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1. GIRIS VE AMAC

Ellinin iizerinde faktorii iceren sitokinler; laktasyondan biiylimeye, sismanliktan
hematopoeze kadar bir¢ok fizyolojik veya patolojik islevde rol almaktadirlar(1). Onemli bir
gorev sahalar1 ise inflamasyonun regiilasyonudur. Bu islevleri tip I/II sitokin reseptorlerini
kullanarak yerine getirmektedirler. Bu reseptorlerin sitokin tarafindan uyarilmasiyla hiicre
icinde serbest halde bulunan STAT proteinleri, intrensek enzimatik aktivitesi olmayan bir
sitoplazmik protein kinaz ailesine baglanip fosforile olarak hiicre i¢i sinyal akimini
baslatmaktadirlar(2). Sitokin uyarimi ile reseptor agregasyonu meydana gelmekte, bu da
reseptorlerin ~ sitoplazmik kisminda yerlesik olan tirozin kinazi aktive ederek
otofosforilasyonunu saglamaktadir. Bu tirozin kinaz ailesine Janus kinaz veya kisaca Jak ad1
verilmektedir. Aktif hale gecen Jak’lar, sitokin reseptorlerinin kuyruk kisminda yer alan
tirozin rezidiilerini fosforile etmektedirler. Fosforile olan sitokin reseptorii ise “signal
transducers and activators of transcription” (STAT) olarak adlandirilan bir dizi protein ic¢in
baglanma bolgesi olustururlar(3). STAT’lar, intrasitoplazmik yerlesimli ve DNA’ya
baglanabilen molekiilerdir. STAT lar bu bolgeye baglanip fosforile olurlar. intrasitoplazmik
reseptorden ayrildiktan sonra STAT’lar dimerize olarak, niikleusa gecerler. Burada DNA’nin
belli elementlerine baglanarak ilgili gen veya genlerin regiilasyonunu saglarlar. Boylelikle
sitokin tarafindan verilen komut DNA’da gen transkripsiyonuyla sonu¢lanmaktadir.

STAT’larin, STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSA, STATS5B ve STAT6 olmak
tizere 7 tipi belirlenmistir. Her bir sitokin, 2 ayr1 sitokin reseptorii izerinden 4 ayr1 JAK’1 ve 7
tip STAT dan bir ya da birkacini kullanarak iglevlerini gerceklestirirler. Bu sinyal sisteminde
yer alan molekiillerin islevleri, Ozellikle yok edilmis fare modellerinde acikliga

kavusturulmaya c¢aligilmistir(4). Ornegin, STAT1 eksikliginde virus duyarlibginda artis,



antiviral yanitta azalma, tiimor gelisimine yatkinlhk, STAT2 eksikliginde antiviral yanitta
azalma ve STAT3 eksikliginde de embryo 6liimii meydana gelmektedir.

Kronik B hepatiti tiim diinyada ciddi morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam
etmektedir(5). Tedavi basar1 oranlar1 en iyi kosullarda dahi %?20’nin altindadir. Uygulanan
tedaviye klinik cevabin diisiik olmasinin en 6nemli nedenlerinden biri etiopatogenetik ve
patofizyolojik determinantlarin yeterince bilinmemesi ve buna bagh olarak da uygun tedavi
yontemlerinin gelistirilememesidir. Hepatitis B virus (HBV) unun uyardig1 veya inhibe ettigi
immiin sistemde yer alan hiicreler ve molekiiller, konagin genetik yapisi ile birlikte hastaligin
seyrini ve tedaviye olan yanit1 belirlemektedir. Antiviral yanitin gelismesinde, viral immiin
kacislarda sitokinlerin de etkili olduklar1 bilinmektedir(6). Son yillarda sitokin sinyal
sisteminin yavas yavas aydinliga kavusmasiyla birlikte, bu sinyal sisteminin HBV
enfeksiyonlarindaki roliine dair caligmalar yapilmaya baslanmigtir.

Viruslara karsi dogal immiin yanitta yer alan baslica sitokin interferondur(7). HBV
enfeksiyonunun standart tedavisinde yer alan bir sitokin olan interferonun reseptore
baglandiktan sonra hiicre i¢inde gelisen olaylar hakkinda elde edilecek her bilgi, bu sitokinin
HBV enfeksiyonunun tedavisindeki etkinligini veya etkinsizligini anlamamiza yardimci
olacakti. Ornegin HBV enfeksiyonunun interferon tedavisine olan cevapsizligmi
aciklayabilmek amaciyla yapilan calismalarda STATI1, STAT2, STAT3, SOCS1 ve SOCS3
molekiillerinin goéz ardi edilemez Onemini destekler nitelikte bilgiler elde edilmistir. Bu
konuda yapilmis olan caligmalar olduk¢a smirh sayidadir ve genellikle deneylerde in vitro
diizenekler kullanilmistir.

Bu nedenlerden dolay1 calismamizda karaciger biyopsisi ile tanis1 desteklenmis kronik
B hepatitli olgularin karaciger dokularindaki STAT proteinlerinin durum analizi yapilmistir.

Bu STAT proteinlerinin HBV enfeksiyonunun immiinopatogenezine Kkatkis1 iizerinde



durulmus, ALT degerleri, viral yiik, hepatik zedelenme, fibrozis iizerine etkileri ve klinige

olas1 katkilar arastirilmstir.

2.GENEL BILGILER

2.1 HEPATITIS B VIRUSU

HBYV diinya genelinde 400 milyondan fazla insani etkilemis durumdadir. Hepatit B
asisina ragmen HBV prevelansinda cok az oranda azalma meydana gelmistir. HBV’u direkt
hepatotoksik etki gosteren bir virus degildir(8). Virus, konagin bagisiklik sistemiyle iliskiye
girer ve hiicre genomuna entegre olur. HBV ile enfekte karaciger hiicrelerine karsi immiin
yanit gelistiginde ise doku zedelenmesi meydana gelir. Konagin immiin yaniti ile virus
replikasyonu arasindaki bu yakin iliski, karaciger dokusunda meydana gelen zedelenmenin
siddetini ve klinik tablonun siroza ilerlemesini belirler.

Siniflama

HBV ortohepadnavirus genusunda Hepadnaviridae ailesindendir. Bu ailenin iiyeleri
hepatotropik DNA viruslaridir. RNA ara metabolitli reverse transkripsiyonla replike olurlar.
ayw, ayw2, ayw3, ayr, adw2, adw4 ve adr olmak iizere yedi ana serolojik alt tipi bulunur.
DNA dizi analizi yapilarak virusun A-H genotipleri icinden hangi genotipe sahip oldugu
saptanabilmektedir.

HBYV Partikiil Yapisi ve Replikasyonu

HBYV vironu 40-45 nm capmdadir(9). Viral ylizey antijenlerine sahip zarfi ve viral kor
antijenlerini barindiran ikozahedral yapidaki niikleokapsidi vardir. Viral niikleokapsidde DNA
genomu ile viral polimeraz enzimi proteini yer aliwr. Persistant HBV enfeksiyonunda
hepatositlerin %95’ininden fazlasinda yiiksek diizeyde viral replikasyon goriilir. HBV
genomu 3,200 baz c¢ifti uzunlugunda, c¢ift sarmallit DNA yapisindadir. DNA molekiilii tama

yakin pozitif sarmallidir.



Viral replikasyon esnasinda sarmal transferini kolaylastiran DR1 ve DR2 olarak
adlandirilan iki tekrarlayan dizi bulunur. HBV genomunda negatif sarmalin 5’ ucunda DR1
lokalizasyonunda viral polimeraz vardir.

HBV DNA genomunda ii¢ tane kismen iist iiste cakisan “open reading frames” (ORFs)
bulunur. C-ORF, kor antijeni (HBc Ag) ile sonradan HBeAg seklinde sekrete edilen bir pre-
core proteinini, S-ORF, PreS/S ve S proteini olarak adlandirilan yiizey antijenlerini (HBsAg)
ve P-ORF viral polimeraz enzimini kodlar. Dordiincii ORF ise X-ORF adin1 alir ve trans
aktive edici bir proteini kodlar.

HBV enfeksiyonu swasmnda 22 nm’lik sferik partikiillerle ylizey antijeni iceren
filamant6z formlar iretilir. Ayrica enfeksiyonun siiregenlesmesinde Onemli olan viral kor
antijeni formu olan HBe antijeni serumda dolagir.

2.2 KRONIK HBV ENFEKSIYONUNUN KLINIK PREZENTASYONLARI

Kronik HBV enfeksiyonu, HBsAg varliginin 6 ay veya daha uzun siireli devam etmesi
olarak tanimlanmaktadir(10). inaktif HBsAg tasiyicihigi, HBeAg pozitif kronik B hepatiti ve
HBeAg negatif kronik B hepatiti olmak iizere ii¢ klinik tablo goriilmektedir. Kronik
enfeksiyonu olan olgularm biiyiik bir boliimii yillarca asemptomatik olarak kalir. Bu olgularin
bazilarinda ne klinik ne de biyokimyasal anormallik saptanmamaktadir. Bu olgular, HBsAg
tasiyicist olarak adlandirilir. Yapilan bir caligmada bu kriterlere uyan 92 hasta incelenmis ve
bu hastalarda histolojilerinin normal veya minimal degisiklikler gosterdigi goriilmiistiir. Bes
olguda ise hafif siddette kronik hepatit hali gbzlenmistir. Bir baska caligmada hafif siddetli
kronik hepatitli olgularin 18 yillik takiplerinde %1 den az oranda siroza gidis saptanmaigtir.

Kronik B hepatitten anlasilan, siiregen HBV enfeksiyonuna baglh Kkaraciger
biyopsisinde gosterilmis belirgin kronik nekroinflamasyon ile orta-ileri derecede fibrozis hatta

siroz halidir. Orta-siddetli kronik B hepatitli hastalar da asemptomatik olabilmektedirler. Tan1



aninda sarilik nadirdir, assit ve 6dem %20’den az olguda, ensefalopati veya varis kanamasi
%5’den az olguda bildirilmektedir. Aminotransferazlar, bilirubin, gamma globulin seviyeleri
hafif ya da belirgin derecede yiiksek olabilmektedir. Takiplerde remisyonlarla relapslar
goriilebilmektedir. Bir alevlenme doneminde aminotransferaz miktarlar1 belirgin artmakta ve
sarilik ortaya ¢ikabilmektedir.

Siroza gidis prediktorleri arasinda hepatik dekompanzasyon, kopriilesme nekrozu veya
alfa feto protein(>100ng/ml) yiiksekliginin eslik ettigi tekrarlayan siddetli akut alevlenmeler,
HBeAg klerensi gerceklesmeyen akut alevlenmeler ile HBeAg'nin tekrar belirdigi HBV
reaktivasyonlar1 bulunmaktadir(11).

HBeAg’1 negatif kronik B hepatitli olgularin serum aminotransferaz paternleri oldukca
degiskenlik gostermektedir. Olgularin yaklasik olarak %?24’iinde ALT seviyesi yiiksek,
%48’ inde ALT seviyeleri fliikktuasyon gostermekte ve %28’inde de ALT degerlerinde
intermitant veya tekrarlayan yiikselmeler izlenmektedir. Ozellikle intermitant ALT
yiikselmeleri gosteren olgularda ALT degerlerinin normal seyrettigi donemlerde HBV
tasiyicisi olarak yanlis teshis konulabilmektedir. Bu yiizden HBsAg’i pozitif olarak saptanan
bireylerin aralikl olarak takip edilmelerinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

2.3 HBV’NIN DOGAL SEGRi

Yetigkin donemde akut HBV enfeksiyonu genellikle gecicidir(12). Bu kisilerde
notralizan antikorlar ortaya ¢ikarak reenfeksiyona karsi immiinite gelisir. Bir grup hastada ise
kronik hepatitin eslik ettigi uzamis/persistan enfeksiyon goriilir. HBV enfeksiyonun
kaliciligi, c¢ogunlukla yenidogan enfeksiyonlarinda goriilmekle birlikte  yetigkin
enfeksiyonlarinda da %5-10 oraninda s6z konusudur. HBV enfeksiyonun devamlilig:
sonucunda hafif kronik hepatit, siddetli kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinoma

(HCC) gibi oldukga farkl klinik tablolar meydana gelir.



Sitopatik olmayan viruslarin klinik seyri ile ilgili yakin zamanda yapilan bir
modellemede immiin cevabi belirleyen faktoriin viral yayilma ile immiin sistem degiskenleri
arasindaki denge oldugu yoniinde iddia bulunmaktadir.

Diinya genelinde 400 milyondan fazla kisi HBV ile enfekte durumdadir. Kronik
hepatitit ile son donem karaciger hastaligimin en sik sebebi HBV’dir. Siroz hastalarinin iicte
biri ve hepatoseliiler kanser tanist almis hastalarin yarisindan fazlasi kronik HBV enfeksiyonu
ile enfektedir. Tedavi almamis erken erigkinlik doneminde edinilen kronik HBV enfeksiyonu
bulunan olgularmm yaklasik %40’1inda siroz, karaciger yetmezligi ve hepatoseliiler karsinom
gelistigi gozlenmektedir.

Siroz ve dekompanze karaciger hastahig gelisimi

Tedavisiz kalan kronik HBV’li olgularda yillik siroza ilerleme riski %?2-6 iken 5 yillik
kiimiilatif risk yaklasik %20’dir. Cogunlukla 40’l1- 50’11 yaslarda asemptomatik olarak tani
konmaktadir. Tedavisiz kompanze HBV’li sirozlarda progresyon yavastir, 5 yillik yasam
siiresi %80’ nin iizerindedir. Ilk dekompanzasyondan sonra ise 5 yillik yasam siiresi %14-35"e
gerilemektedir. Kisa donemde mortalite ile ileri yas, artmis bilirubin, trombositopeni,
hipoalbuminemi, asit, spider neviis, hepatik ensefalopati gibi hepatik disfonksiyon ve portal
hipertansiyon bulgular1 arasinda ilsikiler bulunmustur. Dekompanze olgularda total bilirubin,
albumin ve kreatinin seviyeleri ile skorlanan MELD(model for end stage liver disease) degeri
3 aylik ve 1 yillik mortaliteyi predikte etmek iizere kullanilmaktadir. Son donem karaciger
hastaligina gidiste viral ve konak faktorlerinin de etkili oldugu gézlenmistir.

