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1. GIRIS VE AMAC

Hepadnaviridae ailesinden, Hepatit B viriisii (HBV) akut ve kronik hepatite
neden olabilen non-sitopatik, hepatotropik, kismen ¢ift ipgikli bir DNA viriisiidiir
(1,2).

Viral hepatitlerin dogal seyri ¢igek asis1 kampanyasi sonrasinda gelisen ‘ikterus
epidemisi’ ile ilk kez 1885 yilinda Lurman tarafindan tanimlanmistir. O giinlerde;
sari-humma agisinda oldugu gibi, as1 stabilizasyonu amaci ile asilara insan
serumlarinin eklenmesi yaygin bir uygulama olup en biiytigii 1942 yilinda Amerikan
ordusunda 50 bin kisinin etkilendigi olmak tizere ¢ok sayida hepatit salginlarina yol
acmistir. 1967 yilinda Saul Krugman’in hepatite neden olan iki farkli patojen
oldugunu One silirmesine ragmen, tiim bunlardan habersiz genetik farkliliklar
lizerinde immiinolojik yontemlerle calisan Brauch Blumberg ve arkadaslarinin
Avustralya yerlilerinin kaninda sik¢a bulunan bir antijen olan Avustralya antijenini
(AuAg) kesfi, viral hepatit alaninda modern arastirmalarin baslamasina yol agmistir.
llerleyen yillarda HBsAg (hepatit B yiizey antijeni) adin1 alacak olan bu antijen
hepatit B i¢in ilk spesifik belirte¢ olmustur (3). Bu giin gelinen noktada galismalar,
hepatit B hastaliginin seyri ve tedavi stratejilerinde birincil olarak etkili olan HBV-
immiin sistem iligkilerini ortaya koymaya, bu yolaklarda gorev alan araci
molekiillerin ve 6zellikle de son on yilda tanimlanan, immiinsupresif regiilatér T
hiicrelerin roliinii anlamaya yoneliktir.

IKCUTF Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim
Dali’nda yiiriitiilen bu tezin amaglari; klinik olarak tani1 alan Hepatit B hastalarinin
periferik kan Treg hiicre ve sekrete ettikleri IL-10 sitokin diizeylerini saptayarak
sonuglart kontrol grubuyla karsilastirmak, HBV spesifik T hiicre yanitimi
baskilayarak karaciger doku hasarimi1 ve inflamasyonunu azaltan Treg (regiilator T
hiicre) hiicrelerinin ve iligkili sitokinlerin diizeylerinin birlikte degerlendirilmesinin;
yalniz patogenezde degil hastaligin agirligini, seyrini ve tedaviye yanitini
gosterebilecek kullanigli bir marker olup olamayacagini belirlemektir. Ayrica, hepatit
B enfeksiyonlarinin akut, kronik ve anti-viral tedavi siireclerinde Treg seviyelerinin
izlemi bu hiicrelerin fonksiyon modiilasyonunu hedefleyen yeni tedavi stratejilerinin

gelisimine 151k tutacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Epidemiyoloji

Karaciger hastaliklarinin baslica nedenlerinden biri olan Hepatit B viriisii
(HBV); karacigerin akut veya kronik enflamasyonuna neden olarak, kronik hepatit,
siroz ve hepatoselliiler karsinomaya (HSK) yol agan énemli saglik sorunlarindan biri
olmaya devam etmektedir (4,5). Diinya’da 240 milyon kisinin kronik hepatit B
tagtyicist oldugu, her yil 620 bin hastanin karaciger sirozu, HSK gibi gec
komplikasyonlar nedeniyle kaybedildigi bildirilmektedir (3).

Tiim diinya popiilasyonunun yarisinin HBV’nin endemik oldugu bdolgelerde
(Glineydogu Asya, Sahra alti Afrika ve Orta Amerika) yasadigt ve HBsAg
pozitifliginin %8’den fazla oldugu bilinmektedir (6). Ulkemizde HBsAg pozitifligi
orani bolgeden bolgeye degismekle birlikte ortalama %4 tiir (Ege Bolgesi’nde %1.4)
ve hepatit B agisindan orta diizeyde endemik bolgede yer almaktadir (7). HBV,
baslica kan yolu ile bulasan bir patojen olup 1 ml kanda 1 milyondan fazla sayida
enfeksiydz partikiil bulunabilir (6). Kontamine ignelerle 100 viriis partikiiliiniin

bulagmasi HBV enfeksiyonunun gelisimi i¢in yeterlidir (8).

Glinlimiizde, kronik hepatit B tedavisinde; antiviral, antiproliferatif ve
immiinmodiilator etkili, subkutan uygulanan interferon-a ve pegylated interferon
(Peg IFN) yaninda, oral antiviraller olan niikleozid analoglari; lamivudin, entekavir
ve telbivudin, niikleotid analoklari; adefovir ve tenofovir onayl ilaglar olup HBV
revers transkriptazini inhibe ederek HBV replikasyonunu baskilamalarina,
karacigerde enflamasyonu azaltmalarina, hastaligin progresyonunu yavaslatmalarina
ve karaciger hastaliginin remisyonunu saglamalarina ragmen kronik hepatit B i¢in
heniiz viriisiin eradikasyonunu saglayacak bir tedavi bulunamamigstir (9,10). Yeni
smif HBV ilaglarinin gelisimi i¢in olasi tedavi hedeflerini belirlemede; HBV
patogenezinin dogal seyrini, HBV replikasyonunu, polipeptid {iretimini,
morfogenezini bir baska deyisle yasam siklusunu ve biyolojisini detayli bir sekilde

anlamak kritik 6nem tasimaktadir.



2.2. HBV’nin Genel Ozellikleri

HBV, Hepadnaviridae ailesinden RNA aracilig: ile replike olan ve konak
genomuna integre olabilen, alisilmadik sekilde retroviriislere benzeyen ozellikler
gosteren, kiiciik DNA viriisiidiir. HBV replikasyonunun kendine 6zgii ve farkh
Ozelligi, virlisiin enfekte hiicrelerde kaliciligidir (11). Genetik olarak farkliligin
%8’den fazla olmasina dayanilarak tanimlanan genotiplere en son Vietnam’da ve
Japonya’da izole edilen 1 ve J genotipleri eklenerek genotip (A-J) sayis1 10’a
yiikselmistir. Tim genomda genetik farkliliklarin %4-8 arasinda olmasina gore
genotipler kendi iglerinde tekrar subgenotiplere ayrilmistir. HBV genotipleri ve
subgenotipleri farkli cografi dagilima sahiptir; buna gére Avrupa ve Amerika’da
genotip A, Amazon bolgesi ve Peru gibi yiikksek HBV prevelansh yerlerde genotip F,
Dogu Asya’da genotip B ve C, lilkemizin de dahil oldugu Akdeniz havzasi ve Sahra-
alt1 Afrika’da ise genotip A ve D baskindir (12).

HBV genotip ve subgenotipleri HBeAg serokonversiyonu, HBV
enfeksiyonunun dogal seyri, klinik yanit, prognoz, antiviral yanit ve HSK riski
acisindan farkliliklar gostermektedir (12,13). HBV genotipleri arasinda Onemli
patojenik farkliliklar gozlenirken, bunun genotiplerin kor-promotor bolge ve bazal
kor-promotér boélgedeki mutasyonlarla iligkili oldugu bulunmustur. Akut
enfeksiyonu takiben A ve D genotipi ile enfekte kisilerde daha sik kronik
enfeksiyona ilerleme oldugu bildirilmistir. Kronik enfekte C ve D genotiplerinin, A
ve B genotiplerine gore daha yiiksek oranda ilerlemis karaciger hastaligina ve HSK’a
neden oldugu bildirilirken, interferon bazli tedavi yanitlari daha diisiik bulunmustur

(14).
2.3. HBV’nin Yapisi ve Proteinleri

Enfekte hasta serumunda elektron mikroskopi ile Dane partikiilii (42 nm),
kiiresel (20 nm) ve tiibiiler (filament6z) (22 nm ¢ap ve degisen uzunluk) partikiiller
olmak tizere, 3 farkl viriis yapis1 gozlenmistir (11). Her ti¢ partikiil de ortak HBsAg
yiizey antijenine sahipken, kiiresel ve tiibiiler subviriis partikiilleri genom igermeyen,
bu nedenle enfekte olmayan konak hiicrenin lipidlerini ve HBsAg yiizey antijenini

iceren kapsid yapilaridir (11,15). Dane partikiilii (enfeksiyoz HBV viriyonu) ise



HBcAg ile kompleks olusturmus viral polimeraz, viriis ve DNA genomu igeren i¢
niikleokapsid yapisi ile bu yapiy1 saran HBsAg igeren, lipid zarfla kapli, ¢ift katli, 42
nm capinda kiiresel bir yapidir (11). Kolestrolden zengin lipid igerigine sahip zarf
yapist virisiin enfektivitesi i¢in gereklidir (16). Biiyiik zarfli viriislere zit sekilde,
niikleokapsid,  endoplazmik  retikulumdan  zarfin1  olusturacak  sekilde
tomurcuklanirken; zarf {izerinde L (biiyiik), M (orta) ve S (kiiciik) olmak tizere 3
farkl1 yiizey glikoproteininin diizenli ve yogunlastirilmis bi¢imde dizilislerini
indiikler (16,17). HBsAg’nin dolasimda 6 aydan daha uzun siire kalmas1 genellikle
kronik enfeksiyon olarak kabul edilir ve viriisiin zarf proteinlerini saptamak i¢in en

¢ok kullanilan ticari testtir (17).
2.4. HBV Genom Organizasyonu

HBV’nin ikozahedral niikleokapsid yapisi, 3.2 kilobaz (kb) uzunlugunda, ¢ift-
sarmalli, gevsek sirkiiler DNA molekiilii iceren HBV genomunu kapsamaktadir
(16,17). Niikleokapsid ikozahedral yapida, 27 nm g¢apinda 240 viral kapsid
proteininin bir araya gelmesi ile olusmustur ve viral genom DNA’simin tek kopyasi
ile negatif zincirin 5 ucunda kovalent baglanmis viral polimeraz enzimini
icermektedir (11,17). Protein kinazlar gibi baz1 hiicresel proteinler de niikleokapsid
icerisinde paketlenmistir (17). HBV genomunun kendine 6zgii essiz 6zelliklerinden
biri de DNA’nin iki zincirinin asimetrik yapisidir. Negatif zincir genom uzunlugu
olmasia karsin tamamlayici pozitif zincir farkli uzunluklarda olabilir (15). Viral
genom st iiste cakisan (overlapping) ve 4 farkli proteini kodlayan S, C, P ve X agik
gen okuma bolgelerini (ORF: open reading frames) icerir (11). Kodlayan bolgelerin
cakisan yapida olmast HBV genomunun %150 yaralilikla kullanilmasini saglar (12).
Dort ORF bolgesinin kodladigi proteinler: preS/S geni; L, M ve S olmak iizere 3 zarf
proteini, prekor/kor geni; niikleokapsid proteini-HBcAg ve yapisal olmayan
salgilanan protein-HBeAg, polimeraz geni; revers transkriptaz, RNAaz H ve terminal

protein domeinleri, X geni; kii¢iik regiilator X proteini seklindedir.

S ve C genleri tek agik gen okuma bolgesine sahip olmasina ragmen farkli
baslangi¢ kodonlarinin bulunmasi nedeniyle fonksiyonel olarak farkli gen iiriinleri
sentezleyebilmektedirler (11,15). S ORF bolgesi, reseptore baglanmada asil rol

oynayan L. HBsAg gibi viriis birlesmesi ve enfektivitesinde kritik 6nemi olan, konak



notralizan antikorlar i¢in de anahtar hedef S proteinini kodlar (18,19). HBsAg, HBV
viriyonunun glikozile zarf proteinidir. HBsAg olgun viriyonlarin {izerinde oldugu
gibi HBV tasiyicilarinin serumunda ¢ok miktarda saptanan enfeksiydoz olmayan
kiiresel ve tiibiiler partikiiller HBsAg’den olusmaktadir. Bu subviral partikiiller olgun
viriyona gore asirt miktarda (100-100.000 kat) salgilanmaktadir (20). Kiiresel ve
tiibiiler partikiillerin, Dane partikiillerinden binlerce kez daha fazla salgilanmasinin
nedeninin kronik enfeksiyonun gelisimi i¢in immiin sisteme tuzak olabilecegi
bildirilmistir (3,15). HBsAg konak hiicre genomuna tesadiifen entegre olmus viral
sekanslardan da sentezlenir. HBV DNA miktart viral replikasyonu gostermekle
birlikte, HBsAg sadece aktif cccDNA’nin mRNA’smin translasyonundan degil ayni
zamanda entegre DNA’dan da iiretileceginden; HBV DNA diizeyinden farkli ama
tamamlayic1 bilgi saglayarak hastanin enfeksiyon durumunu daha iyi anlamamizi

saglar (20).

C ORF’lerince kodlanan HBeAg viral replikasyon i¢in gerekli olmasa da
persistan enfeksiyonun gelismesi i¢in immiin-toleran gibi hareket edebilir (19,20).
HBeAg diizeyi, dogal seyir sirasinda kendiliginden veya tedavi sirasinda azalirsa bu

yiiksek replikatif durumdan diisiik replikatif faza gecisin bir gostergesi olabilir (15).

P ORF bolgesi, 4 fonksiyonel domaine ayrilan biiylik bir protein olan
polimerazi kodlar (11). Pregenomik mRNA ayn1 zamanda viriisiin replikasyonu igin
revers transkriptaz tarafindan sentezlenen progeni viral DNA genomu i¢in kalip
gorevi goriir. HBV polimeraz enkapsidasyonda, negatif DNA zincirinin sentezinin
baslangicinda, revers transkripsiyonda ve pregenomik RNA yikiminda gorevli

multifonksiyonel bir enzimdir (19).

X ORF bolgesi, X mRNA translasyonu sonucunda HBxAg proteinini kodlar.
HBx proteini sinyal iletimi, transkripsiyonel aktivasyon, DNA onarimi, protein yikim
inhibisyonu dahil olmak tlizere HBV replikasyonunda rol oynar (11, 19). Ayrica,
HBxAg’nin in vivo prodiiktif HBV enfeksiyonu ic¢in gerekli oldugu ve HBV’nin
onkojenik potansiyeline katkida bulundugu da bildirilmistir (11).

Hiicre tropizmi gosterdigi karaciger hiicre reseptorlerine baglanma sonrasi

penetrasyonun hem endositoz hem de virlis zarfinin plazma zarina fiizyonu seklinde



gerceklestigine dair farkli mekanizmalar 6ne siirlilmektedir. Daha sonra viriis kapsidi
sitoplazmaya girer, HBV endositoz yoluyla hepatositin niikleusuna ulasmadan 6nce
kovalent olarak polimeraz bagli olan kismi ¢ift zincirli gevsek sirkiiler DNA
(rcDNA) igeren viral niikleokapsid sitoplazmaya salmir (21). Kapsid igerisindeki
rcDNA’s1 sitoplazmadaki niikleer kor kompleksi (NPC) yolu ile niikleusa taginir
(19). Niikleokapsid NPC’nin sepetinde yakalandiktan sonra kapsidin tam olarak
parcalanmas1 gerceklesir ve rcDNA niikleoplazma ic¢ine salmir (17,21). Viral
polimeraz rcDNA’nin pozitif zincirini tamamlar, negatif zincir ile eslesilir ve her iki
ucundan kovalent olarak baglanarak sirkiiler, siiper kivrimli molekiilii olustururlar
(5). Her iki DNA zinciri kovalent olarak baglanir (DNA ligasyonu). cccDNA
molekiilii histon ve histon-olmayan proteinler igerir ve iplige dizilmis boncuk
seklinde kromatin benzeri yapida organize olmustur ve minikromozom olarak
adlandirilir (21). cccDNA’dan tiim viral RNA’lar sentezi ve viral replikasyon igin
hiicresel transkripsiyonel mekanizmalar1 kullanir. HBV pregenomik RNA (pgRNA)
sitoplazmaya tasinir ve translasyonu sonucu kor protein ve viral polimeraz
sentezlenirken, subgenomik RNA’larin translasyonu ile diizenleyici X proteinler ve
zarf proteinleri sentezlenir. pgRNA, HBV polimeraz ve HBCcAg dimerlerinin
kompleks olusturmasi ile HBV niikleokapsidi olusmaya baslar. Olgunlasmamis RNA
iceren niikleokapsidden, olgunlasmis DNA iceren niikleokapsid olusurken
defosforilasyon ve konfirmasyon degisikligi gerceklesir (4). HBV polimeraz
pgRNA’ya baglanir baglanmaz, polimeraz negatif DNA zincir sentezinin baslamasi
icin protein primer olarak gdrev yapar. Pg RNA’nin kalip gorevi almasiyla negatif
DNA zinciri sentezlenir, bu sefer negatif zincir kalip gorevi gorerek pozitif zincir
sentezlenir. HBV, RNA ara basamag: ile ¢ogalsa da, viral replikasyon i¢in HBV
DNA’nin konak genomuna integrasyonu gerekli degildir (4,15,21). Buna ragmen,
HBYV iligkili HSK vakalarinin tiimiinde integre HBV DNA saptanmistir (22).
Ozellikle L proteininin niikleokapsidin zarflanmasinda &nemli rolii vardir ve
yoklugunda niikleokapsid niikleusa gonderilerek viral genom amplifikasyonunu
arttirir (4). Enfeksiyonun baginda yiizey antijen diizeyi diisiikken, yeni sentezlenen
niikleokapsidler direkt olarak niikleusa taginarak cccDNA havuzunun devamini
saglar, kronik hepatit B antivirallerle tedavi basarisizliginda ve hastalifin

reaktivasyonunda temel faktor cccDNA’nin oldukca stabil olmasidir (18). Zarf



proteinleri translasyon sonrasinda endoplazmik retikulumdan tomurcuklanir ve
oncesinde DNA igeren niikleokapsid zarfin1 almigsa Dane partikiilii olarak hiicreden

salinir (15,21).

