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OZET

HEPATIT B VIRUS INFEKSIYONLU HASTALARDA ACE, TNF a- 238,
TGF 81 + 25, VDR 8 GEN POLIMORFIZMLERI

Hepatit B viriisii hiicreye girdikten sonra konakg¢isinda farkli tablolara neden olmaktadir. Bazi
kisilerde akut olarak gegirilen infeksiyondan sonra iyilesme goriiliirken, bazi kisilerde hastalik
kroniklesmekte, ilerleyen donemde karaciger sirozu hatta karaciger kanserine
doniisebilmektedir. Hastaligin bu kadar farkli sonuca yol a¢masi ile konaga ait genetik
faktorler arasinda iliski kurulmaktadir. ACE, TNFa, TGF B, VDR 8 gen bolgelerindeki

polimorfizmler ile HBV ye kars1 gelistirilen immun yanit iliskilendirilmistir.

Bu ¢alismada hepatit B viriisiiniin farkli tablolara yol agmasinda konaga ait genetik faktorlerin

etkisinin aragtirilmasi amaglanmustir.

Calismaya hasta grubu olarak HBs Ag pozitif, HBV DNA pozitif 220 hasta (153 erkek, 67
kadin) alindi. Bu kisilerden 116’s1 HBeAg negatif, 51’1 HBeAg pozitif, 25’1 asemptomatik
tastyici, 28’1 karaciger kanseri hastalartydi. Kontrol grubu olarak HBsAg negatif, anti HBs
pozitif 122 kisi (75 erkek, 47 kadm) alindi. TGF B1 kodon 25 bdlgesi icin allele 6zgii
polimeraz zincir reaksiyonu, ACE 8, TNF a-238 , VDR 8 bdlgeleri i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu ve restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmi, ACE ID bolgesi i¢in polimeraz

zincir reaksiyonu yapildi ve sonuglar agaroz jel elektroforezinde analiz edildi.

ACE 8, TNF a-238 , VDR 8, TGF 1 + 25 bolgelerindeki polimorfizmlerin analizi sonucunda,
hasta ve kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir. ACE ID bolgesi
icin yapilan istatistiksel analiz sonucu DD genotipi bakimindan hasta ve kontrol grubu

arasinda anlamli bir fark bulunmustur. (p: 0.006)

Anahtar Sozciikler: Hepatit B, immun yanit, polimorfizm, ACE



ABSTRACT

ACE, TNF a-238, TGF p1+25, VDR8 GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH
HEPATITIS B VIRUS INFECTION

Hepatitis B Virus (HBV) infection may trigger different disease patterns depending on some
features of the host. In some patients although acute infection could be followed by disease
recovery, in some other patients the disease could become chronic, which may progress to
liver cirrhosis and also liver cancer. Therefore, the various disease progression is thought to be
associated with the genetic factors of the patients. Some of the polymorphisms examined in
the ACE, TNFa, TGF B3 and the VDR 8 genes were found to be associated with the immune
response to HBV. In this study, it was aimed to investigate the relation of the genetic factors

with the distinct progression of the disease.

In this study, we investigated 220 patients (153 males and 67 females) who were positive for
both HBs Ag and HBV DNA. Among these patients, 116 were HBeAg negative, 51 were
HBeAg positive, 25 were asymptomatic carriers and 25 patients were with liver cancer. Our
control group was consist of 122 people (75 males, 47 females) who were HBsAg negative
and anti-HBs positive. We analyzed the genomic DNA samples using allele specific
polymerase chain reaction method for codon 25 of the TGF B1 gene (TGF B1+25), polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) methods for the ACE
8, TNF a-238 and VDR 8 genes, and polymerase chain reaction method for the ID location of
the ACE gene (ACE ID). Subsequent analyzis were performed using agarose gel

electrophoresis.

When compared with the control group the polymorphisms examined in the ACE 8, TNF a-
238, VDR 8 and the TGF B1+25 genes were not found to be statistically significant. However,
the frequency of the DD variant of the ACE ID gene was significantly different among the

patient and the control groups (p=0.006).

Key Words : Hepatitis B, immune response, polymorphism, ACE
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SIMGELER ve KISALTMALAR

ALT Alanin amino transferaz

ACE Angiotensin converting enzyme (Anjiyotensin Doniistiiriicli Enzim)
anti-HBc¢ Hepatit B kor antikoru

anti-HBclgG Hepatit B kor antikori immunglobulin G
anti-HBcIgM Hepatit B kor antikoru immunglobulin M

anti-HBe Hepatit B e antikoru

anti-HBs Hepatit B ylizey antikoru

cccDNA Kovalent kapal1 dairesel (Covalently Closed Circular) DNA
CD4 Baskalagsma toplulugu (Cluster of Differentiation) 4
CD8 Baskalasma toplulugu (Cluster of Differentiation) 8
ddH20 Cift saflastirilmis (double distilled) su

DNA Deoksiriboniikleik asit

DRI Dogrudan tekrar (direct repeat) dizisi 1

DR2 Dogrudan tekrar (direct repeat) dizisi 2

ECM Ekstraseliiler matriks

EDTA Etilen Diamin Tetra-asetik asit

elF-2 Protein sentezi baslama faktorii

ER Endoplazmik Retikulum

Enh Enhancer

GRE Glukokortikoid diizenleyici element

HBcAg Hepatit B kor antijeni

HBeAg Hepatit B e antijeni

HBsAg Hepatit B ylizey antijeni

HBV Hepatit B virtisii

HLA Insan 18kosit antijenleri (Human leucocyte antigens)
IFN Interferon

IL Interlokin

K Potasyum

Kb Kilobaz



L-HBsAg
MgCl
M-HBsAg
MHC
mRNA

NaCl
NK
NKT
ORF
PKR
PRA
PZR

RE
RFLP
RNA
RNaz H
Rpm

SDS
s-HBsAg
STL
TAE
TBE
TGF
TH1
TH2
THR
TNF
Tris HCI1
VDR

Genis Hepatit B yiizey antijeni

Magnezyum kloriir
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Dogal katil hiicreler (Natural killer cells)
Dogal katil T hiicreler (Natural killer T cells)
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Renin Anjiyotensin Sistemi

Restriksiyon Enzimi

Restriksiyon Fragmani1 Uzunluk Polimorfizmi
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Riboniikleaz H

Dakikadaki dongii sayisi (Revolution Per Minute)

Sodyum Dodesil Siilfat

Kiictlik Hepatit B yiizey antijeni
Sitotoksik T Lenfositleri

Tris Asetik asit EDTA

Tris Borik asit EDTA

Transforme edici biiylime faktori

T yardimci hiicreler (T helper cells ) 1
T yardimci hiicreler (T helper cells ) 2
T hiicre reseptorii
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1.GIRIS

1.1. Hepatit B Viriisii

Hepatit B viriisii; Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnovirus cinsinde yer alan, zarfli ve
kismen c¢ift sarmalli bir DNA viriisiidiir. Bilinen tiim hayvan DNA viriisleri i¢inde en kii¢iik

olanidir.

Hepatit B viriisii elektron mikroskobunda incelenecek olur ise; biiyiikliik, yap1 ve miktar gibi
ozellikleri bakimindan birbirine benzemeyen ii¢ tip partikiile rastlanir. (Testut P., 1996)
a) 42-47 nm capinda, infektif 6zellikte, tam bir virion yapisinda, kiiresel sekilli; Dane
partikiilleri,
b) 16-25 nm c¢apinda i¢inde niikleik asit bulunmayan, infektif olmayan; kiiresel
partikiiller,
c¢) Ozellikle replikasyonun séz konusu oldugu kisilerin serumunda bulunan, 22 nm
capinda, 50-500 nm uzunlugunda niikleik asit icermeyen, infektif olmayan; tiibiiler

partikiiller.

Sekil 1.1. HBV partikdillerinin elektron mikroskobu goérintusi



Viriis elektron mikroskobunda ¢ift katmanli olarak goriiliir. Distaki katman viral zarftir,
HBsAg proteinlerinden olusur. HBsAg ii¢ protein ¢esidinden olusur; genis (L), orta (M), ve
kiigiik (S). Bunlar ayn1 diziyi paylasirlar fakat L ve M proteinlerinin farkli uzunluklarda amino
ucu uzantilar1 vardir. L-HBsAg; pre- S1 ve pre-S2 bolgelerini icerirken, M-HBsAg pre-S2’yi
icerir. Kor partikiilii veya kapsit olarak adlandirilan, DNA’y1 saran igteki katman ise HBcAg
proteinlerinden olusmaktadir ve 37 nm ¢apmndadir. Kandaki titresi 10 titre/ml den 10°
titre/ml’ye kadar ¢ikabilmektedir. Kandaki en yaygin virlis parcaciklar1 virionlar degil,
HBsAg’den olusan ve viral DNA icermeyen 20 nm c¢apl kiiresel partikiillerdir. Bu bos
partikiiller DNA igermedikleri i¢in enfeksiyoz degildirler. (Lai ve Mason 2001)

1.1.1 HBYV Genom Yapisi

Hepatit B viriisii kismen ¢ift sarmalli, sirkiiler, 3,2 kb uzunlugunda bir DNA molekiilii tagir.
Viriisiin en 6nemli 6zelligi genomu olusturan sarmallarin asimetrik olmasidir.(Summers ve
ark., 1975, Gerlich ve ark., 1980) Tamamlanmis negatif sarmal mRNA’ya komplementerdir.

Tamamlanmamis pozitif sarmal ise daha kisadir.