Viral Etkenler
Viral replikasyon ile HBeAg pozitifligi son donem karaciger hastalifina gidiste ve
mortalitede etkili bulunmustur. HBeAg serokonversiyonuyla ¢ogu olguda HBV DNA miktar:

ve nekroinflamatuvar aktivite azalmaktadir. Viral genotip ve genetik varyantlarm da hastalik



progresyonunda etkili oldugu disiiniilmektedir. Genotip C ile kiyasla genotip B’li
enfeksiyonlarin seyri daha iyi olmaktadir. Bu durum Asya kaynakli caligmalarda ortaya konsa
da Bati kaynakli caligmalarda fark gosterilmemistir. Pre-S delesyonlu, precore ve core
mutasyonlu varyantlarin da segir tizerine etkisi oldugu goriilmiistiir. Genotip C’li durumlarda
bazal core promoter mutasyonu daha sik izlenmektedir. Bu hastalarda HBV viral yiikii daha
yiiksek ve hepatoseliiler karsinom gelisimi daha fazladir.

Konak Etkenleri

Yas artisina paralel olarak siroza gidis ve dekompanzasyon artmaktadir. Bu durum bir
cok farkli cografyada gosterilmistir. Erkek cinsiyetin de progresyon iizerine olumsuz etkisi
gozlenmistir. Erkek kadin orami asemptomatik tasiyicilarda 1.2:1, kronik karaciger
hastaliginda 6.3:1, hepatoseliiler karsinomalit HBV olgularinda ise 9.8:1 olarak bulunmustur.

Fibrozise yatkilik yapabilecek cesitli regulatuvar gen poliformizmlerinin de seyir
izerine etkileri bulundugu gozlenmistir. Renin anjiotensin aksi, demir alimi, inflamatuvar
yollar(TGF-a...) iizerinde durulan genetik faktorleri arasinda yer almaktadir.
2.4 HBV MUTANTLARININ KLIiNiK ONEMI

HBV mutantlar1 akut, fulminant ve kronik enfeksiyonlarda izole edilmistir(13). HBV
genomunun dizi analizlerinde bazi bdlgelerdeki mutasyonel degisikliklerin konagin
immiinolojik ve/veya hastalik durumu ile paralellik gosterdigi saptanmistir. Ancak sebep
sonug iligkisi her zaman ayn1 derecede giivenilir degildir. HBV’nin kompakt genomu olmasi
nedeniyle her mutasyon sonucunda fenotipik bir etki ortaya ¢ikmaktadir.
Mutasyonlar, tiim viral genlerde ve regiilatuvar elemanlarda goriilebilmesine karsin en

stk zarf ve niikleokapsid gibi yapisal proteinlerinde gelisir. HbsAg’yi kodlayan gen
mutasyonlarinda anti-HBs antikoru varhigina ragmen infeksiyon ya da viral siiregenlilik

(persistant) goriilebilir. Precore/core proteinini kodlayan gen mutasyonlarinda HbeAg



kaybma, replikasyona ragmen HbeAg serokonversiyonu eslik edebilir. Core gen
mutasyonlarinda T hiicre reseptdr antagonizmasi ile immiin kacis ortaya c¢ikabilir.
Polimeraz/reverse transkriptaz gen mutasyonlarinda ise viral siiregenlik ile niikleozid
anologlarina rezistans gelisebilir. Sonu¢ta HBV mutasyonlar1 enfeksiyonun dogal seyrine,
viral klirense ve antiviral cevaba etki edebilir.

2.5 HBV ENFEKSIYONUNUN IMMUNOPATOGENEZI

HBYV’e immiin cevap

HBV’niin direkt konak hiicresine sitopatik etkisi bulunmadigindan, hem karaciger
hastaligindan hem de viral klirensten viral antijenlere kars1 gelisen immiin cevap sorumlu
tutulmaktadi(14).

Akut viral enfeksiyonu atlatan kisilerde HBV ile ilgili antijenlere coklu 0zgiil,
poliklonal, sitotoksik T lenfosit cevabinin gelistigi saptanmistir. Akut HBV enfeksiyonunun
etkili bicimde kontrol altina alindig1 bireylerde HBV’ye 0zgiil sitotoksik T lenfosit(CTL)
cevabi incelendiginde farkli epitoplara (core, polimeraz, zarf proteinleri) karsi giiclii bir
immiin cevabin gelistigi izlenmistir(15).

AKUT KENDINI SINIRLAYAN B HEPATITi

Dogal Immiin Cevap

Karaciger, NK, NKT, Kupffer hiicreleri gibi dogal bagisiklikta gorevli hiicrelerden
zengin bir dokudur. Bu hiicreler; direkt antiviral etki gosteren bircok proinflamatuvar sitokin
salgilayarak dogal immiin yaniti artirir ve devamliligini saglarlar. Antijene 6zgiil immiin
cevabin baglamasinda rol alirlar ve o bolgedeki lenfomononiikleer hiicreleri aktive ederler.

Viral enfeksiyonlarin ilk savunma hattinda enfekte olan hiicrelerin kendileri yer alir.(16)
Cogu hiicre c¢ift-sarmalli viral RNA’y1 tanidiktan sonra interferon alfa/beta iiretimi ile cevap

verirler. Interferon alfa/beta, 2, 5-oligoadenilat sentetaz ve ¢ift sarmalli RNA’ya bagiml



protein kinazi indiikleyerek ve protein sentezini engelleyerek HBV dahil bir ¢ok virusun
replikasyonunu inhibe ederler. Interferon alfa/beta’min direkt antiviral etkisinin yamisira
makrofajlarin toplanmasinda ve aktive olmasinda da rolleri vardir. Aktive olan makrofajlar
bircok sitokin ve kemokin salgilarlar. Bunlar arasinda yer alan, Onceleri makrofaj
inflamatuvar protein 1 alfa olarak adlandirilan CCL3, NK hiicrelerinin toplanmasina yol acar.
Akut HBV enfeksiyonlarinda biriken dogal oldiiriicii (NK) hiicre sayisi1 inkiibasyon
sathasinda ve klinik bulgularin ortaya ¢ikmasindan 6nce hizlica artar. NK hiicrelerinin 6nemli
bir 6zelligi, major histokompatibilite smif I molekiillerinin upregiilasyonundan 6nce hedef
hiicreleri taniyabilmeleridir. NK hiicreleri, hedef hiicreleri tanidiktan sonra, HBV ile enfekte
hiicreleri direkt lizise ugratir ve/veya HBV replikasyonunu interferon alfa ve TNF-alfa iiretimi
ile azaltir. Ayrica CCL3, CCL4 ve CCLS iireterek polimorfoniiklear 16kositlerin dagilimina
ve migrasyonuna yol acar.

Dogal immiinitenin ikinci savunma hattinda NKT hiicreleri yer alir. Bu hiicreler, NK ve
T hiicresi belirteclerini tasirlar. NKT hiicreleri direkt sitotoksik etki gosterirler. Cok miktarda
interferon gama ile IL-4 iiretirler ve antijene 6zgiil hiicre tanitilmasinda gorev alirlar.

Enfeksiyonun baslangi¢c donemini sitokinler kontrol etmelerine ragmen, viral klerensin
tamamlanmasi ve reinfeksiyondan koruyucu 6zellik kazanilmasi i¢in adaptif immiin cevabin
gelismesi gerekmektedir. Makrofajlar ve dendritik hiicreler viral proteinleri, apoptotik hiicre
artiklarm fagosite edip, bu antijenleri bolgesel lenf nodlarina tasirlar. Boylece, bolgesel lenf
nodlarinda antijene 0zgiil adaptif yanitin gelismesini saglarlar. Ayrica CXCL10, CCL3,
CCL+, CCL2, CCL7, CCLS8, CCL13, CCL5 gibi antijene oOzgiil ve 0Ozgiil olmayan
inflamatuvar hiicrelerin karacigere gelmesini saglayan bircok kemokin salgilarlar.

Sonu¢ olarak, dogal immiin yanit, HBV’nin erken doénemde replikasyonunun

sitokinlerle ve enfekte hiicrelerin lizisi ile kontrol altina alinmasini, intrahepatik immiin hiicre
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aktivasyonunu, sitokin ortami ile antijene 0Ozgiil hiicrelerin hazirlanmasini, sitokin ve
kemokinlerle lenfomononiiklear hiicre toplanmasini ve MHC smif I ekspresyonunu ve HBV
ye 6zgiil T hiicrelerin antijen tanimasini artirir.

Adaptif immiin Cevap

Adaptif hiicresel immiin yanit HBV gibi sitopatik olmayan viriislere kars1t HBV ile
enfekte hiicreleri 6zgiil olarak taniyabildiginden savunmada ve HBV’ye 06zgiil koruyucu
hafizanin gelismesinde Oonemlidir(16). HBV’ye kars1 6zgiil antikor paternleri farkl fazlarda
ortaya cikar ve genelde diagnostik amacla kullanilmaktadir. Akut HBV enfeksiyonunda
hepatitis B kor antijenine karsi gelisen antikor ilk gostergedir. HBeAg’'ne karsi gelisen
antikor, akut kendini sinirlayan hepatit B enfeksiyonunun en erken iyilesme belirteglerinden
biridir. Anti HBe serokonversiyonunun gerceklesmesi, precore bolgesinde durdurucu kodona
(“stop codon”) bagh bir mutasyon olmadigi taktirde daha hafif bir karaciger hastaligi,
ALT’ nin normallesmesi, viral yiikiin azalmasi ile beraberdir. Mutant virusla veya “wild” tip
ve mutant virus karisimiyla enfekte olan kisilerde HbeAg kaybolmasina ragmen yiiksek viral
yiikk devam etmektedir. HBV enfeksiyonunun diizeldigi durumlarda S, preS1 ve preS2 bolgesi
glikoproteinlerine kars1 notralizan antikorlar gelisir. Bu durum T hiicresine bagimlidir.

HBV’ye 06zgiil hiicresel immiin yaniti CD4+ yardimc1 T(Th) ve CD8+ sitotoksik T
(CTL) hiicreleri saglar. CD4+ Th hiicreleri, antijen sunan hiicrelerin iizerinde yer alan MHC
smif II molekiilleriyle birlikte viral peptidleri tanirlar. Buna karsilhik HBV’ye 6zgiil CD8+ T
hiicreleri MHC sinif I molekiilleri ile birlikte endojen sentez edilmeyen proteinleri tanirlar. Bu
yiizden antijen sunan hiicre ya HBV ile enfekte ya da virus enfekte apoptotik hiicreyi fagosite
etmis durumdadir. Apoptotik hiicrenin fagosite edilmesiyle “cross-priming” denen smif I
yolagima antijen salinimi1 meydana gelir. Ozgiil T hiicre reseptorlerin aktivasyonu ile HBV ye

0zgiil T hiicreleri bir takim immiinoregulatuvar fonksiyonlar gdstermeye baslarlar.
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CD4+Ty hiicreleri B hiicrelerinin aktivasyonuna ve farklilagmasma yardimci olurlar.
Bunun yani sira, CD84T hiicre devamliligimi saglarlar ve dendritik hiicrelerin CD8+ effektor
T hiicrelerinin aktivasyonuna imkan tanirlar. CD8+ T hiicreleriyle CD4+ T hiicreleri HBV nin
replikasyonunu ve gen ekspresyonunu inhibe eden IFNgama ve TNFalfa salgilarlar. Bu iki
hiicre tipi de direkt HBV ile enfekte hiicrelerin lizisine yol acabilirler. Akut HBV
enfeksiyonunun klerensi HBV proteinlerinin tiim epitoplarina karsi CD4+ ve CD8+ T hiicre
cevabimin siddeti, poliklonal ve miiltispesifik olmasi ile birlikte goriiliir.

Bu hiicresel immiin cevap enfeksiyonun ilk haftalarindan itibaren, serum ALT degerinin
yilkselmesinden, HbeAg klirensinden ve notralizan antikorlarin ortaya ¢ikisindan Once
periferik kanda saptanabilir. Ilging olarak hepatit B’yi tamamen geciren olgularm gogu
gereginden fazla belirgin bir HBV’ye 6zgiil hiicresel immiin cevap gosterirler.

[Ik olarak CD4+ ve CD8+ T hiicreleri HBV proteinlerinin tiim epitoplarmni hedeflerler.
Ikinci olarak, bircok HBV epitoplar1 siipertip ailesine ait birgok HLA alelleri baglaminda
tamnirlar. Uciincii olarak, HLA alellerinin heterozigotlugu immiin sisteme sunulan epitop
miktarim artirir ve HBV kontroliinii kolaylastirir. Dordiincii olarak, her bir epitop ¢ok sayida
T hiicre klonlar1 tarafindan farkli T hiicre reseptorleriyle tanmabilmektedir. Bu durum
HBV’ye 0zgiil T hiicre cevabinin poliklonalitesini gosterir. Kronik enfeksiyonu olan
hastalarda bu cevaplar saptanamamaktadir. HBV’ye 6zgiil CD4+ ve CD8+ cevabi daha zayif
ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekildeki gozlemler, siddetli ve miiltispesifik T hiicresi cevabi ile
HBYV enfeksiyon klirensinin beraber oldugunu tespit ettirmektedir.

Antijene 0zgiil adaptif olarak CTL ve hepatosit transferinin iki hizli etkisi izlenir.
Birincisi CD8+ T hiicreleri hepatositlerde apoptozisi uyarirlar ve asidofilik Councilman
cisimciklerinin olugsmasina neden olurlar. Bu sitopatik etki hepatositle CD8+ T hiicresinin

direkt iligkisini gerektirdiginden az sayidaki hepatositler lizerinde goriilmektedir. Ayrica
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hiicre oOliimii sitoplazmik HBV niikleokapsidlerinin ve HBV DNA replikatif ara
metabolitlerinin yikilmasmi saglamamaktadir. Dolayisiyla HBV ile enfekte hepatositlerin
direkt lizisi relatif olarak etkisizdir. Ikincisi CD8+ T hiicreleri HBV’yi hepatositleri
Oldiirmeden de tedavi edebilirler. HBV niikleokapsid partikiilleri, replikatif viral ara iiriinler,
virusun transkripsiyonel yapisi, episomal ccc HBV DNA; IFNgama ve TNFalfa etkilerine
duyarhdirlar. intrahepatik T hiicreleri az miktarda sitokin salmimina yol agsalar da lokal HBV
replikasyonunu engelleyebilirler.