Viriis ve konak hiicresel yapilarmin kompleks iliskilerinin incelenmesi,
kronik hepatit B’nin daha etkili ve yeni tedavilerinin bulunmasi i¢in anahtarlar
icermektedir (23). HBV kendi DNA kopyasini sentezlemek i¢in hata diizeltme
(proof-reading) fonksiyonu olmayan revers transkriptazi kullandigi i¢in dogustan
hataya yatkin olmasi sonucu hizla mutant genlerin ortaya ¢ikisina neden olabilir.
Konagin immiinklirensi gibi endojen, asi1, hepatit B immiinglobulini (HBIg), antiviral
ilaglar gibi ekzojen nedenler 10! virion/giin gibi bir hizla gogalan viriislerde
seleksiyona neden olarak kacis mutantlarinin ortaya c¢ikmasina sebep olacaktir.
Konak hiicrede bulunan HBV popiilasyonunun heterojen karigimi ‘quasi-species’
olarak adlandirilir (24). HBV mutasyonlar1 sonucunda hem tedavi hem de asilama
basar1 oranlart tehlikeye girmektedir. Niikleoz(t)id analoglar ile tedavide direng
gelisimi ve asidan kagan mutant virlislerin saptanmasi, interferon bazli tedavilerde
yiiksek yan etkiler ve diisiik yanitlar gibi sorunlarin devam etmesi nedeniyle HBV
replikasyonunun her basamagi yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesi acgisindan

aydinlatilmaya calisilmaktadir.
2.5. Hepatit B Mutasyonlarinin Tanisal ve Klinik Onemi

HBV virilis genomu birbiri lizerine binen dort genden; S, C, P, X olusur ve
olusan mutasyonlarin ¢ogu viriisiin yasamasina olanak vermez. Bununla birlikte
immiin yanittan veya revers transkriptaz inhibitorlerinden kacabilen mutant HBV
viriisleri ile de karsilagilmaktadir (25,26,27). S bolgesi ‘a’ determinatinda yapisal
degisiklige yol agan bir mutasyon, proteinin 3 boyutlu yapisinda degisiklik yapacagi
icin tani kitlerinden, HBV immiinoglobulinlerinden ve asidan kagan suslar olusur,
asili bireylere de bulasma riski endise vericidir (27,28). Kronik tasiyicilar arasinda
HBsAg mutantlarinin %6-12 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (29). Bu tiir
hastalarda serolojik testlerde HBsAg negatif bulunurken HBV DNA pozitif saptanir
(27). Pre S bolgesi HBsAg’nin hepatositten sekresyonu ile iligkili oldugu igin
mutasyonlart gizli HBV enfeksiyonuna neden olabilir (30). Ayni zamanda T ve B

lenfositler i¢in epitoplar icerdiginden Ozellikle interferonla tedavi edilen kronik



hastalarda delesyon seklinde olusan mutasyonlarin siroz ve HSK geligimini arttirdigi
gosterilmistir (31,32). Polimeraz bdlgesi mutasyonlar1 6zellikle niikleozid analogu ile
uzun siireli tedavilerde meydana gelir. Revers transkriptaz kodlayan bolgenin S
geninin ‘a’ determinant1 ile ¢calismasi nedeniyle antikorlara zayif baglanan varyant
HBsAg yaninda ilag direnci de olan mutant viriisler ortaya ¢ikmaktadir (33,34). Bu
durumun 6nemi Ozellikle antiviral tedavi sirasinda gelisen mutant viriislerin asidan
da kagabilmesidir. Hizlandiric1 (Enhancer) IlI/bazal kor promoter/prekor bolgesi
mRNA ve pregenomik RNA transkripsiyonunu kodlamasi yani sira X gen bolgesiyle
cakismasi nedeniyle mutasyonlarinin karsinogenezi indiikledigi diisiiniilmektedir.
HBeAg ekspresyonunu etkileyen mutasyonlar goriilen hastalarin genellikle HBe Ag

negatifken viral yiikii diisiik pozitiftir ancak HSK riski artmistir (35,36).
2.6. Hepatit B Serolojisi, Kantitatif Serolojik Testler ve Avidite

HBYV antijen ve antikorlarini saptamak i¢in yiiksek diizeyde hassas, spesifik
ve tekrarlanabilir serolojik testler gelistirilmistir. Antijen-antikor birlesmesine
dayanan Enzim Immuno Assay (EIA) testleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gegmiste kullanilan testlerde hiper immiin hayvan serumlari veya bagisik insan
serumlart kullanilmaktayken giinlimiizde fare monoklonal antikorlar1 ya da
hiperimmiin serumlar ile monoklonal antikorlarin kombinasyonlart mevcuttur. Dogal
antijenler yerine de artik rekombinan antijen igeren testler kullanilmaktadir.
Gegmiste renklendirici u¢ nokta ve horseradish peroksidazla isaretli dedektor antijen
ve antikor kullanilmis olmasina karsin gilinlimiizde floresan polarizasyon,

kemiliiminesens ve elektrokemiliiminesens gibi saptama yontemleri kullanilmaktadir

(37).
Hepatit B viriis enfeksiyonunun laboratuar tanisinda kullanilan serolojik belirtecler:

HBsAg: Viriis yiizey antijenidir. S geni tarafindan kodlanir, Dane partikiilii
igerisindedir. Enfeksiyonda ilk ortaya ¢ikan serolojik belirtectir. Semptomlardan 1-2
hafta 6nce heniiz transaminazlar yiikselmeden ortaya ¢ikar, 2-12 hafta varligim
stirdiirdiikten sonra akut enfeksiyonlarda kaybolur, kronik enfeksiyonlarda ise 6
aydan uzun siire varligmi devam ettirir. HBsAg’yi saptamaya yonelik ¢ok sayida

ticari test mevcuttur. Kart test ve lateks agliitinasyon testleri ge¢cmiste kullanilmis



olmasmma ragmen giinlimiizde en yaygmn olarak kullanilan testler EIA ve
kemiliiminesans temelli testlerdir. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan testlerin
yakalama sinir1 0.13 IU/mL diizeyindedir (37-40). Giiniimiizde HBsAg bolgesinde
goriilen mutasyonlar taniy1 zorlastirmakta ve asilanarak bagisiklanmis kisilerde
enfeksiyona neden olabilmektedirler. Bu tiir mutasyonlar1 yakalamak igin
monoklonal ¢ok sayida antikor ve poliklonal konjugat kullanilan testlerin seg¢ilmesi

onerilmektedir (41).

Son yillarda kronik enfeksiyon takip ve tedavisinde kantitatif HBSAg testleri
molekiiler testlere alternatif olmasi agisindan gelistirilmistir. Bu testlerin analitik

duyarhilik alt sinirlar1 0.05 IU/mL diizeyindedir (42,43).

HBeAg: Niikleokapsid bolgesinden {iretilen proteindir. Kor bdlgesinde
bulunan ORF’nin pre-C kismindan baglayarak iretilir. HBeAg, akut ve kronik
enfeksiyonda goriiliir, HBs Ag ile birlikte belirir ve HBsAg’den once kaybolur,
varligt viral partikiillerin, DNA polimerazin ve HBV DNA’nin serumda
bulundugunun gostergesidir. Aktif replikasyon ve enfektivitenin yiiksek olduguna

isaret eder (37,39).

HBcAg: Niikleokapsid bolgesinden firetilen proteindir. Kor bolgesinde
bulunan ORF’den sonra iiretilir. Oz yap1 antijeni olup karaciger hiicreleri icerisinde

yer alir ve serumda serbest olarak bulunmaz, testi yaygin kullanilmaz (37,39).

Anti HBc IgG: Hepatit kor antijenine karsi olusan antikordur. Klinik
bulgularla birlikte pozitiflesir. Omiir boyu pozitiflik siirer. Pozitifligi dogal
immiinitenin bir gostergesidir. Akut, kronik enfeksiyonlarda ve tasiyicilikta pozitif
olabilir. Pencere periodunda pozitif olan tek belirtegtir. Ticari kitlerin énemli bir
kism1 anti HBc IgM-anti HBc IgG’yi1 birlikte saptayan anti HBc total seklindedir
(37,39).

Anti HBc IgM: Hepatit kor antijenine karsi olusan Ig M sinifi antikordur.
Klinik bulgularla birlikte pozitiflesir, 6-24 ay iginde negatiflesir. Akut veya yeni
gecirilmis enfeksiyonun gostergesidir (37,39).
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Anti HBs: HBs Ag’ye karst olusan antikordur. Gegirilmis enfeksiyon ve
asilama sonucu olusan bagisiklikta pozitiflesir. Anti HBs’nin ge¢ donemde (6 aydan
sonra) saptanmasinin nedeni bu antikorlarin akut donemde olusmamas1 degil, HBsAg
fazlalig1i nedeniyle immiinkompleks halinde bulundugundan rutin testlerde tespit
edilememesidir (44). WHO ve CDC o0nerilerine gore test sonucunun >10 IU/mL
olmasi reaktif olarak degerlendirilir. Test oOzellikle asilama sonrasi bagisiklik
takibinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Anti HBs seviyesi zamanla diiser ve
asillanmig vakalarin %601 yaklasik 10-12 yil sonra 6lgiilebilir antikor seviyesini
kaybeder. Ancak antikor seviyesi diisse de as1 ile olusan immiinitenin hastaligi
engelledigi gosterilmistir (37). Anti HBc pozitifliginden bagimsiz olarak anti HBs
pozitifligi reenfeksiyonu ya da asilama sonrasi yeterli korunmay1 gosterebilmektedir

(37).

Anti HBe: HBe Ag’ye karsi olusan antikordur. Gegirilmis ve kronik
enfeksiyonda pozitif saptanir. Anti HBe pozitif olan kronik hastalarda genellikle
HBV DNA diistik diizeyde pozitif ya da negatif bulunur (37). HBeAg ve anti HBe
rutin tan1 paneli i¢inde yer almayip; kronik HBV dénemlerinin belirlenmesinde ve
kronik hastaligin izleminde daha ileri islemlere (biyopsi, antiviral tedaviye baslangic

gibi) karar vermede 6nem tasir (44).

Hastaligin seyri boyunca serolojik belirtecler farkli donemlerde pozitiflesir.
Ik olarak HBsAg, ALT yiikselmesinden 2-4 hafta dnce, semptomlardan ise 3-5 hafta
once pozitiflesir. HBsAg’den sonra anti HBc IgM pozitiflesir ve bu akut
enfeksiyonun dnemli bir gostergesidir. Anti HBc IgM seviyesi hastaligin diizelmesi
veya kroniklesmesinden bagimsiz bir sekilde diiser. Anti HBe IgM azalirken yerini
anti HBc IgG alir. Akut enfeksiyonda HBsAg pozitifliginden sonra HBeAg de
pozitiflesir. Akut enfeksiyonun iyilesme doneminde HBsAg yerini Anti HBs’ye
birakir. Akut enfeksiyon HBsAg’nin silinmesi ve anti HBs’nin olusumu ile sonlanir

(37).

Bazi hastalarda anti HBs ve HBsAg negatifken izole anti HBc pozitifligi
saptanabilir. Bu hastaligin pencere periodunda, diizelme evresinde ya da diisiik
seviyede kronik HBV enfeksiyonu varliginda olabilir. Anti HBc pozitif kisiler kan

donérii olarak degerlendirilmezler (37,45). Izole anti HBc pozitifligi nedenini
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belirlemek i¢in hastaya tek doz HBV asis1 yapilir, agidan 2 hafta sonra alinan kanda
anti HBs >20 IU/mL ise bu durum hafiza yanitindan kaynaklanmakta ve kisinin
hastalig1 gecirdigini ve antikor cevabi olusturdugunu gostermekteyken, negatifligi

hastanin tasiyici oldugunu gdstermektedir (37).

Kronik hastalikta ise HBsAg pozitifligi yan1 sira anti HBs negatifligi ve anti
HBc total/IgG pozitifligi goriilmektedir. HBeAg ve anti HBe ise enfeksiyonda
degisken seyir gostermektedir. HBeAg negatif ve anti HBe pozitif ise hastanin
bulastiricilik potansiyeli diisik ve HBV DNA diizeyi de diisiik/negatiftir. HBeAg
pozitif ve anti HBe negatif ise hastanin bulastiricilik potansiyeli yliksek ve HBV
DNA diizeyi genellikle yiiksektir. HBeAg pozitif bir hastanin HBV DNA’y1
kaybederek anti HBe pozitif hale spontan veya antiviral tedaviyle gelmesi istenen
prognostik bir faktdrdiir (37).

Hepatit B enfeksiyonunun tanisinda serolojik testler ilk agamada kullanilir.
Kronik Hepatit B enfeksiyonunun tani ve tedavi takibinde ilaveten molekiiler
testlerin de 6nemli bir yeri vardir bu nedenle, liizum halinde destek testler olarak

kullanilirlar.

Kantitatif HBsAg: HBsAg’nin kronik enfeksiyonun dogal seyrinde spontan
Klirensi nadirdir (%0.5-2.3/y1l) (46). Tedavi ile HBsAg’nin silinmesi kalici
remisyonu ifade eder (47). HBsAg, hepatosit cekirdegindeki viral cccDNA’dan
sentezlenir ve bu siire¢ antiviral ilaglardan (revers transkriptaz inhibitorleri)
etkilenmez. Bu nedenle HBsAg miktari, enfekte hiicre havuzunun gostergesi olarak
kabul edilmekte, antijen miktarindaki azalmanin, immiin yanita bagli enfeksiyon
kontroliiniin indirekt gostergesi oldugu diisiiniilmektedir (48). HBV DNA ise
pregenomik RNA iizerinde RT (revers transkriptaz) enzimi yardimiyla sentezlenir,
bu nedenle RT inhibitdrleri ile yapilan tedavi basarisin1 degerlendirmede tercih edilir.
Kantitatif HBsAg, HBV DNA 06l¢limii yerine kullanilmamalidir ancak ek olarak

kullanilabilecegi iki temel durum mevcuttur;

1. Kronik enfeksiyonun dogal seyrinde, donemleri birbirinden ayirmada: HBeAg
pozitif KHB’nin immiintoleran dénem ile immiinklirens donemini ayirmada

yardimer olur. HBsAg diizeyi immiintoleran donemde 0.5-1 log 10 kadar daha
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yiiksektir. Esik deger belirlenmemistir, ancak 100 000 IU/mL tizerindeki degerler
immiintoleran donemi destekler (48). HBeAg serokonversiyonu immiinklirens
donemine iliskin bir gostergedir. HBeAg pozitif olan hastalarda karaciger fibrozisini
ongormede HBV DNA vyol gosterici degilken, diisik HBsAg diizeyinin ciddi
fibrozun gostergesi olabilecegine iliskin g¢alismalar bulunmaktadir (48). HBeAg
negatif KHB’li hastalarda ise zorluklardan biri aktif enfeksiyon ile inaktif tasiyicilig
birbirinden ayirmaktir. Inaktif tasiyicilik denilebilmesi i¢in izlem ile HBV DNA’nin
2000 IU/mL’den diisiik olmas1 ve ALT’de yiikseklik saptanmamasi gerekir. HBV
DNA ve HBsAg kantitasyonu ile izlem gerekmeden tek ornekte inaktif tasiyiciligin
belirlenebilecegini destekleyen caligmalar bulunmaktadir. Bunlara goére genotip D
hastalarda tek 6l¢iimde HBV DNA’nin 2000 [U/mL ve HBsAg’nin 1000 IU/mL’nin
altinda olmast durumunda, inaktif tastyicilik tanisinin pozitif prediktif degeri (PPD):
%88, negatif prediktif degeri (NPD): %97°dir (49). Genotip B ve C i¢in HBsAg
<100 IU/mL olmas1t HBsAg klirensi ile iliskili bulunmustur (48).

2. KHB’de tedavinin basarisini 6ngérmede: Peg IFN tedavisinde immiin yanit
tizerinden isleyen bir antiviral tedavi s6z konusu oldugundan, cccDNA ve bunun
indirekt yansimasi olarak da HBsAg diizeyinde azalma beklenir. Tedavinin 4.
haftasinda HBsAg diizeyinde belirgin azalma varsa (veya <1500 IU/mL ise) tedavi
sonrasi basar1 gostergelerinin (HBeAg serokonversiyonu, HBsAg klirensi veya HBV
DNA’nin <2000 IU/mL) olusma sans1 daha yiiksektir. Tedavinin 12. haftasinda
HBsAg’de azalma olmamasi (veya >20 000 IU/mL olmasi1) tedavinin basarisiz
olacagina iliskin bir gosterge olarak kabul edilebilir. Tedavinin 24. haftasinda ise
HBsAg’de baslangica gore 1 log 10°dan fazla diisme olmasi (antijen diizeyinin <300-
1500 IU/mL olmasi) durumunda kalici viral yanit sansi yiiksek (%54-75)
bulunmustur (50,51,52). HBeAg negatif KHB’li hastalarda Peg IFN tedavisi ile viral
yiik diigse bile genellikle kalic1 viral yanit olugsmamaktadir. Genotip D olgularinda
tedavinin 12. haftasinda HBsAg’de azalma %10’dan az, HBV DNA’da diisme 2 log
10’dan kiigiik ise, basar1 sans1 ¢ok diisiik oldugu (NPD %90-100) i¢in, IFN tedavisi
kesilebilir (48,53). Niikleozid/niikleotid analoglari ile tedavide RT enzim inhibisyonu
oldugu i¢in HBV DNA’da belirgin baskilanma olurken HBsAg diizeyinde diisiis
daha yavas ve az olmaktadir. Bazi ¢alismalarda tedavi ile HBV DNA negatiflestikten

sonra HBsAg diizeyinin 6-12 ay arayla izlenmesi ve hizli diisiis saptanirsa
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(baslangica gore 1 log 10’dan fazla azalma veya <100 IU/mL) rélaps riski diisiik
oldugu i¢in bir siire sonra tedavinin kesilmesinin diisiiniilebilecegine iliskin yorumlar

bildirilmistir (54,55).

Anti HBc IgM kantitasyonu ve anti HBc avidite testi: Akut ile kronik B
hepatitini birbirinden ayirmak kolay olmayabilir. Bu amagla siklikla anti HBc IgM
varligi kullanilsa da testin KHB aktivasyonu sirasinda da pozitiflesmesi yanlis
tanilara yol agabilir. Ge¢misi bilinmeyen hastalarda ilk kez anti HBc IgM pozitifligi
saptandiginda, olayin akut enfeksiyon veya kronik enfeksiyon aktivasyonu olup
olmadigini ayirmada anti HBc IgG aviditesi yardimci olabilir. Yapilan bir ¢alismada
akut enfeksiyon tanisinin HBsAg ve anti HBc IgM pozitifligi ile konulmasi
durumunda %40 civarinda yanlis tan1 olabilecegi bildirilmistir (56). Anti HBc IgM
testinde belli bir diizeyin lizerinde pozitiflikler (anti HBc IgM >200 PE 1U/mL) akut
enfeksiyon tanisinda pozitif prediktif degeri arttirabilir. Buna ek olarak anti HBc

avidite testi ile gergek akut enfeksiyonlar daha dogru saptanabilir (57,58).

HBeAg kantitasyonu: HBeAg pozitif KHB’de tedavide basariyr dngérmede
yardimcr bir parametre olarak kullanilmistir. Bunlar; Peg IFN tedavisinde 32.
haftadan once HBeAg’nin negatiflesmesi; entekavir tedavisinde tedavi Oncesi
HBeAg’nin <360 PE IU/mL olmas1 ve tedavinin 12. haftasinda 1 log 10’dan fazla
azalma olmasi; tenofovir tedavisinde tedavi oncesi HBeAg <100 PE IU/mL olmas1

ve tedavinin 24. ayinda 10 PE IU/mL altina inmesidir (59, 60,61).
2.7. Atipik Serolojik Profiller

Hepatit B tanisinda bilinen tipik serolojik test sonuglar1 yani sira tani ve izlem
asamasinda yorumlama zorluklarina neden olan atipik tan1 belirtegleri, ileri inceleme
ve degerlendirme gerektiren durumlara yol agmaktadir. Atipik serolojik profillerin
sebepleri arasinda laboratuvar kaynakli; uygun sekilde alinmayan, ulagtirillmayan ya
da saklanmayan ornekler, tani kitindeki sorunlar, test uygulamasi sirasinda yapilan
hatalar, viral etkene ve/veya konaga bagl olarak; coklu viriis enfeksiyonlari, yeni
virlis ve mutantlar ya da antikor yanitinda yetersizlik, transflizyon, pasif antikor
gecisi gibi sorunlar olabilir (62,63). Atipik serolojik profiller arasinda; izole HBsAg
pozitifligi, izole anti HBs pozitifligi, izole anti HBc pozitifligi, HBsAg ve anti HBs
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birlikte pozitifligi, anti HBe ve HBV DNA pozitifligi ile birlikte HBeAg
negatifligi/pozitifligi ve enfeksiyon serolojik gostergeleri olmaksizin HBV DNA
pozitifligi sayilabilir (64).

