasma Yollan

HBYV bulasmasinda en 6nemli kaynak enfekte bireylerin viicut stvilaridir. insan
viicut sivilarindan kan, semen ve tiikriik bulagsmada en 6nemli aracilardir. Dogrudan
kandan tiireyen eksiida, plevra ve periton sivilar1 gibi viicut sivilar1 serumda bulunan
diizeylere benzer oranda viriis icerirler. Semen ve tiikiiriigiin virus yogunlugu ayni
bireyin serumundakine gore 10° daha azdir. Idrar, disk, siit, ter, gézyasi, vajinal
salgi, beyin omirilik sivis1 ve kordon kani potansiyel olarak enfeksiydz kabul
edilmekle birlikte bu sivilarda viriis yogunlugu ¢ok diisiiktiir (2,7).

HBV baslica enfekte viicut sivilarmin perkiitan ya da permukozal temasiyla
(parenteral temas), enfekte kisilerle cinsellik icermeyen yakin temasla (horizontal),
cinsel temasla ve enfekte anneden bebege perinatal (vertikal) yolla bulagir. Tablo

1’de bulagma yollarma gore risk gruplar1 6zetlenmistir (12).
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Tablol. HBV Infeksiyonunun Bulasma Yollarina Gére Risk Gruplar

Parenteral (perkiitan) bulasma Cinsel temasla bulasma
e Cogul transfiizyon yapilan hastalar e Erkek escinseller
e Hemodiyaliz hastalar1 e HBYV tastyicilarinin cinsel partnerleri

oTibbi aletlerin kullanimi (endoskobi, | eFahiseler
yapay solunum cihazi, vb.)
o Cok partnerli heterosekstieller

e Damar i¢i uyusturucu bagimlilar1

e Dovme (tatuaj) yaptiranlar

eSaglik personeli
Perinatal-vertikal bulasma Horizontal bulasma
e HBYV tasiyicisi annenin bebekleri eSosyoekonomik diizeyin diisiik ve
hijyen  sartlarmin  koti  oldugu
topluluklar

e Anaokulu, kres, yurt, kigsla ve
hapishane v.b. topluluklar

e Mental Ozurliler

2.1.3.2. Hepatit B Viriisiiniin Prevalansi

Diinyada yaklasik 2 milyar insan HBV ile karsilasmis olup seropozitiftir. 400
milyon kisinin kronik HBV enfeksiyonlu, bunlarin yaklasik %7-30’unun da HBV
varyantlar1 ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. HBV enfeksiyonu diinya
genelinde yilda 500.000-1.200 000 Sliime neden olup, Asya, Afrika ve Pasifik

kiyilarinda en 6nemli 3 6liim nedeninden biridir.

Tiirkiye’de 3.5 milyon insan HBV ile enfektedir. Ulkemizde HBV; kronik

hepatitlerin etyolojisinde %756,4 oraninda, karaciger sirozunun ve hepatoselliiler
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karsinomun etyolojisinde ise swrasiyla % 45,9 ve % 42 oraninda rol aldigi

bildirilmistir (6).

HBV enfeksiyonunun diinyadaki dagilimi cografi bolgelere gore farklilik
gosterir (Sekil 3). Bu bolgeler; HBsAg ve anti-HBs pozitifligi oranlari, enfeksiyonun
almma yasi1 ve viriisiin en sik hangi yolla bulastig1 g6z 6niinde bulundurularak diistik,

orta, yiiksek endemisite olarak smiflandirilmistir (24,25).

HB=A 7 prevalans:

e -
[ 2T
=2

Sekil 3. Diinyada HBsAg prevalans haritasi

Tirkiye %6 (%3.9-12.5) prevalansla orta diizey endemik bdlgeler arasinda yer
almaktadir. HBsAg pozitiflii en yogun Giineydogu bolgemizde bildirilmistir.
Ulkemizde yapilan epidemiyolojik ¢alismalar HBV nin ¢ocukluk ve genglik ¢aginda
aile veya toplum i¢inde horizontal yolla alindigini, 18-20 yaslarinda da toplumun

tastyicilik oranina ulasildigimi gostermektedir(24).

2.3.Patogenez

HBV enfeksiyonu sirasinda viriisiin karacigerde direk sitopatik bir etki

yapmadig1 bilinmektedir. Farkli klinik yanitlarin ortaya ¢ikmasinda virlise ait
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parametreler ile immiin yanit1 etkileyen konaga ait parametreler arasindaki dengenin

etkili oldugu diistiniilmektedir (Tablo 2) (25).

Tablo 2. HBV Enfeksiyonunda klinik sonuclar etkileyen parametreler

Viral parametreler Immun yamit1 etkileyen
einokule olan viriis miktari konaga ait parametreler
e Viral replikasyonun kinetigi e Enfeksiyonun kazanilma yas1
e Viral yayilim yetenegi o Genetik faktorler

Konagin HBV’e kars1 gelistirdigi immiin yanit, karacigerde olusan hasarin ve
viriisiin elimine edilmesinin temel nedenidir. HBV enfeksiyonu siiresince immiin

sistemin pek ¢ok kolu harekete gecer.

2.1.4.1. Dogal Immiin Yamt

Dogal immiin sistem HBV enfeksiyonunun inkiibasyon fazini takiben konak
savunmasinda ortaya ¢ikan ilk yanittir. HBV enfeksiyonunun erken evrelerinde dogal
immiin yanitlar; baglica Toll-like reseptorler (TLRs) tarafindan antijenlerin
taninmasi, tip 1 interferon sitokinlerinin salmmasi ve dogal oldiiriicii hiicrelerin
(Natural Killer, Natural Killer T ve invariant Natural Killer T) aktivasyonu ile ortaya
cikar (26).

Bu yanitin olusabilmesi i¢in ilk asamada multispesifik antijenlere gore dogal
immiin yanitin daha fazla hedefi olan, "patojenle-iligkili molekiiler kaliplar"
(pathogen-associated molecular patterns-PAMPs) olarak isimlendirilen ve
mikroorganizmalarda korunmus yapilar olarak bilinen komponentlerin (ssRNA,
dsDNA, dsRNA vb.), hiicre i¢inde yer alan "pathojen tanima reseptorleri” (pathogen
recognition receptor-PRR) tarafindan taninmasi gerekir. PRR’ler dogal immiin
sistemin bir¢cok efektor hiicresi tarafindan da sentezlenir. PRR’lerin; Toll-like

reseptor(TLRs), mannoz baglayici lektin (MBLs) ve peptidoglikan tanima
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reseptorleri gibi alt gruplar1 vardir. TLRs 2, 4, 7 ve 9 HBV nin dogal immiin sistem
tarafindan algilanmasini saglar(27,28).

Viral komponentler PRR’ler tarafindan algilaninca hiicre i¢inde proinflamatuar
niikleer faktor kappa B (NFkB) ve antiviral interferon (IFN) regiilator faktor 3
yollar1 aktive olur. Bu aktivasyon, tip 1 interferon yanitinin (IFN-a, -B, ve —y) ve
cesitli proinflamatuar mediatorlerin (TNFa, IL-1, IL-6) olusmasina neden olur
(27,28). Interferonlar; viral antijenleri immiin sisteme sunan MHC (Majoér Doku
uyum kompleksi - Major Histocompatibility Complex) smif I molekiillerinin
ekspresyonunu arttirip viral replikasyonu inhibe eden 2°/5 A oligo adenilat sentetaz
ve protein kinaz gibi proteinlerin ekspresyonuna yol acan ilgili genleri uyarirlar (29).

Dogal immiin yanitin selliiler kompartmani i¢inde yer alan NK, NKT ve
invariant NKT hiicreleri, karacigerde bulunan lenfositlerin %50’sini meydana getirir.
Enfekte hiicreleri MHC smif I ekspresyonu gergeklesmeden ¢ok Once tanirlar.
IFNo/B, IL-12, IL-15, IL-7 ve glikolipid antijen tarafindan aktive edilirler (30). Bu
hiicrelerin aktivasyonu; viriisle enfekte hiicrelerin direkt Oliimiine veya antiviral
sitokinlerin (IFN-y,TNF-a) tiretimi ile birlikte hiicre yikimi olmaksizin viral
replikasyonun inhibisyonuna neden olur. Ayrica makrofaj, dendritik hiicre, NK, B ve
T lenfositleri invariant NKT hiicreleri tarafindan etkinlestirilir (31). Akut hepatit B
enfeksiyonu olan hastalarda NK ve NKT hiicrelerinin IFN-y ve TNF-a {iretimi, HBV
replikasyon piki ile eszamanli gerceklesirken, HBV spesifik T hiicrelerinin ortaya
cikmasi viral pikin azalmaya bagsladigi 2.- 4.haftalarda gergeklesir (32).

Yapilan caligmalar HBV enfeksiyonu sirasinda dogal immiin yanitlarm yeterli
olusmadigmi desteklemektedir. Sempanze modelindeki akut HBV enfeksiyonu
sirasinda ortaya cikan intrahepatik gen ekspresyon profili; HBV nin adaptif immiin
yanitlar olusuncaya kadar sessiz bir viriis olarak etki ettigini ve hiicresel herhangi bir
gen ekspresyonunu indiiklemeden karacigerde yayildigini ortaya c¢ikarmigtir.
HBV’nin relatif olarak dogal immiin sistem tarafindan fark edilmemesi viriisiin
replikasyon stratejisi olarak degerlendirilebilir (31). Bu stratejiyi destekleyecek
sekilde akut HBV ile enfekte hastalarda enfeksiyonun preklinik fazinda tip 1
interferon diizeyleri ¢cok diislik saptanmistir (33). HBV tarafindan IFN yanitlarinin
yeterli diizeyde uyarilmamasinin sebebi; viriis replikasyonun niikleokapsid i¢inde

meydana gelerek viral genomun hiicresel PRR’ler tarafindan algilanmamasidir(34).
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Dogal tip 1 IFN cevabmin eksikligine ragmen yetiskin hastalarin ¢ogunda HBV
enfeksiyonu kontrol altina almabilmektedir. Ciinkii HBV; Kupfer hiicrelerini, NK ve
NKT gibi dogal immiin sistem hiicrelerini aktive edebilmektedir. Sonug¢ olarak HBV
tip 1 IFN yanitlarindan kacabilmeyi bagarmis olsada akut enfeksiyon sirasinda dogal

immiin sistemin diger kollar1 tarafindan kontrol altina alinabilmektedir (27).

2.1.4.2. Adaptif Iimmun Yanit

Adaptif immun yanit B ve T lenfositleri araciligiyla gerceklesir. Dogal immiin
yanitlarin olusmasindan sonra indiiklenir ve HBV tarafindan kodlanan spesifik
antijenik epitoplar1 hedefler. Primer enfeksiyon sonlandiktan sonrada reenfeksiyona
kars1 patojene spesifik koruyucu immiiteyi saglar (27).

Hiicresel Immun Yanit

HBV spesifik T hiicreleri akut, kronik ve iyilesme ile sonuclanan HBV
enfeksiyonunda inkiibasyon fazindan birka¢ hafta sonra tespit edilir. T hiicreleri
sitokin profillerine gore tip 1 (IL-2, IFN-y); tip 2 (IL-4, 5, 10 ve 13); tip 3
(transforming growth factor § [TGF B]); tip O (IFN-y ve 1L-4); Tr1 (IL-10) ve Th-17
(IL-17) olarak smiflandirilabilirler (27).

CD4 T hiicreleri; MHC smif II molekiilleri ile sunulan ekzojenik peptid
antijenleri tanir. MHC smif II molekiilleri, 6zellesmis belirli immiin hiicrelerde
(dendritik hiicre, makrofaj, B lenfosit vb.) bulunurken hepatositlerde bulunmazlar.
Bu nedenle CD4 T hiicreleri hepatositler tarafindan aktive edilmezler (27). Yapilan
calismalar HBV enfeksiyonu sirasinda profosyonel antijen sunan hiicreler tarafindan
aktiflestirilen erken CD4 T hiicre yanitlarinin CD8 T (sitotoksik T lenfosit)
lenfositlerin indiiklenmesinde anahtar rol oynadigini géstermistir (31).

Akut HBV enfeksiyonu sirasinda HBcAg icin giicli CD4 T hiicre yanit1
olusurken HBsAg icin daha zayif bir yanit meydana gelir. Ayrica Th (yardimci
=helper) yanitlar1 B lenfositlerinin anti-HBs iiretimini indiikler. Ancak HBsAg icin
olusan Th yanit1 zayif oldugundan indiikleme HBcAg i¢in olusan Th hiicreleri
tarafindan gerceklesir(29). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, hastalarda viriisiin

saptanabilir diizeylere ulastig1 anda veya Oncesinde es zamanl gelisen erken HBV
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spesifik CD4 T hiicre yanitlarmin klinik 1yilesme 1ile iliskili oldugunu
desteklemektedir(31) . Sonu¢ olarak antiviral immiin yanitlarm CD4 T hiicreleri
tarafindan regiile edildigi distiniilmektedir(27).

HBV enfeksiyonu sirasinda gelisen karaciger hasarinin patogenezinde ve
viriisiin eliminasyonunda HBV spesifik CD8 T hiicre yanitlar1 konaga ait en etkin
savunma sistemini olusturur. CD8 T hiicreleri endojen olarak sentez edilen peptid
antijenlerini birgok hiicrede ve hepatositlerde bulunan MHC smif 1 molekiilleri
aracilifiyla tanir (27). HBV spesifik CD8 T hiicreleri tarafindan HBV’ nin bir¢ok
bolgesi hedeflenebilirken baskin yanit, viriisiin kontrolii ile iliskilendirilmis HBV
kore antijeni i¢gindeki HLA -A2 ile sinirli epitopa (HBc18-27) kars1 gelisir (35). CTL
yanitlar1 Thl yoniinde polarize olmus hiicreler tarafindan sentezlenen sitokinler ile
ozelliklede IL-2, IL-12, IL-18 ve IFN-y tarafindan stimule edilir (29). Stimule olan
HBV spesifik CD8 T hiicreleri enfekte hepatositler tiizerine iki yonli bir
mekanizmayla etki eder (Sekil 4).

Antijen taninmasi

Hepatocyte el
E: 7;%J @
perforin

IFNy

!