Replikasyonun Hiicresel Olmayan Yolla Kontrolii

HBV replikasyonunu engelleyen molekiiler mekanizmalar nelerdir diye inceleyecek
olursak bunlardan birincisi, viriisle enfekte olan konak hiicresinin sitokin aracili antiviral
etkiye duyarliliginin farkl farkli olmasidir(17). Burda effektor hiicre tipi de dnemlidir. NKT
hiicreleri ile profesyonel antijen sunan hiicreler antiviral etkilerini interferon alfa/beta
lizerinden, CD8+ T hiicreleri ise en ¢ok etkisini interferon gama iizerinden yapar. Uciincii
mekanizma interferon alfa/beta ve interferon gamanim enfekte hiicrelerde farkli antiviral
yolaklarini aktive etmeleridir. interferon alfa/beta RNA icerikli HBV kapsidlerini inhibe
ederler ve/veya destabilizasyonunu saglarlar. Ilave olarak, interferon gama, nitrik oksit
indiiksiyonu ile de parakrin ve otokrin antiviral etki gosterirler. Interferon gama ve
TNFalfa’ya cevap olarak indiiklenebilir nitrik oksit yapimi hepatosit ve makrofajlarda
upregiile olur.

Hepatik nekroinflamatuvar zedelenmenin gelismesi

Sitokin aracilt HBV replikasyon azalmasi inkiibasyon fazinda ve karaciger hastaliginin
serolojik ve histolojik bulgularinin olmadigi donemde meydana gelmektedir. Klinik akut
hepatit semptom ve bulgularini ne ortaya cikarir? Hayvan modellerinde akut hepatite eslik

eden c¢ogu nekroinflamasyonun, antijenden bagimsiz HBV’ye 0Ozgiil T hiicresi
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infiltrasyonunun artmasi ile iligkili oldugu gozlenmistir(18). Antijenden bagimsiz olan bu
olay kemotaktik sitokinlerle toplanan antijene 6zgiil olmayan T hiicreler ve nétrofiller
araciligiyla gerceklesir. Hayvan modellerinde HBs 6zgiil CD8+ T hiicresi enjeksiyonunu
takiben 4-12 saat icinde antijene 0Ozgiil olmayan inflamatuvar hiicrelerin karacigerde
toplandig1 saptanmustir. Bu hiicreler arasinda makrofajlar, NK hiicreleri, T hiicreleri ve
notrofiller bulunmaktadir. Bu hiicrelerin cogu histopatolojik bulgularin olusmasini saglayan
nekroinflamatuvar infiltratlar1 meydana getirmektedirler.

Antijene 0zgiil olmayan intrahepatik immiin cevabin artmasina yol acan mekanizmalar
nelerdir? Interferon gama, antiviral etkilerinin yanisira makrofajlar1 aktive eder ve TNFalfa’ya
kars1 hepatosit duyarhiligmi artirir(19). Ayrica T hiicrelerini, notrofilleri, NK ve NKT
hiicrelerini ¢agiran kemokinlerin hepatosit, siniizoidal endotelyal hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan yapimmi uyarir. Viral enfeksiyon olmasa dahi IFNgama’nm siirekli ekspresyonu
siregen olarak lenfomononiiklear hiicre birikmesine ve kronik aktif hepatit tablosuna yol agar.

Inflamatuvar hiicrelerin karacigere migrasyonu kemokinler araciligiyla gerceklesir.
Kemokinler 8-12 kDa agirliginda olan lokosit integrinlerini aktive eder. IFNgama NKT, NK
ve Th1/Tcl T hiicrelerince salgilanir ve CXCL9, CXCL10, CXCL11 gibi ¢esitli kemokin
yapimlarini indiikler. Bu kemokinler CXC ailesine ait olup, siniizoidal endotelyal hiicreler,
makrofajlar ve hepatositlerce iiretilirler ve CXCR3 reseptoriine baglanirlar. Bu reseptor
periferik T hiicrelerinden ziyade karacigeri infiltre eden T hiicrelerince yiiksek oranda
eksprese edilirler. Ayrica CCL3, CCL4 ve CCLS inflame karacigerde upregiile edilir.

Hepatitin Diizelmesi

Akut B hepatitinin diizelmesinden sonra HBV’ye 6zgiil CD4+ ve CD8+ T hiicreleri
hem kanda hem de karacigerde hizlica azalir. Bunda anerji indiiksiyonunun etkili olduguna

dair gozlemler bulunmaktadir.
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HBV’nin hangi organ veya dokularda kaldig1 bilinmemektedir. Kronik B hepatitinde
virusun replikatif formlarina, safra yolu epitelinde, diiz kas dokusunda, pankreasta, bobrekte,
deride, beyinde, endokrin dokuda, lenf nodlarinda, replikatif olmayan formlar1 ise immiin
sistemde tespit edilmistir. Renal tiibiiler epitel, koroid pleksus gibi bazi1 bolgelerde T hiicre
girisi olmamakta dolayisiyla immiiniteden korunmus alanlar vardir. HBV’ye 6zgiil antikorlar
ve T hiicreleri viral yayilimi engeller, dolayisiyla kalan viriisii kontrol ederler.

2.6 KRONIK B HEPATITi

Kronik Enfeksiyonun Gelisimi

Tiim HBYV ile kronik enfekte kisiler az miktarda, dar fokuslu ve zayif HBV’ye 6zgiil T
hiicre cevab1 gosterirler(20). Bu hastalarin enfeksiyonun akut doneminde giiclii cevap
gelistirip gelistirmedikleri bilinmemektedir. Erken T hiicre cevabinin daha az epitopa veya
dominant epitoplar yerine subdominant epitoplara yonelik olup olmadig1 da acik degildir.
Erken donemde olusan immiin cevabin diisiik regiilasyonlu mu ya da yiiksek HbeAg
sekresyonu karsisinda yetersiz kalip kalmadig1 da bilinmemektedir.

Persistant HBV enfeksiyonunu aciklayan cesitli goriisler gelistirilmistir. Birincisi, akut
hepatitteki viral klerensi saglayan ayni mekanizma kronik olarak enfekte hastalarin tam
iyilesmesini engellemektedir. Kalitatif ve kantitatif olarak eksik T hiicre cevabmin antijene
sunumu ile HBV replikasyonunu kismi azaltmasi immiin tanimadan enfekte hiicrelerin
ka¢masini saglamaktadir.

T hiicresinin effektor fonksiyonlar1 belli bir hiyerarsiyi takip etmektedir. Diisiik peptid
konsantrasyonlar1 ile zayif T hiicresi reseptor agonistleri CD8+ T hiicrelerinde sitotoksik
effektor fonksiyonlar1 uyarirken, yiiksek peptid konsantrasyonlar1 IFNgama tiretimi ve IL-2
duyarliligr icin gereklidir. En yiiksek konsantrasyonlarda T hiicresi proliferasyonu goriiliir.

Dolayisiyla yetersiz aktive CD8+ T hiicreleri karaciger doku zedelenmesi yapmasina karsin,
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sitokin aracili mekanizmalarla enfeksiyonu temizleyemezler. Ikincisi, konak immiin cevabi
asan HBV replikasyon kinetigi, hizlica ¢ogu hepatositleri enfekte etmekte, HBV’ye 6zgiil T
hiicrelerinin ulasamadigi ekstrahepatik bolgelere HBV yayilmasina neden olmaktadir.
Uciinciisii, T hiicre tanima bolgelerindeki mutasyonlar nedeniyle viral kacislar s6z konusudur.
T hiicre epitoplarindaki varyasyonlar kronik HBV enfeksiyonlarinda gosterilmistir.

T hiicre epitoplar1 icerisindeki varyant viral sekanslar1 proliferasyon, sitokin
sekresyonu gibi bircok T hiicresi fonksiyonunu bozabilir, orijinal epitoplara karsi gelisen
immiin cevab1 parsiyel veya tiimden inhibe edebilir. HBV cok farkli immiin cevaplardan
kurtulmak iizere cok cesitli epitoplarda mutasyon gostermektedir.

Vertikal bulagda da farkli mekanizmalar s6z konusudur. Neonatal immiin tolerans
HBYV enfeksiyonuna da tolerans saglar. Santral delesyon veya antijene 0zgiil T hiicrelerine
anerji pek miimkiin gézitkmemektedir. Hbe Ag’nin tolerans durumu ise tartigmalidir.

Kronik Hepatitte Intrahepatik Immiin Cevap

HBV’ye 0zgiil immiin cevap periferik kanda zayif, hatta 6l¢lim smirlarinin altinda
olmasmna ragmen HBV’ye 6zgiil T hiicre klonlar1 karaciger biyopsilerinde izole edilebilir.
Siiregen HBV’ye 6zgiil T hiicreleriyle 6zgiil olmayan iltihabi hiicre birikimleri, karacigerde
artan derecelerde nekroinflamatuvar zedelenmeye yol acar. Kronik hepatit siddetini yansitan
da bu intrahepatik inflamatuvar 16kosit infiltrasyonudur.

CD4+ ve CD8+ T hiicrelerine ilaveten B hiicreleri de portal alanlarda ve siniizoidlerde
lenfoid follikiiller olustururlar. Dolayisiyla HBV’ye 6zgiil hiicresel cevap HBV Kklirensini
saglayamamasina ragmen hepatik zedelenme yapacak kadar giiclii oldugu sdylenebilir.

Kronik HBV enfeksiyonun akut alevlenmelerinde HBV’nin genomik varyasyonu

Akut alevlenme o6zellikle HBeAg pozitif kronik B hepatitlilerde sik karsilasilan bir

durumdur(21). Bu durum karaciger hastaliginin ilerlemesine neden olurken siddetli olgularda
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hepatik yetmezlige yol acabilir. Akut alevlenme kendiliginden veya immiin sisteme etkili
medikal tedaviler sonucu gelisebilir. Viriis ile konagm immiin cevap arasindaki dengenin
bozulmas1 bu durumun geligsmesini saglayabilir diyebiliriz.

Bu donemde calismalar HBcAg ve HbeAg’'nine karst T hiicre cevabmnin arttigini
gostermektedir. Kronik B hepatitlerin akut alevlenmelerini takiben core, core prometer veya
polimeraz HBV genomlarinda varyasyonlar gozlenmistir. Bu yeni viral varyantlar
enfeksiyonun ilk donemlerinde gelisen immiin cevaptan kagabilmektedirler. Kronik HBV
enfeksiyonlu akut atak gecirenlerin %93 inde viral yiik zirvesi serum alanine aminotransferaz
zirvesinden Once ortaya ¢ikar. Geriye kalan kiiciik boliimde ise zirveler ¢akisir.

Akut atagin hemen Oncesi veya sirasindaki artan viral genom bazaldeki viral dizisi ile
uyumludur. Viral DNA dizisinin ortalama niikleotid degisimi, zirve HBV DNA’ninki ile
benzerdir. Ayrica akut alevlenme Oncesinde viral replikasyon artisina viral DNA dizi
degisiklikleri nadiren eslik eder. Bu gozlem viriis ile konak arasindaki toleransin bozulmasina,
viral genomdan ziyade konagim immiin cevabu ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. Ustelik,
tim alevlenme doneminde viral genomun %50’si degismeden kalir. Niikleotid dizi
degisiklikleri tim HBV genomunda goriilmesine karsin en ¢ok kor ve yiizey genlerinde
gelismektedir. Bu da, akut alevlenmeden sonra replikasyon potansiyelinde bir artisi
gerektirmez.

Kronik Hepatit Ve Siroza Gidis Mekanizmalari

Kronik karaciger hastaligi viral veya farkli bir zedeleyici etken ile hepatik stelat
hiicrelerini aktive etmesi ile baslar(21). Bunu takiben “Transforming growth faktor beta” ve
“platelet-derived growth faktdr” gibi profibrojenik mediatorler sekrete edilirler. Artmis
inflamatuvar sitokinler Ito hiicrelerinde fenotipik degisiklik yaratarak myofibroblastlara

doniistimii saglarlar ve bu hiicreler de profibrotik sitokin salinimlar1 yaparlar. Kronik TGF-3
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ve PDFG ile TNF-o, interlokin-1 B, interlokin-6 gibi diger proinflamatuvar mediatorler bag
dokusu birikimine, lobiiler ve mikrovaskiiler hepatik yapinm progresif bozulmasma yol
acarlar. Sonucta portal mikrosirkiilasyonda hipertansiyon hali gelisir. Ayrica hepatik
vazodilatatorlerle vazokonstriktorler arasindaki dengesizlik de siniizoidal mikrosirkiilasyonda
rezistans artigina ek katki saglar. Bu mediatorlerin esas hedefi vaskiiler hepatik rezistansini
ayarlayan hepatik stelat hiicreleridir. Bu baglamda hepatik stelat hiicre aktivasyonuna bagl
kalsiyum kanallar1 ag¢ilimiyla hepatik siniizoidler konstriktif eyleme gegerler. Aktive
olduklarinda uzun iireli siniizoidal rezistans saglayarak portal hipertansiyona neden olurlar.

Stiregen olan bu aktivite hepatik fibrozisin gelisimine Onciiliikk eder. Dolayisiyla
sadece fibrogenezis degil, lokal endotelin, vazopressin, anjiotensin gibi ¢esitli vazokonstriktif
maddelerin artiglariyla prostasiklin basta olmak iizere cesitli vazodilatator mediatorlerin
azalmas1 hepatik skleroza ve portal hipertansiyon gelisimine yol agar. Ayrica endotelinin
hepatik arter vazokonstriksiyonuna yol acarak hepatositlerde iskemik nekroz gelistirdigi de
gosterilmistir. Mantiken beklenen sekilde portal mikrosirkiilasyon ve hepatik arterdeki
vazokonstriksiyonu karsilamak iizere nitrik oksit, glukagon gibi ¢esitli vazodilatator maddeler
periferde sentezlenerek giiclii splaknik vazodilatasyona yol acarlar. Ancak bu kompanzasyon
mekanizmasi portal mikrosirkiilasyondaki vazokonstriksiyonu karsilamakta yetersiz kaldig:
gibi yol actig1 splaknik vazodilatasyon ve hiperdinamik sirkiilasyon sonucunda portal
hipertansiyona yol acar.