Izole HBsAg pozitifligi: diger HBV gostergeleri olmadan HBV DNA
pozitifligi ile birlikte kalict HBsAg pozitifligi saptanmasidir. HBV kor antijenine
karsi immiintolerans (anti HBc {liretilememesi), anti HBc iiretimini bozabilen bir
mutant HBV varlig1 ya da HBV tip 2 ile enfeksiyon durumunda goriilebilir (64).
Ayrica anti HBc IgM ve HBeAg’nin belirmesine kadar gegen yaklasik 10 giinlik
sirede alinan kan Orneginde de izole HBsAg pozitifligi saptanabilir ki test

tekrarlanmast ile diger HBV gostergeleri de pozitiflesir (62,65).

Izole anti HBs pozitifligi: hepatit B asis1 veya immiinglobulin uygulamast,
kan iriinleri kullanimi, anneden bebege pasif gegis, test hatalar1 ya da okiilt (gizli)

HBYV enfeksiyonunda goriilebilir (62).

Izole anti HBc pozitifligi: HBsAg ve anti HBs negatifliginde anti HBc nin tek
basina pozitif saptanmasidir. Sikligi toplumlara goére degismekte (%0.1-10) olup
tilkemizde bu oran %3-5 olarak bildirilmistir (66). Nedenleri arasinda; test teknik
sorunlarma ya da HBcAg ile benzer epitoplari olan antijenlere karsi olusmus
antikorlarin ¢apraz reaksiyonuna bagli olarak ortaya cikan yalanci anti HBc
pozitifligi, akut HBV’nin pencere donemi, kronik hepatit B enfeksiyonlu bireylerde
immiin baskilanma, immiin kompleksler ve koenfeksiyonlar (HCV, HDV ve HIV
enfeksiyonu birlikteligi HBV replikasyonunu azaltmaktadir) sonucunda HBsAg’nin
saptanamayacak diizeyde diisiik olmasi, genetik nedenlerle diger HBV antijenlerine
karst hiimoral yanit bozukluklarinda ya da eskiden gecirilmis HBV enfeksiyonu
sonras1 anti HBs diizeyinin saptanamayacak kadar diismesine bagli yalanci anti HBs
negatifligi ve HBV tip 2 ile enfeksiyonda olabilir (63,66-71). Anti HBc, anneden
bebege ya da kan transfiizyonu sonucu pasif olarak aktarilabilir (69). Ayrica

seropozitif okiilt hepatit ve mutant sus enfeksiyonu olabilir (63,67).

HBsAg ve anti HBs birlikte pozitifligi: kronik HBV enfeksiyonlu bireylerde
diisiik oranda goriiliir. HBsAg’'nin ‘a’ determinantin1 kodlayan gen bdlgesindeki

mutasyonlarda, farkli subtip ile gelisen akut enfeksiyonda (6zellikle immiin
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yetmezlikli, damar i¢i uyusturucu kullanan ya da hemodiyaliz hastalarinda) ve test

hatalarinda bu profil goriilebilir (40,64).

Anti-HBe ve HBV DNA pozitifligi ile birlikte HBeAg negatifligi/pozitifligi:
prekor/bazal kor bolgesindeki mutasyonlara ya da anti HBe-HBe Ag’nin immiin
kompleks olusturmalarina bagli goriilebilecegi gibi akut viral hepatitte kisa siireli
HBV DNA pozitifligi ile birlikte anti-HBe/HBeAg pozitifligine rastlanabilir
(40,64,70,72).

Okiilt HBV(OHB) enfeksiyonu:

1-Enfeksiyon serolojik gostergeleri olmaksizin HBV DNA pozitifligi (seronegatif
OHB): Ozellikle X gen defektif HBV mutantlariyla enfeksiyonlarda goriiliir.

2-Seropozitif Okiilt HBV(OHB) enfeksiyonu: Hepatit B enfeksiyonunun iyilesmesi
HBsAg ve HBV DNA’nin negatiflesmesi ile gosterilir. Pencere donemi disinda,
hepatit B yiizey antijeni negatifken (anti HBc IgG +/-) kan ve dokularda HBV DNA
(genellikle 10* kopya/mI’den diisiik) varlig1 olarak tanimlanir (62,73,74). Nedenleri
arasinda S geni mutasyonlari, HBV DNA’nin konak genomuna integrasyonu,
periferik kan mononiikleer hiicrelerin HBV ile enfeksiyonu, immiin kompleksler,
immiin yetmezlikler ve koenfeksiyonlar sayilabilir (62). Hemodiyaliz hastalarinda,
sebebi bilinmeyen serum ALT yiiksekligi olan hastalarda, kriptojenik karaciger
hastalig1 olanlarda ve karaciger transplant donérlerinde etiyoloji ve HBV bulasi

acisindan OHB unutulmamalidir (73).

Atipik serolojik profillerde oncelikle olasi hata kaynaklari sorgulanmali, test
tekrarlanmal1 yine ayni sonug bulunursa HBV DNA aragtirilmalidir.

2.8. Molekiiler Tan

Hepatit B enfeksiyonlarinda molekiiler calismalarin amaci; etkenin hizla
tanimlanmasi, kantitatif viral yiikiin belirlenmesi ile tedaviye yon verilmesi, suslarin
genotiplendirilmesi, patogenezden sorumlu viriilans ve antimikrobiyal direng
genlerinin tespiti, inaktif hepatit B tasiyiciligi ile KHB enfeksiyonunun ayirt
edilmesi, okiilt enfeksiyonlarin taninmasi, mutasyonlarin belirlenmesi ve izolatlarin

molekiiler karakterizasyonunun yapilmasini kapsar (75,76). 1k olarak hedef niikleik
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aside baglanan prob sisteminin sinyal giiciiniin amplifikasyonuna dayanan
hibridizasyon temelli sistemler gelistirilmigse de giiniimiizde niikleik asit ¢cogaltma
temelli yontemler Ozellikle de standardize polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi tercih edilmektedir. Klasik niikleik asit ¢ogaltma temelli yontemlerinden
daha hizli ve daha duyarli olan real-time PCR’da amplikonun analizi i¢in reaksiyon
tipliniin acilmast gerekmedigi icin ¢apraz kontaminasyon riski dugiiktiir. Bu
yontemlerde ¢ogaltilan amplikonlar; floresan isaretli proplarin kullanildig1 TagMan,
molecular beacons, FRET (Florescence Resonance Energy Transfer), Scorpions,
AmpliflourTM ile 6zgiil olarak, SYBR Green I, YO-PRO-1 ve etidyum bromiir gibi
DNA’ya baglanabilen boyalar ile 6zgiil olmayarak gosterilebilir. Farkli floresan
molekiillerin, farkli dalga boylarinda 1s1ma yapmalar1 birden fazla hedefin
saptanabildigi multipleks PCR uygulamalarinin gergeklestirilmesine de olanak saglar
(77). Kullanilan ticari real-time PCR kantitatif HBV DNA tespit kitine gore saptama
siirlart degismekle birlikte <200 kopya/ml’tiir.

Hepatit B genotiplerinin belirlenmesi, bulas yollarin ve enfeksiyonlarin
anlasilmasi acisindan oldukga 6nemlidir. Genotip belirlemek i¢in yiizey antijenini
kodlayan gen bolgelerindeki (Pre S1/S2) farkliligi gostermek gereklidir (78). Bu
amagla; dizi analizi (altin standart), ters hibridizasyon temelli yontemler, restriction
fragment lenght polimorphism (RFLP), tipe 6zgii primerle real-time PCR ve DNA
mikrogip teknolojileri kullanilmaktadir. HBV ilag direncinin belirlenmesinde de ayni
yontemler kullanilmakta olup, son yillarda gelistirilen restriction fragment mass
polimorphism(RFMP) yontemi ise restriksiyon enzimleri ile PCR iiriinleri
kesilmesine dayanan RFLP’ye benzer ancak farkli olarak PCR iiriinlerinin ayrimi
matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight (MALDI-TOF) kiitle
spektrometresi ile yapilir (79,80).

2.9. Hepatit B Klinigi ve Evrelemesi

Hepatit B parenteral, cinsel, horizontal (aile i¢i yakin temas) ve perinatal
(vertikal) yollarla bulasmaktadir. HBV DNA tiim viicut sivilarinda bulunmakla
birlikte, en fazla kan, semen, vajinal salgilar ve menstriiel kanda bulunmaktadir.
Yiiksek endemik bolgelerde perinatal ve horizontal gecis 6n planda iken, diisiik

endemik bolgelerde cinsel iliski ve parenteral gecis 6n plandadir (81). Hepatit B
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viriisii, akut, kronik, fulminan ve okiilt enfeksiyona neden olmaktadir. Akut
enfeksiyon, asemptomatik, anikterik seyredebilecegi gibi viral etkenle karsilagtiktan
45-180 giin i¢inde klinik belirti vermektedir; ilk bir haftasinda halsizlik, istahsizlik,
bulanti, ates gibi prodromal belirtilerle giderken sonrasinda ciltte ve korneada
sararma, karin agrisi, bulanti, kusma gibi semptomlar, koyu renkli idrar eslik
etmekte, karaciger fonksiyon testlerinde yiikselme (AST-aspartat aminotransferaz,
ALT-alanin aminotransferaz, GGT-gama glutamil transferaz, ALP-alkalen fosfataz,
Thil-total bilirubin, PZ-protrombin zamani1, APTZ-aktive parsiyel protrombin zamani
ve INR-uluslararast diizeltilmis oran) gorilmektedir (81). Bazen dolagimdaki
immiinkomplekslere bagli gegici lrtiker, artralji, serum hastalig1 benzeri tablo ve
glomeriilonefritler izlenebilir. Akut enfeksiyonun siddeti, enfekte eden dozun miktar
ve hasta yas1 ile dogru orantilidir. Cocuklarda %70 anikterik seyreder ve kroniklesme
olasilig1 yasla birlikte azalir. Erken yasta edinilmesi kroniklesme riskini arttirir.
Yenidoganda %90 eriskinde ise %5 oraninda kroniklesme goriiliir. Okiilt HBV
enfeksiyonu ise genellikle asemptomatik olup, serolojik belirtegler negatif iken
diisiik diizeyde HBV DNA (<200 IU/mL) saptanir. Olgularin ¢ogunda karaciger
fonksiyon testleri normaldir (82). Fulminan hepatit ise nadir goriilen bir tablo olup
(<%1), genellikle akut enfeksiyonu takiben gelisir, karaciger yetmezligi ve
ensefalopati nedeniyle mortalite %63-93 arasinda seyreder, tablo klinik agidan ¢ok
alevlidir, karaciger fonksiyon testleri ¢ok yiiksek seviyelere(>1000 IU/mL) cikar.
Ayrica suur bulanikligi, el becerilerinde bozulma, ani AST/ALT diisiisii, kan iire
diisiikliigli, amonyak artisi, protrombin zamaninda uzama, hipoglisemi bulgular

goriilebilir (83).

Kroniklesme HBsAg’nin 6 aydan uzun siireli kanda saptanmasidir. Kronik
enfeksiyon siklikla hafif ya da subikterik ilerler. Halsizlik ve sag iist kadran agrisi
ortaya ¢ikabilir, ilerlemesi ile siroz, HSK gelisimi, asit, ensefalopati varis kanamasi
gibi komplikasyonlar goriilebilir. Kronik hepatit B ‘European Association for the
Study of the Liver’ (EASL) tarafindan yapilan siniflandirmada 5 faza ayrilmaktadir
(83);

1. Immiintoleran dénem: HBeAg ve HBV DNA yiiksekligiyle birlikte normal ya da

hafif yiiksek transaminaz seviyelerinin goriildiigii, karacigerde nekroinflamasyonun
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olmadig1 veya minimal histolojik aktivite ile karakterize yliksek replikatif donemdir.
Bu evrede HBeAg’nin spontan kaybolma orani ¢ok diisiik olup bu siire yeni doganda

¢ok uzundur. Yiiksek viremi nedeniyle hastalarin bulastiriciligi yiiksektir.

2. Immiinklirens (reaktif) dénem: HBe Ag pozitif ancak HBV DNA (replikasyon)
disiik seviyededir. Bu donemde hepatik aktivite devam etmektedir, konagin
gosterdigi immiin yanit sonucu HBV DNA diiser ve aminotransferazlar fluktuasyon
gosterir veya slirekli yiiksek seyreder, nekroinflamasyon degisken/ciddi diizeyde
olup fibrozis gelisimi izlenebilir. Bu faz anti HBc ve anti HBe serokonversiyonu ile

sonuglanir, inaktif tagiyicilik fazina gegilir.

3. Inaktif HBV tagtyiciligi: ‘American Association for the Study of Liver Disease’
(AASLD) 2009 rehberine gore belirlenen kriterler; 6 aydan uzun siireyle HBsAg
pozitifligi ( ccc DNA ile iyi korelasyon gosterdigi i¢in <1000 seviyeler iyi prognoz
gosterir), serokonversiyondan sonra HBV DNA c¢ok disik (<2000
IU/ml)/saptanamaz diizeyde olup transaminazlarin siirekli normal seviyede olmasi,
histolojik incelemelerde ise hafif fibrozis (0-1) ve/veya hafif nekroinflamasyon
(HAI-hepatic activity index <5) goriilmesi ve karaciger biyopsisinde belirgin hepatit
bulgularinin olmamasidir (84). Bazi hastalarda DNA >2000 IU/ml saptanabilir, bu
grupta diisiik de olsa HSK gelisimi riski nedeniyle karaciger biyopsisi yapilmalidir.

4. HBeAg negatif CHB: anti HBe serokonversiyonundan sonra ortaya ¢ikabilen bu
stirecte periyodik reaktivasyon (fluktuasyonlu DNA/transaminaz yiiksekligi), aktif
hepatit HBV niikleotidinin precore/core alt {initesindeki mutasyona baglidir. Bu
hastalarda spontan remisyon diisiiktiir ve inaktif tasiyicidan ayirt etmek zor olabilir.
Bu nedenle hastaya tek bir ALT ya da DNA diizeyine bakarak inaktif tasiyicilik
tanist1 koymak uygun degildir, bu ayrimin en dogru karaciger biyopsisi ile
yapilabilecegi bilinmekle birlikte hem klinisyen hem de hasta acisindan her zaman
pratik olmamasi nedeniyle bu ayrimi yapabilecek bir HBV DNA seviyesi
belirlenmeye ¢alisilmistir (uluslararasi ¢aligmalar sonucunda <2000 IU/ml kabul

edilmistir).

5. HBsAg negatif faz: HBsAg kaybindan sonra diisikk oranda DNA yiiksekligi

goriilebilir (genelde saptanamaz diizeydedir). Bu evreye gelene kadarki siiregte
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geligen fibrozis HSK gelisimi yoniinden diisiik risk tasimasi nedeniyle takibe devam

edilmelidir (83,85-89).

2.10. Immiin Sistem ve Treg Hiicreleri

Immiin sistemi baslica T ve B lenfositler, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler,
monosit/makrofajlar, fagositler ve dendritik hiicreler olusturnaktadir. Dogal immiin
yanit patojene erken reaksiyonu kapsar ve edinsel immiin yanit baslangici igin kritik
onemdedir. Viicudun kendine yabanci yapilari tanimasi ve karst savunmaya
gecilmesi edinsel immiiniteyle saglanir. Edinsel immiinite hiimoral ve hiicresel
yollarla gergeklestirilir. Hiimoral immiinite B lenfositlerin {iirettigi antikorlar
tarafindan olusturulurken, hiicresel immiinite T Ilenfosit hiicreleri tarafindan
olusturulur. Lenfositler antijenlere 6zgiin reseptorler tasiyan tek hiicre grubudur ve
bu hiicreler monoklonal antikor panelleri ile taninabilen yiizey proteinleri araciligi ile
birbirlerinden ayirt edilmektedir. Bu proteinlerin standart adlandirilmasi "CD"
(ayirim kiimesi, "cluster of differentiation") sayisal tanimlamasi seklindedir (90).

Kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicrelerin farklilasmasiyla olusan
T lenfositler timusa geldiklerinde bir seri farklilasma asamasindan sonra
olgunlagarak kan dolasimina gecer dalak, lenf nodiilleri gibi sekonder lenfoid
dokulara giderler. Bu olgunlasma sirasinda yiizeylerinde énce CD3*CD4"CD8" gift
pozitif, sonra CD3"CD4" (Thy)/CD3'CD8"(Tc) tek pozitif CD belirtegleri belirir,
ayrica aksesuar CD28, CDL, CD2, FasL ve tiim lokositlerin tagidigr CD45 yiizey
molekiilleri ile de ayirt edilirler. Thy, MHC-II ile sunulan antijenin 6zelligine ve
salgilanan sitokin tipine gére Th; (hiicresel immiinite)/Th; (B hiicre farklilagsmasi, Thy
yanitin  baskilanmas1)/Thy; (bakteri, mantar enfeksiyonlarina karst yanitin
giiclendirilmesi, otoimmiinite)/Treg (immiin yanitin baskilanmasi) hiicrelerinden
birine T hiicre reseptoriine (TCR) bagl olarak farklilasarak ayr1 fonksiyon goriirler.
T hiicre yiizeyinde yiizey immiinglobulin bulunmaz. Bir T lenfosit sadece tek bir
cesit antijen i¢in TCR tasir ve B lenfositlerde oldugu gibi immiin sistemde zaman
icinde karsilasma olasiligi olan onbinlerce ¢esit T lenfosit bulunur. Dolagimdaki
lenfositlerin %60-80 kadarin1 T lenfositler olusturur. T lenfositler lizerinde yiizey
belirleyicileri disinda bazi sitokin reseptorlerini ve ICAM-1 gibi adezyon

molekiillerini de eksprese ederler.
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Onceden supresor T hiicresi olarak bilinen Treg hiicreleri IL-2 ve TGF-B
uyartmi sonrasinda salgiladiklart sitokinler ileCD4" ( Thl, Th2 ve Th17) ve CD8" T
lenfositleri, ayrica makrofajlari, dentritik hiicreleri (DH), NK ve NKT hiicreleri, B
lenfositleri, mast hiicreleri ve osteoblastlar1 baskilayict etki gosterirler (91,92). Treg
hiicrelerinin parmak izi belirteci CD25 (IL-2Ra) olup antijene 06zgiil supresor
hiicreler olan CD4"'CD25'CD127"" Treg hiicreler (kiigiik bir kismu CD8*CD25%),
patojen temizlendikten sonra immiin yanit1 baskilar ve otoimmiinite gelisimini 6nler
(93).