Hastahk HBY replikasyonunun
inhibisyonu

Sekil 4. HBV spesifik CD8 T hiicrelerinin hepatositler tizerindeki ¢ift yonlii etkisi

Sitopatik ve nonsitopatik etki viral klirens i¢in en 6nemli basamaktir. CTL ler
hepatosit membrani ile etkilesime girerek hepatosit apoptozunu indiiklerken sitokin

salmmi (IFN-y) ile de viral replikasyonu inhibe ederler. IFN-y salinimi ile
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hepatositlerde HBV RNA iceren kapsidlerin sitoplazmada ve proteozomlarda
toplanmasi engellenir. Viral niikleokapsidler hepatosit sitoplazmasindan uzaklastirilir
ve viral RNA’lar niikleus icinde destabilize edilir (31). Sitopatik etki ise CTL
membran ylizeyindeki FasL geninin aktive olup ¢ogalmasiyla baslar. Artmis FasL
hepatosit yiizeyindeki Fas ile baglanir ve apoptoz indiiklenir. Apoptozdaki ikinci yol
ise Perforin/granzim ile meydana gelir. CTL’nin uyarilmasi ile perforin iceren
graniillerde sekresyon meydana gelir. A¢iga ¢ikan perforin hepatosit membraninda
porlar agarak granzimin igeri alinmasina ve hiicreyi apoptoza gotiirecek kaspaz
(proteaz) kaskadinin aktive olmasma neden olur (30). Sonug olarak giiclii poliklonal
ve multispesifik CTL yanitlarin HBV enfeksiyonununda viral klirens ve klinik
tyilesme ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

Humoral immun Yamt

HBV enfeksiyonunda B Lenfositler, immiinglobulin iretmek i¢in Th2 yoniinde
polarize olmus hiicreler tarafindan aktive edilirler (36). Buna karsin HBcAg’i, T
hiicrelerinden hem bagimli hem de bagimsiz olarak viriis spesifik B lenfositlerini
indiikleyerek anti-HBc antikorlarini olusturabilir (37).

HBV’e spesifik antijen ve antikorlar HBV enfeksiyonunun farkli evrelerinde
ortaya ¢ikarlar (36). HBV’niin hiicreden hiicreye yayilimim antijenlerle kompleks
olusturup dolagimdan uzaklastirarak veya kompleman sistemini aktive edip hiicre
lizisini indiikleyerek saglarlar (37). Akut HBV enfeksiyonu swrasinda Clq ve C3
metabolizmasmin artmasi kompleman sisteminin etkisini gostermektedir (29). Bu
mekanizmanin CTL yanitna goére HBV enfeksiyonunun rezoliisyonuna daha az
katkida bulundugu ciinkii nétralizan antikorlarm HBV enfeksiyonunun daha gec
evrelerinde ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (37). Dolayisiyla nétralizan antikorlarin
HBV enfeksiyonunun rezoliisyonundan sonra geride kalan az sayidaki enfekte
hiicreden viriis yayilimini engelledigi daha muhtemeldir (31).

Sonug olarak hepatit B viriisii sitopatik etki gostermemektedir. Asamali olarak
ortaya ¢ikan dogal ve immiin yanitlar virusun klirensi ile beraber hepatoselliiler

zedelenmenin baslica nedenidir.
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2.1.4.3. Karaciger Hasarimin immiinopatogenezi

Karacigerin non-inflamatuar kosullar altinda immiinotoleran bir organ oldugu
goriisii hakimdir. Ciinkii antijen sunan hiicrelerin fonksiyonlarini diizenleyen ve T
hiicrelerini baskilayan IL-10 ve TGF-B gib1i sitokinler karacigerde lokal olarak
iiretilmektedir (34). HBV enfeksiyonunda viriisiin ¢esitli komponentleri ile tetiklenen
konak¢min immiin cevabi hepatoselliiler hasara yol agmaktadir. Bu siiregteki ilk
adim CTL’ler tarafindan antijenlerin taninmasi ve hepotosit apoptozunun
indiiklemesidir (30). Hepotosit apoptozu; Fas, TNF-a reseptor -1 ve TNF iligkili
apoptozu-indiikleyen ligand-1 (TRAIL-1) reseptorii gibi farkli 6liim reseptorlerinin
HBV ile enfekte hepatositler lizerinde aciga ¢ikmasi ve HBV spesik CTL’ler
tarafindan salman ilgili ligandlarin bu reseptorlere baglanmasi ile gerceklesir (29).
Apoptotik hepatositlerden ve virlis spesifik CTL’lerden olusan nekroinflamatuar
odak formasyonuna bir¢ok inflamatuar hiicrede katilir. Lokositlerin toplanmasi
kemokin bagimli bir basamaktir. Polimorfoniikleer hiicreler (PMN); CTL’ler
tarafindan antijenlerin taninmasi ile birlikte enfekte dokuda ilk toplanan hiicrelerdir.
PMN’ler tarafindan iiretilen matriks metalloproteinazlar1 ise antijen non-spesifik
mononiikleer hiicrelerin toplanmasini saglar (30).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, trombositlerin CTL’ler tarafindan
indiiklenen hepatoselliiler hasarda rol alabilecegi ileri siiriilmiistiir. Karaciger icinde
bulunan nekroinflamatuar odakta trombosit kiimeleri tespit edilmistir. Trombositlerin
selektif olarak azaltilmas1 intrahepatik HBV spesifik CTL’in azalmasma ve
hepatoselliiler hasarda sonlanmaya neden olmustur (30) .

HBV enfeksiyonuna karsi etkili bir konak savunmasi i¢in immiin sistemin
dogal ve adaptif kollarinin birbirleriyle entegre sekilde caligmasi sarttir. Eger bu
sistemde bir aksama gergeklesir ise akut yanit yetersiz kalr ve enfeksiyon
kroniklesir, optimal diizeyden az olan enflamatuar yanit sebebiyle de hepatik fibrosiz

aktive olur.
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2.1.4.4. Hepatit B Viriis Enfeksiyonunda Dogal Seyir

Viriisiin hepatosite girmesinden sonra immiinolojik yapilarin belirledigi dort
evre gelisir.

Evre 1 (Immiintoleran Faz): Viral replikasyon gerceklesmesine ragmen
immiinotolerans nedeniyle hepatoselliiler hasar ortaya ¢ikmaz. HBsAg, HBeAg ve
HBV-DNA yiiksek titrelerde saptanirken, transaminaz seviyeleri normaldir. Saglikli
eriskinlerde bu evre iki-dort hafta siirerken vertikal yolla enfeksiyonu alan
cocuklarda yillarca siirebilir.

Evre 2 (immiinklirens Faz): Immiin sistemin viral replikasyonu kontrol etme
donemidir. Thl yanitlar1 baskin olmakla birlikte IFN-y, IL-2 ve TNF-a gibi sitokinler
yliksek miktarda salgilanmaktadir. Karacigerde nekroinflamatuar olaylar olusur ve
klinik belirtiler ortaya ¢ikar. HBsAg, anti-HBc IgM/IgG pozitif ve transaminazlar

yiiksektir. Bu evre ii¢ sekilde sonlanabilir:
1.HBV enfeksiyonunun tam rezoliisyonu
2.HBsAg inaktif tagtyicilig1
3.Kronik aktif hepatit

Erigskin hasatalarin ¢ogunda immiinaktif faz iic-dort hafta siirerken, kronik
tastyicilar 10 yildan uzun bir siire bu evrede kalabilir. Hastalik siroz ve hepatoselliiler
karsinom ile sonuglanabilir.

Evre 3 (Non-replikatif Faz): Konagin giicli immiin yanitina karsi viral
replikasyonun belirgin azalmasi ile baglar. Serumda HBeAg kaybolur ve anti-HBe
serokonversiyonu gozlenir. Hepatosit genomuna entegre olan S geni nedeniyle
HBsAg bir siire daha pozitif kalir. Immiin yanitlarin azalmasi nedeniyle karaciger
inflamasyonuda azalmistur.

Evre 4 (immunite faz1): HBsAg’e karsi anti-HBs olusmasi ile konagin
koruyucu immiin yanit1 gelismistir. HBsAg kaybolmustur. Duyarl testlerle HBV
DNA serumda tespit edilemez, ancak halen hepatositlerde bulunabilir (38, 39).

Hepatit B enfeksiyonunun immiinoklirens fazindan sonra bazi hastalarda

inaktif tasiyicilik veya kronik hepatit gelismesinin mekanizmasi1 tam olarak
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bilinmemektedir. Konaga ve viriise ait bazi faktorlerin HBV persistansina neden

olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.1.4.5. Hepatit B Viriis Persistansinin Fizyopatogenezi

A.Viral Faktorler

1.Viral inokulasyon miktar

Yakin zamanda yapilmis caligmalar inokiile olan HBV miktarinin viriisiin
yayilma kinetigini ve gelisen immiinolojik yanitlar1 etkiledigini gdstermistir(40).
Sempanze modelinde; 10* ve 10" genom equvalan araligindaki viriis dozunun konak-
viriis etkilesimini viriisiin persiste etmesi yoniinde degistirdigini ve buna karsilik
yiiksek dozlarin viral eliminasyonu sagladig: tespit edilmistir (31).

2. Viral peptidlere bagh immiintolerans

HBV enfeksiyonunun baslangicinda, TLR’ler araciligtyla dogal immiin yanitin
tetiklenmesine neden olan MyD88 (Myeloid differentiation primary response protein
88 ) sinyal iletim molekiiliiniin ekspresyonunun viriis tarafindan engellenmesi viral
persistansla iligkilidir. Konak i¢in tehlike gostergesi olan bu sinyallerin eksikligi,
IFN sisteminin aktive edilmemesi ve antijen prezentasyonunun viral antijenlere karsi
tolerans veya anerji gelisimini indiiklemesi ile sonuglanir.

HBsAg’1 yiiksek serum diizeylerinde tolerojen bir molekiil gibi davranarak
enfekte hepotositlerin immiinojenik olarak elimine edilmesine engel olur. Kronik
olarak enfekte hastalarda HBsAg spesifik CD8 T hiicre diizeyinin ¢ok diisiik olmasi1
veya hi¢ olmamasi bunu desteklemektedir (31).

HBeAg; HBV enfeksiyonu veya replikasyonu icin gerekli degildir. Ancak
HBeAg’e ve HBcAg’e spesifik CD4 T hiicrelerinin azalmasina neden olarak immiin
yanitlar1 regiile edebilir. Bu regiilasyon, enfekte hepatositlere karsi antikor
gelisiminin ve CTL yanitmin azalmasmma neden olarak HBV enfeksiyonunun
kroniklesmesine katkida bulunur (29). Ayrica HBeAg varligi, monositler iizerinde
TLR2 ekpresyonunun azalmasmna neden olarak TNF-o yapimmni azaltabilir.
Serokonversiyon (HBeAg—HBeAb) gelismesiyle birlikte 1L-4/IL-10 gibi

antiinflamatuar sitokinlerin yapimmin azaldigi, IL-12 ve IFN-y diizeylerinde artis
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oldugu ve CD8 T hiicrelerinin fonksiyonlarini geri kazandiklar1 gosterilmistir. Sonug
olarak bu caligmalar kronik HBV enfeksiyonunda HBeAg tarafindan Thl yanitlarinin
degistirildigini buna karsin HBeAg kaybimninda hepatoselliiler hasarla sonuglanan
giiclii CD4 ve CD8 T hiicre yanitlarina neden oldugunu gostermistir.

NK hiicreleri TRAIL-1 araciligiyla HBV ile enfekte olmus hepatositleri yok
eder. HBcAg’nin fazla miktarda ekspresyonu TRAIL ile indiiklenen hepatosit
apoptozunu azaltarak kronik hepatit gelisimine katkida bulunur (32).

HBV X protein ise transkripsiyonel bir transaktivatordiir. Asir1 miktarda
sentezlenmesi selliiler proteozom aktivitesini inhibe ederek antijen islenmesini ve
sunumunu engelleyebilir (31). Bununla birlikte yakin zamanda yapilmis bir ¢galigma
HBx proteininin NF-xB’nin (DNA transkripsiyonunu kontrol eden protein
kompleksi) durumuna gore hepatosit iginde pro-apopitotik veya anti-apopitotik
olabilecegini géstermistir (41).

3.Viral ka¢is mutasyonlari

HBV’nin genetik heterojeniteye neden olan replikasyon mekanizmasi (revers
transkriptazi) yiikksek mutasyon oranmna sahip ‘quasispesies’ denilen alt tiirlerin
olugsmasia neden olabilir. Bu tiirlere bagl olarak ortaya ¢ikan; Th, CTL veya antikor
tanima epitoplarindaki viral kacis mutasyonlari, viriisin  konak tarafindan
taninmasini ve elimine edilmesini engelleyebilir (29). Kronik hepatit B hastalarinda
HBV genomundaki 1896. niikleotidde meydana gelen mutasyon sonucu Guanin-
Adenin degisimi nedeniyle prekor proteinin sentezinin  ger¢eklesmemesi
serokonversiyona sebep olur ki bu immunogenetik seleksiyonun en iy1 kanitidir (37).

B.Konakla iliskili faktorler

1.Adaptif immun yamtlarin bozulmasi

HBV spesifik CD8 T hiicrelerinin kollaps: kronik hepatit B ile iligkili olarak
gosterilmis en dikkat ¢ekici immiin yanittir. Yakin zamanda yapilmis bir ¢alismada
pro-apopitotik protein olan Bim’in (Bcl 2 interacting mediator of cell death) kronik
hepatit B hastalarinda arttigi ve HBV spesifik CD8 T hiicrelerinin azalmasina yol
actig1 iler1 stiriilmiistiir (42).

Kronik hepatit B hastalarinda goriilen diger bir ortak karakteristik 6zellik HBV

spesifik T hiicrelerinin tiikenmesidir. ~ Tiikenme genel olarak IFN-y iiretme
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yeteneginde azalma, stimulasyonu takiben c¢ogalamama veya sitolitik ozelligin
kaybolmasini igerir.

HBV spesifik CD8 T hiicre tiikenmesinin altinda yatan mekanizmalarin tam
olarak anlagilmamasi ile birlikte dendritik hiicre fonksiyonlarinda bozulma,
Regiilator T (Treg) hiicrelerinin anormal artis1 ve inhibitdr-kostimulator sinyal
yolaklarin aktivasyonu sorumlu mekanizmalar olarak gériinmektedir (32).

Dendritik hiicreler (DC) profosyonel olarak antijen sunan hiicrelerdir.
Antyjene spesifik T hiicrelerini uyarirlar ve potansiyel sitokin {iretimi yaparlar.
Dolasimda bulunan iki major DC populasyonunu miyeloid DC (mDC) ve plasmosit
DC (pDC) olusturur. mDC’ler Thl yanitlarini arttirp, IL-12 ve IL-15 ile NK
hiicrelerini uyarirlar. pDC’ler IFN-y iireterek antiviral ve immiinmodulator etki
gosterirler. Her iki DC populasyonuda karacigerde bulunur (36). Yapilan
calismalarda kronik hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda DC’lerin fonksiyonlarmin
bozuldugu ve bu durumun spesifik T hiicre yanitlarim1 suprese ederek viral
persistansi giiclendirdigi gosterilmistir (32).