HBV de genetik bilginin tamami uzun sarmal {izerinde kodlanmis olup bu sarmal kor,
polimeraz, ylizey ve X olmak iizere dort degisik protein kodlayan niikleik asit dizisine (ORF)
sahiptir. Bu ORF’lerin transkripsiyonu promoter ve enhancer denilen diizenleyici diziler
tarafindan kontrol edilmektedir. HBV genomunda fonksiyonel olarak tanimlanmis en az 4
promoter (pre S1, S, X, pre C ) ve 2 Enhancer (Enh 1 ve Enh 2) bolgesi bulunmaktadir. (Serter
D. 1997, Thiollais P ve ark., 1985) Ayrica S geni iginde yer alan ve Enh 1 ile baglantil1 olarak
glukokortikoid varliginda gen ekspresyonunu yaklagik 5 kat artiran bir elemanin (GRE) varligi

tanmimlanmustir.
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Sekil 1.2. Hepatit B viriisiiniin genom yapisi

HBV DNA’daki genler bazi bolgelerde ¢akismis durumdadirlar. Genomun en uzun geni olan
P geni; X ve C genleri ile kismen, S geni ile tamamen c¢akigmistir. Sonug olarak uzun sarmal
1,5 defa okunmaktadir. Bu 6zellik nedeniyle HBV, bilinen hayvan viriisleri i¢inde en kiigiik
genomik yapiya sahip olmakla birlikte, kendini kodlama kapasitesi en fazla olan viriistiir.

(Mahoney ve ark., 1999 Neurath ve ark., 1986)

Uzun sarmaldaki S geni yiizey proteinlerini, C geni kapsid proteinlerini, X geni X proteinini
ve P geni de DNA polimerazi kodlamaktadir. Ancak baslangi¢c kodonlari farkli oldugu i¢in S
geni lizerinde pre S1, pre S2 ve S olmak {lizere ii¢, C geni lizerinde ise pre C ve C olmak iizere
iki bolge bulunmakta; dolayisiyla farkli baslangic kodonlarindan sentezlenen proteinler de
farkli olmaktadir. Bu nedenle 4 adet ORF’ye sahip olmasina ragmen HBV tarafindan 7 degisik
polipeptit iiretilmektedir. (Lau JYN ve Wright TL, 1993)

HBV genomu ig¢indeki protein kodlayan bolgeler disinda iki direk tekrar bolgesi vardir.10-12
niikleotit uzunlugunda olan bu yapilar DR1 ve DR2 olarak adlandirilir ve replikasyonda
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onemli rol oynar. Bu direk tekrar dizilerinin birbirine tutunmasi ile viral DNA’nin yapisal
biitiinligli saglanir. DNA iizerindeki EcoRI restriksiyon kesim bolgesi genomun
numaralandirilmasinda ilk referans bolge kabul edilir. Kor geninin 5’ ucunda bulunan TATA
benzeri diziler ise viral RNA polimerazin, promoter bolgesine baglanmasi i¢in sinyal gorevi

gorur.

1.1.2. HBV Yasam Dongiisii

HBV’nin konak hiicreye baglanmasinda rol oynadigi diisiiniilen fibronektin, transferin
reseptorii, apolipoprotein H, polimerize insan serum albumini, pre S2 glikan, HBV baglayan
faktor gibi birgok reseptdr aday1 tanimlanmistir. (A. Budkowskca ve ark., 1995, A.Franco ve
ark., 1993, A. R. Neurath ve ark.,1994, U. Treichel ve ark., 1997) S proteinine 6zgii bazi
reseptorlerin  varhigi gosterilmis olsa da HBV’nin hepatosite tutunmasinda Lve M
proteinlerinin de énemli oldugu saptanmustir. In vitro olarak pre S1 ve pre S2 de karacigere

spesifik tutunma bolgeleri tanimlanmistir. (Robinson WS, 1991)

Hepatosite baglanan virlisin konak hiicre c¢ekirdegine nasil ulastigi tam olarak
aydinlatilamamistir. HBV; muhtemelen reseptére bagimli endositoz yoluyla hiicre igine
girmekte, viral DNA ile niikleokapsid viriondan ayrilmakta ve islenmeden konak hiicre
cekirdegine tasinmaktadir. Kismen ¢ift sarmalli ve her iki ucu serbest halde bulunan DNA’ nin
kisa sarmalinin eksik olan boliimii endojen DNA polimeraz tarafindan tamamlanir. Bu sirada
uzun sarmalin 5’ ve 3’ uglar arasindaki agiklikta onarilmis ve sonugta tiimiiyle ¢ift sarmalls,
stiper kivrimli, uglart kapali, sirkiiler yapida 3,2 kb’lik bir HBV-DNA (cccDNA: covalently
closed circular DNA) meydana gelir. Replikasyonun normal seyri sirasinda, HBV DNA’nin
konak genomuna integrasyonu goriilmez. HBV ile infekte bazi kisilerin serumunda nadir
olarak HBcAg’nin varlig1 gosterilmis olsa da, bu antijen viral replikasyon sirasinda konak
hiicre ¢ekirdeginde siklikla saptanabilmektedir. Bu nedenle HBcAg’nin niikleusa girmesinin
cccDNA’nin ortaya ¢ikmasindan 6nce oldugu tahmin edilmektedir. (Lau JYN ve Wright TL,
1993)



cccDNA kalip olarak kullanilarak konak hiicre RNA polimerazinin (RNA polimeraz 1)
yardimi ve viral diizenleyicilerin (4 adet promoter ve 2 adet enhancer) etkisiyle viral RNA’lar
sentezlenir. HBV RNA’larin hepsinin 3’ uglari ayni niikleotittedir (1934. niikleotid). Bunlar C
genine ait ORF’den gelen sinyalin 6zelligine gére ya mRNA ya da pregenom gorevi yapar.
HBV’de fonksiyonu bilinen 4 mRNA transkripti tanimlanmigtir. Genomdan daha uzun olan
3,5 kb’lik pregenomik RNA iizerinden farkli baslangi¢ noktalarina sahip 3 farkli protein (e
antijeni, kor ve polimeraz) sentezlenir. Pregenomik RNA ters transkripsiyon icin de kalip
gorevi yapar. 2,4 kb’lik transkript {izerinden farkli baglangi¢ noktalarina sahip preS1, preS2 ve
S olmak iizere 3 farkli protein sentezlenir. 2,1 kb’lik transkript {izerinden de preS1 disindaki
ylizey proteinlerinin sentezi gerceklesir. 0,7 kb’lik en kiigiik transkript, X proteininin
sentezinden sorumludur. (Lau JYN ve Wright TL, 1993) Translasyon sirasinda olusan
pregenom, kor partikiilii igine yerlesir. Konak hiicre sitoplazmasinda devam eden replikasyon
boyunca 3.5 kb’lik RNA’dan (-) DNA sarmali sentezlenir. Bu olusan (-) iplik DNA sentezi
icin kalip gorevi goriir veya niikleusa donerek cccDNA’lart ¢ogaltmak ya da viral envelop
proteinleri ile kaplanmak tizere ¢ift iplikli, acik dairesel DNA genomu haline gelir. Eger viral
envelop proteinleri ile kaplanirsa endoplasmik retikulumun igine girer, golgi aparat1 ile birlikte

kana atilir ve diger hepatositlere yayilir. (Chisari,2000)

Negatif iplik¢igin sentez islemi; DR1’in 3’ ucundaki terminal proteinin bulundugu yerden
baslar. Sentez ilerledikge RNA otomatik olarak RNaz H etkisiyle tahrip edilir. Kisa zincirin
sentezinde kalip olarak uzun sarmal kullanilir. Sentez DR2’nin 3’ ucundan baslar ve uzun
zincirin 5’ ucundaki terminal protein gegilinceye kadar devam eder. Genomun sirkiilasyonu (-)
iplik¢igin 3’ ucundaki 9-10 niikleotitlik terminal artik sayesinde olur. Kismen ¢ift sarmalli
sirkiiler yapidaki kor kisminin kilif proteinleri tarafindan c¢evrelenmesiyle ve ayn1 zamanda
polimerazin da tiikenmesi nedeniyle kisa zincirin sentezi tamamlanamaz ve bu sarmal eksik

kalir. ( Thiollais, P., Pourcel, C., Dejean, A., 1985)
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Sekil 1.3. HBV 'nin yasam déngiisii

1.2. Hepatit B Viriis Infeksiyonu

Biitiin diinyada yaygin olarak goriilen Hepatit B viriisiine bagli akut hepatitin ortalama %
5’inin kroniklestigi ve bunlarin 6énemli bir boliimiiniin siroza doniistiigii, sirozlu olgularda da

hepatoseliiler kanser gelisme riskinin oldukga yiiksek oldugu bilinen bir gergektir.

HBV infeksiyonunun diinyadaki dagilimi, bolgelere gore farklilik gostermektedir. Bu
farkliliklar nedeniyle diinya; diisiik, orta ve yiiksek endemisite bolgelerine ayrilmistir. Diinya

niifusunun iigte biri yiiksek infeksiyon riski olan bolgelerde yasamaktadir.
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Sekil 1.4: HBsAg 'nin diinyadaki dagilim haritas

HBV’nin dért ana bulas yolu vardir: Infekte kan ya da viicut sivilari ile parenteral temas
(perkiitan), cinsel temas, infekte anneden yeni dogana bulasma, infekte kisilerle cinsellik

icermeyen yakin temas.

Viral hepatitler, asemptomatik infeksiyondan fulminant hastaliga kadar degisen farkli klinik
seyir gostermektedir. Hastalik cocuklarda ve genglerde yetiskinlere goére daha hafif ve
asemptomatik olarak seyretmektedir. HBV infeksiyonunun 4 yasin altindaki ¢ocuklarda % 90,
30 yasin lzerindeki yetiskinlerde ise 2/3 oraninda asemptomatik olarak geg¢irildigi

bildirilmektedir.( Koff, RS., 1993)



Akut HBV infeksiyonunun inkiibasyon donemi 4-28 hafta olarak belirlenmis fakat cogu
vakada bu aralik 60-180 giindiir. Hepatitin ortaya ¢ikmasi serumda HBsAg’nin
saptanmasindan ortalama 4 hafta (1-7 hafta) sonradir.(Robinson, WS., 1995)

Yeni infekte olan kisilerde, HBsAg, HBV ile temastan 30-60 giin sonra serumda belirlenir.
HBsAg varligi devam eden infeksiyonu gosterir. HBsAg’nin 3 aydan uzun siire kalmasi

kronik hepatit B infeksiyonunun gelisecegini gosterir.