Treg hiicreleri ayrica timustan ¢ikmadan aileyi tanimlamada en spesifik
belirteg olan FoxP3’ii (Transcription Factor Forkhead Box P3) ifade ederler. FoxP3
maturasyonundaki bozukluk ya da down-regiilasyonun Treg hiicresinin supresif
aktivitelerinin ve immiinregiilator fonksiyonlarinin kaybina neden oldugu, FoxP3’iin
Treg fonksiyonlarinda ve gelisiminde dominant rol oynadig1 gosterilmistir (94-96).
Treg hiicreleri yilizey fenotipleri ve regiilator fonksiyonlari1 yoniinden heterojenite
gosterir ve gelisim asamasina, fenotipine ve migrasyon kapasitesine gore naif
(immiinsupresor), efektdr, hafiza hiicreleri olarak alt gruplarina ayrilabilir. Sonug
olarak Treg hiicrelerinin hepsinin son gelisim basamaginda olmadiklari, plastisite
gosterdikleri soylenebilir. Treg hiicresinin kaderi anatomik lokalizasyonlarina,
sitokin mikrogevresine ve ortamda bulunan diger immiin hiicrelere baglidir.
Otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarda Treg’ler FoxP3 belirteclerini kaybederek
supresOr fonksiyonlarini kaybedip efektor hiicrelere dontisebilirler, bu yiizden FoxP3
varligimin gosterilmesi 6nem tasir (97). Otoimmiin hastaliklarda inflamasyon
bolgesinden 1zole edilen Treg hiicrelerinde FoxP3 ekspresyonunun azaldiginin
gosterilmesi bu goriisii destekler niteliktedir (98). FoxP3" Treg hiicrelerinin naif alt
grubu timustan ayrilirken lenf organlarina gociinii saglayan L-selektin (CD62L) ve
kemokin reseptorii-CCR7 ifade eder, periferde dentritik hiicrelerle etkilesime gegerek
ve etkin sekilde otoreaktif T hiicre gelisimini bloke ederek homeostazi saglarlar (99-
103). Treg hiicreleri yine yiizeylerinde GITR( Glucocorticoid-induced TNFR-related
protein), CTLA-4 (CytotoxicT-Lymphocyte Antigen 4, CD152) gibi spesifik

olmayan immiinsupresor yiizey belirtecleri tagirlar (104).
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Treg hiicreleri alt gruplar1 ve fonksiyonlari:

Treg hiicreleri esas olarak CD4" T hiicrelerin bir alt grubudur ve periferal kan
CD4" T hiicrelerinin % 2-4’{inii olusturur (105).Bununla birlikte FoxP3 ekspresyonu
yapan ve Treg fonksiyonu yiiriiten CD8" ve NK hiicrelerin varligindan soz
edilmektedir (106).
Treg hiicreleri bir transkripsiyon faktorii olan FoxP3 ekspresyonu sergileyen
heterojen bir hiicre popiilasyonudur (107). Treg hiicreleri fenotipik 6zellikleri esas

alinarak iki temel alt gruba ayrilmistir (Sekil-1):
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Sekil-1 Treg hiicre maturasyonu ve alt gruplari

1-Dogal diizenleyici T hiicreleri (nTreg): Dogal olarak T hiicre olgunlasmasi
sirasinda timusta belirli miktarda olusturulan IL-2Ra (CD25) eksprese eden
CD4"CD25FoxP3" T hiicrelerdir (108,109).

2- Indiiklenebilen (adaptif) diizenleyici T hiicreler (iTreg): Yeni adiyla periferden
kaynaklanan Treg hiicreleri (pTreg). Periferal lenfoid organlarda CD25 onciillerinden
ortamdaki uyarim sonrast CD4"CD25"FoxP3" fenotipi kazanan naif T hiicreleridir
(110). IL-2 ve TGF-B ile indiiklenen iTreg hiicreleri, nTreg hiicrelerinden farkli
olarak, naif CD4" T hiicrelerden olusurlar ve bellek belirteclerini gelistirebilmek igin

ek uyaranlara gereksinim duyarlar. iTreg hiicreleri bir kez uyarilinca FoxP3, CTLA-
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4, TGF-B ve IL-10 eksprese ederler (106). Kaliimsal TGFB-1, CTLA-4 ve FoxP3
eksikligi olan farelerin tamaminda “Fatal Otoimmiin Lenfoproliferatif Sendrom”
gelistigi gozlenmistir. 1L-2 eksikligi olan farelerde de coklu organ otoimmiin
hastaliginin olustugu bilinmektedir. IL-2 ve TGF-B, iTreg hiicrelerinin indiiklenmesi
icin ortamda mutlak bulunmalidir. Bu sitokinlerin her ikisi de nTreg ile iTreg
hiicrelerinin ve bu hiicrelerce eksprese edilen FoxP3’{in idamesi i¢in gereklidir (106).
IL-2, Treg hiicrelerinin FoxP3 ekspresyonlarini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan
TGF-B iiretmesini veya aktive etmesini saglar (106). TGF-B’nin FoxP3" iTreg’leri
indiikleyebilmesi i¢in CTLA-4 gereklidir (111). nTreg ve iTreg hiicrelerinin antijenik
ozgiilliikleri, gelisimleri i¢in ihtiya¢ duyduklart faktorler (T hiicre reseptorii uyarimi
ve ko-stimulasyon gereksinimleri gibi) ve immiin baskilayici aktiviteleri agisindan
onemli farkliliklar1 vardir. Bu farklar adaptif immiin cevapta iki hiicre grubunun ayr1
fonksiyonlar1 yiiriitmekte oldugu olasiligim1 kuvvetlendirmektedir (106). nTreg
hiicreleri asil olarak timusta eksprese edilen 6z antijenlere cevap olarak gelisirler.
iTreg hiicreleri ise esas olarak periferik lenfoid organlarda dendritik hiicreler (DH)
tarafindan sunulan periferik antijenlere cevap olarak gelisirler (106). nTreg hiicreleri
olusumlari i¢in gii¢lii T hiicre reseptorii (TCR) uyariminin yani sira timusta CD28 es-
uyarimina (ko-stimulasyonuna) gereksinim duyarlar (112). CD28 eksikligi olan
farelerde nTreg hiicrelerinin belirgin derecede azaldigr gorilmiistiir (113).
CD4'CD25 T hiicrelerin periferde CD4'CD25'FoxP3" iTreg hiicrelerine
doniistimleri sirasinda gereksinim duyulan TCR uyarimi optimal diizeyden daha
zayiftir ve gelisen hiicre toplulugu az sayida hiicre boliinmesi gerceklestirir (114).
Buna karsin iTreg hiicreleri olusumlar1 i¢in, antijen sunan hiicreler (APC’ler)
tarafindan eksprese edilen B7 molekiilii aracili es-Uyarana gereksinim gosterirler
(114). Optimal diizeyin altindaki CD28 es-uyarimi iTreg hiicre olusumunu
kolaylastirmada yeterli etki saglarken, inhibitor CTLA-4 es-uyarimi iTreg hiicre
olusumu i¢in mutlak bir gereksinimdir (111). CTLA-4 (CD152) eksikligi olan
farelerde iTreg hiicre olusumunun ger¢eklesmedigi gosterilmistir (115). IL-6 ve IL-6
mebrana bagl reseptdriine (mbIL-6R) baglanma nTreg hiicrelerini Th17 hiicrelerine
dontistiirebilirse de iTreg hiicreleri bu sitokine direnglidir. Boylece iTreg hiicreleri
inflamasyon alanlarinda baskilayic1 fonksiyonunu yerine getirmeye devam edebilir.

nTreg ile iTreg hiicreleri arasindaki bu farkin iTreg hiicrelerinin nTreg hiicrelerine
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oranla belirgin derecede azalmig IL-6 reseptori (CDI126) ekspresyonu
gostermesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (116). IL-6 hemen tiim multiniikleer
hiicreler tarafindan tretilen bir sitokindir ve bir¢ok otoimmiin ve kronik inflamatuar
hastaligin patogenezinde suc¢lanmistir (117). Sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi
otoimmiin hastaliklarda DH’ler tarafindan {iiretilen IL-6’nin Treg aktivitesini bloke
ettigi bildirilmistir (118). Tiimor nekroz faktorii reseptorii (TNFR) siiper ailesinin bir
tiyesi olan OX40 hem nTreg hem de iTreg hiicrelerinin gelisimi ve fonksiyonu
tizerinde negatif olarak diizenleme yapmaktadir (106).

Antijen sunan DH’ler nTreg’lerin ve olasilikla iTreg’lerin ana hedefleridir
(119,120). Olgunlasmamis DH’ler immiinojenik ve tolerojenik alt setlere
doniisebilme potansiyeline sahiptir. Tolerojenik DH’ler CD4'CD25"FoxP3"
diizenleyici T hiicrelerini (iTreg) uyarirlar. Bu iTreg hiicrelerinin olusturdugu TGF-3
ve IL-10 baska olgunlasmamis DH’leri tolerojenik olmak iizere indiikler. DH’lerin
{irettigi retinoik asitin TGF-B tarafindan CD4'CD25 hiicrelerin indiiklenmesini
sagladig1 da gosterilmistir (116). Bdylelikle Treg hiicreleri DH’lerin immiinojenik
potansiyellerini azaltmaktadir (120,121).

Tolerojenik DH’ler ise konvansiyonel CD4°CD25 hiicrelerini FoxP3*
antijene spesifik Treg hiicresi haline gelmek iizere indiikler ve pozitif geri besleme
dongiistinii tamamlar. Bu siirekli geri besleme dongiisii otoimmiiniteyi onler (106).
Mikrobiyal enfeksiyonlar gibi c¢evresel tetikleyicilerin varliginda ise patojenin
ortadan kalkmasina kadar DH dengesi tolerojenikten immiinojenik yone kayar.
Enfeksiyonun adjuvan benzeri etkisi sonucu potansiyel 6z antijenlere reaktif
patojenik efektor T hiicrelerinin (Teff) aktiflesmesine izin verilir. Enfeksiyon ortadan
kalktiginda ve TGF-B ile IL-2 yeniden iiretildiginde homeostatik dengenin bu 6z-
antijenlere reaktif patojenik Teff hiicre aktivitelerinin sonlandirilmasi i¢in tolerojenik
yone geri donmesi gerekmektedir. Ancak genetik yatkinligi olan bireylerde ve
cevresel tetikleyiciler bulundugunda immiinolojik déngii hem immiinojenik DH’leri
hem de zararl1 6z-antijenlere reaktif Teff hiicrelerin dominansini devam ettirir. Bu
patolojik kisir dongiiden ve kronik otoimmiin hastaliklarin ortaya g¢ikmasindan
kontrolsiiz T hiicresi reaktivitesi sorumludur. Tolerojenik DH’ler mevcut nTreg
hiicreleri ve iTreg hiicrelerinin genislemesine de yol acabilir. Buna karsin Teff

hiicre-DH etkilesimleri, daha fazla Teff hiicresi indiikleyebilen immiinojenik
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DH’lerin olusmasini1 saglar. Kararlt durumda tolerojenik dongii baskindir ama
mikrobik enfeksiyonlarda veya otoimmiin hastaliklarda immiinojenik olgun DH’ler
ve proinflamatuar Teff hiicreler bu koruyucu dongiliye baskin ¢ikar (106). FoxP3
sadece Treg fenotipini yansitan bir belirte¢ olmakla kalmaz, bircok genin
ekspresyonunun belirleyicisidir ve FoxP3 mutasyonlari ciddi otoimmiin hastaliklara
neden olabilir (122,123).

CD4'CD25" Treg hiicrelerinin  delesyonunun otoimmiin  hastalikla
sonuglandig1 farelerde de gozlenmistir. Ug giinliik farelerde timektomi ile Treg
delesyonu saglanmis ve Treg hiicrelerinin adaptif transferi ile ¢oklu organ otoimmiin
hastaliklarin engellendigi gortilmustiir (124,125).

Treg hiicrelerinin nasil fonksiyon gosterdigi heniiz tam olarak
anlasilmamustir. In vitro testlerle yiiriitiilen ¢alismalarda, Treg hiicrelerinin patolojik
T hiicrelerinin (Teff) aktivasyonunu engelleyebildikleri bildirilmistir. Bu tiir testler
kullanildiginda birkag otoimmiin hastalik bulunan kisilerden izole edilen Treg
hiicrelerinin saglikli bireylerden izole edilenlere kiyasla Teff hiicrelerini engelleme
fonksiyonunun diistik kapasiteli oldugu gosterilmistir (126). Treg aracili baskilamada
birden ¢ok mekanizmanin rol aldig1 belirlenmesine ragmen bu mekanizmalarin her
birinin in vivo sartlarda goreceli katkisinin ne oldugu belirsizligini korumaktadir
(127). FoxP3" Treg hiicrelerinin nasil supresyon yaptig1 birkag teori ile agiklanmigtir
(123).

1- Antijen sunan DH ile reaktif T hiicreleri arasindaki temasin inhibisyonu: DH’leri
antijen sundugunda, ortamda Treg hiicreleri bulunuyor ise bu hiicreler, antijen
spesifik naif T hiicrelerine gore daha baskin olarak DH’lere baglanma gosterir.
Boylelikle DH ile ancak uzun siireli baglanma gergeklestirdiginde bellek fonksiyonu
gosterebilen reaktif T hiicrelerinin immiin fonksiyonu engellenmis olur (128,125).

2- CTLA-4 (CD152) bagimli mekanizma: CD152 bir T hiicre yiizey molekiilidiir ve
hiicrenin apoptozundan sorumludur. T hiicre aktivasyonunu negatif olarak diizenler
ve CDI152 mutasyonlar1 T hiicre aracili otoimmiin hastaliklarin gelisimine katkida
bulunur (129). FoxP3"CD25°CD4" dogal Treg hiicreleri yiiksek diizeyde CD152
ekspresyonu yaparlar (123). CD152’nin monoklonal antikorlarca bloke edilmesi
saglikli farelerde organ spesifik otoimmiin hastaliklar ve inflamatuar bagirsak

hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (130,131). Hepsinden onemlisi
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Treg hiicrelerinde CD152 ekspresyonundan yoksun olan farelerin bir ¢esit otoimmiin
hastalik kabul edilebilecek lenfoproliferasyon gosterdikleri ve FoxP3’den yoksun
farede oldugu gibi asir1 immiinoglobulin (Ig) E tretimi bildirilmistirir (132). Bu
verilerin 15181 altinda CD152 aracili supresyonun antijen sunucu hiicre (APC)
fonksiyonlar1 iizerinde baskilayici, diizenleyici etkisinin oldugu diisiiniilmekte ve bu
supresyonun temel mekanizma olabilecegi savunulmaktadir (123).

3- IL-2 bagimli mekanizma: Treg hiicreleri cogalmasi ve yasamasi i¢in ekzojen IL-
2’ye yiiksek derecede bagimlidir. IL-2 veya IL-2 reseptoriiniin eksikligi Treg
sayisinda azalmaya ve FoxP3 eksikliginde goriilene benzer sekilde ciddi sistemik
lenfoproliferasyon ve otoimmiiniteye neden olmaktadir (128).

4- Ekstraselliiler ATP yikimi: ATP, hasarli veya aktive hiicrelerden salinabilir ve
immiin reaksiyonlar1 artirir. Treg hiicrelerinin, ekstraselliler ATP’nin lokal
konsantrasyonlarini azaltan ekstraselliiller enzimleri tirettigi tizerinde durulmaktadir
(128,121).

5- Sitokinler: TGF-B, IL-10, IL-35 ve galektin-1 gibi immiinsupresif sitokinler Treg
hiicrelerinin baskilayic1 fonksiyonlarina katki saglar (123). Treg hiicreleri, inhibitor
sitokinlerin tek kaynagi olmamalarina ragmen Treg hiicrelerinden salinan sitokinlerin
in vivo Treg inhibitdr fonksiyonuna ¢ok biiyiikk katkilart oldugu diisiiniilmektedir
(133).

Bununla birlikte Treg kaynakli sitokinlerin otoimmiin hastalik {izerinde in
vivo diizenleyici etkisi kesin olarak bilinmemektedir (134,135). In vivo gozlemlere
dayanarak; TGF-B, IL-10 ve IL-35 gibi inhibitor sitokinlerin Treg fonksiyonuna
birincil derecede katkida bulunduklari ortaya konmustur (136). IL-35, TGF-3 ve viral
persistansta en etkili sitokin IL-10, naif CD4 T hiicrelerinin sirasiyla iTr35, Th3 ve
Trl’e doniistimlerini indiikler. Bu sitokinler otokrin etkileriyle Treg hiicrelerinin
fonksiyonlarini ve stabilitelerini destekler (137).

6- Sitotoksik molekiiller: Granzim ve perforin aracili mekanizma ile APC ve bunlara
yanit veren T hiicrelerinin apoptotik 6liimii yolu ile de Treg hiicreleri baskilayici
fonksiyonlarini yerine getirebilirler (123). Treg hiicre fonksiyonunda etkili olan tiim
bu faktorlere ragmen FoxP3" Treg hiicrelerce olusturulan supresyon mekanizmasinin

temel parcasini neyin olusturdugu cevaplanmay1 beklemektedir.
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Interldkin-10 (IL-10): T yardimer tip 2 (Thy) hiicrelerinden salgilanarak Thy
hiicrelerinin irettigi sitokinleri inhibe eder. IL-10, Th, hiicrelerine ek olarak
makrofajlar, dendritik hiicreler, B lenfositler, keratinositler, mast hiicreleri, Treg
hiicreleri ve T yardimci (Th) 17 hiicrelerinden de salinir. IL-10, T hiicrelerini ve
APC’yi hedef alarak immiinoregiilasyona aracilik eder (138). Diizenleyici
aktivitesini onemli Ol¢iide APC iizerinden gergeklestirmektedir (139). Makrofaj ve
DH inhibisyonu yapan IL-10, proinflamatuar sitokinleri ve APC’den kemokin
ekspresyonunu sinirlayarak dogal ve hiicre aracili immiiniteyi kontrol eder (138).
Ayrica CD4" T hiicrelerinin aktivasyonunu, proliferasyonunu ve sitokin {iretimini
smirlar  (138). TGF-B ile sinerjistik etki gosterir ve immiin toleransin
indiiklenmesinde rol alir (140). IL-10’un immiinolojik etkisinin, salindig1 hiicre ve
Treg hiicrelerinin bulundugu mikrocevreye bagli olarak belirlendigi gosterilmisitir.
Pleotropik sitokin IL-10 otoimmiin hastalarda B lenfositlerden izole edilseler de Treg
hiicrelerinin IL-10 mRNA ekspresyonunu arttirdiklari, lenfoid organ germinal
merkezindeki B hiicrelerde Bcl-2 ekspresyonunu arttirarak apopitozlarini uyardiklari,
IL-12 ve Th; tip seliiler immiiniteyi baskiladiklar1 ve IL-10 ile uyarilmis makrofaj ve
dentritik hiicrelerin inflamatuar fonksiyonlarinin down-regiile oldugu gosterilmistir
(141,142,143). Yine IL-10 salinimi bloke edilen farelerde yapilan calismalarda T
hiicrelerinden IL-21 ve IL-17 sitokinlerinin, dentritik hiicrelerden IL-6 ve IL-23
saliiminin arttig1 ve kolit gibi otoinflamatuar hastaliklar gelistigi gortilmiistiir (144).