Sirozun temel gostergesi nodiil formasyonun ve fibrozisin eslik ettigi hepatik yapinin
bozulmasidir. Beraberinde inflamasyon ve hiicre zedelenmesinin olup olmamasma gore aktif
veya inaktif sekilde nitelendirilebilir. Kroniklesmeye yol agan baslica neden, kronik viral
enfeksiyona sekonder devam eden karaciger hiicre zedelenmesidir. Disse araliginda kollajen

birikimine kapillerizasyon denmektedir. Bu durum besin ile oksijen diffiizyonunu bozar.
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Mikroanatominin bozulmas1 vaskiiler destegin de bozulmasina yol acar. Yetersiz perfiizyon
da rejenerasyonun aksamasma neden olur. Rejenere olan hepatositler nodiil gelisimine

onciiliuk ederler.
2.7 HBV HEPATITINDE SiTOKINLER

Kronik hepatit yetersiz viral klirens ve hepatosit zedelenmesi ile karakterizedir.
HBV’nin sitopatik etkisi olmadig1 varsayildigi icin hepatoseliiler hasardan temel olarak
hiicresel immiinite sorumlu tutulmaktadir. HBV’nin immiin sistemden kurtulma yollar1 tam
anlamiyla bilinmese de T hiicre cevabindaki bir yetersizlik baslica sebep olarak kabul
edilmektedir(22). Thl tip paternde immun yanit, viral replikasyonun durdurulmas: ve viral
klirensin saglanmasi agisindan 6nemlidir. HBV eliminasyonu i¢in IFN-y, sitotoksik T hiicre
aktivasyonu, direkt anti-viral aktivite, MHC gen ekspresyonu ve makrofaj uyarimi
yapmaktadir. Transjenik fare modelinde IFN-y sekrete eden sitotoksik T hiicre transferinin
sitolizis yapmadan HBV replikasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir.

Th1 baskin sitokin profillerde akut sinirlayici hepatitis B gelisme ihtimalinin yiiksek
oldugu gozlenmistir. Cogu akut hepatitte HBsAg epitoplarina sitotoksik T lenfosit cevabi
gelisirken, kronik hepatitte bu durum izlenmemektedir. Antijen 6zgiil sitotoksik T lenfositler
ile antijene 0zgiil olmayan makrofajlarin IFN-y, IL-2 ve TNF-a salinimina sekonder antiviral
etkinin gelistigi diisliniilmektedir. Bu sitokinler, sitolitik olmayan mekanizmalarla HBV gen
ekspresyonunu baskilayarak HBV niikleokapsid partikiillerini ortadan kaldirirlar ve viral
RNA’nin stabilizasyonunu bozarlar. Sonug¢ olarak, enfekte hepatosit ylizeyinde HBV
antijenlerinin sitotoksik T lenfositlerince tanmmasindan sonra iki farkli fonksiyon
gelismektedir. Az miktarda enfekte olan hepatosit parcalanmakta ve ortama salinan

sitokinlerle sitolizis gelismeden antiviral etki ortaya ¢ikmaktadir.
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Th2 sitokin yoniinde olusan bir paternde ise progresif viriis enfeksiyonu ortaya cikar.
Beraberinde Th3 hiicrelerinin aktivasyonu ise kronik HBV enfeksiyonunda immiin yantin
azalmasina yol agarak immiintolerans durumuna katki saglar. Th2 tip yanitta viral kalicilik ile
muhtemelen daha kolay mutasyon gecirmekte, T hiicreli immiin ataktan daha kolay
kurtulmaktadir. Siiregen enfeksiyon inflamasyonun uzamasina ve uzun donemde kronik
karaciger hastalig1 gelisimine yol agmaktadir.

IL-12, makrofaj ve dendiritik hiicreler gibi antijen sunan hiicrelerce sekrete edilmekte
ve hem dogal hem de adaptif immiinitede rol almaktadir. Thl hiicre gelisiminde IL-12’nin
onemli etkisinin olduguna inanilmaktadir. IL-12, Thl ile IL-2’nin sinerjistik etkilesimini
arttirdigr gibi Thl yanitinin devaminda ve TCR-CD3 kompleksini stimiile ederek IFN-y
tretiminin artmasinda da gorev almaktadir. IL-12°nin, viral klerensle korele oldugu da
saptanmistir. HBV ile enfekte hastalarda virus klirensi olanlarda IL-12 arttig1 gdzlenmistir.
ALT alevlenmesinden hemen sonra HBeAg serokonversiyonuna denk gelen zamanda IL-
12°nin zirve degere ulastig1 goriilmiistiir. IFN-a tedavisiyle kronik B hepatitinde IL-12’nin
IFN-y sekresyonunu artiric1 etkisinin daha da artti1 tespit edilmistir. Dolayisiyla kronik
hepatitlerde IFN-a ve IL-12 tedavi etkinligini artiran molekiiller olarak degerlendirilebilir.
Fulminant B hepatitli hayvan modellerinde proinflamatuvar IL-12 ve IFN-y etkisini
dengeleyemeyen anti-inflamatuvar IL-10 artis1 s6z konusudur ve gelisen nekroinflamatuvar
reaksiyon masif hepatik hasara yol agmaktadir.

2.8 STAT

Janus kinaz (Jak) — STAT (Signal transduction and activators of transcription proteins)
yolaginin kesfedilisi 1990’1 yillarin baslarinda interferonun gen {iizerine etkileri ile ilgili
caligmalar esnasinda gerceklesmistir. Daha sonraki yillarda birden fazla tipte ve bir ¢ok

sitokinin ve biiylime faktOriiniin ortak kullandiklar1 hiicre i¢i iletim yollar1 olduklari
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anlasilmistir (Tablo 1). STAT proteinleri, sitokin sinyalini intraseliiler zincirin bir parcasindan
aldiktan sonra niikleusa gecip transkripsiyon faktorii olarak caligirlar(23).

Memeli Jak ailesinde Jakl, Jak2, Jak3 ve tiyrozin kinaz 2 olmak iizere 4 iiye
bulunmaktadir(24). Jaklar sitokin reseptoOrleriyle  birlikte bulunurlar. Ligandinin
baglanmasiyla Jak ile reseptor baglantilarinin arttig: ile ilgili de gézlem yapilmistir. Ligandin
reseptore oturmasi reseptorde konformasyonel degisiklige yol acar. Bu da Jak kinaz alaninda
tirozin kisimlarini fosforlanmasina sebep olmaktadir. Bir bagka deyisle diger tirozin kinazlar
gibi Jaklar otofosforilasyonla aktive olurlar. Jakl, Jak2, Tyk2 yaygin olarak, Jak3 ise baslica
hematopoetik doku hiicrelerinde bulunurlar. Janus kinazlar reseptorsiiz tirozin kinazlardir.

Tablo 1. Sitokinler ve hiicre i¢i sinyal ilteminde etkilenen STAT tipleri.

STAT SITOKIN

STATI1 Interferon-o/pB,y

STAT2 Interferon-o/pB

STAT3 IL-2, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-15, IL-20,

EGF, OSM, G-CSF, TPO, LIF, GH

STAT4 IL-12

STATSA/5B  1L-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, G-CSF, GM-CSF,
EPO, TPO, GH, PRL

STAT6 IL-4, IL-13

STAT lar ise STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSA, STAT5B ve STAT6 olmak
tizere 7 {lyeden meydana gelir. Bu molekiiller, yapisal ac¢idan ortak bolgeler
icermektedirler(25). Hiicre icinde STAT proteinleri, stimiile edilmeden Onceki
fosforlanmamig STAT proteini ve stimiilasyon sonrasi tirozin fosforilazasyonu yapilmis

STAT proteini olmak iizere iki formda bulunurlar. STAT proteinleri sitoplazmadaki
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intraseliiler reseptor zincirinden sitokin sinyallerini alip niikleusa tasir ve burada
transkripsiyon faktorleri olarak gorev yaparlar. Genetik tabanli calismalarda Jak ve STAT
proteinlerinin 6zellikle immiinolojik yanitta devreye girdigi anlasilmigtir.

Sinyal iletimi

Sinyal iletimindeki ilk basamak, bir ligandin hiicre yilizeyinde bulunan reseptoriin alfa
alt linitesine baglanmasidir(26). Ligand ile bagh altiinite, beta altiiniteyle oligomerizasyon
olusturur. Bu oligomerizasyon reseptorle iliskili Janus tirozin kinaz fosforilasyonunu aktive
eder. Aktive Jaklar sitoplazmik reseptor kisimda fosforilasyon yaparlar. Fosforile tirozin
alanlari, membranda veya sitoplazmik kompartmanda yer alan src homoloji 2 ve fosfotirozil
baglayan domain i¢in yanasma yerleri olustururlar. STAT proteini bu bolgeye baglanir ve
fosforile edildikten sonra reseptorden ayrilir. Sitoplazmada iki adet fosforile olan STAT
birleserek dimer olusturur ve niikleusa yonelirler. Niikleusa gecis niikleer por kompleksleriyle
meydana gelir. Bunlar diffiizyon bariyerleridir ve sadece iyonlar ile agirhigi az olan kiiciik
molekiillerin gecisine izin verirler. STAT monomerlerinin agirligi 85 kilo daltondan azdir.
Niikleer porlardan protein gecisleri tasiyict bagimli ve bagimsiz sekillerde gerceklesir.
Fosforile olmamis STAT niikleusa karyoferinden bagimsiz bir mekanizmayla girip,
niikleustan klasik eksportin bagimli mekanizmayla ¢ikabilir. Ligand reseptor kompleksiyle bir
kistm STAT proteini fosforilasyon sonrasi dimerize olur. Bu yapisal degisim karyoferin
bagimli niiklear porlarin lokalize edilmesiyle devam eder. Fosforile STAT proteini niikleusa

geciste bu yolu kullanir.
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Resim 1. STAT ileti sistemi-®.
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STAT proteinleri 700-850 amino asit uzunlugunda, bir ¢cok fonksiyonel alanlar1 ayni
olan proteinlerdir. STAT proteinleri, N-alani/STAT proteini etkilesim alani, coiled-coil
alani/STAT all-alfa alani, DNA baglayan alan, baglant1 alani, SH2 alani, transaktivasyon alani
olmak {lizere cesitli fonksiyonel bolgelere sahiptir(27). Tiim STAT’larin C-terminalinde
aktivasyonla fosforile olan ve dimer esiyle SH2 alaninda molekiiller arasi baglanti1 kuran
tirozin yuvast bulunmaktadir.Ayrica STAT2 ve STAT6 disinda tiim STAT’larda C-
terminalinde fosfo-amino asit yuvasi ile transaktivasyon alaninda fosfo-serin yuvasi
goriilmektedir. Tam uzunluktaki STAT lara a izoform, mRNA kiyimindan veya transizyonel

islem sonrasi proteolizise ugrayan kisa STAT lara B, y veya 6 izoform denmektedir.
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STAT Proteinlerinin Fonksiyonu

STAT proteinlerinin alanlarindan N-alan1 dimerizasyon, tetramizerasyon, protein-
protein etkilesiminde, coiled-coil alam diger proteinlerle etkilesiminde gorev almaktadir(25,
28). STAT3’lin coiled-coil alani reseptore baglanma icin 6nemlidir. DNA baglayan alan
DNA’ya baglanmada gorevlidir. Nikleer translokasyonda da etkilidir. Linker alan
transkripsiyonel aktivasyonla ve protein-protein etkilesimle ilgilidir. SH2 alanmi reseptor
birlikteligi ile fosfo-dimer olusumunda hayati 6neme sahiptir. SH2 alam1 en c¢ok,
transkripsiyonel alan en az korunmus alanlardir. Niikleer giris ve ¢ikista da cesitli alanlarin
onemi vardir. Ornegin STAT1’de N-alani, DNA baglayan alan importin5a5/NPI-1 ile
etkilesime girmektedir.

Fosforile STAT’lar

Aktivasyona baglh olarak STAT lar hizlica fosforile olduktan sonra niikleusa gecerler,
ve hedef DNA dizisinde gen aktivasyonu i¢cin DNA’ya baglanarak transkripsiyon faktorii gibi
calisirlar(25, 29). STAT larin baglandig1 elemanlar baslica iki tiptir. Birincisi ISRE olup IFN
sinyalizasyonunda rol almaktadir. Ikincisi GAS’dir ve bir ¢ok STAT tipiyle etkilesime
girebilmektedir. GAS’m varyantlar1 bulunmaktadir. STAT1’in hedef genleri arasinda IRF-1,
6-16, 9-27, 2-5A sentetaz Ly-6E yer almaktadir. STAT3’lin transkripsiyona sebep oldugu
genler arasinda a2-makroglobulin, fibrinojen, alasit glikoprotein, cyclin D1, Bel-Xpve mcl-1
bulunmaktadir. STATS ile iliskili genler ise B-casein, Bcl-Xy, ve Cyclin D1°dir. Aktive olan
STATlar negatif feedback yapan SOCS/CIS ekspresyonunu da indiiklerler.

Baz1 kanser tiplerinde bir takim istirahat STAT veya fosfo-STAT upregiilasyonlar1
stireklilik gostermektedir. Meme, 6zofagus, bas ve boyun tiimorleri, prostat kanseri ile
losemide fosfo-STATI, fosfo-STAT3 ve fosfo-STATS aktivitelerinin siiregen artmis oldugu

bulunmustur. Ayrica mutant STAT3’iin onkogen oldugu ispatlanmustir.
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Fosforile olmams STAT lar

Stimiilasyon 6ncesi STAT proteinleri homodimer, heterodimer veya steatozom denilen
multimerik kompleks formunda sitoplazmada konumlanirlar(25, 30, 31). STATIve STAT2
ile, STAT1 ve STAT3 ile ve STAT3 STAT3 ile birbirlerine tutunduklar1 gozlenmistir.
Fosforilasyondan bagimsiz dimer formlar1 da goriilebilmektedir. STAT1 Y701F mutanti
STAT? ile dimer yaptig1 saptanmustir. Ilging olarak STAT1 eksik U3A hiicrelerinde Y701F
STAT1 mutantina rastlanmaktadir. Daha da ilginci fosforile olmamis STAT mutantlar: ile
ilgili STAT proteini eksik modellerde benzer gen stimiilasyonlarinin yapabildiklerinin
gozlenmesidir. Bu mutantlar, fosfo-STAT proteinlerinin transkripsiyon esnasindaki GAS’a
baglanma seklinde degil de muhtemelen DNA’ya baglanmadan ko-regiilatuvar etkiyle gen
indiiksiyonunu saglarlar.

Fosfo-STAT lar gibi fosforlanmamig STAT larin da transkripsiyonel ko-regulatuvar
etkisinin bulundugu gozlenmistir. Yakin zamanl bir ¢alismada fosforlanmamig STAT3’iin
mikrotiibiiler sabitleyici olarak gorev yaptigi saptanmistir (31).