Anti-HBs, HBsAg kaybolduktan sonra ve genellikle hastaligin baslangicindan 3 ay sonra
ortaya ¢ikar. lyilesmeyi ve immiiniteyi gosterir. Anti-HBs ¢ogu kisilerde hayat boyu kalicidir.
Anti-HBs ile birlikte anti-HBclgG pozitifligi dogal immiiniteyi, sadece anti-HBs pozitifligi
asilama ile olusan koruyuculugu gosterir. Ayrica HBsAg tasiyicilarinin %10- 40’ mnda diisiik
titrede anti-HBs olabilir. Bu durum, mekanizmasi kesin olmamakla beraber farkli subtiplerle

ayn1 zamanda infeksiyon olmasina baglanmaktadir. (Sherlock, S., Dooley, J., 1997)

Anti-HBcIgM ve IgG semptomlarin baslamasyla ortaya ¢ikar, IgM birka¢ ay pozitif kalir ve
hastaligin baslangicindan 4-8 ay sonra serumda tespit edilemez. HBsAg’nin serumdan
kaybolup anti-HBs gelisinceye kadar gecen donemde anti-HBcIgM’nin varligi akut
infeksiyonu gosteren en Onemli isarettir. Anti-HBcIgM’nin varhigini siirdiirmesi hastaligin
kronikleseceginin isaretidir. Anti-HBclgM’nin 7-8S formunun kronik HBV infeksiyonunda,
19S formunun ise akut infeksiyonda dominant oldugu bildirilmektedir. (Siogren, MH., 1996)

Hepatit B viriisiine maruz kalanlarda anti-HBcIgG yillarca veya hayat boyu pozitif kalabilir.
HBsAg tastyicilarinda anti-HBcIgG yiiksek titrede bulunur. Anti-HBs olmadan, yiiksek

titrede anti-HBcIgG olmasi viral infeksiyonun devam ettigini gosterir. Anti-HBs ile birlikte
anti-HBcIgG’nin diistik titrelerde bulunmasi hepatit B infeksiyonunun ¢ok eskiden

gecirildigini gosterir.

HBeAg, viral replikasyonun devam ettigini ve infektiviteyi gosterir. HBsAg’den kisa bir siire
sonra pozitiflesir. 10 haftadan daha uzun siire devam etmesi infeksiyonun kronikleseceginin

belirtisidir. Anti-HBe nispeten diisiik infektivitenin ve hastaligin tamamen iyileseceginin gii¢lii
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bir gdstergesidir. Anti-HBe genellikle akut infeksiyondan yillar sonra kaybolur. (Alter ve Bell,
2001)

HBV-DNA viral replikasyonun en onemli gostergesidir. HBsAg varliginda serumda HBV-

DNA tespiti viremi diizeyini ortaya koyar ve serum transaminaz diizeyleri ile orantilidir.

1.3. Hepatit B infeksiyonunda immiin Yanitlar

Viral infeksiyonun hemen ardindan, antijen belirli olmayan bazi etki mekanizmalar1 ¢aligmaya
baslarlar (Sek. 1.5. Immiin yanit mekanizmasi). Bunlardan biri olan interferonlar, viral yasam
dongiisiiniin pek ¢ok fazina kars1 etki eden bir grup proteindir. iki temel IFN tipi: Tip 1 IFN;
IFN-a, -B’dir ve bunlar antiproliferatif ve antiviral etki gosterirler. Digeri, tip 2 IFN veya IFN-

y’dir ve immiin diizenleyici sitokin olarak gorev yapar.

_\Il.-ts, 1--10

& O
(%) *

L
o @
APC (=)
(Kupffer cell)

Sekil 1.5. Immiin yanit mekanizmast

Tip1l interferonlar bir grup hiicresel genin transkripsiyonunu aktif hale getirirler. Bunlardan
Mx protein, 2’-5’ oligoadenilat sentetaz (2-5° OAS) ve IFN tetikli protein kinaz (PKR)
antiviral aktiviteye sahiptir. En iyi bilinen hiicresel protein, 2°-5> OAS’dir. RnazL yi aktif hale
getirerek cift iplikli RNA’y1 pargalarlar (Foster, 1997; Peters, 1996).



PKR, serin/treonin belirli protein kinazdir ve elF-2’yi (protein sentezi baslama faktorii)
fosforile ederek protein sentezini ve dolayisiyla viral replikasyonu global olarak engellerler.
PKR’nin tiimor baskilayict ve apoptozu tetikleyici fonksiyonlar1 da olabilir. Bu protein kinazin

IFN tarafindan diizenlenmesi 6nemlidir (Clemens ve Elia, 1997).

Bu etkilerin yani sira interferonlar, hiicre yiizeyinde HLA simif I ifadesini arttirarak enfekte

hiicrelerin immiin aracili parcalanmasini arttirir (Attallah ve Strong, 1979).

NK hiicrelerinin tetiklenmesi, aktivasyonu ve c¢ogalmasi interferonlara baghdir (Trinchieri,

1997).

Baz1 g¢alismalar NK hiicrelerinin sitotoksik etkisinin kronik HBV infeksiyonunda azalmis

oldugunu gostermektedir (De Martino ve ark., 1985; Corado, 1997).

Viriis hiicreye girdikten sonra viral yayilmayi1 baskin olarak engelleyen, hiicresel immiin
cevaptir. T hiicre reseptorii (THR) ile HLA sinif I veya siif II molekiilleri ile islenmis viral
proteinlerden olusan kompleksin iliskisi sonucu CD4+T ve CD8+T hiicreleri fonksiyon gortir.
THR ile uygun molekiiler kompleksin iligkisi ile, T hiicreleri aktif hale gelir ve sitoliz, sitokin

iiretimi gibi fonksiyonlar sergilerler.

CD4+ hiicreler sitokin iiretme kapasitelerinden dolay1 énemli rol oynarlar. Isaretci (prekursor)
hiicreler 6ncelikle IL-4 ve IFN-y iiretirler, bu tip 0 modeli olarak adlandirilir, daha sonra tipl
ve tip 2 hiicrelere baskalasirlar.

Tip 1 cevaplar1 IL-2 ve IFN-y cevabi ile karakterizedir, bunlar da antijen belirli hiicresel
bagisiklig1 saglarlar (Biron, 1994). Ayrica tip | interferonlar da bu gruptadir ve viriisler gibi
hiicre i¢i patojenlere karsi etkilidirler (Tough, 1996). Tip 2 cevaplarn IL-4, IL-5 ve IL-10 ile
karakterizedir ve humoral immiin cevaplar1 desteklerler. Tip O hiicreleri, sitokin ortamina ve
antijen yiikline ve bazi diger faktorlere gore tip I veya tip II’ye baskalasirlar (Mosmann ve
Sad, 1996). Mesela, IFN-y, IL-12, TGF-B1 varligi, cevap veren bir hiicreyi tip I fenotipine
cevirirken, IL-4 ve IL-10 varlig1 tip 2 fenotipine ¢evirir. Tam tersine, IL-4 ve IL-10 tip I

cevaplar1 engeller (Croft ve ark., 1994). Tip 0 hiicrelerin degisimini saglayan sitokinler T-
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olmayan hiicreler tarafindan sentezlenir. Mesela IL-12 makrofajlardan ve NK hiicrelerden, IL-
4 mast hiicrelerden ve karacigere 6zgili olan NK hiicrelerden salgilanabilir (Chen ve Paul,
1997). 1IL-2, TNF-a, IL-6; naif (CD45RA+) ve bellek (CD45RO+) CDA4+ hiicrelerini
cogalmalar1 i¢in aktif hale getirir. Bu antijenden bagimsiz T hiicre aktivasyon yolu, etken T
hiicreleri in vivo ortamda bir araya toplamak icin ve bellek T hiicrelerin klonal biiyiikliiglinii

antijen yoklugunda saglamak i¢in gereklidir. (Unutmaz, j infect dis, 1997:176:217-226)

1.3.1. Akut Hepatit B’de Immun Yanit

Akut HBV infeksiyonu siiresince, immiin sistemin pek c¢ok kolu harekete gecer ve viral
temizligi saglayabilmek icin bunlarin bir arada hareket etmeleri gereklidir. Akut HBV
infeksiyonu sirasinda, transaminazlarin yiikselmesiyle ayn1 anda HBV proteinleri i¢in belirli
antikorlar olusur (Milich ve ark., 1995b). Bunlardan anti-HBs kritiktir. Akut, HBV
infeksiyonu sirasinda da HbcAg, HbeAg, HbsAg’ye karst yogun CD4+ cevabi vardir (Ferrari
ve ark., 1991). Kor proteinine karsi yogun bir CD4+, klas II sinirh cevap, HBV nin serumdan
temizlenmesi ve vireminin kontrolii i¢in gereklidir. Bu arada yer alan bazi mekanizmalar ise

sOyledir:

1. HBcAg belirli yardimci T hiicreleri, HBs ve HBc belirli B hiicrelerine yardim ederler
(Milich ve ark., 1987).

2. HBV belirli CD4+, HBV belirli STL’nin uyarilmasina katilir. Kronik HBV
infeksiyonunda akut infeksiyona gore daha zayif CD4+ ve STL cevabi vardir (Penna
ve ark., 1991; Nayersina ve ark., 1993).

Akut HBV’den iyilesmis olan kisilerden alinan T hiicre hatlarinda ve klonlarinda tipl cevabu,
ve baskin olarak IFN-y goriiliir (Penna ve ark., 1997). Fakat kronik hepatit B’de CD4+ ve
CD8+ karaciger T hiicrelerinin ¢ogu tip 0 hiicreler olduklar1 ve hem IFN-y hem de IL-4 ve IL-
5 salgilayabildikleri goriilmiistiir (Bertoletti ve ark., 1997). Ayrica interferona cevap
verenlerde, vermeyenlere gore IL-12 ve tip 1 sitokinlerin daha ¢ok salindig1 goriilmiistiir. Bu

bulgular, akut HBV’nin iyilesmesinde, CD4+ ve CD8+ HBV belirli hiicresel immiin
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cevaplarin kritik oldugu bulgusuyla tutarlidir. Fakat bu polarizasyonun neden bazi insanlarda

olup bazilarinda olmadig: belli degildir.