Transforme edici biiylime faktorii-beta (TGF-B): Embriyogenez, hiicre
proliferasyonU, hiicre farklilasmasi, apoptozis, adezyon ve invazyonda anahtar rol
oynayan bir sitokindir (132). TGF-p’nin baslica kaynaklar1; Treg hiicreleri dahil T
hiicreleri ve makrofajlardir (145). TGF-f’nin; TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-3 olmak
lizere 3 izoformu tanimlanmistir (146). Immiin sistem hiicreleri baslica TGF-B1
sentezler. Immiin sistemdeki temel etkisi; lenfositlerin ve diger Idkositlerin
aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe etmektir. TGF-f, nétrofiller ve endotel
hiicrelerini de etkileyerek proinflamatuar sitokinlerin etkilerine biiyilik 6l¢iide karsi
koyar. IL-2 iiretimini baskilayarak CD4 hiicreleri {izerinde proliferasyonu onleyici
etki gosterir ve hiicre siklus inhibitorlerini arttirma yoniinde diizenler. Th; ve Th;
hiicrelerinin ~ farklilasmasim1 ~ direkt olarak inhibe edebilir. Makrofajlarin

aktivasyonunu ve onlarin proinflamatuar sitokin iiretme yetenegini inhibe eder.
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DH’lerin maturasyonunu onler ve DH tarafindan MHC smif II ekspresyonunu
azaltarak T hiicrelerine antijen sunumunu engeller (147). TGF-f’nin T hiicrelerinin
in vitro antijen uyarimi ile FoxP3 ekspresyonu ve Treg hiicre farklilasmasini
indiikledigi gosterilmistir (148). CD4" Th hiicrelerinin Treg veya Thi; hiicrelerine
farklilagsmasini saglayan sitokin de TGF-B’dir. Karsilanmamis TGF-B uyaris1 FoxP3
ekspresyonunu artirarak Treg olusumuna ve immiinregiilasyonuna yol acar. Ancak
inflamasyon sitokini olan IL-6 da ortamda varsa TGF-f naif Th hiicresini Thy;
yoniinde farklilagtirir. Ayrica IL-6, FoxP3 olusumunu ve Treg farklilasmasini inhibe
eder. Bu durum Treg’lerin fonksiyonel kapasitesini azaltarak Thj; hiicrelerinin

etkilerine aracilik eder.

Interlokin-35 (IL-35): Yeni kesfedilmis heterodimerik sitokin olup FoxP3"
hiicreler tarafindan iiretilir ve Treg fonksiyonuna yardimci olur. Yapilan ¢aligmalarda
IL-10 1ile benzer sekilde fare deneylerinde barsak otoimmiinite gelisiminin
baskilanmasi ile iliskili oldugu ancak insanda bu sitokinin {iretiminin gosterilmedigi
bildirilmisitir (149).

Galektinler: Treg fonksiyonlarinda énemli bir diger molekiil olup CD45, CD43 ve
CD7 gibi glikoproteinlere baglanarak aktive T lenfositlerini apopitoza gétiiriir ayrica
proinflamatuar sitokin salinimini inhibe ederler (150).

Treg ve Thyy hiicreleri arasindaki iliski: Naif CD4" hiicrelerin Thy, Thy, Thy;
ve Treg hiicrelerine dontistiikleri bilinmektedir. Thy hiicreleri IFN- y ve tiimor nekroz
faktorii (TNF)-—p tretirken, Thy’ler IL-4, IL-5 ve IL-13, Th;7 hiicreleri ise IL-17 ve
IL-6 sentezlerler (151,152). Yeni gelistirilen bir hipoteze gore Treg ve Thy’lerden
Thi; veya Thi’e dogru yoneltilen yanitlarin ¢arpiklasmasi neticesinde otoimmiin
hastaliklarinin gelisimi ve ilerleyisi goriiliir (153). IL-17"nin romatoid artrit, sistemik
lupus eritamatozus, psoriazis, multipl skleroz, sistemik skleroz, kronik inflamatuar
bagirsak hastalig1 gibi kronik otoimmiin inflamatuar hastaliklarda fazla tiretimi s6z

konusudur (151,152).

2.11. Hepatit B Patogenezi ve Immiinolojisi
Insan karacigeri ¢ift kan dolagimina sahiptir; portal venle gastrointestinal
sistemden, hepatik arterle sistemik dolasimdan kanlanir. Karaciger portal ven

araciligiyla siirekli olarak gastrointestinal sistemden gelen gida antijenleri ve diisiik
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seviyede endotoksinlerle karsilasir, Bu durum, zararsiz antijenlerin baskilanirken
enfeksiydz antijenlere karsi gilicli immiin yanit olusturulmasmi saglayacak
mekanizmalart gerektirir (154). Kan, karaciger parankimine siniizoidal endoteliyal
hiicreler boyunca, diisiik akimli-fenestrali vaskiiler kanallar olan hepatik sintizoidler
yoluyla girer (154). Treg hiicrelerinin de dahil oldugu bir¢ok lenfosit alt grubu da bu
sinlizoidlerde, Kupffer hiicreleriyle birlikte yer alir (155) Disse aralig1 endotelyumda
uzanir ve vitamin A’dan zengin stellat hiicreleri i¢erir. HBV gibi immiinojenlerle
akut ya da persistan seklinde karsilagildiginda lobiiler veya interface hepatit

meydana gelir (Sekil-2) (156).
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HBV enfeksiyonunun dogal seyri ve klinigi iyi ortaya konulmakla birlikte
patogenetik mekanizmalari, akut hepatitten sonra hastalarin bir kisminda tam sifa
gortliirken diger bir kisminin neden kroniklesmeye gittigi halen tam olarak

aciklanamamustir. Ancak viral antijenlerle devamli karsilasmaya bagli immiinolojik
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aldirmazlik, negatif seleksiyon, periferal anerji, lenfokin tiretim disregiilasyonu ve

defektif antijen sunumu suglanmistir (157).

Bu siirecte viicudun immiin maturasyonu ve cevabin siddeti hastaligin seyrini
belirler. Hepatit B viriisii nonsitopatik olup immiin sistem araciligiyla doku hasari ve
hepatosit dliimiine neden olabilir. immiin sistem aracili eliminasyon mekanizmalari
enfekte hiicreleri ortadan kaldirirken enfeksiyonu sonlandirmaya galisir ve kalic
nekroenflamatuar aktivite karaciger hasarmma neden olabilir. HBV inkiibasyon
periodu i¢inde hepatosite girerek replike olmakta, kendine ait antijenleri iiretmekte
ve konagin Toll-Like Reseptorleri (TLRs) ozellikle de TLR9 ile yabanci olan bu
yapilart ve mikroorganizma ylizeyindeki PAMP’lar1 (Pathogen-associated molecular
patterns; mannozil, fukozil gibi bakteriyel polisakkaritler vb) taniyarak immiin yanit
baslamaktadir (157). Hepatit B enfeksiyonunda TLR9 viral DNA’y1, TLR7 ve TLRS
tek zincirli viral RNA’y1 tanirken, TLR3 cift zincirli viral RNA’y1 taniyarak antiviral
aktivite gosterirler (158). HBV’ye karst dogal immiin yanitta etkili TLR sistemi,
sinyal transdiiksiyonunun baslamasini tetikleyerek, dentritik hiicre matiirasyonunun,
tip 1 IFN gibi anahtar sitokinlerin iiretilmesini ve adaptif immiiniteyi destekler (159).
TLR3 ve TLR4 nonparankimal karaciger hiicrelerini aktive ederek IFN-f iizerinden
HBYV replikasyonunun supresyonuna aracilik eder (160). Ayrica HBsAg ve HBeAg
gibi viral pargalar1, IRF-3 ve NF-«B gibi IFN ile uyarilmis gen ya da transkripsiyon
faktorleri araciligla (TLR-aracili antiviral aktivite) suprese ederler (161). TLR3 dogal
immiinitede viral patojenlerin animsanmasindan sorumludur. TLR3 genotipi
prevelansinin KHB hastalariyla karsilastirildiginda kronik {izerine akut alevlenme
gelisen hepatit B hastalarinda daha yiliksek bulundugunu bildirmistir. TLR3
polimorfizminin 6zellikle kronik iizerine akut alevlenme gelisimi i¢in risk faktorii
olabilecegi One siirlilmiistiir (162).

Naif Th (Thp) hiicre aktivasyonu DH’ler tarafindan baslatilir ve diger antijen
sunucu hiicreler ile arttirilir. Bu aktivasyon i¢in Thp hiicresinin {i¢ sinyale
gereksinimi vardir; 1-Th hiicre yiizeyindeki CD4" TCR kompleksi ile APC
yiizeyindeki MHC-I1"AgP kompleksinin birlesmesi, 2-Th iizerindeki CD28 molekiilii
ile APC {izerindeki B7 (CD80/86) molekiiliiniin birlesmesi (kostimulasyon sinyal),
3-DH’ler tarafindan salinan sitokinlerdir. APC tarafindan salinan sitokinlerin, PAMP

veya doku faktorlerinin 6zellikleri Th hiicre yanitinin yoniinii yani polarizasyonunu
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belirler. Viriis tarafindan uyarilan DH tarafindan salinan IL-12 ve IFN-y araciliiyla
Tho, Thy yoniine gevrilerek ve duyarlilagsarak IL-2, TNF-a ve IFN-y salinimina ve
diger T hiicre ve B hiicre proliferasyonuyla viriis eliminasyonuna yardimci olur. IL-
4, IL-10 sitokini salinimi ile uyarilan Thy, Thy’ye dontiserek, I1L-4, IL-5 ve IL-10
sitokin salinimi ile B lenfosit uyarilmasina, Th; yanitinin baskilanmasina ve antikor
cevabi olusturulmasina neden olur. HBV tasiyicilarda ve KHB’de interferon
yetersizligi, antijen sunumundaki ya da T lenfosit yanitindaki eksiklik gibi durumlar
neticesinde immiin yanit yeteri kadar olusamaz ve viicuttan viriis temizlenemez.
Hepatit B’nin seyrini temelde HBV-spesifik CTL (sitotoksik T lenfosit) belirler,
enfekte hiicrelerin membraninda delikler agan enzimleri sayesinde apoptotik 6limii
tetikler; yanit yeterli ise hastalik iyilesir, yetersizse kroniklesir ve kontrolsiiz sekilde
siddetlenirse fulminan hepatit gelisir. CTL aktivitesinin bir belirteci de serum ALT
diizeyidir. CTL yanit1 iyi olan hastalarda ALT nin yiiksek olacagi diistintilerek bu
hastalarda tedaviye baglanmasi 6nerilir, normal diizeyde olanlarda 6nerilmez. Hepatit
immiinolojisinde etkin diger bir grup T hiicre ise IL-17 salgilayan Thj; hiicreleridir.
Bunlar CD4" T hiicrelerin proinflamatuar hiicre alt sinifinda yer alirlar. Thi;’ye
farklilasmada birgok farkl hiicre tarafindan tiretilen TGF-f, IFN-a, IL-6, IL-1 ve IL-
23 gibi inflamatuar sitokinlere ihtiya¢ vardir. IL-17 ana iretilen sitokin olup, 1L-21,
IL-22, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler de tretilir. IL-17’nin nétrofil aktivasyonunu,
inflamasyon  bdlgesine infiltrasyonunu  saglayarak akut hepatitte  viriis
temizlenmesinde rol alir. KHB enfeksiyonunda da periferal Thj; hiicre ylizdesinde
onemli oranda artis saptandigi ve dolasan IL-17" T hiicrelerin biiyiikk oranda
karacigerde  akiimiile = olarak  hepatosit  hasarina  katkida  bulundugu

gosterilmistir(163).

Aktif inflamasyon yanitinin tersi yonde fonksiyon goéren regiilator T hiicreleri
(Treg) ise 1L-10 ve TGF-p gibi sitokinler iireterek ya da kontakt bagimli inhibisyonla
CD4", CD8*, NK hiicreleri, NKT, B ve DH iizerine baskilayic1 etki ile
immiintoleranstan sorumludurlar. KHB enfeksiyonunda Treg hiicrelerinin zararh
etkileri goriiliir; saglikli kontrollere ve akut enfeksiyona gore artmis diizeyleri viral
replikasyon/yiik ile korelasyon gosterir (157,164). Treg hiicrelerden (ayrica Breg,
monosit, intrahepatik T hiicreleri, ve kupffer hiicrelerinden de) iiretilen IL-10; IFN-a

{iretimini inhibe eder, pDH apoptozisini uyarir, APC’leri baskilar ve CDS8"T hiicre
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uyarilmasini zayiflatarak HBV-spesifik T hiicre yanitin1 baskilar (165-168). Sonug
olarak Treg hiicreleri yaptiklart immiinsupresyonla viriisiin karacigere asiri zarar
vermesini Onlerken enfeksiyon persistansina neden olabilmektedir (169). Bu viriis
spesifik T hiicre yanit1 baskilanmasi karacigeri etkileyen diger bir viriis olan HCV’de
ve HIV’de de gosterilmis olup Hepatit B de siire¢ daha karmasiktir; akut hepatitte
Treg cevabi ili¢ asamada gergeklesir; baslangicta Treg yilizdesi diistiktiir, ilk bir
haftalik erken akut fazda ALT yiikselmesine paralel Treg yiizdesinde artis, ortalama
9 hafta siiren konvelesans fazinda ALT seviyelerinin diismeye baslamasi, Treg
hiicrelerinin maksimum seviyeye ulasmasi ve takip eden 8 haftalik rezoliisyon
fazinda ALT’nin normale doniisii, HBsAg’nin negatiflesmesi (serokonversiyon) ve
Treg hiicrelerininde saglikli popiilasyon diizeyine inisi izlenir. Kronik fazda ise
(hepatitin ciddiyeti; total bilirubin, ALT, INR, siroz gelisimi ve viral yiike gore
belirlendiginde) ciddi seyreden KHB’de daha yiiksek yiizdeler goriilmekle birlikte
hem hafif hem ciddi KHB hastalarinda Treg diizeyi saglikli popiilasyonla
karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunur. Ciddi KHB hastaliginda Treg
yiizdesindeki artis kotii prognoz ile iligkilidir ve hepatit B hastalarinda karaciger
hasarin1 gdstermede potansiyel bir prognoz belirteci olarak kullanilabilir. Inaktif
HBYV tastyicilarinda ise saglikli popiilasyondan hafifce daha yiliksek Treg seviyeleri
goriiliir ki bu ciddi KHB hastalarinin diizeyinden anlamli oranda diistiktiir (157).

Treg ve Thy; arasindaki dengenin bozulmasi Thi/Th, arasindaki iliskiye
benzer sekilde kronik inflamatuar hastaliklarin, otoimmiin hastaliklarin, tiimorlerin
gelisimine neden olmakta, hepatit B enfeksiyonunun kroniklesmesine katkida
bulunmaktadir. Ancak bu iligkinin antiviral tedavi sonrasi degisimi ve bu temele
dayanarak yeni tedavi hedefleri gelistirilip gelistirilemeyecegi hakkinda ¢alismalar
cok sinirhdir. KHB hastalarinda yapilan kontrollii bir ¢aligmada antiviral tedavi
sonras1 Treg hiicreleri ile IL-10, TGF-f sitokin diizeylerinde anlamli diisiis oldugu
gosterilmistir, yine ayni ¢alismada ALT diizeyinin KHB hastalarinda daha c¢ok
inflamatuar yanitla koreleyken, AST ve total bilirubin (Tbil) diizeylerinin ise
karaciger hasarmmin derecesiyle, Treg/Thi; oranmmin da Tbil ile korele oldugu
gosterilmistir. Daha hafif seyreden KHB hastalarinda (ALT <600IU/L Tbil <51.3
umol/L) Treg oranindaki artisin Th17 artisidan daha diisiik kalarak Treg/Thi;

oraninin azaldigi, tersine agir seyreden olgularda ise Treg hiicrelerin daha fazla
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artarak dengenin Treg yoniine kaydig1 gosterilmistir. Bu sebeple Treg/Thi7 oraninin
hastaligin agirligini géstermede biyopsiye alternatif kullanish bir belirteg olabilecegi
ileri siirlilmiistlir. Antiviral tedavi sonras1 Treg hiicre yiizdesi diiserek ve Thi7 diizeyi
arttirilarak Treg/Thi; orani, viicuttan HBV klirensine yardimci olacak sekilde, Thiy
yoniine kayar ve diiser. Hepatit B nin spontan rezoliisyonunda da ayn sekilde Treg
hiicreleri diiserek normal popiilasyon ylizdelerine doner. HBeAg, Treg hiicre iliskili
immiintoleransa yol agan baslica etmendir. HBeAg pozitif hastalarin erken
immiinklirens safhasinda Treg diizeyleri yiiksek seyrederek immiintolerans
olusumuna yardimci olmaktadir. HBeAg negatif hastalarda ise hastalik immiin aktif
fazda kalarak yiiksek Thj7 diizeyi ve IL-17 salinimi ile iligkili olarak siklikla fibroz,

siroz ve dekompanse siroza ilerleme goriiliir ve prognozu kotiilestirir (170).

Kronik hepatit B immiinolojisinde Thi, Thy, Thy;, PD-1(Prosedural Death
Factor-1), Treg hiicreler olmak iizere bir ¢cok proses devreye girer. KHB immiin
yanitinda Th; hiicreleri belirgin sekilde aktive olurken Thy hiicreleri inhibe olur.
Kronik hepatit durumlarinda TGF-B, IL-4, 13 gibi sitokinler dig matriks
proteinlerinin iiretimini ve fibrozisi uyararak siroza gidise neden olur. B lenfositler
antikor iiretimi, konak hiicreye viriis girisini 6nleme, serbest HBV partikiillerinin
notralizasyonu i¢in kritik 6nem tasir. Antikorlar tarafindan viriisle enfekte hiicrenin
taninmasi, kompleman aracili ve antikor aracili seliiler sitotoksisite (ADCC) yoluyla
oldiirtilmesi gergeklestirilir. Antikorlarla kaplanmis hedef hiicrelere antikorun Fc
parcasindan baglanmasi NK ve Tc aracili sitotoksisite ile sonuclanir. B hiicrelerin
antikor iiretimi genel olarak T hiicresi bagimlidir; hem ortak bir etkilesim gerektirir
hem de B hiicrelerinin spesifik antikor iireten hiicrelere farklilasmasi i¢in gerekli
sitokinlerin salinmas1 da CD4" hiicreler tarafindan gerceklestirilir. HBeAg’e karsi
olusturulan antikor cevabi siki bir sekilde T hiicre bagimli iken, alt birimlerinin
yapist nedeniyle HBcAg B hiicre aktivasyonunu uyarir. Bu sebeple kronik HBV
enfeksiyonunda B hiicre uyarimina bagli olarak anti HBc diizeyleri yiiksek bulunur

(171-175).