Treg hiicreleri timik orjinli olup CD4 T hiicrelerinin bir alt grubunu
olustururlar. HBV spesifik T hiicrelerinin proliferasyonlarmi ve fonksiyonlarini
inhibe ederek viral klirensi sinirlandirirlar. Yapilan ¢alismalarda kronik hepatit B
enfeksiyonu olan hastalarda Treg hiicrelerinin arttig1 gosterilmistir (34).

HBV spesifik T hiicrelerinin aktivasyonundaki ilk basamak T hiicre
reseptorlerinin kendi peptidleri ile etkilesimidir. Bununla beraber, T hiicrelerinde
eksprese edilen ekstra reseptorler araciligiyla olusan kostimiilator sinyaller HBV
spesifik T hiicre yanitlarinin niteligini belirler. Programlanmis hiicre 6liim reseptorii
1 (PD-1) adi verilen yapilar ligandlar1 (PD-L1) ile baglandiginda T hiicrelerinin
proliferasyonu ve sitokin sekresyonu inhibisyona ugrar (36). Yapilan calismalarda
kronik hepatit B enfeksiyonunda yiiksek antijen diizeylerine maruz kalarak tiikenen
HBYV spesifik T hiicrelerinde PD1 reseptorlerinin arttigi gosterilmistir. Ayrica bu
reseptorlerin blokajt HBV spesifik T hiicrelerinin efektor fonksiyonlarini yeniden
kazanmasini saglamistir (36,43).

Yakin zamanda yapilmis iki ¢alismada mannoz baglayict lektin (MBL) ile
kronik hepatit B enfeksiyonu arasindaki iliski degerlendirilmistir. MBL dogal immiin
sistemde PRR olarak fonksiyon gosterir. MBL diizeyinin diisiik oldugu hastalarda
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viral persistansin, karaciger fibrozisinin ve hepatoselliiler karsinomun daha sik
gelistigi bulunmustur. In vitro olarak da MBL’nin doz bagimli olarak HBsAg’ nini
bagladig1 gosterilmistir (44, 45).

2. Serum faktor (Soliibl Faktor)

Bazi caligmalarda kronik hepatit B enfeksiyonu olan hastalarin serumlarinda
T lenfositler tarafindan iiretilen ve selektif olarak B lenfositlerin anti-HBs iiretimini
suprese eden maddeler tespit edilmistir. Soliibl faktdor olarak isimlendirilen bu
molekiillerin  HBV  enfeksiyonunda kroniklesme ile iligkili olabilecegi
disiiniilmektedir (29).

3. Anti-idiotip yanit

Anti-idiotip  olarak isimlendirilen molekiiller, antikorlarin degisken
bolgelerine kars1 sentezlenen antikorlar olup immiin yanitin sinirlandirilmasini veya
arttirilmasini saglarlar. Yapilan bir ¢calismada HBV enfeksiyonunun persiste ettigi
hastalarin %70 ile %80’de anti-idiotip antikorlara rastlanmistir. Bu veriler immiin
yanitlarmm anti-idiotipik modulasyonunun viral persistanst belirleyici bir faktor
oldugunu desteklemektedir (29).

4. Cinsiyet ve hormonal faktorler

Yetiskin yaslarda HBV ile karsilasan bireylerde kroniklesme kadinlara gére
erkeklerde daha siktir. Bunun sebebinin hormonal olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan bazi ¢alismalarda HBV genomu iginde glukokortikoidlere duyarli bir
maddenin bulundugu, diger caligmalarda ise HBsAg gen ekspresyonunun seks
steroidleri ve glikokortikoidler tarafindan regiile edildigi gosterilmistir (29).

5.Genetik Duyarhhk

HBV enfeksiyonu ile iliskili olarak yapilan caligmalar klinik sonuglarin
konagm genotipik Ozellikleri tarafindan belirlendigini desteklemektedir. Bir dizi
calismada HBV enfeksiyonunun kroniklesmesi ile iligkili olan polimorfizimler tespit
edilmistir. MHC smif II alelleri DRB1*1302, DRB1*02 ve DRB1*04 HBV
enfeksiyonunun persistansinda direng ile iligkili bulunurken, DRB1*07 persistansa

duyarhilikla iligkilendirilmistir (29).
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2.1.5. Klinik

2.1.5.1. Akut Hepatit B Enfeksiyonunda Klinik

Akut HBV enfeksiyonunun inkiibasyon periyodu 60-180 giindiir. Klinik
bulgular enfeksiyonun alindigi yas, viriisiin genetik yapisi, eslik eden bir baska
heterotropik viriis enfeksiyonunun varligi ve konak¢min immiin durumu gibi pek ¢ok
sebebe bagli olarak degisiklik gosterir.

Akut hepatitin baslangic semptomlar1 nonspesifiktir. Halsizlik, yorgunluk,
istahsizlik, bulanti, kusma ve sag iist kadranda kiint agr1 en belirgin semptomlardir.
Preikterik donem olarak bilinen bu evre 3-10 giin siirer. Ikterik doneme gecisle
birlikte bu bulgular diizelirken sarilik, hafif kasinti, idrar renginde koyulasma ve
diski  renginde acgilma gozlenir. Fizik muayenede nonspesifik bulgulara
rastlanabilecegi gibi sarilik, hassasiyetin eslik ettigi hepatomegali (%10),
splenomegali (%5) ve lenfadenopati (%5) saptanabilir.

Akut hepatit B enfeksiyonu eriskin hastalarda ¢ogunlukla iyilesme ile
sonuglanir. Uzamis klinik seyirde hepatit D virusu ile koenfeksiyon ve kroniklesme
hatirda tutulmalidir. Fulminan hepatit akut HBV enfeksiyonunun seyri sirasinda
diger olast bir durumdur. %0,1 civarinda goriilebilen bu klinik tabloda ikter
basladiktan sonra 2 hafta icerisinde veya semptomlar1 takiben ilk 8 hafta igerisinde

gelisen hepatik ensefalopati fulminan hepatitin ilk bulgusu olabilir (38).

2.1.5.2. Kronik Hepatit B Enfeksiyonunda Klinik

Akut enfeksiyon sonrasi alt1 aydan uzun siireli HBsAg pozitifligi kronik hepatit
B’nin gostergesidir. Bagisik sistemi yeterli olan eriskinlerle kiyaslandiginda (<%1)
perinatal veya c¢ocukluk doneminde almman enfeksiyonun kroniklesme olasiligi
(strastyla %90 ve %20-30) son derece yiiksektir (39).

Kronik hepatit B genellikle sessiz bir hastaliktir. Tani, dondr olarak kan verme
veya rutin kan tetkikleri swrasinda tesadiifen HBsAg pozitifliginin bulunmasi ile

konur.
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Kronik hepatit B’de en sik goriilen semptom yorgunluk ve halsizliktir.
Beraberinde Ozellikle akut alevlenmeler sirasinda istahsizlik, bulanti, iist karin
bolgesinde rahatsizlik hissi ve kas-eklem agris1 gibi nonspesifik sikayetler
bulunabilir. Ayrica hastalarda anksiyete basta olmak tlizere uyku bozuklugu ve

depresyon goriilebilir (5).

Kronik hepatit B enfeksiyonunun en onemli komplikasyonlar1 sirasiyla
hepatorenal sendrom, siroz ve hepatoselliiler karsinomdur. Olgularin %15-20’de 5 yil
icerisinde siroz, sirozlu hastalarm da 9%20°de hepatoselliiler karsinom saptanar.

HBsAg kaybimnin goriilme olasilig: ise yilda %1-2 civarindadir (38).

2.1.5.3. Laboratuvar Bulgular

Akut HBV enfeksiyonunda laboratuvar testleri genellikle normaldir. Bazen orta
derecede azalmis hemoglobin ve hematokrit degerlerine rastlanabilir. Lokosit
saymminda graniilositopeni ve relatif lenfositoz olabilir. Serum total bilurubini %10
diizeyini gegmez (46).

Akut viral hepatitin esas gostergesi serum transaminaz seviyelerindeki hizl
artistir. Transaminaz artis1 semptomlar baslamadan Once meydana gelir ve
semptomlarin birinci haftasinda en yliksek diizeye ulasir. ALT artis1 AST den daha
yiiksektir. Alkalen fosfataz diizeyleri hafif artabilir veya normaldir. Serum albumin,
globulin ve protrombin zamani genellikle normal olup fulminan hepatit gelisiminde
protrombin zamani 17 saniyenin lizerine ¢ikabilir (4).

HBV enfeksiyonunun mikrobiyolojik tanisinda ise serolojik ve molekiiler

yontemler kullanilir.

A. Serolojik tan1 yontemleri
HBV’nun serolojik tanisi, viriis tarafindan kodlanan antijen ve bu antijenlere
kars1 konak savunma mekanizmasi tarafindan olusturulmus antikorlarin

saptanmasma dayanir. HBsAg’ye kars1 anti-HBs, HBeAg’ye kars1 anti-HBe ve
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serumda serbestge dolasmayan HBcAg’ye karst anti-HBc saptayabildigimiz
belirteglerdir (47).

Akut HBV enfeksiyonu sirasinda viriise ait ilk saptanan antijen HBsAg’dir.
Semptomlar ortaya ¢ikmadan 3-5 hafta once serumda saptanmaya baslar ve 3 ay
sonra kaybolur. 6 aydan uzun siire pozitifligi hastaligin kroniklestigini distindiiriir.
Serumda HBsAg ortadan kaybolduktan sonra genellikle {i¢ ay sonra beliren anti-HBs
antikorlar1 iyilesmeyi ve kalici immiiniteyi gosterir. Akut donemde anti-HBs
antikorlarmin daha erken olustugu ancak HBsAg miktarmin ¢ok fazla olmasi
nedeniyle olusan immiinkomplekslerin antikorlar1 maskeledigi diisiiniilmektedir.
HBsAg’nin ortadan kayboldugu ve anti-HBs antikorlarmnin ortaya ¢ikmadigi donem
pencere donemi olarak adlandirilir. Akut HBV enfeksiyonu disinda hepatit B ile
asillanma sonrasi, hepatit B immiinglobulin verilmesi, kan transfiizyonu veya
anneden bebege pasif transfer ile de anti-HBs tespit edilebilir. (4, 46).

Aktif viral replikasyonun ve enfektivitenin gostergesi olan HBeAg, HBsAg’den
birkacgiin sonra pozitif olur. ALT pikinden hemen sonra kaybolur, ancak 10 haftadan
daha uzun bir siire serumda bulunursa kroniklesmenin bulgusu olarak degerlendirilir.
HBeAg’nin kaybolmasi ile anti-HBe antikorlar1 ortaya ¢ikar. Anti-HBe diisiik
enfektiviteylr ve hastaligin iyilesece§ini isaret eder. Ancak prekor bolgesinde
mutasyon sonucu olusan mutant suslarin meydana getirdigi enfeksiyonda anti-HBe
pozitif olmasmma ragmen aktif viral replikasyon ve enfeksiyon tablosu devam
etmektedir (47).

HBcAg erken donemde hizla spesifik antikorlari ile birlestiginden serumda
saptanmas1 giictiir. Serolojik tanida; HBsAg saptandiktan kisa silire sonra anti-HBs
ortaya ¢ikmadan 6nce saptanan anti-HBc antikorlar1 kullanilir. Anti-HBc Ig M ve G
semptomlarla beraber ortaya c¢ikar. Anti-HBc Ig M 6-8 ay sonra tespit edilmezken,
anti-HBc Ig G hayat boyu pozitif kalir. Anti-HBc Ig M antikorunun en 6nemli
ozelligi akut HBV enfeksiyonu icin altin standart olarak kabul edilmesi ve pencere
doneminde Olciilebilir tek belirtec olmasidir. Diger 6nemli 6zelligi ise kronik
enfeksiyonun akut alevlenmeleri sirasinda diisiik titrede de olsa pozitiflesmesidir.
Akut HBV ile kronik HBV’nin akut alevlenmesinin ayrimimda anti-HBc Ig M nin 7-
8S formunun kronik enfeksiyonda, 19S formunun ise akut enfeksiyonda baskin

olmas1 6nemlidir (48).
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B.Molekiiler tan1 yontemleri

HBV-DNA viral replikasyonun en hassas gostergesidir. HBV DNA testleri;
erken tanida, anti-viral tedavi etkinliginin izlenmesinde, olagan dis1 serolojik
profillerin degerlendirilmesinde ve farkli HBV genotiplerinin saptanmasinda son

derece faydalidir (47).
2.1.6. Genetik Varyasyonlar ve Polimorfizim

Genetik Ozelliklerimiz hiicre cekirdegi i¢cinde bulunan 23 ¢ift kromozomda
tasmir. Insan genomunun yaklasik 22000 civarinda gen icerdigi bilinmektedir. Bu
kompleks yapiya genom denir. Gen kalitimin temel fiziksel ve islevsel birimidir (49).

Her insan kromozomunda tek ve devamli bir DNA c¢ift sarmali bulunmaktadir.
Nukleustaki her kromozom, uzun, dogrusal (lineer) bir ¢ift DNA molekiiliidiir. Bir
kromozomdaki DNA molekiilii bazik kromozomal proteinler olan histon proteinleri
ve heterojen asidik non-histon proteinleri ile kompleks halinde bulunurlar.
Fonksiyonel bir iirlinii olusturmak i¢in gerekli olan kromozomal DNA dizisi “’Gen”’

olarak tanimlanmaktadir. Bu {iriin bir polipeptit veya fonksiyonel RNA molekiilii

olabilir (Sekil 5) (50).

Chromosome
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Gene :
U5, Mational Librany of Medicine

Sekil 5. Kromozom-DNA-Gen iligkisi

DNA; kimyasal olarak niikleotid olarak adlandirilan birimlerden olusan 2 uzun
polimer yapinin sarmal olusturmasiyla meydana gelir. Niikleotidler DNA’nin temel

yap1 birimidir. Seker, fosfat ve baz gruplarindan olusur. Bazlar adenin (A), timin (T),
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sitozin (C) ve guanin (G)'dir. Bu bazlarin yam1 sira atipik bazlar da DNA
molekiiliinde bulunabilmektedir. DNA'da, niikleotidler bir iplik olusturacak sekilde
polimerler meydana getiriler. Bu iplikte her zaman adeninin karsisina timin, sitozinin
karsisina guanin niikleotidi gelir. Genler; degisik sayilarda baz ciftinden meydana
gelen Ozel dizilerdir. Bir gende ortalama 3000 niikleotid vardir. Sonug¢ olarak
kromozomlar DNA'lari, DNA' lar da genetik 6zellikleri belirleyen genleri tasir (Sekil
6) (50, 51).