HBYV antijeninin miktar1 da degisik immiin yanita yol acar. Farede, HBcAg, tip 1 benzeri
hiicreleri harekete gecirirken, HBeAg tip0 ve tip2 benzeri hiicreleri harekete gecirir (Milich ve
ark., 1997). Dolayisiyla, erken infeksiyon doneminde, HBeAg’yi kiyasla, daha fazla iireten
kiside tip 2 cevabi olusabilir.

CD4+ hiicre cevabinin yani sira, akut HBV infeksiyonunun ayirt edici 6zelligi, kor, envelop,
polimeraz gen iiriinlerine karsi olusmus giiclii, poliklonal, multispesifik STL cevabidir.

(Nayersina ve ark., 1993; Penna ve ark., 1992).

HBV’ye 6zel bu STL cevabi, viriisiin temizlenmesinde 6nemli rol oynar (Chisari, 1995 ).
Bunun bir kism1 enfekte hiicrelerin taninmasi ve yok edilmesidir (Eddleston, 1982). Hem in
vitro hem in vivo deneyler baz1 sitokinlerin HBV replikasyonunu engelledigini gostermistir. /n
vitro ortamda, rekombinant TNF-a, HBV replikasyonunu engeller (Gilles ve ark., 1992). Bunu
HBV mRNA’nin pargalanmasini hizlandiran bir post-translasyon mekanizmasi ile yaptigi
diistintilmektedir (Tsui ve ark., 1995). Ayrica kor promotor element, TNF-a, IFN-y ve IFN-
a’ya karst duyarlidir (Romero ve Lavine, 1996). Guidotti ve Chisari’nin (1994) grubunun
yaptig1 bir ¢calisma STL tarafindan salgman sitokinlerin in vivo ortamda HBV infeksiyonu
tizerinde test etmistir. Tiim genom HBV replikatif formu ifade eden fareye HBV belirli STL
transferinden sonra, karaciger inflamasyonu ve HBV gen ifadesinin azaldigi gorilmistiir.
Viriis belirli STL tarafindan sitokin salgilanmast (IFN-y ve TNF-a), bu modelde STL’nin
viriisli temizleme kabiliyetini arttirir (Guidotti ve ark., 1994). Hayvanlara IFN-o ve TNF-a’ya
kars1 antikor verildiginde de kaskadin engellendigi goriilmiistiir (Guidotti ve ark., 1994).

Bu tez galismasi kapsaminda yer alan TNF a gen bolgesine ait bilgiler yukarida anlatilmistir.
Calismamizda yer alan HBV ye karsi immun yanitta onemli oldugu diisiiniilen diger gen

bolgeleri; VDR, ACE, TGF B’ya ait bilgiler asagida verilmistir.

Vitamin D kalsiyum metabolizmasinda etkilidir ve ayrica énemli bir immiin diizenleyici

12



hormondur. Vitamin D’nin aktif metaboliti, 1,25D3; monositleri aktive eder, hiicre-ortamli
immiiniteyi stimule eder, lenfosit proliferasyonunu, immunglobin iiretimini ve sitokin

sentezini baskilar. (Manologas, 1994)

Vitamin D reseptor geni (VDR); Vitamin D’nin hormonal fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve
boylece Vitamin D’nin akigkanligini saglamakla gorevlidir. Bu sebeple de kalsiyum
metabolizmasinin saglanmasinda temel rol oynar. VDR molekiiliinde meydana gelen
degisiklikler, hiicre ve doku hemostazinin diizenlenmesinde kritik degerler olusturarak
aksamalara sebep olabilir. VDR, monositler ve lenfositler {izerinde ifade edilir ve bu

reseptoriin uyarilmasi immiin sistemi etkiler (Hutchinson ve ark., 2000).

Karacigerde bulunan makrofajlar, Kupfer hiicreleri, TNF-a gibi sitokinlerin etkisiyle aktif hale
gelirler ve TGF-B1 tretirler. TGF-B1, Hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve matriks iiretimini
diizenleyen multifonksiyonel bir sitokindir. TGF-f1 geni 19.kromozomda lokalizedir. TGF-
B1 mRNA, lobuler nekroz ile iliskilidir (Napoli ve ark., 1994; Paradis ve ark., 1996). TGF-p1

ayni zamanda, CTL lerin sitolitik aktivitesini engeller.

Hepatik fibrozda dominant fibrojenik sitokin TGF-B1°dir. Transforme edici biiytime faktorii
(TGF) beta 1, stellat hiicrelerinin ve bunlarin ECM protein iiretimlerinin aktivasyonuna katilir

(Friedman, 1999)

TGF-B1 sekresyonunun ve aktivasyonunun diizenlenmesi kompleks post-translasyonel olaylari
icerir. Bunlar mRNA stabilizasyonu, TGF-f1 kompleksinin olusmasi ve aktivasyonu ve

reseptor ekspresyonunun modiilasyonunu igerir (Kim ve ark., 1992).

TGF-B1, karacigerde, parenkimal olmayan hiicrelerde ¢ogunlukla stellat ve, Kupfer ve endotel

hiicreleri tarafindan sentezlenir (Nakatsukasa ve ark., 1990a; Nakatsukasa ve ark., 1990b).

Kardiak ve renal fibrozda, TGF-B1 {iretimi anjiyotensin II (All) tarafindan artabilir. AIl, renin-
anjiyotensin sistem (RAS)’in effektor molekiiliidiir (Kim, 95; Lee, 95) RAS’1n birincil gorevi

vascular tonu ve renal tuz salinimini ayarlamaktir. Fakat yeni bulgulara gore, kan basinci
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tizerine olan etkilerinden bagimsiz olarak, AIl, ECM birikimini ¢ogaltir. (Noble, 97)

Anjiyotensin [ doniistiiriicii enzim (ACE), c¢inko metalloproteazdir ve asil fonksiyonu
anjiyotensin I’1 vasoaktifi ve aldosteronu uyaran peptid anjiyotensin II’ye ¢evirmektir. (Erdds,
87). Anjiyotensin II inflamatuar Onciisiidir. NF Kappa B’nin ekspresyonunu uyarir.

Inflamatuar sitokin olan IL- 6’nin gen ekspresyonunu diizenler. (Phillips MI. Ve ark., 2002)

Renin Anjitotensin Sistemi: Renin bir proteolitik enzim olup jukstaglomeriiler hiicrelerde
depolanir ve sekrete edilir. Jukstaglomeriiler hiicreler afferent arteriyol duvarinda 6zel bir grup
hiicredir. Renin karacigerde yapilan renin substratini (anjiyotensinojen) etkileyerek
anjiyotensin I’1 olusturur. Anjiyotensin I, Doniistiiriicii Enzim ile (ACE) Anjiyotensin II’ye

dontistir. Kimaz Anjiyotensin I’1 Anjiyotensin II’ye doniistiiren diger bir enzimdir.

Renin sekresyonunu etkileyen mekanizmalar: Renal perfiizyon basinci, tiibiil i¢i Na
konsantrasyonu, diyette K alimi ve Anjiyotensin II’nin kendisidir. Plazma renin aktivitesi
(PRA); azalmis s1vi hacmi, efektif plazma hacmi, renal perflizyon basinci; artmis sempatik
aktivite, renin substrat diizeyi; renin salgilayan tlimorler, renal parankimal lezyonlardan
kaynaklanan iskemi ve yiiksek renin diizeyiyle birlikte olan primer hipertansiyonda yiiksek
iken ekstraselliiler sivi birikimi, sempatik sistem yetersizligi, hiperkalemi ve diisiik renin

diizeyiyle birlikte olan primer hipertansiyonda diisiik diizeydedir.

Anjiyotensin II'nin Tip I (ATI) ve Tip II (AT2) olmak flizere baslica iki reseptorii vardir.
Anjiyotensin II’nin bilinen hemen biitiin etkileri AT reseptorii araciligr ile olur. AT2
reseptorlerinin rolii tam olarak anlasilamamistir. AT2 reseptorlerinin aktivasyonunun

bradikinin ve nitrik oksid aracilig1 ile vazodilatasyon olusturdugu diisiiniilmektedir.

Anjiyotensin II ¢ok etkili bir sistemik vazokonstriktor ajandir. Vaskiiler diiz kas, sempatik
sinir sistemi, adrenal korteks ve bdbrek {izerine olan etkileri anjiyotensin II’'nin

vazokonstriktor ve volim tutucu Ozelliklerini arttirir.

Anjiyotensin II'nin yukaridaki etkilerinden baska vaskiiler diiz kas hiicrelerinde inflamatuvar

bir yanit olusturur ve ateroskleroz ile bir iligkisi mevcuttur.
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ACE’nin bagka pek ¢ok fizyolojik rolleri oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii enzim belirliligi
genistir ve ¢cok dagilmistir. (Ehlers, 89)

1.3.2.Kronik Hepatit B’de Immiin Yanit

Kalic1 HBV infeksiyonunun gelisimini agiklamak i¢in baz1 mekanizmalar 6ne stiriilmiistiir:

1. Akut hepatit B’ nin iyilesmesinde etken olan mekanizmalar, kronik infeksiyonlu hastalarin
iyilesmesini engelliyor olabilir. HBV replikasyonunun ve antijenin ifade edilmesinin, hasarli T
hiicre yanit1 ile kismi olarak engellenmesi, enfekte hiicrelerin immiin sistemden kagmasina
neden olabilir. T hiicre etken fonksiyonlar iki yol izlerler: diisiik peptid konsantrasyonlar1 ve
zay1f T hiicre reseptor antagonistleri, CD8+T hiicrelerinin sitotoksik etki mekanizmalarin
tetiklerken, ytliksek peptid konsantrasyonu IFN. {iretimi ve IL-2’ye yanit verebilmek i¢in ve T
hiicre ¢ogalmasi i¢in gereklidir (Valitutti ve ark., 1996). Dolayisiyla yeterli derecede aktive
olmamig CD8+T hiicreler, sitokin aracili mekanizmalar ile infeksiyonu temizleyemezler

fakat hala karaciger hasari olusabilir.