STAT proteinlerinin iistlendikleri fizyolojik rollere iliskin en Onemli bilgiler ilgili
STAT proteininin ortadan kaldirilmig fare modellerinden elde edilmistir. STAT1’1 yok
edilmis hayvan modelinde embriyonel gelisim agisindan normal olmalarina karsin interferon
sinyalizasyon kusuruna bagli virus ve diger mikroorganizmalara karsi artmis duyarlilik
gozlenmistir. Ayrica kimyasal uyarimli karsinogeneze yatkmlik tiimor siipresyonundaki
etkisini isaret etmektedir. STAT2’de interferon sinyalizasyonunda gorev aldigindan STAT2
yok edilmis farelerde viral enfeksiyona artmis duyarlilik izlenmektedir. STAT3’iin ise deride,
meme dokusunda, zedelenme sonrast motor noron fonksiyonunda ve hepatik mitogeneziste

olmak iizere farkli dokularda bir¢cok fonksiyona sahip oldugu saptanmaistir.
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STAT4 ve STATG selektif T hiicresi farklilasmasinda etkili olmaktadir. STAT4’iin
ortadan kaldirildig: farelerde Thl paternine farklilasmayi saglamada kritik dneme sahip IL-
12’ye yanitin bozuldugu goézlenmistir. Bu farelerin Thl yanitinin karekteristik oldugu
otoimmiin hastaliklarin gelisimine diren¢ gosterdikleri ve hiicre ic¢i yerlesim gosteren
mikroorganizmalara duyarhliklarmin arttigi gozlenmistir. STAT 6’nm yok edildigi hayvan
modellerinde IL-4’e yanitin kayboldugu ve Th2 farklilagsmasinda anormalliklerin goriildiigii
saptanmustir. STATS ise biiyiime hormonu ile prolaktin sinyalizasyonunda gorev almaktadir.
STAT5a ve STATSD birlikte yok edilmis farelerde ilging olarak bu molekiillerin T hiicre
proliferasyonunda ve aktivasyonunda etkili oldugu bulunmustur. Bu molekiillerin tam yok
edilmis farelerin perinatal donemde 6ldiigii goriilmiistiir. Yine bu farelerde ciddi kombine
immiin yetmezlik fenotipinin ortaya c¢iktigi saptanmistir.

Jak STAT Sinyalizasyonunun Negatif Yonlii Regiilasyonu

Sitokin sinyalleri, asir1 sinyalizasyona bagli gelisebilecek otoimmiin hastaliklardan ya
da neoplastik transformasyondan korunma amachyla cesitli regiilatuvar mekanizmalarla
kontrol edilmektedir(32). Belli bash kontrol seviyeleri arasinda reseptor internalizasyonu,
fosfotirozin fosfatazlar, aktive STAT ailesi protein inhibitorleri(PIAS), STAT-interacting
LIM protein (SLIM), ubiquitin ligaz, sitokin sinyalizasyonu siipresor proteinleri(SOCS) ailesi
ekspresyonunun indiiksiyonu yer alir.

Tirozin Fosfatazlar

SHP1 tirozin fosfataz iki SH2 alani iceren aktive reseptorler ile Jak2 iizerindeki
fosfotirozinaza etki edebilen bir fosfatazdir. SHP1 yok edilmis hiicrelerde GM-CSF, IL-3 gibi
sitokinlere kars1 asir1 cevap hali gozlenmistir.

CD45 veya lokosit ortak antijeni, sitoplazmik alanda fosfataz aktivitesi olan bir

transmembrandz proteindir. CD45 eksikligi saglanmis farelerde Jak’larda ve ilgili STAT



26

yolaginda cesitli sitokinlere (IL-3, IL-4, EPO...) kars1 hiperaktivasyon oldugu izlenmistir.
PTP1B ile TC-PTP yiiksek diizeyde DNA dizi homolojisi gosteren fosfatazlardir. PTP1B,
Jak2 ve TYK2 iizerine, TC-PTP ise Jak ve Jak2 iizerine regulatuvar etkisi bulunmaktadir.

PIAS ve SLIM

Memeli PIAS protein ailesinin STAT sinyalizasyonu yani sira niikleer faktor kapa B,
SMAD’lar ve p53 gibi transkripsiyon faktorlerini de regiile ettigi anlasilmistir(33). PIASI,
PIAS3, PIASx ve PIASy olmak iizere dort iiyesi bulunmaktadir. Son donem c¢aligmalarda
PIAS iyelerinin kiigiik ubiquitin benzeri modifier (SUMO) E3-ligaz aktivite gosterdikleri
saptanmigtir. PIAS proteinleri STAT aktivitesini c¢esitli yollarla degisirebilmektedirler.
Birincisi, DNA’ya baglanmay1 inhibe edebilmektedirler. Ikincisi, ko-regulatuvar molekiiller
lizerine etki ile transkripsiyonu o©nleyebilmektedirler. Ucgiinciisii, STAT sumoyilasyon
yapabilmektedirler. SLIM proteinleri STAT1 ve STAT4’iin gen transkripsiyonunu inhibe
edebilmektedirler. Hem ubiquitinizasyonu hem de protein degradasyonunu artirici faaliyetler
icinde olduklar1 gosterilmistir.

SOCS

Jak STAT yolagini indiiklenebilir sekilde inhibe ettikleri anlagilan SOCS ailesi, CIS ve
SOCS1-7olmak iizere sekiz iiyeden olusmaktadir(34). Yapisal olarak tiim molekiilerde N-
terminal kismi, SH2 alan1 ve C-terminal bolgesi bulunmaktadir. SOCS ekspresyonu LPS gibi
sitokin olmayan agonistlerce de artabilmektedir.

Sitokin sinyalizasyonunun siipresor proteinleri Jak-STAT sinyalizasyonunu birkag
farkli mekanizma ile inhibe edebilmektedir. Ilki, STAT veya Jak’larmn reseptér kompleksine
baglanmak i¢in yarigsa girmek seklindedir. CIS ve SOCS2 nin aktive reseptor fosforile tirozin
bolgelerine tutunmalariyla STATS’in bu bolgeye baglanmasini engelledigi gosterilmistir.

Ikincisi, Jak molekiiliine direkt baglanarak aktivitesinin inhibe edilmesidir. SOCS1 ve SOCS3
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Jak larin kinaz aktivitesini engelleyebilen inhibitor bolgeye sahip oluklar1 gosterilmistir.
Uciinciisii, Jak proteinlerinin ubiquitinasyonu ve degradasyonudur. Ubiquitin-proteasome
yolunda bir proteinin yikilmasi {izerine, substratin ubiquitin molekiiliine kovalan bagla
baglanmasi ve 26S proteozom ile ATP bagimli proteolizisin gerceklesmesi olmak iizere
birbirini takip eden iki olay gerceklesir.

2.9 SITOKINLER, STAT’LAR VE KARACIGER HASTALIKLARI

Cesitli sitokin ve biiyiime faktorleri ile aktive olan STAT larin karacigerde bircok
fonksiyonu bulunmaktadir(35).
STATI1:

STATI, karacigerde baslica IFN-a/f ve IFN-y sitokinleri ile aktivasyon kazanir.
STAT1’in ortadan kaldirildigi1 hayvan modellerinde STAT1’in karacigerde viruslara karsi
savunmada, inflamasyon ve zedelenme olusumunda O©Onemli bir role sahip oldugu
gosterilmistir(35).

IFN-a/f8

IFN-a viral hepatitlerin tedavisinde (HCV) son 10 yildir ilk secenek olmaya devam
etmektedir. Bundan dolayr IFN-a’nin tetikledigi hiicre i¢i sinyalizasyonu ve antiviral gen
etkinligi cesitli aragtirmalara konu olmustur. IFN-o/f’nun JAK1 ve Tyk2’ye baglandiktan
sonra IFNARI1 fosforile edilir. Bu da STAT1 ve STAT2 fosforilasyonuna aract olur.
Homodimer veya heterodimer forma gectikten sonra niikleusa transloke olup antiviral protein,
tumor siipresorler, proapoptatik proteinler iireten bircok hedef genin transkripsiyonuna yol
acarlar.

Viral hepatitlerde IFN-o/B tedavisinin antiviral etkisinin JAK-STAT sinyalizasyon
yolag1 aracilifiyla meydana geldigine inanilmaktadir. Insan hepatositleri cok miktarda IFN-

o/f reseptorii (IFNAR)1 ile fonksiyonel IFNAR2c eksprese etmektedir ve IFN-o
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stimiilasyonuna da iyi yanit vermektedir. IFN-o/p insan hepatositlerinde ve insan hepatoma
hiicrelerinde STAT1, STAT2, STAT3 ve STATS proteinlerinin aktivasyonunu indiikler. IFN-
a, yaklasik olarak 50 geni ekspresyonunda iki kat artisa, yaklasik 10 genin ekspresyonunda da
%350 azalmaya yol acar. Bu genler arasinda antiviral ve proapoptotik/tiimor siipresor genler
yer alir. Antiviral ve antitlimor aktivitenin gelisiminde STAT1’in rolii STAT1’in ortadan
kaldirildig1 hayvan modelinde gosterilmistir. Hepatit C virusii ile enfekte hiicre dizisinde IFN-
o’ya bagh gelisen antiviral aktivitenin STATS3 ile de iliskili oldugu gosterilmistir.

IFN-0/f, viral hepatitlerin tedavisinde ilk tercih edilmesine kargmn hastalarin %60-
80’den fazlasinda tedaviye yanit yetersizdir. Bu cevapsizlikta IFN-o/f ile aktive olan
sinyalizasyonun cesitli viral proteinlerle inhibe edilmesinin ve konaga ait bazi faktorler rolii
oynamaktadr. Inhibisyonda rol alan viral proteinler arasmmda HCV E2 protein, HCV kor
protein ve HCV yapisal olmayan 5A’nin oldugu diisiiniilmektedir. Konaga ait faktorler
arasinda bulunan alkol kullanimi ise TNF-a, IL-B, IL-10’nun IFN-o/f ile aktive olan
STAT1’in inhibe edilmesinde rol alarak interfeon tedavisine cevapsizliga katkida bulunur.

IFN-y

IFN-y antiviral, antiproliferatif, proapoptotik, proinflamatuvar ve immiinoregulatuvar
gibi bir cok etkisi olan bir sitokin olup etkisini JAK-STAT sinyal yolagi iizerinden
gergeklestirir. IFN-y’nin IFNGR1’e baglanmasi sonucunda IFNGR1 ve 2 dimerize olur ve
bunu takiben JAKI ve 2 gibi reseptore bagh kinazlarda aktivasyon meydana gelir. Reseptor-
kinaz kompleksi, basta antiviral, proapoptotik, antiproliferatif olmak iizere bir¢cok genin
ekspresyonunu saglayan STAT1’1 aktive eder. STAT1 yok edildigi hayvan modellerinde IFN-
vy sinyalizasyon sisteminin bozuldugu, viral ve bakteriyel enfeksiyonlara kars1 dogal immiin
cevabin ortadan kalktig1 gozlenmistir. Cok cesitli karaciger zedelenme modellerinde aktive

olan STAT!’in IFN-y ile iligkili oldugu anlagilmistir. STAT1 geninin hasarlanmas ile de
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hepatik zedelenmenin ortadan kalktig1 izlenmistir. Kronik C hepatitli hastalarin karaciger
dokularinda yiiksek seviyede IFN-y mRNA ve STAT1 proteinine rastlanmasi patogenezdeki
roliiniin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.

STAT2:

STAT?2 sadece tip I IFN’larla (IFN-o/B) ve IFN-A ile aktive olur. STAT2 nin ortadan
kaldirildig1 hayvan modellerinde viruslarla enfekte olma oranlarinda artis gbzlenmekte, tip I
IFN otokrin/parakrin dongii kaybi1 olmaktadir(35, 36). IFN-a tedavisiyle hepatositlerde
STAT?2 aktivasyonunda belirgin artis goOriilmesi, viral hepatitlerde IFN-o’nin antiviral
etkisinde STAT?2 aktivasyonun ¢ok dnemli bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Alkole
bagl gelisen karaciger hastaliinda meydana gelen STAT?2 ekspresyonunda azalmanin, IFN-a
cevapsizligma katkida bulunan en 6nemli faktdr oldugu iddia edilmektedir(35).

STAT3:

STATS3 baslica, karacigerdeki akut faz yanitinda, hepatik zedelenmeden korunmada,
karaciger rejenerasyonun artmasinda, glikoz hemostazinda ve lipit metabolizmasinda rol alan
IL-6 ve IL-22 sitokinleri ile aktive edilir. Bunun disinda IL-10, EGF, hepatit viral proteinler
ile de aktive olabilir(35, 36).

IL-6 ve iliskili sitokinler

IL-6, LIF, CNTF, OSM, kardiotrofin-1 ve IL-1 olmak iizere IL-6 ailesine ait oldugu
bilinen 6 sitokin bulunmaktadir(35). Insan hepatositlerinde yiiksek miktarda IL-6R, LIFR,
CNTRF, OSMR, IL-11R ve kardiotrofin-1R eksprese edilmektedir. IL-6’nin karacigere olan
etkisi bir ¢ok arastirmanin konusu olmakla birlikte IL-6 ile iliskili sitokinlerin etkileri iizerine
yapilan ¢calisma sayis1 oldukca sinirli sayidadir.

IL-6
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IL-6, karacigerde akut faz proteinlerinin iretilmesi i¢in hepatositleri uyaran bir
sitokindir. IL-6’nin ortadan kaldirildigi hayvan modellerinde bu molekiiliin karaciger
rejenerasyonunda veya karaciger hasarindan korunmada rol aldigi gosterilmistir. IL-6’nin
eksik oldugu hayvan modelinde cesitli zedeleyici etkenlere karsi artmis duyarlilik hali
gozlenmistir. D-galaktozamine bagh akut karaciger yetmezligi olusturulan hayvan modelinde
IL-6 uygulanarak nekroz artisinin engellendigi, rejenerasyonun indiiklendigi ve yasam
stiresinde belirgin uzama oldugu gozlenmistir. Yagh karaciger hastaliklarinda da invitro ve
invivo IL-6 uygulamalariyla olumlu etkiler saptanmistir. Sonug¢ olarak IL-6’nin karaciger
tizerine koruyucu etkiye sahiptir.