G » (Fiers) > (Celdrae) o Kromoznn) > (DD » (&) » Gaeod» ()

Sekil 6. Kompleks canlidan en basit genetik molekiile gecisin sematizasyonu

Tim insanlarin gen diziliminin %99’u birbirinin aynisidir. Gen dizilimindeki
%0,1’lik farklilik yani diger adiyla genetik varyasyon, insanlar arasindaki ¢esitliligin
nedenini agiklar.

Genetik varyasyonlar polimorfizimler ve mutasyonlar olarak iki ana grup
altinda ele almir. Polimorfizimler mutasyonlardan populasyonda daha yiiksek
varyant aleller olarak bulunmalari ile ayrilirlar. Mutasyonlar siklikla hastalik nedeni
olarak degerlendirilirken polimorfizmler hastaliklara yatkinlik nedeni olarak
degerlendirilirler (52).

Polimorfizimlerin DNA replikasyonu sirasinda olusan hatalar sonucu meydana
geldikleri diisiiniilmektedir. Etnik ve cografi farkliliklar gdsterirler. Genel olarak
polimorfizmler 3 grupta incelenir (53).

1.Tek niikleotid polimorfizmleri

2.Mikrosatellit tekrarlar

3.Insersiyon ve delesyonlar

En sik goriilen polimorfizm grubu Tek Niikletid Polimorfizmidir (SNP-Single
Nucleotide Polymorphism). Belirli bir baz pozisyonunda meydana gelen tek niiklotid
degisiklikleridir. Tiim genetik varyasyonlarm %90’m1 olusturur. SNP’ler;
hastaliklara yatkinlik ve ila¢ etkinligi konularinda major etkiye sahiptirler. Etki
mekanizmalar1 iki baslik altinda degerlendirilir:

1-Sessiz SNP’ler: Gen fonksiyonlarini etkilemezler. SNP’lerin ¢ogu bu gruba
dahildir.
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2-Protein fonksiyonunu etkileyen SNP’ler:
e  Direkt etki: Aminoasit dizisini degistirirler.
o  Indirekt etki: Regiilator dizinin fonksiyonunu degistirirler.
Popiilasyonlar arasinda goriilen polimorfik varyasyonlar, hastaliklara karsi
gelisen duyarhilik, diren¢ ve prognoz gibi parametreleri etkileyebilirler.
Epidemiyolojik ve biyomedikal arastirmalar, farkli popiilasyonlarda hasta bireyler ve
saglikl1 kontroller arasinda bulunan en sik polimorfizim tipi olan SNP farkliliklarini
ortaya koymaktadir. Bu c¢alismalar ile cesitli hastaliklara 6zgii SNP profilleri
belirlenmistir. Giinlimiizde bu profiller kullanilarak hastaliklara yatkilik taramasi
yapmak miimkiindiir (49).
SNP’lerin tespit edilmesinde molekiiler yontemler kullanilir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction [PCR]) gibi niikleik asit amplifikasyonuna

dayal1 bir ¢cok farkli teknik bu amagla kullanilmaktadir.

2.1.7. Real-Time PCR

PCR, 1985 yilinda Cetus adl1 biyoteknoloji firmasinda ¢calisan Kary Mullis adli
arastirmaci tarafindan bulunmustur (54).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, DNA’nin hedef bdlgesinin in vitro ¢ogaltilmasi
islemidir. Bu teknik ile DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini
yapmak miimkiindiir. PCR tekrarlanan 3 basamak seklinde gerceklesir.

-ilk basamak DNA’nm denatiirasyonudur. 94-95°C'ye 1sitilan DNA' nin iki
zinciri birbirinden ayrilir (denatiirasyon).

-Ikinci basamak, primerlerin baglanmasidir (annealing). Ortama konmus ve
sadece ¢ogaltilmak istenen DNA bolgesine 6zgiil iki primer, sicakligin (50-70°C'a)
disiiriilmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA’nin 06zgiil olduklar:
bolgelerine baglanirlar.

-Ugiincii basamak primerlerin uzamasidir (sentez = extension). Ortama konmus

ve optimum sentez sicakligi 72-74°C olan Thermus aquaticus (Taq) polimerazi (ya
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da 1siya dayanikli bagka polimerazlar) bu 1sida hedef DNA’ya yapigsmis primerlerin
3’ ucundan baglayarak istenen DNA bolgesinin sentezini yapar.

Bu ii¢ basamak bir dongliyii olusturur ve her tekrarlanisinda iki primer arasinda
kalan 6zgiil DNA parcasi ¢ogaltilarak iki katma ¢ikarilmis olur. Yeni sentezlenen
DNA da bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilir ve bu DNA pargalar1 geometrik
olarak artar (54).

Higuchi ve arkadaslari, olusturduklar1 PCR {iriinlerini tarayan bir sistem
gelistirmiglerdir (55). Gen ifadesi analizini degistiren bu metod ile geleneksel PCR
yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiilerini
saglamak i¢in kullanilan cihazlarin hassas Olgiim aletleriyle birlestirilmesi Gergek-
zamanlt PCR (Real time PCR) olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelistirilmesini
saglamistir. PCR c¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen bu sistem
yakin bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir metoddur (56).

Gergek-zamanli PCR; floresan isaretli 6zgiin problarin kullanilarak floresanin
olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir cogaltma yontemidir. Niikleik asit
amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis gosteren floresan sinyalinin 6lgiilmesiyle

de hem kalitatif hem de kantitatif sonuglar elde edilir (Sekil 7) (57).

% FITC
** Red 640

@ Phosphate

Uyarim FRET Isinim
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Sekil 7. Hibridizasyon prob yontemi ve FRET sematizasyonu

Gerg¢ek-Zamanh PCR Teknolojisinin Ustiinliikleri
e Floresan boyalar sayesinde es zamanli olarak sonuglar almabilir. Her dongii

sonunda olusan 1s1malar sayesinde bilgi es zamanl olarak ekrana yansir.



30

e Sonu¢ almak i¢in ikinci bir teknige ihtiya¢ yoktur (Agoroz jelde yiiriitme gibi).
Real Time PCR teknolojisinde ornekler makineye yiiklendikten sonra sonug
almabilmektedir.

e Sonrasinda gerekli olan teknikler nedeni ile konvansiyonel PCR’da havanin
isitilip sogutulmasina bagli olarak 4-6 saat iginde islem gergeklesirken, Real Time
PCR ile yaklasik 40 dakika i¢inde sonug alinabilmektedir.

e Kapali bir sistem olmasindan ve ikinci bir teknige ihtiyag olmamasmdan dolay1
kontaminasyon riski ¢ok azdir.

e Diziye 0zgii mutasyonu yada normal diziyi taniyan problar kullanildigindan
0zgiin olmayan iiriin (hedef bolge) elde edilmez.

e Cok yiiksek teknik duyarliliga ve hassasiyete sahiptir (58, 59,60, 61).

Gerg¢ek-Zamanh PCR Teknolojisinin Sinirlamalan
e Kullanilan malzemelerin maliyetinin yiiksek olmasi.
e Sadece bilinen mutasyonlar1 taramasi (61)
Arastirma ve tani laboratuarlarinda kullanilan c¢esitli real-time PCR cihazlar1
mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayisi kapasiteleri, eksitasyon-

emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilari ile ayrilirlar (59).

Light Cycler Real-Time PCR Sistemi

Light Cycler Real-Time PCR Sistemi (Roche, Mannheim, Almanya) 32 6rnekle
calisan es zamanl olarak sonug gosteren bir cihazdir (Sekil 8). Sicaklik dongiilerini
hava akimi sayesinde gergeklestirir. 530, 640 ve 705nm olmak {tizere ii¢c farkl dalga
boyunda 6l¢ciim yapmaktadir (Sekil 9). Farkli floresan boyalar isaretlenerek farkli
genlere ayn1 anda bakilabilmektedir. Floresan boyalar sayesinde PCR dongiilerinin
her birinin sonunda ekrana bilgi yansimasiyla es-zamanli bir yontemdir. Sicaklik
iletiminin esit olarak dagitilabilmesi amaciyla 20ul hacimli borosilikat kapiller tiipler

kullanilir. Bu kapiller tiipler yilizey alanin1 genisleterek tepkime alanini arttirir (60).
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Sekil 8. Lightcycler Real -Time PCR Cihaz1

Hizh sicalhk degigimi icin H
Hava ile 1s1ima-sogutma £
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Sekil 9. Light Cycler PCR cihazmin kisimlar1
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2.1.8. Sitokinler

Sitokinler; dogal ve adaptif immiin yanitlarin olusumunda immiin hiicreler
arasindaki etkilesimleri saglayarak inflamatuar yanitlar1 regiile eden peptid veya
glikoprotein yapisindaki maddelerdir. Fizyolojik a¢idan sitokinler hiicreler arasi
mesaj ileten biyolojik mediatorler olarak tanimlanabilir. Ilk sitokin 1957 yilinda

Isaacs ve Lindenmann tarafindan kesfedilen interferondur (62).

2.1.8.1. Sitokinlerin Genel Ozellikleri

Coziiniir peptid ve glikoprotein yapisinda maddelerdir.

20 ile 30kD biiyiikliiglindedirler.

Biyolojik olarak 10™"° ve 10~ " molar konsantrasyonlarda aktiftirler.

Bircok farkli hiicre tipi tarafindan sentezlenebilir ve salinabilirler.

- Sitokin salinimi kisa, kendini smirlayan bir olgudur ve Onciil molekiil olarak
depolanmaz.

- Etkilerini otokrin (dogrudan salgilandig: hiicre {izerinde), parakrin (salgilandiklari
hiicrenin ¢evresindeki hiicreler lizerine) ve endokrin (sistemik) olarak gosterirler.

- Sitokinler pleiotropik (bir sitokinin farkli tip hiicrelere etki edebilmesi), redundant
(farkli sitokinlerin ayni etkileri gosterebilmesi), sinerji (birbirlerinin etkilerini
artirabilmeleri) ve antagonist (birbirlerinin etkilerini azaltabilmeleri) etkiler
gosterirler.

-Sentezlenmeleri ve hedef hiicreleri etkilemeleri stimiilasyonla (antijen vb.) olur.
-Sitokinlerin  etkileri, hedef hiicrelerdeki spesifik membran reseptorlerine
baglanmalari ile baslar.

-Sitokinlere verilen yanitlarin ¢ogu hiicrelerde yeni mRNA ve protein sentezini

gerektirmektedir (63).
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2.1.8.2. Sitokinlerin Siniflandirilmasi

Sitokinler yapilarina ve fonksiyonlarina gore altgruplara ayrilirlar (64).
A. Hematopoietin ailesi
e IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16,
IL-21
o [IL-17 ailesi (IL-17 ve IL-25)
e Graniilosit makrofaj koloni stimule edici faktér (GM-CSF)
e (Graniilosit koloni stimule edici faktor (G-CSF)
B.interferon ailesi
e Tip I interferonlar [IFNa, B, J, k, ®, 1, IL-28A (IFNA2), IL-28B (IFNA3) ve
IL-29 (IFNA1)]
e Interferon-y
e Interldkin-10
e Interlokin-10 ailesi [Interlokin -19, -20, -22, -24 and -26]

C.Beta Trefoil yapisindaki sitokinler
e Interlokin-1 ailesi [IL-1F1, F2]
e Interlokin-1 reseptor antagonisti [IL-1F3]
e Interlokin-18 [IL-1F4]
e Interlokin-1 ailesi [F5 -F10]
e Fibroblast biiylime faktorii (FGF)
e Hepatosit bliyiime faktorii (HGF)
D. Tiimor Nekroz Faktor ailesi
e Lenfotoksinler
e Tiimo6r Nekroz Faktor
E.Tirozin Kinaz Reseptor ailesi
e Makrofaj koloni stimule edici faktor (M-CSF)
e Kok hiicre faktorii

e Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF)
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F.Kemokinler
Ik iki sistein rezidiisiiniin pozisyonuna gére C, CC, CXC ve C3XC olmak
iizere 4 gruba ayrilirlar.
C—Lenfotaktin (Th ler i¢cin kemotaktik)
CX—Makrofaj migrasyonunu inhibe eden faktér (MIP-1, MIP-2), Eotaxin
CXC—IL-8, Endothelial cell-derived neutrophil attractant-78 (ENA-78),
Inducible protein 10 (IP-10)
C3XC— Norotaktin
G. Transforme Edici Biiyiime Faktor (TFG) ailesi
e TGF
e Inhibin/aktivin ailesi

e Kemik morfogenetik proteinler

2.1.8.3. Sitokinlerin Etki Mekanizmasi

Sitokinler hiicre ylizeyinde yer alan spesifik reseptorlere baglanarak etki
gosterirler. Tiim sitokin reseptorleri ekstraselliiler bolge ve sitoplazmik bolge olarak
iki ana birimden olusur. Sitokin reseptorleri bes grupta toplanabilir:

1.Tip I sitokin reseptorleri: Hematopoetin reseptorler olarak da
isimlemdirilirler. IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15,
GM-CSF, G-CSF tarafindan kullanilirlar.

2. Tip II sitokin reseptorleri : Tip I reseptorler gibi 2 sisteinli bolge igeririler.
IFNo/B, IFNy ve IL-10 tarafindan kullanilirlar.

3. Immunglobulin siiper ailesi: Tip I ve II reseptorlerden farkli bir sinyal ileti
sistemi kullanirlar. IL-1 ve M-CSF tarafindan kullanilirlar.

4. TNF reseptorleri

5. Transmembran reseptorler: Serpentin reseptdrler olarak da isimlendirilirler.
Kemokinler tarafindan kullanilirlar (63).

Sitokinler reseptorlere baglandiktan sonra ¢esitli sinyalizasyon yollarmi aktive
ederler. Otuzdan fazla sitokin, bliyiime faktorii ve protein tarafindan kullanilan JAK

(tirozin rezidiilerini fosforile eden kinaz[Just Another Kinaz]) - STAT (Sinyal iletici
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ve Transkripsiyon Faktorleri [Signal Transducers and Activators of Transcription])
yolagi, son donemlerde kesfedilmis 6nemli sinyal yolaklarimdan biridir (Sekil 10).
Gliniimiizde 4 farkl1 JAK ve 7 farkli STAT molekiilii identifiye edilmistir. Bircok
doku ve hiicrede eksprese edilirler. Degisik sitokin gruplarinin degisik STAT ve
JAKlar1 aktive ettikleri bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda STAT 1 defekti sonucu
IFN cevabinin kaybolmasinin antimikrobiyal defansin zayiflamasma ve IFN

direncinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu anlasilmistir (65).
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Sekil 10. Sitokin reseptdrlerinin sinyal iletim mekanizmasinin sematizasyonu.

Sitokinler enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinde dnemli bir yere sahiptir.
Sitokin cevabi optimum diizeyde olusursa konak lehine asir1 veya yetersiz diizeyde
olusursa etken lehine sonuclar ortaya ¢ikabilir (66).