2. Eger infeksiyonun kinetigi konak¢1r immiin yanitlara degil de HBV replikasyonuna dogru
egilim gosteriyorsa, HBV konagin savunmasi yikar (Chisari, 2000). Pek cok hepatositi
enfekte eder ve HBV’ye 6zgili T hiicrelerin ulasamayacaklari, karaciger dis1 dokulara ulagir

(Bertoletti ve ark.,1994b).

3. Ugiincii mekanizma, T hiicre tanima bélgelerinde olusan viral kacis mutasyonlar: ile
ilgilidir. T hiicre epitoplarinda HBV varyasyonlar1 kronik HBV infeksiyonunda gozlenmistir
(Bertoletti ve ark., 1994a; 1994b).

4. T hiicre epitoplarinda varyasyon gosteren viral diziler, ¢ogalma ve sitokin salgilanmasi gibi

T hiicre fonksiyonlarii engelleyebilirler ve orijinal epitopa kars1 immiin yaniti tamamen veya

kismen engellerler (Lanzavecchia, 1997; Evavold ve Allen, 1991; Sloan-Lancester ve
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ark., 1993). Fakat HBV, ¢ok yonden 6zgiin bir immiin yanittan kagmak i¢in pek ¢ok farkli
epitopta mutasyona ugramalidir ve en azindan bazi epitoplardaki mutasyonlar viral yasam

dongiisiiyle bagdagsmayacaktir (Bertoletti ve ark., 1994a; 1994b).

1.3. Polimorfizmler

TGF-B1 25 bg’deki kodondaki polimorfizm arjinin-prolin aminoasit degisimine yol agar. Bu
noktada arjinin amino asit varlig1 yiiksek TGF-B1 salgilanmasiyla iliskilendirilmistir (Awad ve

ark., 1998).

Pro/arg yer degistirmesi kii¢iik, yiiklii bir aminoasidin degisimine isaret eder ve bu da kodon

29’da ki bitisik kesim noktasi lizerinde direk etkisi olabilir (Awad ve ark., 1998).

Yapilan ¢alismalarda, 25 b¢’deki kodon i¢cin TGF-B1 polimorfizminin in vitro ortamda TGF-
Bl diretimi ile iliskili oldugu goriilmiistiir. [n vitro ortamda periferal mononiiklear kan
hiicrelerinin uyarilmasi sonucu arjinin/arjinin homozigot genotipin arjinin/prolin genotipteki
hastalara gore daha fazla TGF-B1 proteini irettikleri goriilmiistiir. Ayrica daha fazla TGF-1
iireten genotipte (arg/arg) hastalarin daha az TGF-B1 {ireten genotipte (arg/pro veya pro/pro)

olan hastalara gore hepatik fibrozun fazla oldugu goriilmiistiir.

PBL tarafindan TGF-B1 iiretimi, saglikli insanlarda bakildiginda, TGF-B1 +74 bdlgesinde
(kodon 25) G/G genotipinde, G/C genotipine gore daha yiiksektir (Awad ve ark., 1998).

ACE konsantrasyonu ile ilgili olarak baz1 bolgeler belirlenmistir. Bunlardan intron 17°deki

polimorfizm, ACE 8, ACE’deki toplam c¢esitliligin %19’una etkilidir. (Zhu ve ark. 2001)
ACE intron 16’daki polimorfizm, ACE I/D, bir Alu ekleme/¢ikarma bdlgesidir. Bu bolge ile

ilgili, DD genotipinin, yiiksek; DI genotipinin, orta; I genotipinin diisiik ACE konsantrayonu
ile ilgili oldugu bulunmustur (Rigat ve ark., 1990).
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TNF a geni, MHC’nin smif III bdlgesinde bulunur. HLA-B bdlgesinin 250 kb sentromerik
yoniinde, HLA-DR bolgesine ise 850 kb telomerik yoniinde bulunur. TNF’nin potansiyel
biyolojik etkileri nedeniyle, iiretimi hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel olarak
kontrol edilir (Sariban ve ark., 1988). TNF a promotoru 238. kodona bulunan polimorfizmde;

GG genotipi diisiik, GA orta, AA yliksek TNF sekresyonuna neden olmaktadir.

Vitamin D reseptorii, monositler ve lenfositler lizerinde ifade edilir ve bu reseptoriin stimule
edilmesi immiin sistemi etkiler. Vitamin D reseptdriinde pek ¢ok polimorfizm bulunur.
Bunlardan transkripsiyon verimini etkileyen polimorfizmlerin viral replikasyonun kontrolii ile

iliskili oldugu diistiniilmektedir.

VDR intron 8 genotipleri AA, Aa, aa olarak adlandirilmistir (Hutchinson ve ark., 2000).
Yapilan calismalar sonunda Vitamin D ile kronik HBV infeksiyonunun engellenebilecegi

diisiiniiliiyor. (Bellamy ve ark., 1999).

Calismamizda ele alinan faktorler ve bu faktorlerin bilinen polimorfik bélgelerinin gen

ifadesine etkisi ¢izelge 1.1 de verilmistir.

17



Cizelge 1.1. Polimorfik bolgeler

Genler Polimorfik Genotip Gen ifadesine Kaynak
Bolgeler etkisi
ACE -8 AA Baglanti Zhu ve ark., 2001
AG dengesizligi
GG
ACE ID DD Yiiksek Rigat ve ark.,
ID Orta 1998
II Disiik
TNF-a -238 GG Diisiik Wilson ve ark.,
GA Orta 1993
AA Yiiksek
TGF-B1 74 (kodon 25) GG Yiiksek Awad ve ark.,
GC Orta 1998
CC Diistik
VDR 8 AA Baglant1 Bellamy ve ark.,
Aa dengesizligi 1999
aa
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Cizelge 1.2: Konu ile ilgili yapilmis ¢alismalar

Calisilan bolgeler Hasta grubu Sonuglar Kaynak
ACE 4ve ACE 8 Zhu ve ark.,
ACE 4 332 aileden arasinda giiglii 2001
ACES 1343 kisi baglant1 dengesizligi
goriilmiistiir. Bu
allelik etkilesimler
kan basinci
diizeylerinde 6nemli
role sahiptir.
109 tip 2 diyabet D alleli ile diyabetik | Viswanathan ve ark.,
ACE ID hastasi (86 diyabetik | nefropati arasinda bir 2001
nefropati, 23 normal | iliski oldugu
albumunuri) saptanmistir.
TNFa- 238, -308 gen
bolgeleri i¢in hasta
ve kontrol gruplari
TNF a- 238 63 Akut Hepatit arasinda anlamli bir Noriko Tsuchiya ve
TNF a- 308 32 Fulminant Hepatit | fark bulunamamustir. ark., 2004
TNF B Ncol 120 saglikli kontrol TNF B gen bolgesi
icin yiiksek

sekresyona neden
olan genotip

fulminant hepatit
hastalarinda daha

fazla gorilmistiir.
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Arg/pro, pro/pro

TGF B 1+ 25 55 siroz genotipleri arg/arg Christoph, H. ve ark.,
TGF B1+ 10 94 hemakromatozis | genotipine gore 2005
hastasi sirozda daha ¢ok
goriilmektedir. TGF
1+ 10 bolgesi i¢in
ise bir farklilik
gorilmemistir.
Hasta ve kontrol
grubu arasinda
VDR intron 8 214 kronik HBV inf. | anlamli bir fark Suneetha ve ark.,
VDR ekzon 9 408 saglikli kontrol bulunmamustir. aa 2006

genotipi  HAIZS,
fibroziz

skor < 2 olan hasta
grubunda, HAI>S,
fibroziz skor > 2 olan
hasta grubuna gore
daha fazla

gorilmustiir.
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1.4. Amag:

Hepatit B viriisii hiicreye girdikten sonra konakg¢isinda farkli tablolara neden olmaktadir. Baz1
kisilerde akut olarak gegirilen infeksiyondan sonra iyilesme goriiliirken, bazi kisilerde hastalik
kroniklesmekte, ilerleyen donemde karaciger sirozu hatta karaciger kanserine
dontisebilmektedir. Hastaligin bu kadar farkli sonuca yol agmasinin bireysel farkliliklardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu bireysel farkliliklarda; infekte kisilerin virlise karsi
verdikleri degisik immiin yanitlardir. Hastaliga karsi kendiliginden dogal bagisiklik gelistiren
kisilerle, kronik hastalik gelistiren kisilerin immiin yamt farkliliklarinda pek ¢ok faktoriin
yaninda sitokin yanitlarindaki farklarin da rolii olabilir. Bu faktorlerin genetik polimorfizmleri
hastaligin bireylerde farkli seyretmesinde etken olabilir. Bu ¢alismada ACE, TNFa, TGF B8,
VDR 8 faktorlerinin gen polimorfizmleri ile hepatit B’nin farkli tablolara yol agmasi

arasindaki iliskinin arastirilmasi amaclanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Hastalar

Bu calismaya Universitemizin Gastroenteroloji ve Hepatoloji poliklinigine bagvuran
kisilerden, HBV hasta grubu olarak HBsAg pozitif ve karaciger biyopsileri ile histolojik
tanilar1 elde edilen 220 hasta alinmistir. Kontrol grubu olarak 122 anti-HBs pozitif saglikl kisi
alinmustir.

Hastalardan ve kontrol grubundan alinan kanlar EDTA’11 tiiplerde toplanmis ve bekletilmeden

DNA izolasyonlar1 yapilmistir.

2.1.2. Primerler
Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin tiimii TIB MOLBIOL (TIB
MOLBIOL Syntheselabor, Almanya) tarafindan sentezlenmistir. Primer dizileri Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1: Primerler.