IL-6’nin karacigerdeki etkisi hepatosit yiizeyinde ¢cok miktarda bulunan IL-6R1 ve
gp130’la olan etkilesimerine baghidir. Bu etkilesim JAK1, JAK2 ve Tyr2 kinazlar aktive olur.
Bu reseptor kinaz kompleksi sitoplazmik STAT3 transkripsiyon faktoriinii aktive eder ve
bunu takiben STAT3 de cesitli genlerin aktivasyonunu saglar. Yapilan arastirmalarda IL.-6
tedavisi sonucunda STAT3’iin aktive oldugu gosterilmistir. STAT3 gen bozuklugunda
hepatik rejenerasyonun aksadigi ve glukojenik genler iizerinden insiilin ortaya ciktigi
izlenmistir. Diyabetik ratlarda STAT3’iin siiregen ve asir1 aktivasyonu sonucunda ise kan
sekerinde ve insiilin saliniminda azalma oldugu ve Fas’a bagh gelisen hepatititlerde koruyucu
etki gosterdigi saptanmustir. IL-6"nin koruyucu etkilerinden biri de natural killer hiicrelerinin
inhibisyonuna baghdir. Son donem caligmalarda IL-6 tedavisi veya STAT3’iin asir1 ve
siiregen aktivasyonu sonucunda yaglh karaciger hastaliginda azalma oldugu gozlenmistir. Bu
bulgu da IL6/STAT3’iin karaciger yag metabolizmasinda rolii oldugunu isaret etmektedir.

IL-6 ile iliskili sitokinler

Bu sitokinlerin de karacigere etkisi vardir. OSM; hepatositte akut faz protein yapimini

uyarir, hepatositin gelisimini, maturasyonunu, ve farklilagsmasmi indiikler, sitokrom 450
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ekspresyonunu kontrol eder ve LDL reseptor dansitesini etkiler. OSM reseptOrii ortadan
kaldirildig1 hayvan c¢aligmalarindan OSM’nin karaciger rejenerasyonunda ve zedelenmeden
korunmada rol aldigina dair bulgular elde edilmistir.

Losemi inhibe edici faktor (LIF) ¢ok farkli sistemlere etkisi olan bir sitokindir.
STATI1, STAT3, STATS ve p42/44 MAP kinaz iizerinden etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Genel
kabul goren goriis karaciger kok hiicre cogalmasindan ve farklilagsmasindan sorumlu olduklar1
yoniindedir. LIF ayrica hepatik lipit metabolizmasin1 stimiile eder ve akut faz protein
ekspresyonunu etkiler.

Silier norotrofik faktdr (CNTF) baslica etkisini noral doku iizerinde gosterir. Karaciger
de dahil olmak iizere bazi periferik organlarda da reseptorlerinin varligr gosterilmistir.
Karacigerdeki etkisini STAT3 iizerinden yaptigma dair bilgiler bulunmaktadir. Akut faz
yanitina yardimci oldugu ve diabetik paremetrelere ve steatoza olumlu etkide bulundugu
bilinmektedir.

Kardiotrofin-1’in hepatositlerde akut faz protein gen ekspresyonunu artirdigi ve yasam
siresini uzattigr gosterilmistir. Bu etkilerini STAT3, ERK1/2 ve PI3 kinaz/akt iizerinden
gergeklestirmektedir.

IL-11'nin asetaminofen gibi maddelerin neden oldugu karaciger zedelenmesini
Onledigi gosterilmistir. IL-11’in reseptor ile etkilesimi sonrasinda STAT3 ve ERK
sinyalizasyonunun aktive oldugu saptanmaistir.

IL-22, IL-10 ailesine iiye olan bir sitokindir. Bu sitokinin STAT3 ve ERK
sinyalizasyon yolagimi1 kullandig1 gosterilmistir. T hiicreli hepatitte zedelenmeyi Onleyici ve
hepatosit yasam siiresini uzatici etkileri bulunmaktadir. Anti-apoptotik ve proliferasyona

yonelik genler iizerinden bu etkilerini gerceklestirdigi iddia edilmektedir.
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STAT3’ii aktive eden diger faktorler

IL-10 ve EGF’in karacigerde STAT3’ii aktive ettikleri gosterilmis, ancak bu durumun
parankimal hiicrelerden ziyade parankim dis1 hiicrelerde gerceklestigi diisiiniilmektedir. IL-
10’nun, farkli hepatik zedelenme modellerindeki hasar 6nleyici etkisi anti-inflamatuvar etkiye
baglanmaktadir(35). Son donemde cesitli hepatik viral proteinlerinin de STAT3’ii aktive ettigi
gozlenmistir. Ornegin HCV NS5A ve HBX proteinlerinin reaktif oksijen radikalleri iizerinden
STAT?3 aktivasyonuna yol ac¢tig1 iddia edilmektedir. STAT3’iin akut faz yanitindan sorumlu
oldugundan ve tiimoral transformasyonda rolii oldugu diisiiniildiigiinden dolayi, bu molekiiliin
HBV ve HCV’li olgularda goriilen akut hepatit ve hepatoseliiler karsinoma gelismesinde
etkisi oldugu diisiiniilmektedir.
STAT4

STAT4’li baslica aktive eden sitokin Thl farklilagmasina yol acan IL-12’dir(35).
STAT4’tin, myeloid hiicrelerde, timusta ve testiste eksprese edildigi gosterilmigtir.
Iskemi/reperfiizyon dahil olmak iizere cesitli hepatik zedelenme modellerinde de STAT4
aktivasyonu gosterilmistir. iskemi/reperfiizyon maruziyetinden sonra STAT4 geninin ortadan
kaldirildigr modellerde hepatik zedelenmenin azaldigi izlenmistir. Fakat bu durum bagka
arastirmalarda  dogrulanmamustir. 1L-12, c¢esitli hepatik zedelenme modellerinde,
zedelenmenin gelisiminden ve artmasindan sorumlu tutulmussa da bu etkilerinin, STAT4
tizerinden oldugu ispatlanamamugtir.
STATS

Bir¢ok sitokin tarafindan aktive edilebilen STATS’in karacigerdeki aktivasyonunu
baslica biiyiime hormonu gerceklestirir(35). Sitokrom P450, glutatyon S-transferaz,
sulfotransferaz enzim ve biiylime hormonu reseptorii gibi bircok gen STATS ile uyarilir. Bu

genler, metabolizma, biiylime ve farklilasma i¢in gereklidirler. Hayvan modellerinde biiyiime
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hormonu enjeksiyonunu takiben karacigerde ERK, STA1, STAT3 ve STATS aktivasyonunun
oldugu goriilmiistiir. Reseptor ile iliskili JAK2 kinaz aktivasyonunu takiben STAT1, STATS3,
STATS, insiilin reseptor substrat 1, SHC, mitojen aktive protein kinaz gibi bir¢ok intraseliiler
protein fosforile edilir.
STAT6

Baglica IL-12, IL-4 ve IL-13 ile aktive olan STAT6 Th2’nin differansasyonunda
Oonemli bir yere sahiptir(35). Con A’ya bagh hepatitte STAT6 aktivasyonunun IL-4 iizerinden
oldugu gosterilmistir. IL-4/STAT6’nmin etkisi farkli hepatit modellerinde izlenmistir. IL-
4/STAT6, T hiicreli hepatitte hepatositte ve sinuzoidal endotelyal hiicrede eotaksinlerin
ekspresyonunu ve IL-5 ekspresyonunu indiikleyerek ve sonrasinda notrofil ve eozinofil
infiltrasyonunu artirarak etki gosterirler. Buna kars1 IL-4/STAT6’nmin iskemi/reperfiizyona
bagl gelisen hepatik zedelenmede koruyucu etkiye sahip olduklar1 da saptanmistir. IL-4 ve
IL-13 enjeksiyonu sonrasinda STAT6 aktive olmakta ve hepatik iskemi/reperfiizyon
zedelenmesi azalmaktadir. STAT6 nin ortadan kaldirildigr hayvan modellerinde endotoksine
bagli hepatik zedelenmeye duyarliligin arttigi gosterilmistir. Bu bulgular karacigerde
meydana getirilen zedelenme modeline gore STAT6 aktivasyonunun yararl olabilecegi gibi

zararli etkilere de yol agabilecegini diistindiirtmektedir.
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3. HASTALAR VE YONTEM

Hastalar:

Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi Gastroenteroloji Boliimiine 2005-2007 yillar1 arasinda
basvuran karaciger biyopsisi endikasyonu bulunan kronik B hepatitli olgular ¢caligmaya alind1.
Karaciger biyopsisi endikasyonlar1 arasinda kronik HBV enfeksiyonlu HBeAg pozitif
olanlarda HBV DNA>10" kopya/ml olmasi, HBeAg’i negatiflerde HBV DNA>10" kopya/ml
olmasi, ALT degeri normalin iizerinde olmasi veya 35-40 yas grubunda HBV DNA titresi
yiikksek ama ALT degerinin normal sinirlarda olmast vardi. Hastalarin ¢aligmaya dahil edilme
kriterleri arasinda kronik HBV enfeksiyonunun olmas1 disinda histopatolojik olarak kronik
hepatitle uyumlu olmast ve STAT protein boyamalar: icin uygun miktarda karaciger doku
orneklerinin bulunmasi vardi. Calisma dis1 birakilma kriterleri; kayitlarla tespit edilmis
neoplazm, akut karaciger yetmezligi, 20gr iizerinde alkol tiiketimi, sepsis, hepatotoksite
siphesi, bilinen genetik karaciger hastaligi, alkole bagli olmayan steatohepatit,
transplantasyon vakalari, diger karaciger hastaliklari, kronik bobrek yetmezligi, nutrisyonel
yetersizlik haliydi.

Hastalarin karaciger biyopsisi oncesi demografik ve labaratuvar verileri kaydedildi.
HBeAg, HBV DNA, ALT degerleri not edildi. Histopatolojik degerlendirme ishak
skorlamasina gore Patoloji bolimiinde yapildi. Benzer sekilde istirahat STATI1, STAT?2,
STAT3, STAT4, STATSB ve STAT6 immiinohistokimyasal boyamalar1 Patoloji BD.’da
gerceklestirildi. Sonuglar, STAT proteinlerinin eksprese olup olmamasina gore negatif ve
pozitif olarak kaydedildi. Pozitiflik saptanmas1 durumunda ytizdesel oranlar belirlendi.

STAT proteinlerinin immiinohistokimyasal boyanmast:

Formalin ile tespit edilen dokulara ait parafin bloklarindan 4 mikrometre kalinlikta

kesitler polilizinli lamlara alindi. STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSB ve STAT6
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ekspresyonunu belirlemek i¢in streptavidin-biyotin iiclii indirekt immiinoperoksidaz yontemi

kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yapildi. Bu amagcla, Stat-1 (Rabbit monoklonal

IgG), Stat-2 (Rabbit IgG), Stat-3 (Rabbit IgG), Stat-4 (Rabbit IgG), Stat-5b (Rabbit

poliklonal), Stat-6 (Rabbit mAb) kullanildi. Kullanilan biyotinlenmis baglayict (sekonder)

antikor, streptavidin-biyotin kompleksi ve kromojen olarak kullanilan 3,3’-diaminobenzidin

(DAB) ticari olarak kullanima hazir kitler seklinde idi. Stat-1, Stat-2, Stat-3, Stat-4, Stat-5b,

Stat-6 ve DR-5 antikorunun pozitif kontrolii olarak prostat dokusu kullanild.

Hazirlanan parafin doku kesitleri Stat-1, Stat-2, Stat-3, Stat-4, Stat-5b, Stat-6 antikorlar1

ile asagidaki prosediire gore boyandi:

1.

Polilizinli lam {izerine alinan 4 mikronluk kesitler 56°C’lik etiivde gece boyunca
deparafinize edildi.

Kesitler ksilolde 30 dakika bekletildi.

Fiksasyon i¢in %96’ ik alkolde 15 dakika tutuldu.

Endojen peroksidazi bloke etmek i¢in oda sicakliginda %3’liik hidrojen peroksitte 10
dakika bekletildi. Distile suda yikandi.

Antijen retrival i¢in Stat-1 antikoru boyanacak kesitler mikrodalga firinda EDTA
tampon ile, pH 8’de, Stat-3 antikoru boyanacak kesitler tripsin enziminde 37°C’de 15
dakika, Stat-2, Stat-4, Stat-5b, Stat-6, DR-5 boyanacak kesitler ise mikrodalga firinda
sitrat tamponu ile, pH 6’da 20 dakika bekletildi.

Kesitler distile su ile, ardindan PBS ile yikandu.

Protein bloklama i¢in non-immiin protein bloklama serumunda 20 dakika tutuldu ve
ardindan kurulandi.

Primer antikor olan Stat-1 (Epitomics), Stat-2 (Biovision), Stat-3 (Biovision), Stat-4

(Biovision), Stat-5b (AnaSpec), Stat-6 (Epitomics) antikorlar1 lam {izerindeki doku
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kesitlerini kapatacak sekilde damlatild1 ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Kesitler
PBS ile yikand1.

9. Baglayici (sekonder) antikor (Multi-species ultra streptavidin detection system-HRP;
Zymed, Massachusetts, USA) ile oda sicakliginda 20 dakika siire ile inkiibasyon
yapildi. PBS ile yikand1.

10. Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 20 dakika bekletildi (Zymed). PBS ile
yikand1.

11. Renk vererek goriintiilemeyi saglamak amaciyla DAB (3,3’-diaminobenzidin; Lab-
Vision, Neomarkers, USA) ile 10 dakika siire ile inkiibasyon yapildi.

12. Cesme suyu ile yikandi.

13. Harri’s hematoksilen ile zemin boyamasi yapildi. Cesme suyu ile yikandi.

14. 2 dakika siireyle alkolde, 2 dakika siireyle ksilolde tutuldu.

15. Doku kesitleri entellan kullanilarak kapatildi.

Boyanmanin degerlendirilmesi:

Immiinhistokimyasal ~boyanmanin degerlendirilmesinde tiim antikorlar icin
sitoplazmik boyanma pozitif olarak kabul edildi. Pozitif boyanma gosteren hepatositlerin,
biyopsideki tiim karaciger dokusuna orani belirlendi. Hiicrelerin boyanma oranlar1 yiizde

degerler verilerek oranlandi.

Istatistiksel degerlendirme:
Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi Pearson Chi-Square, Fisher's Exact

Test ve Mann-Whitney U testleri kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Genel Bilgiler

Calismada, toplam 35 olgu degerlendirildi. Ortalama yas 37.5 (aralik: 17-60 yas)
olarak saptanmistir. Olgularin %28.6’sinin 30 yas ve daha alt1 yas grubunda, %31.4’{iniin 31-
40 yas grubunda ve %40’min 41 ve iistii yas grubunda oldugu belirlenmistir. Olgularm 21’1
(%60) erkek, 14’1 (%40) ise kadin hastalardan olugsmustur.