33

3.GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul ve Proje Destek Onay1 Bilgileri

Bu tez calismasi 12.11.2015 tarihinde 153 karar numarasi ile Izmir Katip
Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi (IKCUTF) Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi tarafindan degerlendirmeye alinarak
yazili olarak onaylandi, tarihinde 2016-TDU-TIPF-0014 proje numarasi ile
IKCUTF Bilimsel Arastirma Proje Koordinatrliigii tarafindan desteklenmesi uygun
bulundu. Calisma Helsinki Bildirgesi ilkelerine uygun olarak tamamlandi (176).

3.2. Hasta Se¢imi ve Hasta Grubu Materyalleri

Bu arastirma, Ocak 2015-Kasim 2016 tarihleri arasinda IKCUTF Atatiirk
Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali’nda yiirtitiildii.
Calismaya IKCUTF Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklart
Poliklinik/Servisi’ne bagvuran ve EASL Kklinik uygulama rehberi kriterlerine goére
Hepatit B tanis1 alan 61 hasta ile portdr taramasi i¢in bagvuran 30 saglikli kontrol
olmak tizere asagida belirtilen hasta ve kontrol grubu secim kriterlerine uyan 91
goniillii (Power analizi-Pass 11, Power Analysis&Sample Size Software) c¢alisma
hakkinda bilgilendirildikten ve yazili onamlar1 alindiktan sonra calismaya dahil
edildi.

Calismaya dahil edilme kriterleri: (i) calisma bilgilendirilmis onam formunu
imzalayarak c¢alismaya katilmaya riza gostermis olmak, (ii) eriskin yas grubunda
olmak (18 yas tizeri), (iii) hasta grubuna segilecek bireylerin EASL kriterlerine gore;
HBV hastalalar1 icin HBsAg serolojisinin pozitif olmasi, saglikli kontrol olarak
caligmaya alinacak goniilliilerin bu serolojik belirte¢ yoniinden negatif olmasi, (iv)
ornek alimindan 6 ay oncesine kadar immiinmodiilator ajan ya da tedavi almamis
olmak, (v) HAV, HCV, HEV, HDV ve HIV virislerine bagli ya da alkolik,
otoimmiin karaciger hastalifi, herhangi bir malignensi ve diger ciddi sistemik
hastaliklar1 tasimamak seklinde secildi.

Calisma dis1 birakilma kriterleri olarak: (i) calismaya katilmaya riza
gostermemis olmak, (ii) 18 yasindan kiigiik olmak (iii) hasta grubuna segilecek

bireylerin HBsAg serolojisinin negatif olmasi, (iv) son 6 ay i¢inde immiinmodiilator
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ajan ya da tedavi almis olmak, (V) viriislere bagli ya da alkolik, otoimiin karaciger
hastalig1, malignensi veya ciddi sistemik hastaligi olmaktir.

Calismaya; yaslar1 23-79 arasinda degisen 30 kadin, 31 erkek olmak iizere
toplam 61 hasta ile yas ve cins uyumlu 30 saglikli kontrol dahil edildi. Hastalarin
kabuliinde yapilan anket ile yas, cinsiyet, meslek, iletisim bilgileri, yasadiklar1 bolge
gibi demografik veriler ile ek hastalik/ilag kullanim1 &ykiisi, tanisi, semptomlari,
hepatit B i¢in olast bulas yolu (aile Oykiisii, hastaneye yatis/ameliyat Oykiisii,
kan/organ nakli, riskli meslek, intravenéz madde bagimliligi, tatuaj varligi vb)
sorgulandi. Goniilliiler hasta bilgi sisteminden taranarak eski tarihli ve es zamanl
yapilan biyokimyasal ve mikrobiyolojik laboratuvar analizleri  (eritrosit
sedimentasyon hizi-ESR, 16kosit, hemoglobin, trombosit sayilar1 (BC-6800,
Mindray, China), koagiilasyon, o-feto protein (AFP), serum AST, ALT, GGT,
ALP, LDH, bilirubin diizeyleri (Architect c16000, Abbott, USA), seroloji: anti HAV,
anti HIV, anti HCV, Delta Ag/Ab, HBsAg, antiHBs, HBeAg, anti HBe, anti HBc
IgM, anti HBc IgG (Architect Plus i2000 SR, Abbott,USA) ve HBV DNA diizeyi
(IU/ml) (Cobas X480, Hamilton, Roche, Swiss), radyolojik (ultrason-
USG/bilgisayarli tomografi-BT) ve girisimsel (karaciger biyopsisi) tetkik sonuglari

ayni anket formu {izerine kaydedildi.

3.3. Kan Al ve Ornek Hazirlanmasi

Hasta ve kontrol grubu ¢alisma materyali olarak antekubital venden alinmis
periferik kan ornekleri kullanildi. K3-EDTA’l1 tiipe 2 ml alinan kan numuneleri
ornek alim giiniinde ve en fazla 30 dk iginde flow sitometri (Akan Hiicre Olger)
yontemiyle calisildi, es zamanl jelli diiz tiibe konan 3 ml periferik kan 4000XG’de 5
dakika santrifuj edildikten sonra elde edilen serumlar -40°C'de ¢alisma giiniine kadar

saklandi.

3.4. Flow Sitometrik Calisma

IKCUTF Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuarinda yapildi. Treg hiicre yilizde dagilimlari 6l¢iimii icin FC 500 Cytometer
(Beckman Coulter, Inc. ABD) flow sitometri cihazi ve CXP bilgisayar yazilimi
kullanildi.
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Antijen Boyamasi: Treg hiicrelerini belirlemek i¢in iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda hiicre i¢i boyama protokolii uygulandi;

1) 100’er ul kan 6rnekleri tizerine PerFix nc (permeabilizing-fixative no centrifuge
assay kit, Beckman Coulter, Inc., France) RI1 reageninden (fiksatif) 5 pl eklenip

vortekslendi, oda sicakliginda, karanlikta 15 dk inkiibe edildji,

2) Ayn bir tipte 300 pl Perfix nc R2 reageninde (permeabilizan) iizerine anti
CD152-PE, anti CDA4-PC5, anti CD25-ECD, anti CD127-FITC, FoxP3-PC7
florokromla konjuge spesifik antikorlarindan (Beckman Coulter, Inc. France) 5-10

ul sirastyla eklendi,

3) Hazirlanan kokteyl bekletmeden kanin {izerine eklenip vortekslendi ve oda

sicakliginda, karanlikta 1saat inkiibe edildi,

4) 3 ml PBS (phosphate buffer saline) (Ph: 7.4) tamponu eklenip vortekslendi, 5 dk
oda sicakliginda bekletilerek ardindan 500XG’de 5 dk santrifiij edildi,

5) Supernatant aspire edilip 3 ml Perfix nc R3(final soliisyonu) eklendi, vortekslendi
ve tekrar 500XG’de 5 dk santrifiij edildi,

6) Stipernatant aspire edilip 500 pl Perfix nc R3 reageninden eklendi ve pipetajla

resiispanse edilen hiicreler flowsitometri cihazinda 6l¢iildi.

FSC/SSC hiicre dagilimi iizerinde uygun lenfosit kapisinda 10.000 hiicre
sayilip izotipik kontrolle digerlerinden ayrilan CD4", CD25"%" hiicre subgrubu olarak
en parlak hiicreler secilerek FoxP3" olmalari ile Treg hiicre olduklar1 dogrulandi. Bu
hiicrelerin CD127""(Interleukin—7 Receptor alpha, IL-7Ra) , CD152" yiizde oranlari
saptandi. Analizler dot-plot ve histogram grafikleri {izerinde yapildi. Treg hiicerlerin
kanda normal dagilim aralig1 olan %2-4 iizerindeki degerler artis olarak kabul edildi
(105). CXP Software kullanilarak analiz sonucu hiicrelerin yiizde degeri hesaplandi
(Sekil-3).
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Sekil-3 Treg hiicre yilizdelerinin flowsitometrik 6l¢iimii

3.5. Kantitatif I1L-10 Sitokin Ol¢iimii:

Immiin modiilatér Treg hiicre tarafindan sekrete edilen IL-10 sitokin dl¢iimii
icin ticari manuel kantitatif ELISA kiti (DIAsource Immunoassays SA, Belgium)
kullanilarak 96°lik U-tabanli pleytte iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda tek

seferde galisild;

1) Kuyucuklara 100’er pl inkiibasyon buffer konup kalibratorler, pozitif/negatif
kontroller ve calisilacak serumlardan 100°er pl eklendi,

2) 2 saat 700 rpm’de horizontal karistiricida, oda sicakliginda inkiibe edildi,

3) Kuyucuklar aspire edildi, 3 kez 0.4 ml yikama soliisyonu ile yikandi.

4) Her kuyucuga 100’er pl 6rnek diliienti ve 50’ser pl anti IL-10 HRP (horseradish
peroxidase) konjugati eklendi,

5) 2 saat 700 rpm’de horizontal karistiricida, oda sicakliginda inkiibe edildi,

6) Kuyucuklar aspire edilip kez 0,4 ml yikama soliisyonu ile yikandi,

7) Kuyucuklara 200’er pl (tetramethylbenzidine-TMB’nin substrat buffer igine

eklenmesiyle yeni hazirlanan) revelation soliisyonu kondu,
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8) 30 dk 700 rpm’de horizontal karistiricida (giines isigindan koruyarak), oda
sicakliginda inkiibe edildi,

9) Kuyucuklara 50’ser ul durdurma soliisyonu eklendi,

10) 450 nm ve 490 nm’de absorbanslar1 okundu,

11) Optik dansiteleri otomatik mikropleyt okuyucuda (ELX800, Biotec Instruments

Inc,USA) dlgiilerek ELISA Kc junior programiyla analizi yapildi.

Flow sitometri ve ELISA Kkantitatif analizleriyle saglikli bireyler ile hepatit B
hastalarinin akut ve kronik doénemlerinde Treg hiicre dagilimlarina ve sitokin
diizeylerine gore hastalia spesifik immiin yanit durumlar1 karsilastirildi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme:

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS (statistical package for social sciences) 22.0 kullanildi. Kategorik verilerin
degerlendirilmesinde ki-kare testi kullanilip (n, %) olarak ifade edildi. Siirekli
degiskenlerin normal dagilima uyumu Shapiro-Wilk testi ile analiz edildi. Grup
varyanslarinin homojenligi Levene’s testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gbsteren ve grup varyanslarinin homojen oldugu parametrelerde iki grup ortalamasi
arasindaki farkin anlamlilig1 Student’s t testi ile degerlendirildi, sonuglar ortalama ve
standart sapma (x+ss) ile ifade edildi. Normal dagilim gostermeyen ve heterojen
varyansli parametrelerde iki grup ortalamasinin karsilastirilmasi Mann-Whitney U
testi ile degerlendirildi, sonuglar medyan ve 1.-3. geyrek degerleri (Medyan, Q1.Qs)
olarak ifade edildi. Normal dagilim gostermeyen ve heterojen varyansl ikiden fazla
grup arasindaki farkin karsilastirnllmasinda ise Kruskall-Wallis testi kullanildi.
Spearman korelasyon analizi ile degiskenler arasindaki iliskilere bakildi. Sonuglar %

95°1ik giiven araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4 BULGULAR

Calismaya katilan hasta ve kontrol grubuna ait demografik ozellikler
asagidaki tablolarda Ozetlenmistir. Gruplarin yas ve cinsiyet dagilimlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05), (Tablo-1).

Tablo-1 Hasta ve Kontrol Gruplar: Cinsiyet, Yas Dagilimlart

IGRUPLAR
KONTROL HASTA
n=30 n=61 p
Cinsiyet  Kadin (n, %) 15 (%50.0) 30 (%49.2)
Erkek (n, %) |15 (%50.0) 31 (%50.8) 1.00"
Yas (yil
3 G 44y (36-62) 45 y (32-54) "
Medyan(Q1.Qs) 0.185

* Nominal verilerin yiizdeleri arasindaki farkin anlamliligi Chi-Square (p>0.05)
** Nonparametrik iki grup ortalamasimin arasmdaki farkin anlamliligt Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi, Mann-Whitney U (p>0.05)

Hepatit B hastalarmin bilinen bulas yollari, meslekleri ve en sik goriilen
hepatit semptomlar1 Tablo 2, 3 ve 4’de Ozetlenmistir. Hastalarin %27.9°u HBV’yi
hangi yolla aldiklarin1 bilmediklerini ve bagka sebeplerle hastaneye bagvurularinda
yapilan tetkiklerde tani aldiklarini ifade ederken, en sik bulas yolunun aile i¢i oldugu
(27, %44.3), bunu cerrahi girisim (9, %14.8) ve kan transfiizyonlarinin (5, %4.9)
takip ettigi goriildii. Hastalardan geriye doniik edinilen bilgilere dayanarak aile
bireylerinin yarisina yakininin (29, %47.5) 1. ve 2. derece akrabalarinda ve eslerinde

HBYV pozitifliginin mevcut oldugu goriildii.
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Tablo-2 Hepatit B Hasta Gruplarimin Bulag Yollart

Mesleki maruziyet

§2, %3.3) Bilinmiyor (17,

%27.9)

Tatuaj (1, %1.6

Kan transfiizyonu
(5, %4.9)

Cerrahi girisim (9,
%14.8)

Hepatit B bulas1 agisindan riskli mesleklerde ¢alisan (laboratuvar teknisyeni,
hemsire, berber) kisiler ise hastalarin %9.8’ini olusturmaktaydi. Hastalarin en sik ev
hanimi olan bireylerden olustugu, bunu o&zel sektorde calisanlarin takip ettigi

goriildii.

Tablo-3 Hasta Gruplart Meslek Dagilimlar:

Riskli meslek (6, Memur (4, %6.6)
%9.8)

Ev hanimi (24,

. %39.3)
Emekli (5, %8.2)

Ozel sektor (22,
%36.1)

Hastalarin biiyiik oranda hepatit B’yi asemptomatik (%52.5) gecirdikleri, en
sik halsizlik, yorgunluk, kas agris1 gibi non-spesifik yakinmalarin (%18) goriildiigii,
diger bulgularin sirasiyla ikter (%13.1), bulanti (%9.8), idrar renginde koyulagma
(%4.9) ve kasint1 (%1.6) seklinde ortaya ¢iktig1 izlenmistir.
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Tablo-4 Hepatit B Hasta Gruplarimin Klinik Bulgular:

Kasinti

Idrar renginde. .
Bulant1

ikter
Halsizlik

Asemptomatik

Calismaya dahil edilen akut ve EASL kriterlerince siniflandirilan kronik
hepatit B evrelerine gore hasta sayis1 dagilimlari tablo 5°te gosterilmistir. Genel
hepatit B hasta popiilasyonu ile paralel olarak olgularin iicte birinden fazlasini
9%39.3’liikk oranla inaktif tagiyicilar olusturmus, akut evrenin genellikle kisa siirmesi
(ortalama 6 hafta) (177), asemptomatik de gegirilebilmesi (178) gibi nedenlerle en
diisiik yiizdeli hasta grubunu akut hepatit B olgulari olusturmustur.

Tablo-5 Hepatit B Hasta Gruplart

HBeAg negatig

KHB (18,
%35) Akut (8, %13) fmmiin
tolerans/klirens
(11, %16)

Inaktif tasiyict (24,
%41)
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Hepatit B hastalarinda viriise spesifik immiin regililasyonun bir belirteci
olarak Treg hiicre ve bu hiicrelerden salinan IL-10 sitokin diizeylerinin klinik

evrelere gore dagilimi, siklik ve istatistiksel iligkileri tablo 6’da gdsterilmistir.

Akut evredeki hepatit B hasta sayisinin diisiik olmasi nedeniyle normal
dagilim gostermeyen (Shapiro-Wilk, p=0,045) bu grupta Treg hiicre diizeyinin
saglikli kontrol grubu ile karsilastirilmasi non-parametrik Mann-Whitney U test ile
yapilmistir. Akut evredeki hastalarin Treg hiicre yiizdeleri normal degerin (%2-4) alt
simirindan daha diisiik (median=%1.50, 0.6-3.5) saptanmis, aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p=0,005) bulunmustur. Normal dagilim gosteren kronik hepatit B
gruplarinin saglikli kontroller ile arasindaki farkin anlamliligi Student t test ile
degerlendirilmis; immiintolerans/immiinklirens gruplarindaki (=SD=4.09,
mean=%6.95, median=%6.8), inaktif tasiyicilardaki (£SD=2.25, mean=%5.904,
median=%35.65) ve HBeAg negatif KHB hastalarindaki (+=SD=2.95, mean=%6.261
median=%35.90) Treg hiicre yiizdeleri saglikli kontrollerle (£SD=1.01,
mean=%4.073, median=%4.1) karsilastirildiginda anlamhi diizeyde yiiksek
bulunmustur (Tablo-6). Tiim hepatit B klinik evreleri ve saglikli kontroller aras1 Treg
hiicre ylizdeleri c¢oklu karsilastirilmas1 Kruskal-Walis testiyle degerlendirilmis;
saglikli kontrollerle inaktif tasiyicilar ve HBeAg negatif KHB hastalar1 arasinda
(swrastyla p=0.017, p=0.028), akut hepatit B hastalariyla da diger KHB hastalar1
arasinda (immiintolerans/klirens donemi p=0.004, inaktif tasiyict p=0.002, HBeAg
negatif KHB p=0.002) istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (Tablo-7).

Tiim hepatit B klinik evreleri arasi IL-10 sitokin diizeyi farkinin istatistiksel
onemi Kruskal-Walis testiyle gosterilmistir; akut hepatit B evresindeki hastalarin
(+SD=10.67, mean=39.6), immiintolerans/immiinklirens gruplarinin (£SD=14.27,
mean=29.2), inaktif tasiyicilarin (=SD=14.65, mean=29.2) ve HBeAg negatif KHB
hastalarmin (£SD=53,25, median=28.85) IL-10 diizeyleri saglikli kontrollerle
(median=11.7, 17.3-44.9) karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur
(p <0,05) (tablo-7).



Tablo-6 Calisma Gruplarinda Treg ve IL-10 diizeyleri
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CALISMA GRUPLARI
Kontrol Akut immiin inaktif HBeAg

tolerans/ Tasiyici negatif KHB
klirens

Treg (%) | 4.07+1.017 1.50 (0.6-35)" | 6.95+4.09" | 5.90+2.25" | 6.26+2.95

p 0.005 ,001 ,000 ,001

IL-10 11.7(5.2-4.9) " | 39.06+10.6" 29.2+14.2° | 29.2+14.6° | 28.8 (17.3-

(pg/ml) 0.005 0.006 0.000 44.9)"

p 0.001

* Ortalama ve standart sapma (x+ss)

** Medyan ve 1.-3. ceyrek degerleri (Medyan, Q1.Qs)




Tablo-7 Calisma Gruplar: Treg ve IL-10 Diizeyleri Box-plot Grafigi
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* Veriler box-plot grafigi ile gosterilmistir; yatay cizgiler 25., 50. ve 75. persantilleri, dikey cizgiler
10. ve 90. persantilleri temsil etmektedir. Non-parametrik degerlerin ¢oklu karsilagtirmalart igin p
degeri (<0.05) Kruskal-Wallis kullanilarak hesaplanmaustir.