Primer | Primer dizisi (5> 3’ yoniinde) Kaynak: Cogaltilan
no baz cifti
P1 CTGACGAATGTGATGGCCGC

Zhu ve ark.,2001 130
P2 TTGATGAGTTCCACGTATTTCG
P3 CTG GAG ACC ACT CCC ATCCTT TCT

Zhu ve ark.,2001 497
P4 GAT GTG GCC ATC ACATTC GTCAGAT
P5 AGA AGA CCC CCCTCG GAA CC

Day ve ark., 1998 152

Po6 ATC TGG AGG CGG TAG TG

P7 ACT GGT GCT GAC GCC TGG CCC

P8 ACT GGT GCT GAC GCC TGG CCG Li ve ark., 2003 197

P9 TGC TGT TGT ACA GGG CGA GCA

P10 CAA CCA AGA CTA CAA GTA CCG CGT

CAG TGA Verbeek ve ark., 2000 872
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P11 AAC CAG CGG GAA GAG GTC AAG GG

2.1.3. Kimyasallar

Agaroz Quantum Biotechnologies
Amoniyum Sigma, Almanya

Borik asit Merck, Frankfurt, Almanya
Bromofenol Mavisi Sigma, Almanya

EDTA Sigma, Almanya

Etidium Bromide Sigma, Almanya

Fikol Biochrom, Almanya
Mutlak Etanol Kimetsan, Tiirkiye

NaCl Sigma, Almanya
Na,EDTA Sigma, Almanya
Proteinaz K Sigma, Almanya

SDS Sigma, Almanya

Tris HCI1 Sigma, Almanya

Xylene Cyanol Sigma, Almanya

®X174 DNA/Haelll MBI Fermentas, Litvanya

2.1.4. Restriksiyon Enzimleri

RFLP (Restriksiyon pargacigl uzunluk polimorfizmi) reaksiyonlarinda kullanilan enzimler,
enzimin tanima ve kesim bolgeleri, tavsiye edilen tampon ¢ozeltileri, onerilen sicakliklar ve

enzimleri saglayan firmalar Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2: Calismada kullanilan Restriksiyon enzimleri.

Uygun
Restriksiyon . oy Tampon Cozelti sicakhik T
enzimi Kesim Bolgesi ax) ©C) Uretici Firma
NEBuffer 2
50 mM NacCl
5.GAATGCN|.3’ | 10 mM Tris-HCI BioLabs
65 Beverly, MA
Bsm | 3.CTTAC|GN.5" | 10 mM MgCl, USA
ImMdithiothreitol
pH 7.9 25 °C
NEBuffer 2
50 mM NaCl
) BioLabs
BstU I 5°..CG |CG...3° 10 mM Tris-HCl 60 Beverly, MA,
37..GC| CG..5" | 10 mM MgCl, USA
I mM DTT
pH 7.9 25 °C
TAMPON Y 5
, , | 33 mM Tris Asetat
5 ...ClCGG...3 MBI Fermantas,
Msp 1 3...GGC|C....3’ | 10 mM magnezyum 37

asetat 0,1 mg/ml

BSA pH: 7,937 °C

Litvanya

2.1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Malzemeleri

PZR i¢in, Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, Litvanya) seti kullanilmistir. Set, Su/ul
Thermus aquaticus DNA polimeraz enzimi, 10X PZR tamponu (750 mM Tris-HCI1 (25°C’de
pH 8.8 ), 200 mM (NH4)2S04, %0.1 (Tween 20), 25 mM MgCl2) icermektedir. Ayrica her
biri 100 mM olan dATP, dTTP, dGTP, dCTP (QBiogene, Almanya) icerir. PZR reaksiyonlari
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0.2 mI’lik tiipler (GreinerBioone, Avusturya) i¢inde “Eppendorf Mastercycler Personal”
kullanilarak yapildi.

2.1.6. Standart Cozeltiler ve Tamponlar

Agaroz jel yiikleme tamponu (6X)
15 % fikol
0.05 % bromofenol mavi

0.05 % ksilen siyanol

Doymus amonyum asetat ¢ozeltisi
148 g Amonyum asetat
ddH,O0 ile 200 ml’ye tamamlandi.

Niikleoliziz tamponu
10 mM Tris-HCI

400 mM NacCl

2 mM Na2EDTA

Tris-Asetat -EDTA tamponu (TAE) (10 X) (1L)
24.2 g Tris Base

5,7 ml Glasial asetik asit

10 ml 0,5 M EDTA (pH 8,5)

ddH,O0 ile 1000 mI’ye tamamlandh.
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2.2. Yontem

2.2.1. DNA izolasyonu

EDTA’l tiipler igerisindeki 15 ml’lik kan 6rnegi falkon tiiplerine aktarildiktan sonra +4°C
sicakligindaki 35 ml distile su eklenerek 5 dakika hizlica ¢alkalandi. Daha sonra 2000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atild1 ve geriye kalan pelet iizerine +4°C sicakligindaki
distile sudan 25 ml eklenerek kuvvetlice calkaland1 ve 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atildi ve geriye kalan pelet 3 ml niikleoliz tamponu, 200 ul SDS ve 150 pl
proteinaz K icinde vorteks araciligi ile ¢oziildi. Bir gece 37 °C’de bekletildi. Daha sonra bu
¢ozeltinin lizerine 2 ml amonyum asetat eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra, 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant baska bir tiipe alinarak {izerine
hacminin 2 kati kadar mutlak etanol eklendi. Kisa bir siire bekletildikten sonra, tlip yavasca
cevrilerek genomik DNA’nin toplanmasi saglandi. Genomik DNA, daha 6nce igine 1 ml
distile su konulmus olan steril tiipe bir pipet ucu yardimiyla aktarildi ve su icinde ¢oziinmesi
saglandi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonu ve saflift RNA/DNA metre (Pharmacia
Biotech, GeneQuant, Ingiltere) kullanilarak 6l¢iildii.

2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Kandan elde edilen genomik DNA’nin ¢ogaltilmas1 i¢in PZR teknigi kullanildi. PZR, hacmi
0,2 ml olan steril reaksiyon tiiplerinde (Greiner Bioone, Avusturya) gerceklestirildi. Her
reaksiyon i¢in hazirlanan PZR karisimimin son hacmi, ddH,O ile 50 pl’ye tamamlandi.
Cogaltilan hedef gen bdlgesi icin hazirlanan PZR karigiminda, 100 ng genomik DNA, 1,25
tinite (U) Taq polimeraz enzimi, 5 pul 2 mM karisik ANTP, her biri 25 pmol/ul olmak iizere
“forward ve reverse” primerler ve ImM MgCl, kullanildi. Her bir reaksiyon icin kullanilan
Ozgiil primerler, cogaltilan hedef bolgeler, her bir bolge icin uygun PZR sicakliklarin

(sirasiyla denatiirasyon, primer baglanma ve uzama sicakliklari) Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3: PZR sartlar

Hedef Bolge Primerler Reaksiyon sartlar: Dongii sayis1
95°C 5dk 35
95°C 30sn

P1
ACE 8 58°C 30sn
P2
72°C 30 sn
72°C 10dk
95°C 5dk
ACEID 94°C 60 sn
P3 35
62°C  45sn
P4
72°C 60 sn
72°C 10dk
95°C 5dk
TNF 238 95°C  60sn
PS5 55°C 60 sn 35
P6 72°C  60sn
72°C 7dk
P7 95°C 3dk
95°C 30sn
TGF B1 P8 65°C 30 sn 30
P9 72°C  30sn
72°C  5dk
95°C 5dk
P10 95°C 40sn
VDR 8 P11 60°C 35sn 35
72°C 40 sn
72°C  7dk

2.2.3. Restriksiyon enzim analizi

Restriksiyon enzim (RE) analizleri her reaksiyon ig¢in iretici firmanmn Onerilerine gore
kullanildi. Her bir reaksiyon 20 ul’lik hacimde gerceklestirildi. Her bir restriksiyon enzim
kesimi icin ¢izelge 2.2°de verilen tamponlar (son konsantrasyon 1X) ve 5 U restriksiyon
enzimleri kullanildi. ACE 8 bolgesi i¢cin BstU1, TNFa 238 bolgesi igin Mspl, VDR 8 bolgesi

icin ise Bsm1 restriksiyon enzimi kullanildi. Enzim kesimi reaksiyonlar1t ACE 8 boélgesi i¢in
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60 °C 3-4 saat, VDR 8 bolgesi igin 65 °C 3-4 saat, TNF 238 bolgesi i¢in 37°C tiim gece
bekletilerek yapildi.

2.2.4. Agaroz jel elektroforezi

PZR ve restriksiyon enzim analizi sonrasinda reaksiyon {iriinlerini incelemek icin agaroz jel
elektroforezi kullanildi. Tiim PZR iirtinleri i¢in %1°lik jel kullanilirken, RE analizlerinde,
%2-3 konsantrasyonunda jel kullanildi. Jel tanki, taraklar konularak hazirlandi ve 25 ml TBE
ve 0.25 g, 0.50 g, 0.75 g (swrastyla %1, 2, ve 3’likk jel i¢in) agaroz hassas tartida dlgtldi. 1
pg/ml Etidyum Bromiir eklenerek dokiildii. PZR veya R E iirlinleri yiikleme tamponu ile
karigtirilarak yiiklendi ve 100 V, 15-30dakika yiiriitiildii. Jellerin goriintiilenmesi i¢cin UVP Jel

dokiimantasyon sistemleri ve Olympos 40X kamerasi1 kullanildi.
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Sekil 2.2. ©X174 DNA/Haelll 1.0 molekiiler agirlik belirleyicisinin bant a¢ilim modeli.

2.2.5. istatistiksel analizler

Kategorik degiskenlerin degerlendirilmesinde Ki-Kare ya da Fisher’in Kesin Ki-Kare testleri

kullanilmstir.
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3. BULGULAR

3.1. Hastalar

220 HBsAg pozitif hastanin 153’1 erkek, 67°si kadindi. Bu kisilerden 116’s1 HBeAg negatif,
51’1 HBeAg pozitif, 25’1 HBeAg negatif inaktif tasiyici, 28’1 karaciger kanseri hastalariydi.
Kontrol grubu olarak; HBsAg negatif, anti-HBs pozitif 122 kisi (75’1 erkek, 47’si kadin)

alinmustir.