Olgularmm 7(%20)’sinde HBeAg pozitifligi, 28(%80)’sinde ise negatifligi saptanmustir.
HBV DNA ortanca degeri 1000000 kopya/ml ve araligi 500-800.000.000 kopya/ml olarak,
ALT ortanca degeri 70ml/L ve aralig1 ise 17-947ml/L olarak bulunmustur. ALT nin referans
degerlerine gore olgular ALT degeri normal (40 ve alt1 ) ve ALT degeri yiiksek (41 ve iizeri)
olarak iki gruba ayrildiginda sirasiyla %33.3 ve %66.7’lik bir dagilim gozlenmistir. Olgular
nekroinflamatuvar aktiviteyi gosteren Ishak skoruna gére 1-4, 5-8, 9-12 ve 13-16 seklinde
dort gruba ayrilmistir. Gruplar, minimal, hafif, orta ve siddetli olarak isimlendirilerek grup 1,
2, 3 ve 4 olarak numaralandirilmistir. Buna gore olgularin %?28.6’s1 grup 1°de, %31.4°1 grup
2’de ve %40’1 grup 3 de yer alnustir. Grup 4’e giren olgu saptanmanustir. ishak skorlamasima
gore fibrozis evreleri 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 olarak tanimlanmistir. Olgularin %35.7’s1 evre 1°de,
%31.41 evre 2°de, %45.7’s1 evre 3’de, %11.4° evre 4’de, %2.9’u evre 5’de ve %2.9’u evre
6’da yer almistir. Evre 1 ve 2 erken evre (%37.1) ile evre 3, 4, 5 ve 6 ise orta-ileri evre
(%62.9) olarak gruplandirilmistir.
4.2 STAT Karakteristikleri

Istirahat STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5B ve STAT6 ekspresyon sikliklari
sirastyla %57, %23, %46, %66, %35 ve %86 olarak bulunmustur. Istirahat STATI1 ve

STAT2’nin birlikte negatif oldugu olgularm orant %29, her ikisinin birlikte ekspresyonunun
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goriildiigli olgularin oran1 %9 ve ikisinden birinin eksprese oldugu olgularm orani ise %62
olarak saptanmistir. Istirahat STAT protein ekspresyon sekilleri Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Istirahat STAT proteinlerinin ekspresyon profilleri

Yas/ HBeAg STAT1 STAT2 STAT3 STAT4 STAT5B STAT6 ALT

Cinsiyet (ml/L)
1 37/K - + - - + - + 200
2 33/K - + - - + + - 18
3 22/K - + - + + + + 58
4 49/K - + - + + - + 14
5 24/E + - - + + - + 189
6 30/K - + - + + - + 14
7 25/E - - - + + - + 107
8 33/E + + - - + - + 94
9 45/E + - + + - + 32
10 46/E - - - - - - + 40
11 31/E - - - - + + + 267
12 39/E - - - - - - + 71
13 33/E + + - - + + - 23
14 55/K - + - - - - + 61
15 56/K - - - - - - + 93
16 26/E + + - - + + + 46
17 17/E - + - - - + + 50
18 50/E - + - + + - + 40
19 30/E - + - - + + - 22
20 23/E + - - - - + + 947
21 41/E - + - - - - + 84
22 50/K - + - - - - + 65
23 33/K - - + - + 24
24 22/K + + - - - - + 70
25 38/E - - - - + + + 53
26 60/K - - + + + + - 30
27 26/E + + + + - - + 140
28 41/E - + + + + - + 109
29 36/K - - - - + - + 92
30 31/E - - + + + - + 54
31 46/E - - + + + + + 413
32 44/E - - + - - - + 275
33 41/K - + + + + - - 169
34 40/K - + - - + - + 176
35 47/E - - - + + - + 168

4.3 STAT Proteinleri ile Yas ve Cinsiyet iliskisi
STAT Proteinleri ve Yas
STATI1-Yas: Yas gruplar1 arasinda istirahat STAT1 ekspresyonunun pozitifligi ile

negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,49).
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STAT2-Yas: Yas gruplar1 arasinda istirahat STAT2 ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,30).

STAT3-Yas: Yas gruplar1 arasinda istirahat STAT3 ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildigin da istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir(p=0,12).

STAT4-Yas: Yas gruplar1 arasinda istirahat STAT4 ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,13).

STAT5B-Yas: Yas gruplar1 arasinda istirahat STATSB ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,25).

STAT6-Yas: Yas gruplar1 arasinda istirahat STAT6 ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,87).

STATI1 ve STAT?2 Birlikte-Yas: Yas gruplar1 arasinda istirahat STAT1 ve STAT2’den
en az birinde veya birlikte ekspresyon pozitifligi gosterenlerle birlikte negatif olanlar
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,91).

STAT Proteinleri-Cinsiyet

STATI1-Cinsiyet: Kadin ve erkek gruplar1 arasinda istirahat STAT1 ekspresyonunun
pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamistir(p=0,09).

STAT2-Cinsiyet: Kadin ve erkek gruplar1 arasinda istirahat STAT2 ekspresyonunun
pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamistir(p=0,70).

STAT3-Cinsiyet: Kadin ve erkek gruplari arasinda istirahat STAT3 ekspresyonunun
pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli  bir farklilik

saptanmamistir(p=1,00).



40

STAT4-Cinsiyet: Kadin ve erkek gruplari arasinda istirahat STAT4 ekspresyonunun
pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli  bir farklilik
saptanmamistir(p=1,00).

STAT5B-Cinsiyet: Kadm ve erkek gruplar1 arasmnda istirahat STATSB
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamaistir(p=0,28).

STAT6-Cinsiyet: Kadin ve erkek gruplari arasinda istirahat STAT6 ekspresyonunun
pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamistir(p=0,63).

STATI1 ve STAT?2 Birlikte-Cinsiyet: Kadin ve erkek gruplar1 arasinda istirahat STAT1
ve STAT2den en az birinde veya birlikte ekspresyon pozitifligi gosterenlerle birlikte negatif
olanlar karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,07).

4.4 STAT-Determinant iliskileri

STAT Proteinleri-HBeAg

STAT1-HBeAg: HBeAg pozitif ile negatif gruplar arasmnda istirahat STATI
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamustir(p=0,40).

STAT2-HBeAg: HBeAg pozitif ile negatif gruplar arasmnda istirahat STATI
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamaistir(p=0,65).

STAT3-HBeAg: HBeAg pozitif ile negatif gruplar arasmnda istirahat STATI
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir

farklilik saptanmamistir(p=1,00).
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STAT4-HBeAg: HBeAg pozitif ile negatif gruplar arasmnda istirahat STATI
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamistir(p=0,35).

STAT5-HBeAg: HBeAg pozitif ile negatif gruplar arasmnda istirahat STATI
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamustir(p=0,67).

STAT6-HBeAg: HBeAg pozitif ile negatif gruplar arasmnda istirahat STATI
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamistir(p=1,00).

STAT1 ve STAT2 Birlikte-HBeAg: HBeAg pozitif ile negatif gruplar arasinda
istirahat STAT1 ve STAT2den en az birinde veya birlikte ekspresyon pozitifligi gosterenlerle
birlikte negatif olanlar karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli  bir farklilik
saptanmamistir(p=1,00).

STAT Proteinleri- ALT

STATI1-ALT: ALT normal ile yiiksek degerler gosteren gruplar arasinda istirahat
STATI1 ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli
bir farklilik saptanmamustir(p=0,70).

STAT2-ALT: ALT normal ile yiiksek degerler gosteren gruplar arasinda istirahat
STAT1 ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli
bir farklilik saptanmamustir(p=0,35).

STAT3-ALT: ALT normal ile yiiksek degerler gosteren gruplar arasinda istirahat
STATI1 ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli

bir farklilik saptanmamstir(p=0,43).
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STAT4-ALT: ALT normal olan grupta istirahat STAT4 ekspresyon pozitifligi %100
iken yiiksek olan grupta %57,7°dir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir(p=0,034).

STATSB-ALT: ALT normal ile yiiksek degerler gosteren gruplar arasinda istirahat
STATI1 ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli
bir farklilik saptanmamistir(p=0,39).

STAT6-ALT: ALT normal olan grupta istirahat STAT6 ekspresyon pozitifligi %50
iken yiiksek olan grupta %96.3’dir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir(p=0,006).

STATI1 ve STAT2 Birlikte-ALT: ALT normal ile yiiksek degerler gosteren gruplar
arasinda istirahat STAT1 ve STAT2den en az birinde veya birlikte ekspresyon pozitifligi
gosterenlerle birlikte negatif olanlar karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farkhilik
saptanmustir(p=0,013). ALT normal grupta STAT1 ve STAT?2 birlikte negatiflik %9 iken,
istirahat STAT1 ve STAT2den en az birinde veya birlikte ekspresyon pozitifligi %91
sikliktadir.

STAT Proteinleri-HBV DNA

STAT1-HBV DNA: Istirahat STAT1 ekspresyonu gosterenlerin, u-STATI
ekspresyonu saptanmayan gruba kiyasla HBV DNA degerleri arasinda istatiksel olarak
anlaml1 bir farklilik saptanmamustir.

STAT2-HBV DNA: Istirahat STAT2 ekspresyonu gosterenlerin, u-STAT2
ekspresyonu saptanmayan gruba kiyasla HBV DNA degerleri arasinda istatiksel olarak
anlaml1 bir farklilik saptanmamustir.

STAT3-HBV DNA: istirahat STAT3ekspresyonu gosterenlerin, u-STAT3
ekspresyonu saptanmayan gruba kiyasla HBV DNA degerleri arasinda istatiksel olarak

anlamli bir farklilik saptanmamustir.
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STAT4-HBV DNA: Istirahat STAT4 ekspresyonu gosterenlerin, u-STAT4
ekspresyonu saptanmayan gruba kiyasla HBV DNA degerleri arasinda istatiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmamustir.

STAT5SB-HBV DNA: Iistirahat STATS5B ekspresyonu gosterenlerin, u-STATSB
ekspresyonu saptanmayan gruba kiyasla HBV DNA degerleri arasinda istatiksel olarak
anlaml1 bir farklilik saptanmamustir.

STAT6-HBV DNA: Istirahat STAT6 ekspresyonu gosterenlerin, u-STAT6
ekspresyonu saptanmayan gruba kiyasla HBV DNA degerleri arasinda istatiksel olarak
anlamli bir farklilik tespit edilmistir.

STATI1 ve STAT? Birlikte -HBV DNA: Istirahat STAT1 ve STAT2den en az birinde
veya birlikte ekspresyon gosterenlerin, u-STAT1 ve u-STAT2 birlikte ekspresyon
saptanmayan gruba kiyasla HBV DNA degerleri arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark
saptanmamistir.

STAT Proteinleri-Nekroinflamasyon Aktivitesi (NIA)

STAT1-NIA: NiA’leri minimal(grup 1), hafif(grup 2) ve orta(grup 3) gruplar arasinda
istirahat STAT1 ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlaml bir farklilik saptanmamistir(p=0,55).

STAT2-NIA: NiA’leri minimal, hafif ve orta gruplar arasinda istirahat STAT2
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmustir(p=0,014). NIA grubu 1 ve 2 olanlarin STAT2 ekspresyon siklig1 %11,1
iken 3 olanlarin ekspresyon siklig1 %62,5 olarak saptanmustir. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmustur.

STAT3-NIA: NiA’leri minimal, hafif ve orta gruplar arasinda istirahat STAT3

ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
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farklilik saptanmustir(p=0,007). NIA grubu 1, 2 ve 3 olanlarin istirahat STAT3 ekspresyon
negatifligi sirasiyla %16.7, %77.8 ve %5.6 olark bulunmustur. NIA 1., 2. ve 3. gruplarda
istirahat STAT3 ekspresyon siklig1 ise sirasiyla %37.5, %25 ve %37.5 olarak belirlenmistir.

STAT4-NIA: NiA’leri minimal, hafif ve orta gruplar arasinda istirahat STAT4
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmustir(p=0,015). NIA grubu 1., 2. ve 3. olanlarin istirahat STAT4 ekspresyon
negatifligi sirasiyla %0, %81.8 ve %18.2 olarak bulunmustur. NIA 1., 2. ve 3. gruplarda
istirahat STAT4 ekspresyon sikligi ise swrasiyla %39.1, %34.8 ve %26.1 olarak tespit
edilmistir.

STAT5B-NIA: NiA’leri minimal, hafif ve orta gruplar arasinda istirahat STATSB
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamustir(p=0,27).

STAT6-NIA: NiA’leri hafif, orta ve siddetli gruplar arasinda istirahat STAT6
ekspresyonunun pozitifligi ile negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamustir(p=1,00).

STAT1 ve STAT?2 Birlikte-NIA: NiA’leri minimal, hafif ve orta gruplar arasinda
istirahat STAT1 ve STAT2’den en az birinde veya birlikte ekspresyon pozitifligi gosterenlerle
birlikte negatif olanlar karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli  bir farkhilik
saptanmustir(p=0,77).

STAT Proteinleri-Fibrozis Evresi (FE)

STATI1-FE: Fibrozis evreleri arasinda istirahat STAT1 ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,73).

STAT2-FE: Fibrozis evreleri arasinda istirahat STAT2 ekspresyonunun pozitifligi ile

negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=1,00).
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STAT3-FE: Fibrozis evreleri arasinda istirahat STAT3 ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,15).

STAT4-FE: Fibrozis evreleri arasinda istirahat STAT4 ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,47).

STATSB-FE: Fibrozis evreleri arasinda istirahat STATSB ekspresyonunun pozitifligi
ile  negatifligi  karsilastirildiginda  istatiksel  olarak  anlamli  bir  farkhilik
saptanmamistir(p=1,00).

STATG6-FE: Fibrozis evreleri arasinda istirahat STAT6 ekspresyonunun pozitifligi ile
negatifligi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir(p=0,34).

STAT1 ve STAT2 Birlikte-FE: Fibrozis evreleri arasinda istirahat STAT1 ve
STAT2den en az birinde veya birlikte ekspresyon pozitifligi gosterenlerle birlikte negatif

olanlar karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir(p=0,48).
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S. TARTISMA VE SONUC

STAT proteinleri ¢esitli sitokin ve biiyiime faktorlerinin reseptor sonrasi niikleer
transkripsiyonuna araci olan proteinlerdir. Bu proteinlerin kronik viral hepatitlerdeki 6nemi
ozellikle iki yoniiyle vurgulanmaktadir. Birincisi, virusa karsi bagisiklik sisteminin en énemli
parcasi olan ve bu yoniiyle farmakolojik tedavide de yer alan interferonun bu hiicre ici ileti
sistemini kullanmasidir. Ikincisi ise viral savunmada 6nemli bir yere sahip olan bu sistemin
virus tarafindan devre dis1 birakici stratejilerle karsi karsiya kaldiginin ortaya ¢ikarilmasidir.