Hepatit B hasta gruplarinin  ALT diizeyleri saglikli  kontrollerle
karsilastirildiginda yiiksek bulunmakla birlikte bu fark yalmiz akut hepatit B
grubunda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.01); INR ve total bilirubin diizeyleri
akut hepatit B grubunda yiliksek bulunurken diger gruplarda normal sinirlar ig¢inde
saptandi. HBV DNA viral yiikii akut ve immiitoleran gruplarda en yiiksek degerlere
ulasirken (sirasiyla; 10° ve 106) inaktif tastyict ve HBeAg negatift KHB gruplarinda
diisik seviyelerdeydi. Serum ALT diizeyi ile INR (r=0.32, p=0.012) ve total
bilirubin (r=0.53, p<0.000) diizeyleri arasinda, HBsAg ile HBV DNA (r=0.61,
p=0.006), HBsAg ile Treg hiicre yiizdeleri (r=0.23, p=0.028), IL-10 (r=0.48,
p<0.000) diizeyleri arasinda pozitif korelasyon izlendi (Tablo-8, 9).

Histolojik aktivite indeksi (HAI) bakilabilen gruplarda;
immiintolerans/klirens (HAI,x=7) ve HBeAg negatif KHB hastalar1 (HAI,x=6) ile

inaktif tagtyicilar (HAIon=3) arasinda istatistiksel olarak belirgin anlamli fark izlendi
(p <0.01).

Dot-plot flowsitometri analizinde Treg hiicreleri belirlemek amaciyla
CD4'CD25™" floresans boyanan alanda secilen hiicre popiilasyonu diger Treg
belirteci olarak kullamlabilecegi diisiiniilen CD4"CD25'FoxP3" (63.17+22.61),
CD25'CD152" (90.219+6.42) ve CD25'CD127"°" (84.84+7.78) analizleri ile
karsilastirildiginda pozitif korelasyon goriildii (r=0.34, p=0.001).
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Tablo-8 Biyokimyasal Belirteclerin, HBV DNA Yiikii ve HAI Evreleme Diizeylerinin Hasta

Gruplari I¢inde Karsilastirilmast

HEPATIT B HASTA

GRUPLARI

Akut

immiin tolerans/klirens

inaktif tagtyica

HBeAg negatig
KHB

ALT(U/L) 1967 (170-2557)** | 41 (27-82)** 17.5 (15.25-22.75)** 28 (20-63.25)**

INR 1.22+0.21% 1.08 +£0.09* 1+ 0.08* 1 £0.09*

T bil(umol/L) 5.9 (2.9-11.06)** 0.7 (0.57-0.90)** 0.51 (0.37-0.62)** 0.62 (0.4-
0.88)**

HBV DNA 3.36x10%" 1.49 x10° ** 0.45 x10°™ 7.89x10%"

(viral kopya/mL) | 4 g.10%.4 51x10° 1.16x105-2.39 x10° 63-1.63x10° <15-3.44x10*

HBsAg (1U/ml) 2872+1069* 2406+1235%* 2645+959* 2828+912%*

HAI ke 7(4-9)** 3(2-4)** 6(5-8)**

* Ortalama ve standart sapma (x+ss)

** Medyan ve 1.-3. ¢eyrek degerleri (Medyan, Q; Qs)

**% Akut hepatit B hastalarinda karaciger biyopsisi yapilmamigtir




Tablo-9 Spearman Korelasyon Analiziyle Degerlendirilen Hasta Verilerinde Pozitif Iliski Gézlenen
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5. TARTISMA VE SONUC

Hepatit B viriis enfeksiyonlart diinya ¢apinda neden oldugu 2 milyar enfekte
ve 240 milyon kronik HBV enfeksiyonlu birey nedeniyle baslica halk saglig
sorunlarinlarindan biridir (179). Hepatit B enfeksiyonunun viicuda girisi ve
inkiibasyonundan baslayarak konakta izleyecegi seyir ve nasil sonu¢lanacagi; dogal
ve kazanilmig immiin yanitin karsilikli etkilesimini i¢ceren karmasik bir diizen sonucu
belirlenir.

Hepatit B enfeksiyonunu anneleri yoluyla edinen infantlarda intrauterin Treg
diizeylerinin yiiksek olmasi yam sira CD8" ve CD4" T hiicre fonksiyonlarinin
yetersizligi nedeniyle KHB gelisme riskinin belirgin derecede yiiksek oldugu, yeni
dogan doneminde ise Treg diizeylerinin intrauterin doneme oranla diistiigii
gosterilmistir (180). Yetiskin donemde ise Treg hiicre diizeylerinin yasla birlikte
yiikseldigi bildirilmistir (181). Bu nedenle ¢aligmamizda yaslar1 29 ile 73 arasinda
degisen (medyan: 45y) 30 saglikli ve yaslar1 23 ile 79 arasinda degisen (medyan:
44y) 61 hepatit B hastas1 bireyin yaglarinin Treg hiicre diizeyleri ile korelasyonu
degerlendirilmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir iliski gosterilememistir
(p=0.88). Ayrica ¢alismaya dahil edilen 45 kadin ve 46 erkek gonilliinin Treg
diizeyleri ile cinsiyetleri arasinda da net bir iliski goriilmemistir. Benzer gruplarda
yapilan caligmalarda hastalarin olasi bulas yollar1 ve semptomlar: ile ilgili veri
sunulmadigi i¢in kiyaslama yapilamamis ancak HBV enfeksiyonu ile ilgili literatiir
dahilindeki bilgilerimiz dogrultusunda, hepatit B hastalarinin 6nemli bir bolimiinde
(% 27.9) bulas yolunun ve zamaninin bilinmedigi ve baska sebeplerle rutin yapilan
tetkiklerde rastlantisal tani aldiklar1 gozlenmistir. En sik bulas yolunun aile i¢i
oldugu (%44.3, olasilikla anneden dogum sirasinda ya da horizontal yolla enfekte
aile bireylerinden), bunu o6zellikle 1990 yili 6ncesi serolojik tani yontemlerinde
yalanci negatifligin yiiksek olusuna bagl, cerrahi girisim (% 14.8) ve kan
transflizyonlarinin (% 4.9) takip ettigi goriilmiistiir (182). Hastalardan geriye doniik
edinilen bilgilere dayanarak aile bireylerinin yarisina yakininin (% 47.5) 1. ve 2.
derece akrabalarinda ve eslerinde HBV pozitifliginin mevcut oldugu goriilmiistiir.
Hepatit B bulas1 acisindan riskli mesleklerde calisan (laboratuvar teknisyeni,
hemsire, berber) kisilerin ise hastalarin % 9.8’ini olusturmasi oOzellikle saglik

hizmetleri alaninda i giivenliginin iyilestirilmesine yonelik daha fazla dnlemlere
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ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koymaktadir. Hastalarin biiyiik oranda hepatit B’yi
asemptomatik (%52.5) gegirdikleri, doktora en sik halsizlik, yorgunluk, kas agrisi
gibi non-spesifik yakinmalarla (%18) basvurduklari goriilmiistiir. Hastaligin akut
evresindeki olgularda ise karaciger fonksiyonlarindaki bozulmaya bagli bulanti,
ikter (sklera ve ciltte), kasinti, idrar renginde koyulasma bulgularmin goriildigii
kaydedilmistir (178).

Regiilator T hiicreler ilk kez 1970 yilinda supresor hiicreler olarak
tanimlanmis, bu hiicrelerin bireyin kendisine ait olan 6z antijenlerine immiin cevap
olusturmadig1 ve immiin homeostazisin saglanarak idame edilmesinde rol aldiklar
gosterilmistir (183). 1980’lerde ise izolasyon ve tanimlanmasinin zorlugundan dolay1
caligmalar birakilmistir. 1995 yilinda Sakaguchi’nin interlokin-2 (IL-2) reseptori o
zincirinin CD4" Treg hiicreler igin fenotipik bir belirte¢ oldugunu bulmasiyla birlikte
Treg hiicreleri lizerine olan ¢alismalar hiz kazanmistir (184). Giiniimiizde, periferik
komponentte kolayca elde edilebilen Treg hiicrelerinin yetersizligi, iyi tanimlanmis
0zglin isaretcilerin az olusu ve CD4'CD25"" non-Treg hiicrelerin varligi disinda,
supresor aktivitesi olan saf CD4"CD25"o" Treg hiicrelerinin hizla biiylimesine iliskin
protokollerin standardize olmayis1 gibi nedenlerle halen zorluklar mevcuttur (185).
Simdiye kadar yapilan ¢aligsma sonuglarinda da Treg hiicre diizeylerindeki artis veya
diisiis oranlar ile ilgili geliskiler mevcuttur. Romatoid artrit (RA) hastalarinda
yapilan bir calismada (Cao, 2004) periferik kan Treg oranlarinda diisiis gosterilirken
baska bir calismada (Amelsfort, 2004) Treg yiizdesinde artis rapor edilmis yine
sistemik lupus eritamatozus (SLE) hastalarinda yapilan baz1 c¢aligmalarda
(Habibagahi ve ark, 2010; Crispin ve ark, 2003; Bonelli ve ark, 2008) Treg
yiizdesinde diisiise ters olarak baska bir calismada (Suarez, 2006) artis goriildigi
rapor edilmistir (186). Ayrica KHB hastalarinda yapilan ¢aligmalarda da Treg hiicre
oranindaki artig derecesi ¢esitlilik gostermektedir (157).

Yetiskin hepatit B hastaliginin %90-95’inin genellikle bariz klinik bulgular
goriilmeden spontan olarak kendi kendini sinirlayan enfeksiyon seklinde seyretmesi
ve kisa bir akut periyottan sonra doktora bagvurduklarinda konvelesans donemine
geemis olmalar1 nedeniyle akut hepatit B (AHB) hastalarini bu evrede tanimanin ya
da yakalamanin zor oldugu bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda bu sebeple en diisiik

sayidaki grup AHB hastalar (8, %13) idi. Hepatit B enfeksiyonu akut evresinde Treg
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hiicrelerden ziyade efektor T hiicrelerin hakimiyeti olup yapilan ¢aligmalarda saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda Treg yiizdesinde anlamli fark gozlenmezken, tersine
KHB siirecinde basrol oynadig1 ve aslinda iyilesme yerine kroniklesmeye ilerlemeyi
belirleyen major faktoriin bu hiicrelerin davranis paterni olabilecegi ileri siirlilmiistiir.
Yapilan ¢aligmalarda, KHB hastalarinin Treg hiicreleri, AHB hastalarindan %33
daha yiiksek bulunmustur (OR = %1.33 95 CI: 1.16-1.52) (178,187). ilging olarak,
agir KHB hastalar1 ile AHB hastalarinin her ikisinde de immiin yanit kuvvetliyken
Treg profilleri farklilik gosterir; agir seyreden KHB hastalarinin hem periferik
kanlarinda hem de karaciger dokularinda Treg hiicre yiizdeleri yiiksek seyrederken
AHB hastalarinin erken sathasinda (ilk hafta) yiizdenin diisiik oldugu goriiliir (157).
KHB hastalarinin akut alevlenmelerinde Treg diizeyinin asemptomatik tasiyicilarla
karsilastirildiginda belirgin olarak daha yiiksek olusu nedeniyle, hastaligin agirligini
gosterecek bir prognostik belirteg olabilecegi bildirilmistir (162). Zhi Jun Su ve ark.
yaptig1 calismada, heparinize periferik kanda Treg ve Thy; diizeyleri birlikte
Olciilmiis, hastalar serum Tbil ve ALT diizeylerine gore agir ve hafif KHB olarak iki
grupta degerlendirilmistir (170). Treg hiicreler CD4'CD25""CD127"" olarak
secildiginde saglikli kontrollerin Treg diizeyleri (%5.69), agir (%7.66) ve hafif
(%6.72) KHB hastalarindan istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide diisiik bulunmustur.
Bizim ¢aligmamizda, akut evredeki hastalarin Treg hiicre yilizdeleri normalin (%2-4)
alt sinirindan daha diisiik (£SD=2.14, median=%1.50) saptanmis, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p=0.005) bulunmustur. Immiintolerans/immiinklirens
gruplarindaki (£SD=4.09, mean=%06.955, median=6.8), inaktif tastyicilardaki
(£SD=2.25, mean=%5.904, median=5.65) ve HBeAg negatif KHB hastalarindaki
(£SD=2.95, mean=%6.261 median=5.90) Treg hiicre yiizdeleri saglikli kontrollerle
(+SD=1.01, mean=%4.073, median=4.1) karsilastrildiginda anlaml diizeyde ytiksek
bulunmustur. Gruplar aras1 Treg yiizdelerinin farklilig1 karsilastirildiginda; akut ve
tim KHB gruplar1 arasinda (p<0.01), saglikli kontrollerle inaktif tasiyicilar ( p=
0.017) ve HBeAg negatif KHB hastalar1 (p=0.028) arasinda istatistiksel olarak
belirgin fark gézlenmistir. Dongping Xu ve ark. yaptigi ¢alismada heparinli tam
kanda Treg diizeylerini saptamak icin kullanilan Ficoll Hypaque yogunluk
gradiyentine gore santrifiij yontemiyle periferk kan moniikleer hiicreler izole edilmis

ve CD4'CD25"™"  subpopiilasyonu ~ CD4*CD25"  hiicrelerden  ayrilip
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zenginlestirildikten sonra FoxP3 mRNA miktar1 real-time PCR ile degerlendirilmistir
(157). Treg hiicrelerinin agir KHB hastalarinda %6.65, hafif seyirli KHB
hastalarinda %3.74 ve akut donemde %3.02 bulunarak bu sonuglarin saglikli
kontrollerin Treg ylizdelerinden (%3.57) istatistiksel olarak farkli bulundugu
bildirilmistir (p<0.01). KHB hastalarinin hem periferik kan hem de karaciger
dokularinda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda yiiksek diizeyde FoxP3 mRNA
eksprese ettikleri gosterilmistir. Akut enfeksiyonun erken periyodunda ise FoxP3
mRNA ekspresyonunun saglikli kontrollerden diistik oldugu goriilmiis ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu ¢alisma ile bizim bulgularimz Treg
yiizdeleri yoniinden uyusmakla birlikte kullanilan kan 6rmegi (EDTA’l1 yerine heparinli
ornek), yiizey belirtecleri ve FoxP3 gosterilmesindeki yontem farkliliklari; akut hepatit B
grubunun {i¢ evrede incelenmesi, inflamatuar hiicreler gibi Treg hiicrelerinin de karaciger
dokusunda akiimiille olmasi nedeniyle regiilator T hiicrelerinin doku yiizdelerine de
bakilmasi, ¢alismamizda immiintolerans/immiinklirens ve HBeAg negatif KHB hasta
gruplart yerine agir KHB, inaktif tasiyicilar yerine de hafif KHB hasta gruplari

olusturulmasi gibi degerlendirme farkliliklart mevcuttur.

Seyed Hossein Aalaei-Andabili (178) tarafindan yapilan sistematik
derlemede, 10" viral kopya/ml iizerinde HBV DNA vyiikiine sahip hastalarin daha
diistik viral yiiklii hastalarla karsilastirildiginda Treg hiicre yilizdelerinin anlamli
olgtide yiiksek bulundugu (OR: % 1.24 95CI: 1.08-1.41, p = 0.041), bu nedenle Treg
hiicre artistnin HBV DNA vyiikii ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmisitir.
Calismamizda immiintolerans ve klirens donemindeki hastalarda en yiiksek HBV
DNA vyiikii saptanirken (1.49x10°), bunu AHB hastalari izlemistir (3.36x10%), inaktif
tasiyicilarin ve HBeAg negatif KHB hastalarinin viral yiikii ise daha diislik
bulunmustur (sirastyla, 0.45x10°, 7.89x10°%). HBV DNA yiikii ile Treg hiicre yiizdesi
arasinda,  her evredeki hastalar igin, pozitif iligki goriilmiistir (p<0.05).
Hastalarimizda ¢ok yiiksek HBV DNA (>10viral kopya/mL) degerlerinin az
saptanmasinin hastanemizin merkezi, {iglincii basamak saglik hizmeti veren bir
kurum olmasi nedeniyle hastalik izlem imkanlarina ve antiviral tedaviye
ulagilabilirligin yiiksek olusuna bagli oldugu kanaatindeyiz. Treg hiicre yiiksekliginin
HBV replikasyonuna izin verdigi ve HBcAg’ye karst immiin yanitsizliga neden

oldugu bildirilmistir (188). Calismamizda, HBeAg negatif KHB hastalariyla



51

karsilastirildiginda, immiintolerans/klirens donemindeki KHB hastalarinda HBeAg
varlig1 ile dolasimdaki Treg yiizdesi arasinda literatiirle uyumlu olarak pozitif iligki
gosterilmistir (p<0.05) (188). Ma Hui ve ark. (189) 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada,
HBsAg diizeyleri <1500 IU/ml olan hastalarin tedavi ya da takiplerinde FoxP3" Treg
oranlarinin da diistiigli gosterilmistir (p=0.029). Bizim ¢alismamizda, hastalar1 akut
enfeksiyon doneminden baslayarak farkli evrelerdeki Treg hiicre diizeyleri ile
degerlendirme imkanimiz olmasa da HBsAg diizeyleri ile Treg yilizdeleri arasindaki
iliskiye baktigimizda, HBsAg ile Treg hiicre yiizdeleri (p <0.028) ve 1L-10 (<0.000)

diizeyleri arasinda pozitif korelasyon izlendi.

Zhi Jun Su ve ark. (170) yaptig1 ¢alismada, Treg/Th;7 hiicre orani artisiyla
TBil, DBl ve ALT diizeyleri arasinda, HBeAg pozitif KHB hasta grubunda pozitif
iligki gortilirken HBeAg-negatif hasta grubunda negatif bir iliski gozlendigi
bildirilmistir. Tang ve ark. (178) yaptig1 ¢alismada ise, Treg hiicre diizeyinin ALT
diizeyi ile negatif korelasyon gosterdigi bildirilmisitr. Dongping Xu ve ark. (157)
yaptig1 calismada, Treg hiicre diizeyi ile HBV DNA yiikii arasinda pozitif iliski
gosterilirken ALT diizeyleri arasinda anlamli korelasyon goriilmeyen ¢alisma
bulgularmin aksine bizim c¢alismamizda, AHB hastalarinda serum ALT diizeyi ile
Treg diizeyleri arasinda negatif korelasyon (p <0.05) goriiliirken diger gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski goriilmemistir.