HBV enfeksiyonunda immiinoregiilator siirecin sekillenmesinde belirli
sitokinlerin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Antiviral cevabin indiiklenmesinde
merkezi bir role sahip olan CD4 T lenfositler salgiladiklar1 baskin sitokin profiline
gore iki alt gruba ayrilir. Thl hiicreleri; IFNy gibi ana fonksiyonu 6zellikle hiicre ici
mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlara kars1 fagosit aracili savunmay1 uyarmak
olan belli bir sitokin grubunu salgilayan hiicrelerdir. Th2 hiicreleri ise 1L-4 ve IL-5
gibi ana fonksiyonu eozinofil/mast hiicre aracili immiin reaksiyonlar1 uyarmak ve
Thl hiicrelerini baskilamak olan belli bir sitokin grubunu salgilayan hiicrelerdir.

HBV enfeksiyonunda Thl sitokin (IL-2, IFNy, TNFa) profili baskinsa viral
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cogalma etkin bir sekilde inhibe edilebilir ancak Th2 tip sitokinler (IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-13) baskmsa viriisiin konak¢ida kalmasi kolaylasir ve hastalik
kroniklesir. Sonu¢ olarak Thl ve Th2 sitokin yanitlar1 arasindaki denge fibrozis

veya siroz ile sonuglanan inflamatuar karaciger hastaliginda anahtar mekanizmadir

(67, 68).

2.1.8.4. Hepatit B Enfeksiyonu ve Sitokin Polimorfizimi

Hiicresel ve humoral immiin yanit ile yakindan iligkili olan HBV
enfeksiyonunda immiin yanit1 olusturan sitokin profilinin, viriisiin olusturacagi
hastalik tipini ve sonucunu belirlemede olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir (69).
Dogal sitokin yanitim1 etkileyen ve bireyler arasinda sitokin iiretiminde ve/veya
kapasitesinde varyasyonlara sebep olan esas faktor genetik varyasyonlardir (66). Bu
kapsamda, sitokin gen polimorfizimleri enfeksiyon hastaliklarma duyarliligs,
hastaligin siddetini ve klinik sonucunu etkileyen 6nemli bir mekanizmadir. HBV
enfeksiyonu ile iligkili sitokinler ve ilgili polimorfizimler bir¢ok c¢alismada
degerlendirilmistir.

TNFa; monosit, makrofaj ve kupffer hiicrelerinden sentezlenir. HBV
replikasyonunu HBV mRNA’nin yikimimni arttirarak inhibe etmektedir. Birgok
caligmada -238. ve -308. pozisyondaki TNFa gen polimorfizimlerinin TNFa nin
ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir. Arastirmacilarin farkli cografik bolgelerde
yaptiklar1 ¢alismalarda, TNFa -308 A/G veya A/A genotipleri HBV enfeksiyonunda
tyilesme ile iliskili bulunup, TNFa -308 G/G genotipi ise kronik hepatit B i¢in risk
faktorii olarak degerlendirilmistir (70, 71, 72).

IFNy; antiproliferatif ve antiviral etkili olup primer olarak lokositlerden
salinir. IFNy geninin +874. ve +2109. pozisyonlarindaki baz degisimi ile iliskili
polimorfizimlerin hepatit B enfeksiyonuna duyarlilikta 6nemli bir risk faktorii
olabilecegini gdsteren ¢aligsmalar vardir (73, 74).

IL-10; aktif Th2, CD8+T hiicreler, B hiicreler, monosit ve keratinositlerden
salinir. Siklikla TGF-8 ile uyumlu c¢alisarak aktif T hiicrelerinden salinan sitokinleri

inhibe ederler. Yapilan ¢alismalarda IL-10’nun proksimal promotor bdlgesindeki



37

-592., -627., -819., ve -1082.ci pozisyonlardaki polimorfizimlerin IL-10 iiretimini
etkiledigi, dolayisiyla bu varyasyonlarla kronik hepatit B’ye ilerleyis arasinda iliski
oldugu rapor edilmistir (69).

IL-17; 1993 yilinda Rouver ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmis olup yeni
bir T yardimci1 hiicre alt grubu olarak bilinen Thl7 hiicrelerinden salinan
proinflamatuar bir sitokindir. Hepatositlerde antiapopitotik molekiilleri arttirarak ve
sitotoksik T lenfositlerin hedef hiicreleri yikmasini engelleyerek HBV nin varligini
devam ettirmesine katkida bulundugu diistiniilmektedir (75, 76, 77, 78).

IL-18; makrofaj ve keratinositlerden salman IFNy ve diger proinflamatuar
sitokinlerin salmimini arttiran bir sitokindir. Hepatit B virlisii’'nii non-sitopatik
olarak inhibe ettigi, IFN-o/ salimimini arttirarak ve intrahepatik NK hiicreler1 aktive
ederek hepatit B virlis replikasyonunu onledigi bilinmektedir. Yapilan klinik
arastirmalar, IL-18’in serum diizeyi ile hepatit B enfeksiyonunun siddeti arasinda
iliski oldugunu goéstermistir. Ayn1 zamanda bir¢ok calisma IL-18 geninin promotor
bolgesinin -137. ve -607. pozisyonlarindaki polimorfizimlerin, kronik hepatit B

enfeksiyonuna duyarlilikla yakindan iligkili oldugunu rapor etmistir (79, 80).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Cahsma Gruplarn ve Materyal

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar
Poliklinigi’ne basvuran ve hepatit B enfeksiyonu tanisini alan hastalar, ¢alismanin
olgu grubunu olusturmustur. Olgu grubu, serolojik durumlari ve kronik hepatit B tani
kriterleri géz Oniine alinarak “dogal bagisik”, “inaktif tasiyic’” ve “kronik aktif
hepatit” olarak gruplandirilmistir. Hepatit B viriisii ile karsilasmamis saglikli bireyler
kontrol grubunu olusturmustur. Calismaya dahil edilen kontrol ve olgu grubuna ait
bireylerden alinan periferik venéz kan Ornekleri, calisma materyali olarak

kullanilmastir.

3.2. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Caligma grubunu olusturan bireylerden antikoagulanli tiiplere alinan periferik
vendz kan oOrneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu, ticari kit yardimi ile
(HighPure PCR Template Preparation Kit, Roche) yapilmis ve uygulama
basamaklar1 asagida verilmistir:

- Antikoagulanl tiiplere alman periferik vendz kan orneklerinden 200 pl kan
ornegi 1.5ml’lik steril ve DNA’az igermeyen mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.

- Orneklerin her birine, kitle birlikte saglanan 200 pl Baglanma Tamponu ve
oda 1s1sinda ¢oziinmiis Proteinaz K eklendi.

- Ornekler 72°C’ ye getirilen su banyosunda 10 dakika inkiibasyona birakildi.

- Her tiipe 100 pl isopropanol eklendi ve mikropipet yardimi ile karistirildi.
Toplama tiiplerinin her birine 6rnek sayisi kadar kolon yerlestirildi.

- Hazirlanan karisim toplama tiiplerine aktarildi ve 8000 rpm’de ldakika
santrifiij edildi.

- Toplama tiipleri atild1 ve kolonlar yeni toplama tiiplerine alindi.
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- Her tiipe, kitle birlikte saglanan 500 pl Inhibitor Uzaklastrma Tamponu
eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Toplama tiipleri atild1 ve kolonlar yeni toplama tiiplerine alind1.

- Her tiipe, kitle birlikte saglanan 500 pl Yikama Tamponu eklendi ve 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Toplama tiipleri atild1 ve kolonlar yeni toplama tiiplerine alind1.

- Her tiipe tekrar 500 pl Yikama Tamponu eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi.

- Toplama tiiplerinde bulunan siv1 uzaklastirildi ve rezidiie yikama tamponunu
tamamen uzaklastirmak i¢in ek santriflij islemi uygulandi (13.000 rpm’de 1
dk).

- Toplama tiipleri atild1 ve kolonlar 1.5 mI’lik ependorflara alind1.

- Her tiipe 72°C de bekleyen 100 pl Elisyon Tamponundan eklendi ve 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Izole edilen DNA o&rnekleri, real-time PCR analizinde kullanilmak iizere

-20°C’de saklandu.

3.3. Sitokin Gen Polimorfizimlerinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, ve IL-18 sitokinlerine ait genlerde gozlenen tek
niikleotid polimorfizimler1 (SNP’ler) i¢in National Center for Biotechnology
Information (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, NCBI) veri tabaninda tanimlanan

bolgeler kullanildi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) (Tablo 3).




40

Tablo 3. TNF-a, IFNy, IL-10, IL-17 ve IL-18 SNP’leri ve lokalizasyonlar1

Gen SNP Lokalizasyonu SNP “accession
number”

TNF-a -308 rs1800629

IFN-y +874 rs2430561

IL-10 -592 rs1800872

IL-10 -1082 rs1800896

IL-17 Exon 3/3’UTR rs1974226

IL-17 Exon 3 rs763780

IL-18 -137 rs187238

IL-18 -607 rs1946518

TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, ve IL-18 sitokin genlerine 6zgiin SNP analizleri
icin kullanilan primerler ve hibridizasyon problarinin dizayni yapildi ve sentezletildi
(TIB Molbiol, Berlin, Almanya). Calismada kullanilan primer setleri ve

hibridizasyon prob dizilimleri Tablo 4-11°de verilmistir.

Tablo 4. TNF-o -308 SNP analizinde kullanilan primerler ve hibridizasyon

problarinin baz dizilimleri (5’— 37)

TNF-a -308

Primer sense 5- CCTgCATCCTgTCTggAAgQTTA -3

Primer antisense 5- CTgCACCTTCTgTCTCggTTT - 3

Prob 1 5- AACCCCgTCCCCATgCCCC - 3-FL*

Prob 2 **640-5'-CAAAACCTATTgCCTCCATTTCTTTTggggAC- 3’

*FL: Fluoresin, ** 640: LightCycler Red 640 Fluorasan boya.

Tablo 5. IFN-y +874 SNP analizinde kullanilan primerler ve hibridizasyon

problarinin baz dizilimleri (5’— 37)

IFN-y +874

Primer sense 5- TCACAATTgACTTTATTCTXTACAAC- 3’
(internal igaretli primer)

Primer antisense 5-gCCTTCCTgTAgggTATTATTATA- 3

Prob 1 5-TGTGTGTGTGAGATTTGATTTTGT- 3-FL*




Tablo 6. IL-10 -592 SNP analizinde kullanilan primerler ve hibridizasyon

problarinin baz dizilimleri (5’— 37)

IL-10 -592

Primer sense 5'- ggTgAgCACTACCTgACTAQC- 3’

Primer antisense 5- CCTAggTCACAgTgACgTgg- 3’

Prob 1 5- AgCCTggAACACATCCTgTgACCCC- 3-FL*
Prob 2 **640-5'- CCTgTCCTgTAggAAgCCAgTCTC- 3

Tablo 7. IL-10 -1082 SNP analizinde kullanilan primerler ve hibridizasyon

problarinin baz dizilimleri (5’— 37)

IL-10 -1082

Primer sense 5- CTCgCTgCAACCCAACTggC- 3

Primer antisense 5’- ATggggTggAAgAAgTTgAA- 3’

Prob 1 5- ggATAggAggTCCCTTACTTTCCTCTTACC - 3- FL*
Prob 2 **640-5'- CCCTACTTCCCCCTCCCAAA - 3’

Tablo 8. IL-17 3’'UTR SNP analizinde kullanilan primerler ve hibridizasyon

problarinin baz dizilimleri (5’— 37)

IL-17 IUTR

Primer sense 5- CCTggCTTCTgTCTgATCAA- 3’

Primer antisense 5-TTgggCTgACCTTTTCTCAT- 3

Prob 1 5- ACTTAAAGTTCATTCTgCCCCA - 3-FL*

Prob 2 **640-5- CAgCTCCTTTCTgggTTgTgTggT - 3’




Tablo 9. IL-17 Ekzon 3 SNP analizinde kullanilan primerler ve hibridizasyon

problarmin baz dizilimleri (5°— 37)

IL-17 Ekzon 3

Primer sense 5- CTTTCCAgTTggAgAAggTgCT- 3

Primer antisense 5'- AgggAATTgggggTCAgAC- 3’

Prob 1 5- TCTTACTgCACACggTggATgA- 3-FL*

Prob 2 **640-5- gTgJACgCAggTgCAgCCAACAgTCA- 3

Tablo 10. IL-18 -137 SNP analizinde kullanilan primerler ve hibridizasyon

problarmin baz dizilimleri (5°— 37)

IL-18 -137

Primer sense 5- AgTggCAgAggATACgAg- 3’

Primer antisense 5- AAGAgATACTCAgAAAgAggTACA- 3

Prob 1 5- TCATgAAATCTTTTCTTCCgTAAAAQT- 3'-FL*
Prob 2 **640-5- ggggCTCTgTgCCTTCCAAAA- 3’

Tablo 11. IL-18 -607 SNP analizinde kullanilan primerler ve hibridizasyon

problarmin baz dizilimleri (5°— 37)

IL-18 -607

Primer sense 5- TTCATAAAACTTCTTTATCTgCTg- 3’

Primer antisense 5- CCCTAAATATATGTATCCTTAAATTg- 3

Prob 1 5'- gAAAgTgTAAAAATTATTACATAAAATTCT - 3-FL*
Prob 2 **640-5- ATgATggTATCCgTgTggCTTg -3’

SNP analizi icin LightCycler 2.0 gercek-zamanli PCR sistemi (Roche,
Almanya) kullanildi. Dizayn edilen primer-prob setleri kullanilarak ger¢cek-zamanli
PCR protokoliiniin optimizasyon c¢alismalar1 yapildi. Optimizasyon caligmalar1 ile
hem amplifikasyon hem de erime egrisi analizleri i¢cin protokoller belirlendi.
Oncelikle hedef bdlge cogaltildi ve sonrasinda amplikonun identifikasyonu erime

egrisi analizi (melting curve analysis) ile yapildi (LightCycler yazilim programi,
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versiyon 4.05). Tablo 12-14’de optimize edilen ger¢ek-zamanli PCR reaksiyon

karigimlar1 yer almaktadir.

Tablo 12. TNF-a -308 SNP analizine 6zgiin reaksiyon karigimi

icerik Hacim Final konsantrasyon
PCR - grade su 10.4 pl -
MgCl, 1,6 pl 3mM
Primer sense 1l 0,5 uM
Primer antisense 1l 0,1 uM
Prob 1 (FL) 1pl 0,225 uyM
Prob 2 (LC 640) 1pl 0,225 uyM
Master karisim* 2 ul 1X
DNA o6rnegi 2 ul -
Toplam hacim 20 ul

* Reaksiyonu karigimi i¢in “LightCycler HybProbe Master” kiti kullanildi. Master karisimi: FastStart
Taq DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve dNTP karisimindan olusmaktadir.