Bu calismanm betimleyici kisminda kronik B hepatitli 35 olgunun istirahat STAT
profili ortaya konmustur. Bu profil, tibbi literatiirdeki kronik B hepatitinde caligilmasiyla,
STAT proteinlerinden altisinin bir arada degerlendirilmesiyle ve de istirahat kisminmn temel
alinmasiyla bu konuyla ilgili 6nemli bosluklar1 dolduran bir ilk ¢alismadir.

Literatiirdeki ¢aligmalarm agirlikli olarak kronik C hepatitinde ve genellikle hayvan
modellerinde veya hiicre kiiltiirlerinde yapilmis oldugu goriilmektedir(38-41). Bu
caligmalarda, ¢cogunlukla bir veya birkac STAT proteini 6zellikle de bu proteinlerin fosforile
formlar1 ele alinmistir. En kapsamli olan1 da, Larrea ve arkadaslarinca kronik C hepatitinde
STATI1, STAT2 ve STAT3 calismasidir(42). Bizim caliyjmamizin kronik B hepatiti lizerine
olmas1 ve STAT1-6 proteinlerinin ekspresyonlarinin bir arada irdelenmesi ileriki arastirmalar
icin referans olma ihtimalini giiclendirmektedir.

STAT proteinlerinin eksprese edilip edilmemesinin bir arada belirlenmesi siroz dahil
olmak iizere kronik B hepatiti ile ilgili 6zel durumlarin betimlenmesi acisindan da biiyiik
onem tasimaktadir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde ilk dikkati ¢eken konu, kronik B
hepatitli olgularda STAT proteinlerinin ekspresyonlarinin heterojen olmasidir. Olgularin
istirahat STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSB ve STATG ekspresyonlar1 sirastyla %57,

%23, %43, %66, %35 ve %86 oraninda pozitif bulunmustur. STAT2, STAT3 ve STATSB
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yaridan az olguda, STAT1, STAT4 ve STAT6 nin ise yaridan fazla olguda eksprese oldugu
izlenmektedir. Bu durum kronik B hepatitli olgularinin hiicre ici sinyal ileti sistemi agisindan
heterojen oldugunu diisiindiirmektedir. Bu da kronik B hepatiti ad1 altinda toplanan siirecte
farkli immiinolojik mikro c¢evrelerin olusturdugu evrelerin gerceklestigi savinin dogmasina
sebep olmaktadir. Alt1 STAT proteininin kombinasyonlar1 dikkate alindiginda ise ¢ok
miktarda STAT paterninin olasi1 oldugu ortaya c¢ikmaktadwr. Bu farkli paternlere sebep
olabilecek olas1 etkenler arasinda STAT wuyarimi: yapan ligandlar yani sitokinler
bulunmaktadir. Ligand uyarisiyla sadece istirahat STAT proteini fosforile edilmekle
kalmamakta ayni1 zamanda istirahat STAT 1 ve 3’iin miktarlarinda da artis gézlenmektedir.
Cesitli sitokinlerin ayn1 STAT molekiiliinii kullanmasi nedeniyle bu caligmada hangi ligandin
bu etkiye yol actigmi belirlemek miimkiin olmamistir. ileride yapilacak caligmalarda ilgili
STAT proteinin ligandinin mRNA’siin beraber ¢alisildig: bir diizenek bu bilgiyi saglayabilir.

STAT proteininin regiilasyonu bdliimiinde ve yukardaki metinde bahsedildigi gibi
STAT degradasyonlarmin varhigi ekspresyon negatifligine ek katki saglayabilmektedir. Bir
baska ifadeyle STAT proteini gen diizeyinde eksprese edilse bile ekspresyon sonrasinda
yikima ugramasi negatif sonu¢ elde edilmesine yol agabilmektedir(43). Dolayisiyla STAT
proteininin ekspresyonunun saptanmamasini, ilgili sitokin yoklugu ile aciklamak miimkiin
gozilkkmemektedir.

Bu profil icerisinde yer alan STATI1, STAT2 ve STAT3’iin giincel paradigmaya gore
viruslere karsi gelisen immiin yanitta 6nemli yeri vardir. Interferonun rol aldigi hiicre ici
sinyal iletisinde STAT1 ve STAT?2 bulunmaktadir. STAT3’iin ise antiviral etkinliginin oldugu
STAT3’ilin ortadan kaldirildig1 hayvan modellerinde gosterilmistir. STAT1 ve STAT2’nin
birlikte negatif olarak saptandigi olgularda interferonun etkinliginin olup olmadigi,

sorgulanmas1 gereken bir durumdur. Bu calismada STAT1 ve STAT2 nin birlikte negatifligi
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%29 olguda saptanmistir. STAT1 ve 2’nin en azindan birinin negatif oldugu durum ise
%68’dir. STATI1 ve 2’nin birlikte ekspresyonu ise olgularin sadece %9’unda belirlenmistir.
Interferonun yolaginda yer alan bu iki STAT proteini birlikte degerlendirilince ekspresyon
sikliginin bu denli diisiik olmasi carpici bir veridir. Bu hastalarin STAT 1 ve 2 molekiillerinin
birlikte negatif veya en azindan biri negatif olarak saptanan gruba oranla interferon tedavisine
daha fazla cevap verebilir iddiasinin dogrulugu bu konuda ileride yapilacak arastirmalar ile
aciklik kazandirilabilir.

Interferonun etkili oldugu gruplar arasinda ALT degeri yiiksek olarak saptanmaktadir.
Bunun ardindaki molekiiler nedenler giiniimiizde bilinmemektedir. Caligmada ALT degerleri
normal olan grup ile yiiksek degerler gosteren gruplar arasinda istirahat STATI1 ve
STAT2’den en az birinde veya birlikte ekspresyon pozitifligi gosterenlerle birlikte negatif
olanlar karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklhilik saptanmistir. ALT degerleri
normal olarak saptanan grupta STAT1 ve STAT2’nin birlikte negatifligi %9 iken, istirahat
STATI1 ve STAT2’den birinde ya da birlikte ekspresyon pozitifligi %91 siklikta saptanmistir.
Elde edilen bu verilere gore kronik B hepatitli ALT’si yiiksek olgulardaki interferon
etkinligini interferonun kullandigi hiicre i¢i sinyal ileti sistemine baglamak miimkiin
goriinmemektedir.

STAT3’iin negatifligi %57 oraninda bulunmustur. Bu olgularin %35’ine STAT1 ve 2
negatifligi eslik etmektedir. STAT1 ve 2 negatif olgularin ise %70’inde STAT3 negatifligi
saptanmustir. Tiim seride STATI, 2 ve 3 ‘lin birlikte negatifligi %20 oraninda gozlenmistir.
Giincel antiviral etkinlikte esas sayilan bu aracilarin eksprese olmamasi bu olgulardaki immiin
yanitin nasil isledigi sorusunu beraberinde getirmektedir.

ALT degerleri 200 IU/L’nin iizerinde olan dort olgu oldugu gézlenmistir. Bu olgularin

STAT profilleri incelendiginde ortak olarak dort olguda da STATI1 ekspresyonu negatif,
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STAT6 ekspresyonu ise pozitif bulunmustur. STAT2 negatifligi ise 3 olguda s6z konusudur.
Ishak fibrozis evresi 6 olan yani sirozla uyumlu tek bir olgu saptanmustir. Bu olguda STAT1
ve STAT?2 ekspresyonu negatif, STAT3, STAT4, STATSB ve STATG ise pozitif olarak
bulunmustur. Ishak fibrozis evresi 0 olan ise iki olgu belirlenmistir. STAT profilleri
incelendiginde STAT1 ve STAT4 ekspresyon pozitifliginin benzer oldugu saptanmustir.

Bu caliyjmanin kronik B hepatitindeki Oonemi Onceki c¢aligmalarla tespit edilmis
parametrelerle istirahat STAT proteinleri arasinda iligki arastinldiginda yedi tane
istatistiksel olarak anlamli iligski saptanmustir: STAT4, STAT6 ve STAT1-STAT?2 ile ALT,
STAT6 ile HBV DNA, STAT?2, STAT3 ve STAT4 ile nekroinflamasyon aktivitesidir.

STAT proteinleri inaktif formda yani fosforile olmamis halde hiicre i¢inde bulunur.
Sitokin reseptor baglantisi ile aktive olan Jaklar ilgili istirahat halde bulunan STAT’1 fosforile
ederek aktif hale gecirmektedir. Son donem c¢alismalarda istirahat STAT proteinlerinin etkisiz
bir halde yalnmizca sitoplazmada aktif hale ge¢cmeyi bekledigi ile ilgili bilgilerin yanls
olabilecegini belirten carpici veriler elde edilmistir. Simdiye kadar literatiirdeki ¢calismalarda
goriilen fosforile STAT proteinlerine agirlik verilmesi de bu yiizdendir. Bu ¢aligmada istirahat
halinde diye tanimlanan fosforile olmamis STAT proteinleri calisilmis ve yukarda bahsedilen
parametrelerle istatiksel olarak anlamli iliskilerinin oldugu aciga cikarilmistir. Bu veri,
fosforile STAT kismimnin yanmda fosforile olmamis STAT proteinlerinin de kronik B
hepatitinde etkin rol aldiklarin1 gostermektedir.

Istirahat STAT sistemiyle, nekroinflamasyon aktivitenin, ALT degerinin ve HBV
DNA parametrelerinin arasinda nasil bir iligki oldugu su andaki giincel bilgiye gore belli
degildir. Teorik tabanl diisiincede istirahat STAT proteinlerinin direkt gen etkisi olabilecegi

akilda tutulmalidir. Ayrica kronik B hepatitindeki sitokinlerin rolii muhtelif arastirmalarda
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ortaya konmustur. Her bir STAT proteininin aktive olmasinda bir¢ok ligandin etkili oldugu
diisiiniiliirse ¢oklu sitokin etkilesiminin STAT proteinine yansimasi da sz konusu olabilir.
HBYV ile konak arasindaki iligkinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan kronik hepatit klinik
tablosu esas olarak immiinolojik bir tablodur. Virusa karsi gelisen immiin yaniti hem virusa
ait hem de konaga ait faktorler belirlemektedir. Dolayisiyla immiinolojik yanit icerisinde yer
alan hiicre i¢i sinyal ileti sistemleri de c¢okca islemektedir. Bu calismada hiicre ici
sinyalizasyonda yer alan istirahat STAT sisteminin kronik B hepatitinde etkili oldugunu
gosterir bulgular elde edilmistir. Bu sistemin kronik B hepatiti patogenezinde yer almasi
demek ileride bu sistemin tedavi hedefleri icerisine alinabilecegi anlamina da gelmektedir.
Ozellikle immiinmodulatuvar amach tedaviler icerisinde bu sistemin konagin lehine
kullanilmast ileri caligmalarla arastirilmasi gereken bir durumdur. Romatoid arthrit gibi
kronik inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde Jak-STAT sistemi hedefli ilag denemelerinin
baslamas1 da bu konunun gelisime acik oldugunu diisiindiirmektedir(44).
Bu ¢alismamizda kronik B hepatitinde 6nceden aciga ¢ikarilmis aktif olan kismmin
yanisira, STAT sisteminin istirahat diye de adlandirilan fosforsuz kismimin da etkin oldugunu
gostermektedir. STAT ekspresyon profilinin anlagilmasi kronik B hepatitinde patogeneze

yonelik ileriki ¢caliymalara yonlendirici olabilir.
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6. OZET
KRONIK B HEPATITLI OLGULARIN KARACIGER DOKUSU

ISTIRAHAT STAT PROTEIN PROFILIi

AMAC: Kronik B hepatitili olgularin karaciger dokusunda istirahat STAT protein profilini
belirlemek ve bu proteinlerle ALT degerleri, hepatit B virus DNA seviyeleri ve karaciger
histolojisi arasinda iligkiyi aragtirmak.

TEMEL BILGI: Hepatits B virus ile host etkilesimi esnasinda aktive fosforile STAT
proteinlerinin bir ¢ok yolagin regiilasyonunda gorev aldigma dair artan miktarlarda veri ile
karsilagilmaktadir. Yakin zamanda istirahat formu olan fosforsuz STAT(u-STAT)
proteinlerinin aktiflesmeyi bekleyen intrasitoplazmik latent aracilar olmaktan 6te, dogrudan
gen ekspresyonlarinda rollerinin oldugu bulunmustur. Bu calismada kronik B hepatitinde u-
STAT profili calisilmis, klinik 6nemi olan ¢esitli determinantlarla iligkisi arastirilmistir.
HASTALAR VE YONTEM: Onceden tedavi almamus ardisik kronik hepatit B enfeksiyonlu
toplam 35 hasta(28 olgu HBeAg negative, 7 olgu HBeAg pozitif) karaciger biyopsisi
yapilarak calismaya alindi. Karaciger dokusunda immiinhistokimyasal boyamayla u-STAT]I,
u-STAT2, u-STAT3, u-STAT4, u-STATSB ve u-STAT6 ekspresyonu degerlendirildi. STAT
ekspresyonlariyla viral yiik, ALT degerleri ve Ishak histolojik skorlamasi arasinda istatiksel
iliski arastirildi.

BULGULAR: 19’u erkek, 16’s1 kadin 35 karaciger biyopsisinde u-STATI1, u-STAT2, u-
STAT3, u-STAT4, u-STATSB ve u-STAT6 ekspresyonu sirastyla %57, %23, %46, %66,
%35 ve % 86 oranindaydi. u-STAT1 ve u-STAT?2 birlikte %29 olguda negatifti. ALT degeri

normal ve yliksek gruplar arasinda u-STAT4, u-STAT6 ile u-STAT1 ve u-STAT? birlikteligi
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acisindan anlaml farklhilik saptandi. HBV DNA titresi ile u-STAT6 arasinda da iliski oldugu
bulundu. Ayrica nekroinflamatuvar aktivite acisindan u-STAT2, u-STAT3 ve u-STAT4
ekspresyonlarmnin anlamli farkliliklar gosterdigi tespit edildi.

SONUC: Bu calisma kronik B hepatitinde aktif olan kisminin yanisira, STAT sisteminin
istirahat kisminin da devrede oldugunu gosteren bir ilk calismadir. STAT ekspresyon
profilinin anlagilmasi kronik B hepatitinde patogeneze yonelik ileriki calismalara yon

verebilir, Jak-STAT sistemi hedefli tedavi uygulamalarinda yararl olabilir.
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