Hasta grubunun yas ortalamasi 42,8 + 13,56, kontrol grubunun yas ortalamas1 41,8 + 13,28’di

ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.

3.2. Angiotensin Doniistiiren Enzim

3.2.1. Angiotensin Doniistiiren Enzim Kodon 8

Sekil 3.1: ACE 8 genotiplerinin agaroz jelde gosterilmesi. Kuyu 6: Kesime ugratiimamis PZR itiriinii. Kuyu
2,3,5: GA (130b.¢. + 120 b.¢.), kuyu 1,4: GG(120 b.¢. + 10 b.¢.). % 1’lik agaroz jel kullanmimistr.
(Kuyu 7: Hae III Marker).

ACE 8 polimorfizmi i¢in yapilan PZR sonucu 130 b.¢.’lik iirlin elde edildi. Bst Ul enzimi ile
yapilan kesim sonucu, 120 ve 10 b.¢.’lik tirtinler elde edildi. 130 b.¢.’lik bantlar A, 120 ve 10
b.¢.’lik kesim ise G olarak adlandirildi. (Sekil 3.1). Elde edilen sonuglara gore her bir
genotipteki kisi sayilart HBV ve kontrol gruplarina gore cizelge 3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1: ACE 8 genotip ve allellerinin dagilimi

ACE 8 Genotip frekansi Allel frekansi
AA AG GG A G
Toplam n (%) n (%) n (%) % %
Hasta 133 58 (43.6) 51 (38.3) 24 (18) 62.7 37.2
Kontrol 96 40 (41.6) 35(36.4) 21 (21.8) 59.8 40.2

Hasta ve kontrol grubunun genotip ve allel dagilimi agisindan karsilastirilmasi sonucunda, iki

grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. (p: 0,772)

Cizelge 3.2: Hasta gruplari icin ACE 8 genotip ve allellerinin dagilimi

ACE 8 Genotip frekansi Allel frekansi
AA AG GG A G
Toplam n (%) n (%) n (%) % %
eAg Negatif 67 31(23.3) 31(23.3) 5(3.8) 34.96 15.4
eAg Pozitif 26 14 (11) 11 (8.3) 1(0.8) 14.6 4.8
ASC 16 12 (9) 3(2.2) 1(0.8) 10.1 1.87
HCC 24 1(0.8) 6 (4.5) 17 (12.7) 2.63 15.03

Hasta gruplarinin kendi aralarinda genotip ve allel dagilimi agisindan karsilastirilmasi
sonucunda; AA genotipi agisindan eAg negatif ve eAg pozitif grup arasinda, eAg negatif ve
Asc grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. AG genotipi acisindan ise
eAg negatif ve eAg pozitif grup arasinda, eAg negatif ve Asc grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur. (p<0.01)
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3.2.2. Angiotensin Doniistiiren Enzim I/D

490 be

190 be

Sekil 3.2: ACE ID genotiplerinin agaroz jelde gésterilmesi. Kuyu 1: II, kuyu 2,3: DD, kuyu 4,5,6: ID % 1’lik

agaroz jel kullamimigtir. (Kuyu 7: Hae IIl marker)

ACE ID polimorfizmi i¢in yapilan PZR sonucu elde edilen firiinlerden 490 bg¢’lik olanlar I,
190 b¢’lik olanlar ise D genotipini belirledi. (Sekil 3.2). Elde edilen sonuglara gore her bir
genotipteki kisi sayilar1t HBV ve kontrol gruplarina gore ¢izelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3: ACE ID genotiplerinin dagilimi

Genotip frekansi Allel frekansi
DD ID I D I
Toplam n (%) n (%) n (%) % %
Hasta 204 159 (77.9) 32 (15.6) 13 (6.3) 85.7 14.2
Kontrol 122 75(61.4) 36 (29.5) 11 (9) 76.2 23.7

Hasta ve kontrol gruplarinin DD genotipi bakimindan karsilastirilmasi sonucunda, bu genotip
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. (p: 0.006)
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Cizelge 3.4: Hasta gruplar icin ACE ID genotip ve allellerinin dagilimi

ACE ID Genotip frekansi Allel frekansi
DD ID I D I
Toplam n (%) n (%) n (%) % %
eAg Negatif 108 78 (38.23) 22 (10.78) 8(3.92) 43.62 9.31
eAg Pozitif 48 39 (19.11) 7 (3.43) 2(0.9) 20.8 2.69
ASC 24 21(10.29) 3(1.47) 0 11.02 1.47
HCC 24 21(10.29) 0 3(1.47) 10.29 1.47

Hasta gruplarinin kendi aralarinda genotip ve allel dagilimi agisindan karsilastiriimasi
sonucunda; DD genotipi bakimindan eAg negatif ve eAg pozitif grup arasinda, eAg negatif ve
Asc grubu arasinda, eAg negatif ve Asc grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmugtur. ID genotipi bakimindan eAg negatif ve eAg pozitif grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur. (p<0.001)

3.3. Tiimor Nekroz Faktori a 238

Sekil 3.3: TNFa-238 genotiplerinin agaroz jelde gdsterilmesi. Kuyu 1: kesime ugratiimamis PZR (rdind,
kuyu 2, 4, 5,6, 8: GG (133 b.¢.+ 19b.¢.), kuyu 3, 7: GA (152 b.¢.+ 133 b.¢.+ 19 b.¢.), %2 lik
agaroz jel kullaniimistir (M: Hinfl marker).

TNF o 238 polimorfizmi i¢in yapilan PZR sonucu 152 b.¢.’lik iiriin elde edildi. Elde edilen
tirtinlerin Msp I enzimi le kesimi sonucu 152 b.¢.’lik bantlar A alleli, 133 ve 19 b.¢.’lik kesim
ise G alleli, olarak adlandirildi. (Sekil 3.3.) Elde edilen sonuglara gore her bir genotipteki kisi
sayilar1 HBV ve kontrol gruplarina gore ¢izelge 3.5°te verilmistir.
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Cizelge 3.5: TNF a- 238 genotip ve allellerinin dagilimi

TNF a- 238 Genotip frekansi Allel frekansi
AA GA GG A G
Toplam n (%) n (%) n (%) % %
Hasta 171 8 (4.6) 9(5.2) 154 (90.4) 7.3 92.6
Kontrol 109 3(2.7) 3(2.7) 103 (94.4) 4.1 95.8

Hasta ve kontrol grubunun genotip ve allel dagilimi agisindan karsilastirilmasi sonucu, iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. (p: 0.398)

Cizelge 3.6: Hasta gruplari igcin TNF o- 238 genotip ve allelerinin dagilimi

TNF a- 238 Genotip frekansi Allel frekansi
AA GA GG A G
Toplam n (%) n (%) n (%) % %
eAg Negatif 83 5(2.92) 6 (3.5) 72 (42.1) 4.67 43.85
eAg Pozitif 40 1(0.58) 3(1.75) 36 (21) 1.46 21.92
ASC 21 2 (1.16) 0 19 (11.1) 1.16 11.1
HCC 27 0 0 27 (15.78) 0 15.78

Hasta gruplarimin genotip ve allel dagilimi agisindan kendi aralarinda karsilastiriimasi
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir. (p>0.01)

3.4. Transforme edici bityiime faktorii 81 + 25

TGF B1 kodon 25 polimorfizmi i¢in her kisiye 2 PZR yapildi. PZR sonucu 197 b.¢.’lik {iriin
elde edildi. Bir reaksiyonda P 7 ve P 9 primerleri kullanild1 ve bu tiip Gallelini belirledi. Diger
tiipte ise P 8 ve P 9 primerleri kullanild1 ve bu tiip C allelini belirledi. ( Sekil3.4.) Elde edilen
sonuglara gore her bir genotipteki kisi sayilart HBV ve kontrol gruplarina gore ¢izelge 3.7.°de
verilmistir.
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Sekil 3.4: TGF f31 25 genotiplerinin agaroz jelde gosterilmesi. Kuyu 1,6: hasta 1; kuyu 2,7: hasta 2, kuyu 3,8:
hasta 3, kuyu 4,9: hasta 4. Kuyu 1,2,3,4: primerler P 7 ve P 9; kuyu 6,7,8,9: primerler P 7 ve P 8.
Genotipler hasta 1: CC; hasta 4: GC (% 1’lik agaroz, kuyu 5 ve 10: Hae III Marker)

Cizelge 3.7: TGF 31 25 genotip ve allellerinin dagilimi

Genotip frekansi Allel frekansi

GG GC CcC G C

n (%) n (%) n (%) % %

Hasta 213 1(0.4) 14 (0.65) | 198 (92.9) 0.37 96
Kontrol 120 0 10 (8,3) 110 (91,6) 0.41 95.8

Hasta ve kontrol gruplarinin genotip ve allel dagilimi agisindan karsilastirilmasi sonucu, iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. (p>0,05)

Cizelge 3.8: Hasta gruplari i¢in TGF 31 25 genotip ve allellerinin dagilimi

Genotip frekansi Allel frekansi
GG GC CC G C
Toplam n (%) n (%) n (%) % %
eAg Negatif 114 0 0 107(50.23) 0 50.23
eAg Pozitif 46 0 1 (0.46) 45 (21.12) 0.23 21.36
ASC 25 0 2 (0.93) 23 (10.79) 0.46 11.26
HCC 28 1(0,46) 4(1.87) 23 (10.79) 0.93 9.38
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Hasta gruplarinin genotip ve allel dagilimi acisindan kendi aralarinda karsilastirilmast sonucu
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. (p>0.01)

3.5. Vitamin D reseptorii intron 8

VDR intron 8 polimorfizmi i¢in yapilan PZR sonucu 872 b.¢.’lik iiriin elde edildi. Bsm I
enzimi ile yapilan kesim sonucu, 872 b.¢.’lik bantlar B, 603 ve 194 b.¢.’lik kesim ise b olarak
adlandirildi. ( Sekil 3.5.) Elde edilen sonuglara gore her bir genotipteki kisi sayilart HBV ve
kontrol gruplarina gore ¢izelge 3.9.’da verilmistir.