Yetiskin HBV enfeksiyonlarinda, akut hepatitin %90’1n {izerinde spontan
lyilesmesi, ayrica karaciger fonksiyonlarinin bozulmasi, INR yiikselmesi ve
trombosit fonksiyon bozukluguna bagli olusabilecek ek komplikasyonlar nedeniyle,
akut evrede karaciger biyopsisi yapilmamaktadir. Karaciger dokusunda nekroz,
inflamasyon, fibrozis olusumunun degerlendirilip derecelendirildigi HAI,
immiintolerans/klirens ve HBeAg negatif KHB hastalar1 ile inaktif tasiyicilar
arasinda karsilastirilabilmistir. Istatistiksel olarak belirgin anlamli fark izlenmesi
girisimsel zorluklarina ve risklerine ragmen karaciger biyopsisinin hala hasta
evrelemesinde ve tedaviye yon verilmesinde degerli oldugunu gostermektedir (p

<0.05) (177).

Daha o6nce yapilan ¢alismalarin ¢ogu Treg hiicrelerini tanimlamak i¢in CD4

ve CD25’1 kullanmistir. Fakat CD25 fonksiyonel T hiicreler tarafindan da eksprese
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edilir. Ayrica CD25’in diigiik ya da yiliksek ekspresyonuna iligkin net tanimlar da
heniiz mevcut degildir. Bu nedenle Treg diizeyini belirlemek i¢in CD4 ve CD25 ile
isaretlemenin dogrulugu yeterli degildir (184). Giincel veriler dogrultusunda, FoxP3
Treg hiicreleri i¢in en 6zgiin ve en 1iyi isaretleyici olarak kabul edilmektedir. Ancak,
FoxP3’1in hiicre i¢inde eksprese edilmesi nedeniyle Treg hiicrelerin bu belirtece gore
izole edilmelerinin giic olmas1 ylizeyde eksprese edilen baska belirteglerin
arastiritlmasi geregini dogurmustur (190). Ayrica dogal olarak direkt timusta olusan
ve temas bagimli, sitokin bagimsiz  supresér yamit  yetenegindeki
CD4*'CD25""FoxP3* T hiicreler (nTreg) (ayrica CD69, CTLA-4", CD45RO)
disinda, antijenle karsilagsma sonucu IL—10 bagimli olarak periferden kaynaklanan
CD4'CD25'"FoxP3™" |L-10" tipl T regiilator hiicre yiizdesinin ve IL-10
diizeylerinin otoimmiin hastaliklarda serumda arttigi  gosterilmistir  (191).
Fonksiyonel farklilasma i¢in IL—4 bagimli olan Ths hiicreler ve CD8" Treg hiicreler
olmak iizere degisik tip Treg hiicreler ve yine FoxP3" B hiicreler (Breg) mevcuttur
(192,193,194). Bu yiizden tiim Treg hiicrelerin FoxP3 yiiksek pozitif olmamasi ve
diisiik FoxP3" hiicrelerin supresif etki gosterememesi, yine tiim FoxP3" T hiicrelerin
reglilatdor olmamasi gibi sorunlar nedeniyle FoxP3 pozitifliginin Treg hiicrelerin
gosterilmesindeki giivenirligi konusunda soru isaretleri olusturmustur (195-199).
Yakin zamanda Lee ve ark. (200) tarafindan yapilan ¢alismada, yabanci antijenlere
spesifik TCR’ler tasiyan Treg’lerin hem periferde hem de timusta bulundugunu
ancak yeni bir self-antijenle uyarildiklarinda, FoxP3~ ve FoxP3" Treglerin birlikte
delesyona ugrarken FoxP3" Treglerin bu klonal delesyona daha fazla direng
gosterdigi dolayisiyla FoxP3*/FOXP3™ oranmin arttigi gosterilmistir, bu sinyal
degisiminde Treg ylizeyine bagli CTLA-4 pozitifliginin belirleyici oldugu
goriilmiistiir (201,202). Folikiiler regiilatér T hiicre (Tfreg) kaybinin yabanci
antijenlere karst hiimoral immiin yanmit1 giiclendirdiginin gdsterilmesi ayrica bu
hiicrelerin de proseste rollerinin oldugunu kanitlamistir (203-205). Insanda regiilator
Foxp3""CD25""CD4* T hiicrelerin hafiza fenotiplerinde CTLA-4 (CD152)
eksprese edilmektedir ve APC’ler iizerindeki CD80 ve CD86’nin down-
regiilasyonuna bagli immiinsupresyona neden olmaktadir. CTLA-4 blokajinin, FoxP3
eksikligine benzer sekilde, otoimmiin ve inflamatuar bagirsak hastaligi gelisimine

neden oldugu gosterilmistir (206-209). Baska bir ¢aligmada ise kanser hastalarinda
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Treg hiicrelerinin  yiizeyinde CTLA-4""CD45 R0O'CD62L* ekspresyonu
tanimlanmistir (210,211). CTLA-4 uzaklastirilan fare deneylerinde fatal otoimmiin
hastaliklarin, hiper IgE sendromu ve lenfoproliferatif bozukluklarin gelistigini
gosteren ve yine yalniz CD4'CD25" hiicrelerle karsilastirildiginda CTLA-4
pozitifliginin Treg hiicre oranlariyla daha iyi korele bulunarak bu hiicreleri
tanimlamada kullanilabilecegini One siiren ¢alismalar mevcuttur (212-215). Ancak
CTLA—4 veya GITR benzeri hiicre isaretleyicilerin nTreg hiicrelerini efektér T-hiicre
popiilasyonundan ayirt etmede kullanilamayacagi ¢ilinkii Treg hiicrelerde eksprese
edildigi, CTLA—4 ve GITR benzeri bazi isaretleyicilerin ayn1 zamanda potansiyel
efektor hiicrelerde de eksprese edildigi one siiriilmiistiir. Bu durum immiinofenotipik
ve fonksiyonel tanimlama i¢in sorun teskil etmektedir (216,217). Son zamanlarda
IL-7 reseptoriin o zinciri olan CD127 tanimlanmistir. Groth ve Bluestone’un
(218,219) es zamanl olarak yakin zamanda yapmis olduklar1 ¢alismada CD127 (IL-
7Ro)’nin Treg lizerine down-regiilator oldugunu gostermislerdir. Bu calismada,
yiiksek diizey CD127 eksprese eden aktive T hiicrelerinin ve hafiza T hiicrelerinin
tersine Treg hiicrelerinin CD127low/- oldugu ve CD127’nin in vitro ¢aligmalar ve in
vivo tedavi potansiyeli igin Treg hiicrelerin selektif zenginlestirilmesinde
kullanilabilecegi gosterilmistir  (220). Yetiskin kord ve periferik kaninda
CD4'CD25"CD127"" hiicrelerin yaklasik %90’min FoxP3 eksprese ettigi, bu yeni
sayilabilecek isaretleyici kullanilarak Treg hiicreleri tanimlanabilecegi gosterilmistir
(218,219). Bu nedenlerle, ¢alismamizda diizenleyici T hiicreleri belirlemek igin
CD4"CD25™", CD4"CD25""FoxP3", CD4"CD25""CD152" ve
CD4'CD25'CD127'"™"  pozitifligi ayr ayr1  degerlendirilmistir. CD4"CD25"9"
hiicrelerin %90 tizerinde bir oranla CD152 pozitifligiyle, CD4"CD25"" hiicrelerin
yaklasik %85’inin ayn1 zamanda CcD127"" pozitifligiyle Treg hiicre belirlenmesinde
kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Hepatit B hasta gruplari icin baktigimizda hiicreler
ayr1 ayr1 CD4"CD25"9"FoxP3*, CD4'CD25""CD152* ve CD4'CD25'CD127"" ile
degerlendirildiginde daha iyi korelasyon gosteren farkli bir parametre goriilmemistir
ve CD4'CD25"%"FoxP3" hiicreler ile parametrelerin diger yiizey belirteclerine gore
zay1f korelasyon gosterdigi izlenmistir. Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde
Treg hiicrelerin CD4*CD25"¥"/FoxP3*/CD152" ve CD127"" belirtegleri ile birlikte

degerlendirilmesinin daha uygun oldugu kanaatindeyiz.
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Anti-inflamatuar sitokin 1L-10 NF-kB’yi down-regiile ederek monosit
aktivasyonunu ve pro-inflamatuar sitokin iiretimini inhibe eder. IL-10 {ireten Foxp3™
Treg hiicrelerinin mukozal yiizeylerle iliskili lenfoid dokularda kiimelendikleri ve bu
yiizden de 6zellikle mukozal otoimmiinitenin baskilanmasinda rol aldiklari, sistemik
immiinpatolojilerde etkin olmadiklar1 yoniinde ¢alismalar mevcuttur (221). Ancak,
Berry PA ve ark. (222)’nin yaptig1 calismada, IL-10 diizeyinin artistyla immiin
yetmezlik ve akut karaciger yetmezligine ilerleme goriuldigii ve yiiksek IL-10
seviyelerinin akut hepatitte kotii prognozla iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Bagka bir caligmada, IL-10 gen polimorfizmi olan hepatit B hastalarinda, daha diisiik
kapasitede IL-10 iiretimine bagli, asemptomatik tasiyiciligin kronik progresif
karaciger hastaligi gelisiminden belirgin oranda daha yiiksek goriildiigii rapor
edilmisitir (223). Akut hepatitte ve alevlenmede IL-10 seviyeleri ylikselerek
karacigeri immiin hasardan korurken muhtemelen viral persistansa neden olmaktadir,
diger taraftan kronik hepatitin ge¢ fazinda azalarak, ancak devam eden immiinolojik
aktiviteye bagli olarak saglikli kontrollere oranla yine de daha yliksek seviyede
kalarak, immiin regiilasyonun yeniden olusumunu saglamaktadir. Calismamizda akut
evredeki hepatit B hastalarinin 1L-10 seviyelerinin (39.06 pg/ml, p=0.005), hem
saglikli kontrollerden (11.70 pg/ml) hem de KHB hastalarindan (sirasiyla; inaktif
tastyict, immiintolerans evresi ve HBeAg negatif KHB hastalari, 29.2 pg/ml, 29.2
pg/ml, 28.85 pg/ml, p <0.05) daha yiiksek seviyede bulunmasinin bu mekanizmaya
baglt oldugu diisiincesindeyiz. Anna Parfieniuk-Kowerda ve ark. (224)’nin yaptigi
derlemede, saglikli kisilerde IL-10’un baskin olarak monositlerden salinirken
persistant viral enfeksiyonlarda ve KHB hastalarinda asil kaynagin Breg ve Treg
hiicreler oldugu, IL-10 diizeyinin HBsAg ile birlikte Ol¢iimiiniin asemptomatik
hepatit B tasiyicilari, fluktuan (dinamik) hepatit B hastalarindan ayriminda
kullanilabileceg§i sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda, immiintolerans
donemindeki ve HBeAg-negatif KHB hastalarin serum IL-10 diizeyleri, inaktif
tastyicilarin diizeyinden anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmus ve bu bulgularla, literatiirle
de uyumlu olarak, HBeAg-negatif KHB hastalarinin prognozlarinin daha kotii
olacag: diistintilmiistiir. Zhi-Jun Su ve ark. (170)’nin 2013 yilinda KHB hastalarinda
yaptig1 diger bir calismada, IL-10 diizeylerinin saglikli kontrollerde (28.34), agir
(51.47) ve hafif (48.84) KHB hastalarindan diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu ¢calismada
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ayrica karaciger inflamasyonunun, ALT ve Tbil diizeylerinin Treg hiicre, TGF-§ ve
IL-10 diizeyleri ile iligkiliyken Th17 ile iliskili olmadig1 sonucuna varilmistir. Bu
bulgular c¢alisma sonug¢larimizla paralellik gosterirken, Zhi-Jun Su ve ark.’nin
calismasinda KHB gruplarimin tedavi almis hastalar1 da igceren heterojen bir

popiilasyondan olusmasi sonuglarin karsilagtirmasini giiglestirmistir (170).

Artmig periferik kan Treg diizeylerinin, HBV spesifik Thi7; yaniti
gelistirilmesini Onleyerek, hastaligin karaciger yetmezligine progresyonuna iligkin
yol gosterici bir belirteg¢ olarak kullanilabileceginin yani sira immiinbalansi yeniden
olusturarak KHB’de karaciger doku hasarini énlemede kullanilabilecegi yoniinden de
bulgular mevcuttur (225). Treg hiicre diisiisiiniin tetanus toksin cevabini
etkilememesi CD4"CD25" Treglerin immiinsupresyon fonksiyonunun HBV spesifik
oldugunu gostermis (226,227), diger taraftan insan ve hayvan kanser modellerinde
yapilan calismalar, bu hiicrelerin tiimor progresyonunu arttirdigini dogrulamistir
(228,229). Treg hiicrelerin akut fazda azaltilmasmin enfeksiyonun temizlenmesine
teropatik etkisi olabilir ya da asinin etkinligini arttirabilir (230). HBV’nin immiin
sistem iizerinde yapmis oldugu degisikliklerin ve Treg hiicrelerinin incelenmesiyle
hastaligin tani, takip ve tedavisinde yardimci olabilecek yeni acgilimlarin giindeme

gelmesini saglanabilir.
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6. OZET

Hepatit B, tedavi stratejilerinde biiyiik gelismeler kaydedilmesine ragmen,
halen diinya ¢apinda 6nemli saglik sorunlari arasinda yer almaktadir. HBV’nin
karaciger hiicresine girmesi, replikasyona baslamasi ve antijen salinimiyla es zamanh
olarak regilator T (Treg), T helper 17 (Thyy), T helper 1 (Thy) ve T helper 2 (Thy)
hiicreleri dahil olmak iizere bir¢ok zit etkili hiicrenin rol aldigi immiin yanit
indiiklenir. Bir yandan karacigeri immiinopatolojik hasardan korurken bir yandan da
viral persistansa, siroz, hepatoseliiler karsinom (HSK) ve otoimmiinite gelisimine
sebep olabilen Treg hiicre mekanizmalari heniiz net degildir ve bu alandaki
calismalar yetersizdir. Regiilator T hiicrelerinin temel fonksiyonu enfeksiyona karsi
uygun bagisiklik yanitinin gelistirilmesi, bagisiklik yanitinin gerekmedigi zaman da
baskilanmasimi1 saglamaktir. Regiilator T hiicreleri effektor T hiicrelerini,
salgiladiklar1 TGF-B ve IL-10 sitokinleri vasitasiyla veya effektér T hiicrelerine
dogrudan baglanarak kontakt bagimli olarak baskilayabilirler.

Izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve Arastirma
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinik/Servisi’ne basvuran ve uluslararasi
kriterlere gére HBV tanisi alan 61 hasta ile 30 saglikli kontrol olmak iizere toplam 91
goniilliiden alinan periferik kan numunelerinde flowsitometri yontemiyle (Beckman
Coulter, ABD) Treg hiicre dagilimlari arastirtldi. Bu immiin modiilator hiicreler

tarafindan salinan IL-10 sitokin diizeyi ise kantitatif ELISA yontemiyle ¢alisildi.

Bu caligmada, HBV spesifik T hiicre yanitin1 baskilayarak doku hasarini ve
inflamasyonunu azaltan Treg hiicrelerin ve sekrete ettikleri sitokin diizeylerinin
birlikte degerlendirilmesinin; hastaligin seyrini ve tedaviye yaniti gosterebilecek
kullanight bir belirte¢ olup olamayacagini belirlemek, ayrica gelistirilebilecek Treg
hiicreyi hedef alan tedavi stratejilerine yonelik ileri arastirmalara 1s1k tutmak
amaclanmustir.

Treg diizeylerinin kronik hepatit B hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek
olmasmin yaninda hastaligin evresi, tanist ve takibinde kullanilan parametrelerle de
iligkili bulunmustur. 1L-10 diizeyleri, her ne kadar bu sitokin i¢in Treg hiicreleri tek
kaynak olmasa da HBV’ye karst immiinolojik silireglerde Treg hiicre ile paralel

olarak HBV DNA vyiikii, HBsAg diizeyi ve hastaligin ciddiyetini gdsteren
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belirteglerle korelasyon gdstermektedir. Bu sonuglar, bize Treg hiicrelerinin ve
iligkili sitokinlerin Hepatit B immiinolojisinde 6nemli rolii oldugunu bu sebeple
hastaligin tani, takip ve yeni tedavi stratejilerinde kullanilmak {lizere umut vaat
ettigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: HBV, immiin modiilatér, Treg hiicre, sitokin, flowsitometri,
ELISA
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SUMMARY
Investigation of Regulatory T Cells and Secreted Immunomodulatory Cytokine

Levels in Patients with Hepatitis B

Even great progress has been made in treatment strategies, HBV infection is
still among the most important public health problem, worldwide. Entering of HBV
into the liver cells, initiation of self replication and antigen release, simultaneously
many antagonist immun responses are induced by the cells including T regulatory, T
helper 17 (Thy7), T helper 1 (Th;) and T helper 2 (Thy) cells. Results such as hepatitis
persistence, cirrhosis, hepatocellular carsinoma (HCC) and autoimmunity occurrence
are influenced by the deterioration of the balance between virus and human liver
cells/ host immune system.Tregs protect cells from immunopathologic damage of
immune response in the other hand cause maintaining of viral persistence, but
mechanisms are not clear, yet and the studies are unsufficient. Main functions of T
regulatory cells are developing appropriate immune response against to infection and
suppressing when the immune response isn’t necesarry, anymore. Regulatory T cells
(Treg) suppress the effector T cells via secretting immune system supressor
cytokines such as TGF- and IL-10 or directly inhibit effector T cells by contact

connecting way.

Ninety-one volunteers including 61 patients with diagnoses of HBV hepatitis
according to international criteria and 30 healthy controls had been chosen from
applicants of Medical Faculty of Izmir Katip Celebi University Atatiirk Training and
Research Hospital Infectious Diseases Outpatient/Clinic Service. Peripheral blood
samples were measured by flow cytometer method (Beckman Coulter, USA) for
analysis of Treg cell distribution and were studied by quantitative ELISA for the
cytokine IL-10 secretting by the immunmodulator cells.

In this study, we want to determine whether evaluation of Treg cells which
reduces the tissue damage and inflammation by suppressing the response of HBV
specific T cells and secreted cytokine levels are useful marker that may indicate the
disease survey and response to the treatment. It is also aimed to shed light on further

research on treatment strategies targeting Treg cells that may be developed.
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Treg levels in patients with chronic hepatitis B were higher than those in the
control group, also related to the stage, the parameters used in follow-up and
diagnosis of the disease. In parallel with Treg cells, during immunological processes
against HBV. IL-10 levels were correlated with HBV DNA load, HBsAg level and
the markers of disease severity, although Treg cells are not the only source for this
cytokine. These results demonstrate that Treg cells and related cytokines play an
important role in hepatitis B immunology and therefore offer promise for using in the

diagnosis, follow-up and the new treatment strategies of the disease.

Keywords: HBV, immunmodulator, Treg cell, cytokine, flowcytometer, ELISA.
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