Tablo 13. IFN-y +874 SNP analizine 6zgiin reaksiyon karigimi

PCR - grade su 10,4 pl -
MgCl, 1,6 pl 3mM
Primer sense 1l 0,5 uM
Primer antisense 1l 0,1 uM
Prob 1 (FL) 1pl 0,225 uyM
Master karisim* 2 ul 1X
DNA o6rnegi 2 ul -
Toplam hacim 20 ul

* Reaksiyonu karigimi igin “LightCycler HybProbe Master” kiti kullanildi. Master karigimi: FastStart
Taq DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve dNTP karisimindan olusmaktadir.



44

Tablo 14. Diger SNP analizlerine 6zgiin reaksiyon karigimi

PCR - grade su 10,4 pl -
MgCl, 1,6 ul 3 uM
Primer sense 1wl 0,5 uM
Primer antisense 1l 0,5 uM
Prob 1 (FL) 1 ul 0,045 uyM
Prob 2 (LC 640) 1 ul 0,045 uyM
Master karigim* 2yl 1X
DNA 6rnegi 2yl -
Toplam hacim 20 pl

* Reaksiyonu karigimi i¢in “LightCycler HybProbe Master” kiti kullanildi. Master karigimi: FastStart
Taq DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve dNTP karisimindan olugmaktadir.

PCR-grade su, MgCl,, primerler, problar ve Master karisimi (FastStart Taq
DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, niikleotid karisimi ve 10 mM MgCl,) belirtilen
stra ile ve belirtilen miktarlarda karistirildiktan sonra, 18 pL hacimde olacak sekilde
kapillerlere aktarildi. Kapillere aktarilan her reaksiyon karisimi iizerine 2 uL DNA
ornegi eklendi. Negatif kontrol 6rneginde DNA 6rnegi yerine 2 uL “PCR-grade” su
kullanildi. Toplam 20 pL reaksiyon karisimi iceren kapillerler, karusel yardim ile
ger¢gek-zamanli PCR ile hedef bolgenin ¢ogaltilmasi: ve SNP analizi i¢in LightCycler
2.0 gercek-zamanli PCR sistemine yerlestirildi. Tablo 15-22°de ger¢ek-zamanli PCR

protokolleri yer almaktadir.



Tablo 15. TNF-0-308 SNP analizi igin gergcek- zamanl PCR protokolii*

Analiz Modu

Pre-
inkiibasyon

Amplifikasyon

Erime egrisi

Sogutma

Tablo 16. IFN-y +874 SNP analizi igin gergek- zamanl PCR protokolii*

Analiz Modu

Pre-
inkiibasyon

Amplifikasyon

Erime egrisi

Sogutma

Dongii

45

Dongii

40

Segment

Denatiirasyon
Annealing
Ekstensiyon

Segment

Denatiirasyon
Annealing
Ekstensiyon

Hedef Isi

95 °C

95 °C
62 °C
72 °C
95 °C
85 °C
40 °C
slope=0.2°C/sn
85 °C

40 °C

Hedef Isi

95 °C

95 °C

51°C

72 °C

95 °C

85 °C

40 °C
slope=0.2°C/sn

85 °C
slope=0.5°C/sn

40 °C

Siire

10 dk

6 sn
10 sn
22 sn
20 sn
0 sn
20 sn

Osn

30 sn

Siire

10 dk

10 sn
8 sn
5sn
20 sn
0 sn
20 sn

Osn

30 sn

45

Kazanim
Modu

Kazanim
Modu

Srekli
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Tablo 17. IL-10 -592 SNP analizi igin gergek- zamanli PCR protokolii*

Analiz Modu Dongii Segment Hedef Isi Siire Kazanim
Modu

Pre-inkiibasyon

1 95 °C 10 dk
Amplifikasyon
Denatiirasyon 95 °C 10 sn -
40 Annealing 55 °C 10 sn Tek
Ekstensiyon 72 °C 17 sn -
Erime egrisi 95 °C 0sn -
55 °C 30 sn -
85°C 0sn Surekli

slope=0.2°C/sn
Sogutma
1 40 °C 30 sn -

Tablo 18. IL-10 -1082 SNP analizi i¢in gergek- zamanli PCR protokoli*

Analiz Modu Dongii Segment Hedef Isi Siire Kazanim
Modu

Pre-inkiibasyon

1 95 °C 10 dk
Amplifikasyon
Denatiirasyon 95 °C 10 sn -
40 Annealing 60 °C 10 sn Tek
55 °C 1sn
(slope=0.2°C/sn)
Ekstensiyon 72 °C 10 sn -
Erime egrisi 95 °C 0sn -
45 °C 30 sn -
75°C 0 sn Surekli

slope=0.2°C/sn
Sogutma
1 40 °C 30 sn -
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Tablo 19. IL-17 3’'UTR SNP analizi igin gergek- zamanli PCR protokol(i*

Analiz Modu Dongii Segment Hedef Isi Siire Kazanim
Modu

Pre-inkiibasyon

1 95 °C 10 dk
Amplifikasyon
Denatiirasyon 95 °C 10 sn -
35 Annealing 56 °C 10 sn Tek
Ekstensiyon 72 °C 10 sn -
Erime egrisi 95 °C 0sn -
49 °C 30 sn -
85°C 0sn Surekli

slope=0.2°C/sn
Sogutma
1 40 °C 30 sn -

Tablo 20. IL-17F Ekzon 3 SNP analizi igin gergek- zamanli PCR protokoli*

Analiz Modu Dongii Segment Hedef Isi Siire Kazanim
Modu

Pre-inkiibasyon

1 95 °C 10 dk
Amplifikasyon
Denatiirasyon 95 °C 10 sn -
40 Annealing 56 °C 10 sn Tek
Ekstensiyon 72 °C 10 sn -
Erime egrisi 95 °C 0sn -
40 °C 30 sn -
85°C 0sn Surekli

slope=0.2°C/sn
Sogutma
1 40 °C 30 sn -

Tablo 21. IL-18 -137 SNP analizi igin gergek- zamanli PCR protokolii*

Analiz Modu Dongii Segment Hedef Isi Siire Kazanim
Modu

Pre-inkiibasyon

1 95 °C 10 dk
Amplifikasyon
Denatiirasyon 95 °C 10 sn -
40 Annealing 51°C 10 sn Tek
Ekstensiyon 72 °C 12 sn -
Erime egrisi 95 °C 0sn -
40 °C 30 sn -
85°C 0sn Surekli

slope=0.2°C/sn
Sogutma
1 40 °C 30 sn -
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Tablo 22. IL-18 -607 SNP analizi igin gergek- zamanli PCR protokolii*

Analiz Modu Dongii Segment Hedef Isi Siire Kazanim
Modu

Pre-inkiibasyon

1 95 °C 10 dk
Amplifikasyon
Denatiirasyon 95 °C 10 sn -
35 Annealing 51°C 10 sn Tek
Ekstensiyon 72 °C 12 sn -
Erime egrisi 95 °C 1dk -
55 °C 30 sn -
45 °C 30 sn -
40 °C 2 dk -
75 °C 0sn Surekli

slope=0.2°C/sn
Sogutma
1 40 °C 30 sn -

* Gergek-zamanli PCR Protokolii; Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalpp DNA’nin denatiirasyonu,
Amplifikasyon: Hedef bélgenin primerler yardimi ile gogaltilmasi, Erime egrisi: Amplikona ait genotipin
belirlenmesi (SNP analizi), Sogutma: Sistemde yer alan rotorun ve termal haznenin sogutulmasi basamaklarini
icermektedir.

Optimize edilen protokollerde belirtilen reaksiyon kosullarma gore, primerler
kullanilarak hedef SNP’yi1 iceren DNA fragmanlar1 ¢ogaltildi. Amplikonlarmn varhigi,
6zgiin hibridizasyon prob setleri kullanilarak floresan artis1 ile belirlendi. Ozetle
sistemdeki floresan degeri su sekilde dlgiilmektedir: Ozgiin hibridizasyon prob seti,
cogalan hedef bolgede yer alan dizilerle hibridize olabilen iki farkli oligoniikleotitten
olugsmaktadir. Bir prob, 5’-ucunda “LightCycler Red 640-N-hydroxy-succinimide
ester (Red 640-NHS ester)” (alic1 boya) ile isaretlidir ve 3’-ucu fosforilizasyonla
modifiyedir. Diger probun ise 3’-ucu fluoresin (dondr boya) ile isaretlidir. Iki prob,
hedef DNA’da birbirlerine oldukca yakin hibridize olduklarinda (1-5 nt), gercek-
zamanli PCR sisteminin mavi 151k kaynagi dondr boyay1 (fluoresin) harekete gecirir
ve uzun bir dalga boyunca yesil floresan 15181 sagilir.Dondr ve alici boyalar
birbirlerine ¢ok yakin olduklarinda, sagilan bu enerji ikinci hibridizasyon probundaki
alict1 boyayr harekete gecirir ve farkli bir dalga boyunda 1sik sagilir. “Floresan
Rezonan Enerji Transferi” (FRET) olarak adlandirilan bu enerji transferi, iki prob
arasindaki mesafeye baglidir.

Amplikonlarin ~ varligmmin  belirlenmesinden  sonra, = amplikonlarin

identifikasyonu i¢in, yani SNP analizi i¢in, erime egrisi analizleri yapildi. Bu
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asamada, Oncelikle sistemin 1sisinin arttirilmasina (6rnegin 95°C’ye c¢ikmasina)
olanak saglandi. Daha sonra 1s1 diisiiriildii ve tekrar artmasi saglandi (Ornegin
40°C’den 95°C’ye ¢ikartild1) ve 1s1 artis1 sirasinda her 0.1°C’de sistemde var olan
floresan i¢in okuma yaptirildi. Gergek-zamanli PCR sistemi yazilim programu ile her
bir drnege ait 640 nm dalga boyunda 6lciilen floresanin negatif tiirevini 1siya gore
degerlendiren ve amplikona ait erime derecesini (Tm) gosteren grafikler elde edildi.
SNP genotiplendirmesinde, erime egrisi analizi ile isaretli prob ve amplikon
arasindaki tek bir mismatch’in erime derecesini 6nemli oranda azaltacaktir
gerceginden  yararlanilmaktadir.Dolayisiyla  destabilize ~ mismatch  igeren
prob/amplikon hibridleri ile miikkemmel eslesen prob/amplikon hibridlerinin erime
dereceleri kolaylikla gozlemlenebilir ve karsilastirilabilir. Calismada analiz edilen
SNP'ler i¢in prob dizaynlar1 bazt SNP’ler i¢in normal genotipe bazi SNP’ler i¢in
polimorfik genotipe 6zgiin yapildigindan, erime derecelerine gore normal homozigot

genotip, heterozigot ve polimorfizime 6zgiin homozigot genotip ayrimi yapilmustir.

3.4. istatistiksel Analiz

TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, ve IL-18 sitokin gen polimorfizimlerinin gruplar
arasindaki dagilimi hesaplama ile yapildi Istatiksel analizler igin SPSS 15.0
Windows paket programi kullanildi. Sitokinlere ait gen polimorfizimleri ile olgu
gruplar1 arasindaki iliski Ki-Kare ve Fischer exact test ile degerlendirildi. Testler

sonucu elde edilen p degerleri 0,05 den kiiciik ise anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismadaki TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, ve IL-18 sitokin genlerine ait SNP
analizleri asagidaki sekil ve grafiklerde sunulmus olup SNP dagilimlarinin inaktif
hepatit B tasiyicilarinda, kronik aktif hepatit B’li hastalarda, dogal bagisik ve
saglikli bireylerden olusan gruplardaki karsilastirmali sonuglar1 ise Tablo 23’de

verilmistir.

1. TNF-a -308 SNP Analizi
TNF-a -308 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri siras1

ile Sekil 1 ve 2°de gosterilmistir.

Melting Curves

11,308-
10,508 — A/A genotipi
9,308 — G/A genotipi
a,ana:ﬁ — GIG genotipi
7 0a] ) — Negatif kontrol

§,308]
5,505
4,508
3,505
2505
1,508

Fluorescence (6:40)

40 45 50 55 B0 BS 70 75 @0 &5
Temperature (“C)

Sekil 11. TNF-a -308 SNP’ne 6zgln amplifikasyon egrisi
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Melting Peaks

o A — A/A genotipi
© ] — G/G genotipi
E 0,534 — Negatif kontrol
ﬁ 0,534}
= ]
2 0,434-:
5 0234
E 4
T 0,034 e

40 45 50 55 B0 ES M 75 &0
Temperature {*C})

Sekil 12. TNF-a -308 SNP’ne 6zgln erime edrisi

TNF-a -308 SNP’ne 0Ozgiin genotip dagilimi olgu gruplar1 arasinda
degerlendirildiginde, G/A genotipi ve A/A genotipleri (polimorfik) en sik dogal
bagisik gruptaki bireylerde tespit edilmistir (Grafik 1).

Grafik 1. TNF-a -308 SNP’nin gruplar arasindaki dagilimi
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Olgu gruplari klinik yanit ile TNF-a -308 SNP’1 agisindan karsilastirildiginda

ise, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,597).
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2. IFN-y +874 SNP Analizi
IFN-y +874 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri siras1

ile Sekil 13 ve 14’°te gosterilmistir.

Melting Curves

1,167 .
1 -11?.:_ — AJA genotipi
el — AJ/T genotipi
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g 1017 — Negatif kontrol
= 0,967
=] ]
g 0,917
@ 0,867
g 0,817
= 0,767
0,717 RS
L e e
50 55 50 85 70 75 50

Temperature (*C}
Sekil 13. IFN-y +874 SNP’ne 6zgin amplifikasyon egrisi

Melting Peaks
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Sekil 14. IFN-y +874 SNP’ne 6zgin erime egrisi

IFN-y +874 SNP’ne 0zgiin genotip dagilimi olgu gruplar1 arasinda
degerlendirildiginde, dogal bagisik grupta T/A genotipi, kronik aktif hepatit grupta
A/A genotipi (polimorfik) daha sik tespit edilmistir (Grafik 2).
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Grafik 2: [FN-y +874 SNP’nin gruplar arasindaki dagilimi
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Olgu gruplari klinik yanit ile IFN-y +874 SNP’1 agisindan karsilastirildiginda

ise, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,788).
3. IL-10 -592 SNP Analizi

IL-10 -592 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri sirasi

ile Sekil 15 ve 16’da gosterilmistir.
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Sekil 15. IL-10 -592 SNP’ne 6zgln amplifikasyon egrisi
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Melting Peaks
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Sekil 16. IL-10 -592 SNP’ne 6zgln erime egrisi

IL-10  -592 SNP’t genotip dagilimi  olgu gruplar1  arasinda
degerlendirildiginde, kronik aktif hepatit grubunda C/A genotipi, hepatit B
tastyicilarinda ise C/C genotipi (wild-type) daha sik tespit edilmistir (Grafik 3).