872
603

194

Sekil 3.5: VDR intron 8 genotiplerinin agaroz jelde gosterilmesi. Kuyu 1: kesime ugratilmamus PZR iiriinii.

Cizelge 3.9: VDR 8 genotip ve allellerinin dagilimi

VDR 8 Genotip frekansi Allel frekansi
BB Bb bb B b
Toplam n (%) n (%) n (%) % %

Hasta 50 20 (40) 25 (50) 5(10) 65 35
Kontrol 50 9 (18) 34 (68) 7(14) 52 48

Hasta ve kontrol gruplarinin genotip ve allel dagilimi acisindan karsilastirilmasi sonucu
istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmadi. (p:0,094)
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Cizelge 3.10: Hasta gruplart icin VDR 8 genotip ve allellerinin dagilimi

VDR 8 Genotip frekansi Allel frekansi
BB Bb bb B b
Toplam n (%) n (%) n (%) % %
eAg Negatif 33 14 (28) 14 (28) 5(10) 42 24
eAg Pozitif 10 5(10) 5(10) 0 15 5
ASC 7 1(2) 6 (12) 0 10 6
HCC 0 0 0 0 0 0

Hasta gruplarinin genotip ve allel dagilimi acisindan kendi aralarinda karsilastirilmast sonucu
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir. (p>0.01)
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada HBsAg pozitif 220 hepatit B hastas1 ve 122 HBsAg negatif, anti-HBs pozitif
kontrol grubu lizerinde deneyler yapilmistir. Toplam 4 faktdrde 5 polimorfik bolge (ACE 4,
ACE 8, TNF a- 238, TGF B1 kodon 25, VDR intron 8) ¢alisilmistir.

ACE 8; intron 17’deki polimorfizm, ACE’deki toplam ¢esitliligin %19’una etkilidir (Zhu ve
ark. 2001). Bu bolgedeki polimorfizm AA, AG, GG genotipleriyle temsil edilmektedir. Daha
once 332 aileden 1343 kisinin katildig1 bir ¢alismada ACE 4 ve ACE 8 bolgeleri arasinda
gliclii bir baglant1 esitsizligi goriilmiistiir ve bu allelik etkilesimlerin kan basinci diizeyiyle

iligkili oldugu bulunmustur (Zhu ve ark., 2001).

ACE bolgelerindeki polimorfizmler pek ¢ok renal ve kardiyovaskular hastalikta, bireyler arasi
cesitlilige katkida bulunur. Fakat diger organlara olan katkisi ¢alisitimamigtir. Bu anlamda

calismamiz bir ilktir.

Bizim calismamizda ACE 8 bdlgesinin analizi yapildiginda, hasta ve kontrol grubu arasinda

anlaml bir fark bulunamamistir.

Hasta gruplariin kendi i¢inde analizi yapildiginda, AA genotipi agisindan eAg negatif ve eAg
pozitif grup arasinda, eAg negatif ve Asc grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur. AG genotipi agisindan ise eAg negatif ve eAg pozitif grup arasinda eAg negatif
grup lehine, eAg negatif ve Asc grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (p<0.01).
ACE ID intron 16 da 287 b¢’lik bir Alu ekleme ¢ikarma bolgesidir. Bu bolgede DD genotipi

yuksek; DI genotipi, orta; II genotipinin diisik ACE konsantrayonu ile ilgili oldugu
bulunmustur (Rigat ve ark., 1990).
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Angiotensin geninde metioninin treonine yer degistirmesini saglayan 235. kodonda (M235T)
bir nokta mutasyonu tanimlanmistir. Angiotensin plazma konsantrasyonlarinda farkliliklar,
hipertansiyon ve koroner kalp hastaliklart ile iliskili oldugu ve ACE insersiyon/ delesyon (I/D)
polimorfizmi ile birlikteliklerinin anlamli oldugu bildirilmistir. angiotensin II tip 1 reseptor
geninde (ATRI1) 1166. pozisyonda (A1166C) polimorfizmi adeninin sitozine degisimi
tanimlanmistir. ACE I/D polimorfizmi ile birlikteligi koroner kalp hastaliklarinda risk faktorii
olusturmaktadir. Ugiiniin birlikte etkisi renal hastaliklarinda fonksiyon kayiplarma yol

agmaktadir.

Bizim caligmamizda bu bolgenin analizi sonucu yiiksek ACE sekresyonuna neden olan DD
genotipi bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur ( p:0,006).
Yiiksek sekresyona neden olan genotip hasta grubunda daha fazla bulunmustur. Bu da bu

genotipin HBV enfeksiyonu ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda HBV hasta gruplarn arasinda da bir degerlendirme yapilmistir. Yiiksek ACE
sekresyonuna neden olan genotip bakimindan eAg negatif ve eAg pozitif grup arasinda, eAg
negatif ve Asc grubu arasinda, eAg negatif ve Asc grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur. Orta diizeyde ACE sekresyonuna neden olan genotip bakimindan eAg
negatif ve eAg pozitif grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur

(p<0.001).

Calismamizin kapsaminda yer alan bir diger faktor TNF o’dir. TNF a inflamatuar onciisii ve

antiviral etkisi olan bir sitokindir. Virlislere kars1 verilen immun yanitta en etkili sitokindir.
TNF o geni promotoru — 238. pozisyondaki G/A degisimi bu gende en fazla calisilan
bolgelerdendir. GG genotipi diisiik, GA orta, AA yiiksek TNF sekresyonuna neden olmaktadir

(Wilson ve ark., 1993).

Avrupa populasyonunda yapilan bir caligmada TNF o— 238 yiiksek TNF sekresyonu ile iliskili
allel HBV’nin eliminasyonu ile iliskili bulunmustur (Hohler, 1998).
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Yapilan baska bir calismada TNF gen polimorfizmlerinin akut ve fulminant hepatit hastalar
tizerindeki etkisi arastirlmistir.  TNF a-238 bolgesi icin gruplar arasinda anlaml

bir fark bulunmamustir (Noriko Tsuchiya ve ark., 2004).

Bizim ¢alismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunmamistir (p: 0,398). Diisitk TNF sekresyonuna neden olan genotip hasta ve kontrol

grubunda daha yiiksek oranda goriilmektedir.

Hasta gruplarinin kendi iginde genotipik ve allelik olarak karsilagtirllmasi sonucunda da

anlamli bir farklilik goériilmemistir (p > 0,01 ).

Calismamizda ele alinan bir diger faktor TGF B1°dir. Karacigerde bulunan makrofajlar,
Kupfer hiicreleri, TNF-a gibi sitokinlerin etkisiyle aktif hale gelirler ve TGF-B1 iiretirler.
TGF-B1, Hiicre bliylimesi, farklilasmasi ve matriks iiretimini diizenleyen multifonksiyonel bir
sitokindir. TGF-B1 geni 19.kromozomda lokalizedir.(Napoli ve ark., 1994; Paradis ve ark.,
1996). Hepatik fibrozda dominant fibrojenik sitokin TGF-B1°dir.

In vitro ortamda periferal mononiiklear kan hiicrelerinin uyarilmas1 sonucu arjinin/arjinin
homozigot genotipin arjinin/prolin genotipteki hastalara gore daha fazla TGF-B1 proteini
irettikleri goriilmiistiir. Ayrica daha fazla TGF-B1 iireten genotipte (arg/arg) hastalarin daha
az TGF-B1 iireten genotipte (arg/pro veya pro/pro) olan hastalara gore hepatik fibrozun fazla

oldugu goriilmiistiir (Awad ve ark., 1998)
Bizim ¢alismamizda genotipik ve allelik olarak hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Diisiik TGF sekresyonuna neden olan genotip

hasta ve kontrol grubunda daha yiiksek oranda goriilmektedir.

Hasta gruplarinin kendi aralarinda karsilagtirilmasi sonucunda da gruplar arasinda bir farklilik

bulunmamustir (p>0,01).
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Vitamin D kalsiyum metabolizmasini diizenler. immun diizenleme, hiicre biiyiimesi ve
farklilagsmasinin lokal kontrolii, immunregiilatdr hormon gibi davranarak monositlerin
aktivasyonu, hiicre aracili immunitenin uyarilmasi, lenfosit proliferasyonunun baskilanmasi,

antikor ve sitokin tiretiminden sorumludur. (Suneetha PV. ve ark., 2006)

Teorik olarak, vitamin D reseptorii geni lizerinde bulunan polimorfizmler, viral replikasyonun
kontrolii ile iligkili olabilirler. VDR intron 8 polimorfizmi baglanti dengesizligine neden
olmaktadir. (Suneetha PV. ve ark., 2006) Vitamin D ile kronik HBV infeksiyonunun
engellenebilecegi diistliniiliiyor. (Bellamy ve ark., 1999).

Bizim ¢aligmamizda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Hasta

gruplarinin analizi sonucunda da bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

Populasyonu temel alan olgu-kontrol c¢alismalari, belli bir hastalik fenotipi ile alleller
arasindaki ilgiyi saptamada oldukca yararli olmalarina ragmen sitokin genleri iizerinde yapilan
farkli ¢alismalar arasinda oldugu gibi birbiriyle uymayan sonuglar ortaya cikabilmektedir.
Bunun pek ¢ok aciklamasi olabilir; dncelikle ¢aligmalarin yapildig: etnik gruplarin farkliligi
bu ¢elisen sonuglardan sorumlu olabilir. Calismalarda 6rnek sayisindaki farkliliklarda 6nemli
olabilir. Kiiglik drnek sayilartyla yapilan ¢aligmalarda, pozitif bir ilginin oldugu goézlenirken
daha biiyiik 6rnek konsantrasyonunda bu ilgi gozlenmeyebilir. Yukaridaki ¢alismalarda da

caligmalardaki 6rnek sayilar1 degiskenlik gostermektedir.
Konaga ait gesitli faktdrler viral enfeksiyonun seyrini belirleyebilir. Ancak tek basina etkili

degildir. Viral enfeksiyonun seyrini etkileyen immun sistemin tiim mekanizmalarini incelemek

gerekmektedir.
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