Grafik 3. [L-10 -592 SNP’nin gruplar arasindaki dagilimi
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Olgu gruplar1 klinik yanit ile IL-10 -592 SNP’1 agisindan karsilastirildiginda
ise, kronik aktif hepatitli grup ile C/A genotipi arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (p=0,049).
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4. 1L-10 -1082 SNP Analizi
IL-10 -1082 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri siras1

ile Sekil 17 ve 18’de gosterilmistir.

Melting Curves
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Sekil 17. IL-10 -1082 SNP’ne 6zgln amplifikasyon egrisi
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Sekil 18. IL-10 -1082 SNP’ne 6zgln erime egrisi

IL-10 -1082 SNP’ne 0zgiin genotip dagilimi olgu gruplar1 arasinda
degerlendirildiginde, kronik aktif hepatit grubunda A/G genotipi, hepatit B
tastyicilarinda ve dogal bagisik grupta ise G/G genotipi daha sik tespit edilmistir
(Grafik 4).



56

Grafik 4. IL-10 -1082 SNP’nin gruplar arasindaki dagilimi
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Olgu gruplar1 klinik yanit ile IL-10 -1082 SNP’i acisindan karsilastirildiginda

ise, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir (p=0,361)
5.1L-17 3’ UTR SNP Analizi

IL-17 3’UTR SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri

strast ile Sekil 19 ve 20°de gosterilmistir.
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Sekil 19. iL-17 3'UTR SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi
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Melting Peaks
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Sekil 20. IL-17 3UTR SNP’ne 6zgin erime egdrisi

IL-17 3> UTR (Ekzon 3) SNP’i genotip dagilimi olgu gruplar1 arasinda
degerlendirildiginde, hepatit B tastyicilarinda G/G genotipi (wild-type), kronik aktif
hepatit grubunda G/A genotipi, ve kontrol grubunda ise A/A genotipi daha sik tespit
edilmistir (Grafik 5).

Grafik 5. IL-17 3> UTR SNP’nin gruplar arasindaki dagilimi
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Olgu gruplart1 klinikk yanit ile IL-17 3> UTR SNP’i agisindan
karsilastirildiginda ise, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,933).
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6. IL-17 Ekzon 3 SNP Analizi
IL-17 Ekzon 3 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri

strast ile Sekil 21 ve 22°de gosterilmistir.
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Sekil 21. IL-17 ekzon 3 SNP’ne 6zgun amplifikasyon egrisi
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Sekil 22. IL-17 ekzon 3 SNP’ne 6zgin erime egrisi

IL-17 Ekzon 3 SNP’t genotip dagilimi olgu gruplar1 arasinda
degerlendirildiginde, hepatit B tasiyicilarinda ve dogal bagisik grupta T/T genotipi
(wild-type) kontrol grubunda ise C/C genotipi daha sik tespit edilmistir (Grafik 6).
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Grafik 6. IL-17 Ekzon 3 SNP’nin gruplar arasindaki dagilimi
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Olgu gruplart klinik yanit ile IL-17 Ekzon 3 SNP’i agisindan
karsilastirildiginda ise, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,550).

7. IL-18 -137 SNP Analizi

IL-18 -137 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri siras1

ile Sekil 23 ve 24’°te gosterilmistir.
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Sekil 23. IL-18 -137 SNP’ne 6zgln amplifikasyon egrisi
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Melting Peaks
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Sekil 24. 1L-18 -137 SNP’ne 6zgln erime egrisi

IL-18 (-137) sitokinine ait polimorfizimlerin genotip dagilimi olgu gruplari
arasinda degerlendirildiginde, dogal bagisik grupta G/G genotipi (wild-type) hepatit
B tasiyicilarinda ve kronik aktif hepatit grubunda G/C genotipi ve kontrol grubunda
ise C/C genotipi daha sik tespit edilmistir (Grafik7).

Grafik 7. IL-18 -137 SNP’nin gruplar arasindaki dagilimi
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Olgu gruplar1 klinik yanit ile IL-18 -137 SNP’1 a¢isindan karsilastirildiginda

ise, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,716).
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8. IL-18 -607 SNP Analizi
IL-18 -607 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri siras1

ile Sekil 25 ve 26’da gosterilmistir.
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Sekil 25. IL-18 -607 SNP’ne 6zgln amplifikasyon egrisi
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Sekil 26. IL-18 -607 SNP’ne 6zgln erime edrisi

IL-18 -607 SNP’ine ozgun genotip dagilimi olgu gruplar1 arasinda
degerlendirildiginde, kronik aktif hepatit grubunda T/G genotipi ve kontrol
grubunda ise G/G genotipi daha sik tespit edilmistir (Grafik8).
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Grafik 8. IL-18 -607 SNP’nin gruplar arasindaki dagilimi
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Olgu gruplar1 klinik yanit ile IL-18 -607 SNP’1 agisindan karsilastirildiginda

ise, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir (p=1,000).
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Tablo 23. Sitokin genlerine 6zgiin SNP’lerinin ¢alisma gruplarma gore dagilim

oranlari
HEPATIT B KRONIK DOGAL
SNP genotipleri LA HEAl\?’X"l-!I!;' g BAGISIK KggﬂgﬁL
genotiplert GRUBU GRUBU GRUBU
N ( %) N ( %) N ( %) N ( %)
TNF-a -308
G/G genotipi (wild-type) 21 (84) 20 (80) 18(72) 44 (88)
G/A genotipi 3(12) 5 (20) 6(24) 5(10)
A/A genotipi 1(4) - 1(4) 1(2)
IFN-y +874
T/T genotipi (wild-type) 6 (24) 7(28) 5 (20) 10 (20)
T/A genotipi 14 (56) 12 (48) 15 (60) 29 (58)
AJ/A genotipi 5 (20) 6 (24) 5 (20) 11 (22)
IL-10 -592
C/C genotipi (wild-type) 7 (28) 1(4) 4 (16) 6 (12)
C/A genotipi 18 (72) 24 (96) 20 (80) 43 (86)
A/A genotipi - - - -
IL-10 -1082
A/A genotipi (wild-type) 2 (8) 3(12) 5 (20) 9(18)
A/G genotipi 12 (48) 13 (52) 9 (36) 20 (40)
G/G genotipi 11 (44) 9 (36) 11 (44) 20 (40)
IL-17 3’UTR
G/G genotipi (wild-type) 19 (76) 15 (60) 18 (72) 26 (52)
G/A genotipi 5 (20) 9 (36) 6 (24) 14 (28)
AJA genotipi 1(4) 1(4) 1(4) (18)
IL-17 Ekzon 3
T/T genotipi (wild-type) 25(100) 23 (92) 25(100) 41(82)
T/C genotipi - 2(8) - 8 (16)
C/C genotipi - - - -
IL-18 -137
G/G genotipi (wild-type) 15 (60) 14 (56) 16 (64) 25 (50)
G/C genotipi 10 (40) 10 (40) 9 (36) 20 (40)
C/C genotipi - 1(4) - 4 (8)
IL-18 -607
T/T genotipi (wild-type) 22 (88) 22 (88) 22 (88) 38 (76)
T/G genotipi - 2(8) 1(4) 2 (4)
G/G genotipi 3(12) 1(4) 2 (8) 9 (18)
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5. TARTISMA

HBV enfeksiyonu kendiliginden iyilesme, asemptomatik enfeksiyon, kronik
aktif hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinoma gibi olduk¢a farkli klinik seyirler
gostermektedir (16). Bireyler arasinda ortaya ¢ikan degisken sonuglar viral faktorler
ile konagin immiin sistemi arasindaki etkilesimlere baglhidir (25).

Hiicresel ve humoral immiin yanit ile iligkili bu kompleks hastalikta
sitokinlerin viriisiin olusturacagi hastalik tipini ve sonucunu belirlemede oldukca
onemli olduklar1 diisiiniilmektedir (67). Dogal sitokin cevabini etkileyen ve bireyler
arasinda sitokin liretiminde varyasyonlara sebep olan faktorlerin basinda sitokinlere
ait genlerde tanimlanan polimorfizimler gelmektedir. Sitokin gen polimorfizimi;
enfeksiyon hastaliklarina duyarliligi, hastaligin siddetini ve klinik sonucu etkileyen
onemli bir mekanizma olarak tanimlanmaktadir (69).

HBV enfeksiyonu sirasinda basta CD4 T lenfositler olmak iizere birgcok
immiin efektor hiicreden sitokin salinimi olur. Bu sitokinlerin fibrozis ve siroz ile
sonu¢lanan inflamatuar karaciger hastaliinda anahtar rol oynadig1 gosterilmistir
(76). Giiniimiizde diinyanin degisik bolgelerinde farkli etnik gruplar iizerinde
yapilan caligmalar g6z Oniine alindiginda, hepatit B enfeksiyonunun
immiinopatogenezinde dnemli rol oynayan sitokinlerle iligkili genetik varyasyonlar
oldukca dikkat ¢ekicidir.

TNF-a; hepatit B viriisiiniin replikasyonunu hepatit B virlisiine ait mRNA’nin
yikimimi arttirarak inhibe etmektedir. TNF-o promotor bolgesindeki tek niikleotid
polimorfizimleri ile hepatit B enfeksiyonu arasindaki iliski birgok ¢alismada
degerlendirilmistir. Kim ve ark. 1400 koreli olguda TNF-a 308A/G veya A/A ve
TNF-a 863C/C polimorfizimlerinin hepatit B enfeksiyonunda iyilesme ile iligki
oldugunu tespit etmislerdir (81). Ulkemizde Bastiirk ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
TNFa-308 G/G polimorfiziminin hem hepatit B tasiyicilarinda hem de kronik
hepatitli olgularda daha yiiksek oldugunu ve TNF- a polimorfizimlerinin hepatit B
enfeksiyonunun yetersiz inhibisyonuyla iliskili olabilecegini bildirmislerdir (71).
Miyazoe ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada ise TNF-a promotor gen polimorfizimleri

ile hepatit B enfeksiyonunun progresyonu arasinda iliski olmadigmi rapor
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etmislerdir (69). Bu ¢aligmada da TNF-a-308 sitokinine ait polimorfizimler genotip
dagilimi acisindan degerlendirildiginde hepatit B enfeksiyonunda iyilesme ile iliskili
oldugu diisiiniilen G/A genotipt ve A/A genotipi en sik dogal bagisik gruptaki
bireylerde tespit edilmistir. Buna karsin Miyazoe ve ark.’nin sonuglariyla benzer
sekilde klinik yanit ile polimorfizimler arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmamuistir. Sitokin aginin kompleks yapisinin, incelenen popiilasyonun sinirh
sayida olmasinin, farkli popiilasyonlardaki sitokin gen c¢esitliliginin (etnik
farkliliklar) ve hepatit B viriisiine ait olast genotip farkliliklarinin g¢aligmalar
arasindaki uyusmazligi agiklayabilecegini diisiinmekteyiz.

IFN-y; Thl grup sitokin olarak T hiicrelerinin farklilagsmasinda, anti-
proliferatif, anti-tiimoér ve anti-viral aktiviteler gdstererek tiim immiin cevaplarin
modiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Pravica ve ark. IFN-y +874 T/T genotipinin
yiiksek miktarda IFN-y iiretimi ile, IFN-y +874 A/A genotipinin ise diisiitk miktarda
IFN-y iiretimi ile iligkili oldugunu bulmuslardir (82). Ben-Ari ve ark. IFN-y +874
A/A genotipinin diigiik diizey IFN-y iretimi ile iliskili oldugunu ve IFN-y
polimorfizimleri ile kronik hepatit B gelismesi arasinda korelasyonun bulundugunu
rapor etmislerdir (73). Cheong ve ark. yaptiklar1 614 olguyu igeren daha genis capl
bir calismada ise IFN-y +874 polimorfizimi ile hepatit B enfeksiyonunun
kroniklesmesi arasinda iliski bulunmamistir (83). Bu calismada IFN-y +874
polimorfizimi genotip dagilimina gore degerlendirildiginde; yiiksek miktarlarda
IFN-y iiretimi ile iliskili olan T/A genotipi dogal bagisik grupta, diisiik miktarda
IFN-y iiretimi ile iliskili olan A/A genotipi ise kronik aktif hepatit grubunda daha
sik tespit edilmistir. Buna karsin Cheong ve ark. yaptiklar1 calismaya benzer sekilde
klinik yanit ile IFN-y +874 polimorfizimi arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamistir.

IL-10; Th2 hiicreler tarafindan iiretilir ve IFN-y, IL-2 ve TNF-a gibi Thl
hiicreler tarafindan iiretilen proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ederek
hiicresel immiin yanitlarm kontroliinde kritik bir rol oynar (84). IL-10’un proksimal
promotor bdlgesinde yer alan polimorfizimlerin IL-10’nun {iretimini etkiledigi
gosterilmistir. -1082 GG genotipi yliksek diizey, -1082 GA genotipi orta diizey
ve -1082 AA genotipi diisiik diizey IL-10 iiretimi ile iliskilendirilmistir (85). Hepatit

B asisma karst gelisen immiin yanitta, hepatit B tasiyicilarinda gelisen anti-HBe
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serokonversiyonunun derecesi ve devamlililiginda, hepatit B ile 1iliskili
hepatoselliiler karsinomda IL-10 promotor polimorfizimlerinin etkileri gosterilmistir
(86). Cheong ve ark. yaptiklar1 ¢alismada IL-10 -592 C/C genotipinin dogal bagisik
grupta kronik hepatitli gruba gore daha yliksek oranda oldugunu ve IL-10 -592A
alelinin varligi ile hepatit B enfeksiyonunun kroniklesmesi arasinda iliski oldugunu
rapor etmislerdir (83). Miyazoe ve ark. yaptiklar1 calismada IL-10"un diisiik tiretimi
ile iligkili olan -819. ve -592. pozisyonlarindaki A/T genotip polimorfizimlerinin
ilerleyici kronik karaciger hastaligiyla iliskili oldugunu belirtmislerdir (69). Gao ve
ark. yaptiklar1 calismada IL-10 -1082 AA genotipinin hepatit B ve hepatit C
enfeksiyonunun devamliligiyla iligkili oldugu rapor edilmistir (87). Ben-Ari ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada ise IL-10 polimorfizimleri ile kronik hepatit B enfeksiyonu
arasinda iliski tespit edilememistir (73). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada da Bilkay
ve ark. IL-10 polimorfizimleri ile hepatit B enfeksiyonunun klinik sonuglari
arasinda iligki olmadigini rapor etmislerdir (71). Bu ¢aligmada olgu gruplar1 klinik
yanit ile IL-10 polimorfizimleri agisindan karsilastirildiginda hepatit B
enfeksiyonunun kroniklesmesi ile iliskili oldugu diisiiniilen IL-10 -592 A/C genotipi
kronik aktif hepatitli grupta daha sik tespit edilmis olup klinik gidis ile 1L-10
polimorfizimi arasinda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur. Bu
sonuglar Cheong ve Miyazoe tarafindan yapilan caligmalarim sonuclart ile
uyumludur. Farkli etnik gruplar arasmmda ayni polimorfizimlerin farkli klinik
sonuclara sebep olmasinin nedeni hepatit B enfeksiyonunun kompleks
immiinopatogenezine ve farkli topluluklar i¢inde mevcut olan genetik heterojeniteye
bagli olabilir. Yapilan c¢alismalarda hastalarin demografik 6zelliklerinin farkl
olmasi da degisik klinik sonuglarin ortaya ¢ikmasinin nedeni olarak gosterilebilir.
IL-17; 1993 yilinda Rouver ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmis olup yeni
bir T yardimci1 hiicre alt grubu olarak bilinen Thl7 hiicrelerinden salinan
proinflamatuar bir sitokindir. Bir¢ok sitokin ve kemokinin salmimini arttirabilmesi
en onemli biyolojik fonksiyonudur. Yakin zamanda yapilmis calismalar IL-17’nin
kronik enfeksiyonlarda 6nemli bir rol oynadigini gdostermistir. Hepatositlerde
antiapopitotik molekiilleri arttirarak ve sitotoksik T lenfositlerin hedef hiicreleri
yikmasimi engelleyerek HBV’nin varligin1 devam ettirmesine katkida bulundugu

disiintilmektedir (75, 76, 77). Jiang ve ark. yaptiklar1 calismada kronik aktif hepatit
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B’ 1i hastalarda Th17 hiicrelerinin seviyesinin arttig1 ve serum ALT diizeyleri ile bu
artis arasinda korelasyon oldugu, dolayisiyla kronik aktif hepatit B patogenezinde
Th17 hiicrelerinin rol alabilecegi rapor edilmistir (88). Xu ve ark. yaptiklar1
caliymada IL-17 diizeyinin hepatit B virilisii ile iliskili karaciger hastaliklarinda
ozellikle de karaciger sirozunda artig gosterdigi ve IL-17’nin hepatit B viriisiine
bagl gelisen karaciger fibrozisinin patofizyolojisinde rol alabilecegi bildirilmistir.
Ayrica IL-8 indiiksiyonuna bagl olarak IL-17 araciligiyla karacigerde notrofillerin
toplanmasinin, hepotosit zedelenmesinin altinda yatan potansiyel mekanizmalardan
biri olabilecegi bu ¢alismada rapor edilmistir (89).

IL-17 polimorfizimleri ve hepatit B enfeksiyonu arasindaki iliski ise ilk defa
bu calismada degerlendirilmistir. Kronik aktif hepatit grubunda IL-17A 3°’UTR G/A
genotip polimorfizimi, kontrol grubunda ise IL-17F Ekzon 3  T/C genotip
polimorfizimi yliksek bulunmustur. Bu sonuglar IL-17F Ekzon 3 T/C genotip
polimorfiziminin diisiik miktarda IL-17 {iretimi ile iligkili oldugunu, IL-17A 3°’UTR
G/A genotip polimorfiziminin ise yiiksek miktarda IL-17 ftretimi ile iliskili
oldugunu disiindiirtmektedir. Dolayisiyla artmig IL-17 iiretimine neden olan IL-17A
3’UTR G/A genotip polimorfizimi hepatit B enfeksiyonunun kroniklesmesi ile
iligkili olabilir. Buna karsin sonuglarin istatiksel olarak degerlendirmesinde klinik
sonuglar ile polimorfizimler arasinda korelasyon saptanmamistir. Hepatit B
enfeksiyonu ile 1L-17 arasindaki iligkiyi arastiran smirli sayida yapilmis ¢aligmarin
bazilar1 1L-17 sitokin diizeyi ile hepatit B enfeksiyonuna bagl gelisen karaciger
fibrozis arasinda iliski oldugunu desteklerken (88, 89) diger ¢alismalar akut hepatit
B enfeksiyonu ile yogun karaciger inflamasyonu arasmnda iliski oldugunu
desteklemektedir (90). Sonug olarak IL 17 sitokininin iliskili oldugu klinik form ile
ilgili net bir goriis birliginin olmamas1 nedeniyle calismaya ileri evre karaciger
hastas1 olgularin ve akut hepatit B gelismis olgulari dahil edilmemesi sonuglarimiz
ile iliskili olabilir.

IL-18; primer olarak aktive monosit ve makrofajlar tarafindan sekrete edilen
proinflamatuar bir sitokin olup ilk dnce interferon gamma indiikleyici faktor olarak
isimlendirilmistir. Viriislere ve hiicre i¢i patojenlere karsit dogal ve adaptif immiin
yanitlarda 6nemli rol oynar. Viral klirenste esas role sahip CD8 T hiicrelerini ve NK

hiicrelerini aktive eder (80). Kimura ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada, tek doz 10ugr
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rekombinant miirin IL-18’nin hepatit B virlisii ile enfekte transgenik farelere
verilmesinin, karacigerde hepatit B viriis replikasyonunu nonsitopatik yolla inhibe
ettigini rapor etmislerdir. IL-18’in antiviral etkisi esas olarak, intrahepatik yerlesimli
T hiicrelerini ve NK hiicrelerini interferon gamma iiretimi i¢in aktive etmesiyle
gerceklesmektedir (79). Giedraitis ve ark. tarafindan IL-18 geninin promotor
bolgesinde bulunan -607A/C ve -137G/C polimorfizimlerinin, IL-18 {iretim
kapasitesi ile iliskili oldugu gosterilmistir (91). Migita ve ark. yaptiklar1 caligmada
IL-18 geninin promotor bélgesinin -607. pozisyonundaki AA genotipi ve -137.
pozisyonundaki C aleli polimorfizimlerinin inaktif hepatit B tasiyicilarinda,
ilerleyici kronik karaciger hastalii olanlara gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu
rapor edilmistir (92). Zhang ve ark. yaptiklar1 calismada IL-18 geninin promotor
bolgesindeki -137. pozisyonunda C aleli tasimanin hepatit B enfeksiyonuna karsi
koruyuculuk sagladigmi ve -607. pozisyonda AA genotipinin varliginin da hepatit B
DNA replikasyonunun inhibisyonuyla iligkili oldugunu belirtmislerdir (93).
Hirankarn ve ark. yaptiklar1 caligmada ise IL-18 sitokinin promotor bolgesinin -137.
pozisyonundaki polimorfizimler ile klinik gidis arasinda iligki tespit edilmemistir
(80). Bu c¢alismada IL-18’in -137. pozisyonundaki polimorfizimlerin genotip
dagilimi olgu gruplar1 arasinda degerlendirildiginde hepatit B tasiyicilari ile kronik
aktif hepatit grubunda G/C genotipi, kontrol grubunda da C/C genotipi daha sik
tespit edilmistir. Kontrol grubunda C/C genotipinin yiiksek bulunmasi, IL-18
sitokininin C/C genotipinin HBV enfeksiyonunda koruyuculuk sagladigini ileri
siiren ¢alismanin sonuglarint desteklemektedir. Buna karsm olgu gruplari, klinik
yanit ile IL-18( -137) ve IL-18 (-607) polimorfizimi agisindan karsilastirildiginda
ise istatiksel olarak korelasyon bulunmamistir. Sonucglar Hirankarn tarafindan
yapilan ¢aligmalarin sonuglari ile uyumludur.

Hepatit B enfeksiyonunun bireyler arasinda farkli klinik sonuglara yol
acmasinin etiyolojisinde immiinogenetik etkilesimler 6nemli bir basamaktir. Yapilan
caligmalarm bir kismi hepatit patogenizinde yer alan sitokinlere ait gen
polimorfizimlerinin hepatit B enfeksiyonunda Onemli bir prediktif ve/veya
prognostik belirte¢ olabilecegini desteklerken, diger calismalar bu goriisi
desteklememektedir. Calismalarin sonucglarinin farkli olmasi;  sitokin agimnin

kompleks yapisi, incelenen popiilasyonun smirlh sayida olmasi ve hastalarin
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demografik oOzelliklerinin degisken olmasi ile iliskili olabilir. Sonug¢ olarak
sitokinlerin genetik profillerinin klinik yanita etkisinin ortaya ¢ikarilmasi, HBV ile
enfekte olan hastalarda klinik gidisin dnceden tespit edilmesine olanak saglayarak,
tan1 ve tedavide yeni yaklasimlara destek olacaktir. Kronik hepatit B
enfeksiyonunun tedavisindeki yan etkiler ve maliyet dikkate alindiginda klinik
progresyonunun On goriilebilmesi, tedavi planlanan hastalarin belirlemesinde
klinisyenleri yonlendirecektir. Ayrica kompleks bir mekanizmaya sahip olan ve
diinya genelinde yaygmligi bilinen hepatit B enfeksiyonunun immunopatogenezinin
anlasilmasi kapsaminda 1ilgili sitokinlere ait gen polimorfizimlerinin belirlenmesi,
tan1 ve/veya tedavi protokollerine yeni ufuklar saglayacaktir. Bu nedenle hepatit
immiinopatogeneziyle iliskili sitokinlere ait gen polimorfizimleri ile klinik gidis
arasindaki korelasyonu arastiran cok merkezli ve genis kitleleri i¢ine alan

caligmalarm iilkemizde yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

Hepatit B Viriisii ile Enfekte Olan Hastalarda Klinik Gidis ile
TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, ve IL-18 Gen Polimorfizimleri
Arasindaki iliskinin Belirlenmesi

Hepatit B Viriisii ile karsilasan bazi hasta gruplarinda enfeksiyon kontrol altina
almirken digerlerinde asemptomatik tasiyiciliktan siroz veya hepatoselliiler
karsinoma kadar degisen klinik sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Hiicresel ve humoral
immun yanit ile yakindan iligkili bu kompleks hastalikta sitokinlerin, viriisiin
olusturacagi hastalik tipini ve sonucunu belirlemede olduk¢a 6nemli oldugu rapor
edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bireyler arasindaki klinik yanitlar farkliligi, sitokin
iretiminde veya kapasitesinde varyasyonlara neden olan ilgili genlerde tanimlanan
polimorfizimlere baglanmistir. Farkl etnik gruplar arasinda yapilan ¢aligmalar klinik
sonuglar ile sitokin gen polimorfizimleri arasinda iliski oldugunu desteklerken diger
calismalar bu  goriisii  desteklememektedir. Hepatit B  enfeksiyonunun
immiinopatogenezinin anlasilmasindaki zorluklardan kaynaklanan nedenlerle tam bir
goriis birligi saglanamasa da hepatit B enfeksiyonuna karsi olusan konak immun
yanitindaki dinamik etkilesimler giincelligini korumaya devam etmektedir.

Bu projede, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 poliklinigine Eyliil 2009 - Mart 2010 tarihleri arasinda bagvurarak
hepatit B enfeksiyonu tanis1 alan 75 hasta ile hepatit B viriisii ile karsilasmamis
bireylerin olusturdugu 50 kisilik kontrol grubuna ait periferik venoz kan drnekleri
kullanilmistir. Bu 6rneklerden DNA izolasyonu yapilarak TNFa, IFNy, IL-10, IL-17
ve IL-18 ile iligkili gen polimorfizimleri real-time PCR ile belirlenmistir. Kronik
aktif hepatit B hasta grubunda IL-10 (-592) gen polimorfizimi ile hepatit B
enfeksiyonunun kroniklesmesi arasinda korelasyon belirlenirken (p=0.049) TNFa,
IFNy, IL-17 ve IL-18 gen polimorfizimleri ile klinik gidis arasinda korelasyon
belirlenememistir.

Bu sonuglar, hepatit B enfeksiyonunun bireyler arasinda farkli klinik yanitlara
yol agmasmin sebeplerinden biri olarak ilgili sitokinlere ait gen polimorfizimlerinin
rol oynayabildigini gdostermistir. Ayrica diinyanmn farkl bolgelerinde degisik wrklar
arasinda yapilan calismalarin sonuglar1 ile karsilastirildiginda iilkemizde ¢ok
merkezli ve genis kitleleri i¢cine alan ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Hepatit B enfeksiyonu, gen polimorfizimleri, ger¢cek-zamanl
PCR, TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, IL-18,
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SUMMARY

The Determination of Relation Between TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, IL-18
Gene Polymorphisms and Clinical Course of Patient
Which Infected with Hepatitis B Virus.

While the infection can be gotten under the control in certain patient grubs
which are come down with Hepatitis B virus, in the others, different clinic results are
appear like asymptomatic transporter, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. It had
been reported that cytokines are thought to be very important in determining the type
of disease and in the results induced by virus at this complex illness which is closely
related with cellular and humoral immunity. Limited number of study had been
showed that, differences of clinic response between the individuals had been
associated with polymorphism which is identified in related gene that cause of
variation on production and capacity of cytokine. While some of studies that
performed among the varied ethnic grubs in the different region of the world are
supporting the correlation between clinic results and cytokine gene polymorphism,
the other part of study are not supporting. Ever if a consensus had been created due
to hardness of understanding the immunopathogenesis of Hepatitis B, dynamic
interactions that is being due to host immune responses against Hepatitis B and
detection of mechanism that is be exposed the different clinic result are be continues
to keep up to date.

This project was included 50 patients that was turned to Siileyman Demirel
University Research Hospital, Polyclinic of Infection Diseases and was diagnosed
Hepatitis B, and peripheral vein blood specimens belongs to 75 control grubs which
are infected Hepatitis B. Gene polymorphisms associated with TNFa, IFNy, IL-10,
IL-17 and IL-18 was determined by DNA isolation from specimens. It had been
detected that there is a correlation between IL-10(-592) gene polymorphism and
chronicity of hepatitis b infection in the chronic active hepatitis B patient grub
(p=0.049) but, there is no correlation between TNFa, IFNy, IL-17, IL-18 gene
polymorphisms and clinical prognosis.

These results were revealed that one of the reasons for different clinic
response to infection of hepatitis B among the individuals is gene polymorphism
belong to cytokine. Moreover, before pass the clinical using and application this
study was also revealed that when compared with studies performed among different
races in varied region of world, there are needed the studies with multi center and
involved wide crowd in our country.

Key Words: Hepatitis B infection, TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, IL-18, gene
polymorphisms, real-time PCR.
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