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OZET

Kronik Hepatitis B Viriisii (HBV) Enfeksiyonu Olan ve HBV’ye
Kars1 Dogal Bagisik Bireylerde Stimulator of Interferon Genes

(STING) Ekspresyon Diizeylerinin Arastirilmasi

Tiim diinyada yaklasik 350-400 milyon kisinin kronik olarak enfekte oldugu
ve her yil yaklasik bir milyon kisinin de HBV ile iliskili hastaliklardan dolay1 hayatini
kaybettigi tahmin edilmektedir. Enfeksiyonun kroniklesmesinde virilise ve konaga ait
faktorlerin 6zellikle de konagin bagisiklik sisteminin rol oynadigi ileri siiriilmektedir.
Stimulator of Interferon Genes (STING) hiicre i¢cindeki DNA varligini algilayan, bir
dizi ikinci haberci kullanip 6zgiil transkripsiyon faktorlerini aktiflestiren, buna bagl
olarak interferon (IFN) alfa, IFN beta, timor nekroz faktorii (TNF) alfa ve interlokin
(IL)-6 gibi sitokinlerin sentezini arttiran bir "patern tanima reseptorii (PRR)" iiyesi
olup, HBV'ye kars1 bagisiklik sisteminin 6nemli bir eleman: olabilecegi

distiniilmektedir.

Bu c¢alisma HBV'ye karsi dogal bagisik bireylerde, kronik hepatit B
hastalarinda ve HBV wviriisii ile karsilasmamis normal popiilasyondaki bireylerde

STING gen ekspresyon diizeyinin arastirilmasi amaci ile yapilmaigtir.

Calismaya 18-65 yas araliinda HBV'ye kars1 dogal bagisik 30 kisiden olusan
birinci grup, kronik hepatit B hastas1 30 kisiden olusan ikinci grup, ve HBV viriisii ile
karsilasmamis normal popiilasyondaki 30 kisiden olusan iiglincii grup olacak sekilde
ti¢ gruptan toplam 90 kisi dahil edilmistir. Her bir katilimcidan tam kan 6rnegi alinip
periferik kan mononiikleer hiicrelerinin (PKMNH) izolasyonu gerceklestirildi. Elde
edilen PKMNH'den total RNA izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen total RNA'dan
cDNA sentezi gergeklestirildikten sonra STING gen ekspresyon diizeyi Real Time
Polymerase Chain Reaction (RT PCR) yontemiyle belirlenmistir. RT PCR isleminden

sonra 22A¢T formiilii uygulanarak normalizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Calismaya katilan HBV'ye kars1 dogal bagisiklardan olusan grubun STING
ekspresyon diizeyi ortalama 0,084+0,026, HBV ile karsilasmamis goniillii grubunun



STING ekspresyon diizeyi ortalama 0,082+0,032, kronik hepatit B hastalarindan
olusan grubun STING ekspresyon diizeyi ise ortalama 0,07540,022 seklindedir.

Calismamiz HBV enfeksiyonunun kroniklesmesinde STING ekspresyon
diizeyinin arastirildigr bildigimiz ilk ¢alismadir. Dogal bagisiklarin ortalama STING
ekspresyon diizeyi kronik hepatit B hastalarindan yaklagsik %10 daha fazla

bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.



SUMMARY

Investigation of Stimulator of Interferon Genes (STING) Expression
Levels Among Individuals With Chronic Hepatitis B Infection and

Who Have Naturally Acquired Immunity Against HBV

It has been estimated that currently 350-400 million people have been
chronically infected with the Hepatitis B virus (HBV) worldwide, and approximately
one million people die each year due to HBV related diseases. It has been suggested
that the viral and host factors, especially the host immune system, may play a role in
the chronicity of the HBV infection. Stimulator of Interferon Genes (STING) is one of
the members of the pattern recognition receptor (PRR) that detects the presence of
DNA in a human cell, using a number of second messengers to activate specific
transcription factors for synthesis of cytokines such as interferon (IFN) alpha, IFN
beta, tumor necrosis factor (TNF) alpha and interleukin (IL)-6 and is thought to be an

important member of the immune system against HBV.

The main purpose of this study is to investigate STING gene expression levels
in individuals naturally immunized against HBV, in chronic hepatitis B infected

patients, and in normal individuals who have not been exposed to HBV.

A total of 90 volunteers have been included in the study from the age of 18 to
65, in which the first group consists of 30 individuals naturally immunized against
HBV, the second group consists of 30 chronically hepatitis B infected patients while
the third group consists of 30 healthy population members who have not been exposed
to HBV. Whole blood samples were taken from each participant and peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) was isolated afterwards. Total RNA was isolated from
PBMC. After cDNA synthesis of the total RNA, STING gene expression levels were
determined by real-time polymerase chain reaction (RT PCR) method. After RT PCR,

normalization was performed by applying the 2~24¢T formula.

STING expression level of the naturally immunized group was calculated as

0,084+0,026 on average, average STING expression level of healthy population group



was 0,082+0,032, and STING expression level of chronically infected patients group
was 0,075+0,022 on average.

To our knowledge, this is the first study investigating the role of STING
expression in chronicity of HBV. Although the average expression level of naturally
immunized individuals was calculated as approximately 10% higher than that of
hepatitis B infected patients, no significance was found, statistically.
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KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

AIDS: Acquired immune deficiency syndrome (kazanilmis immiin yetmezlik

sendromu)

ALT: Alanin aminotransferaz

Anti-HBc: Hepatit B viriisii kor antijenine kars1 gelisen antikor

Anti-HBc 1gG: Hepatit B viriisii kor antijenine kars1 gelisen IgG tipi antikor
Anti-HBc IgM: Hepatit B viriisii kor antijenine kars1 gelisen IgM tipi antikor
Anti-HBe: Hepatit B viriisii zarf antijenine kars1 gelisen antikor

Anti-HBs: Hepatit B viriisii yiizey antijenine kars1 gelisen antikor

ATP: Adenozin trifosfat

cDNA: Complementary DNA (komplementer DNA)

cccDNA: Covalently closed circle DNA (siki1 bir sekilde baglanmis siiperkivrimli
DNA)

CD: Cluster of differentiation

CDN: Cyclic di nucleotid (siklik dintikleotid)
c-di-AMP: Siklik diadenozin monofosfat
c-di-GMP: Siklik diguanozin monofosfat
cGAMP: Siklik GMP-AMP

Cp: Crossing point (¢akisma noktasi)

Ct: Threshold cycle (esik dongti degeri)
DNA: Deoksiriboniikleik asit

dNTP: Deoksiniikleotid trifosfat

DR: Direct repeats (tekrarlayan bolgeler)

DSO: Diinya saglik orgiitii

VIl



EDTA: Etyhlene diamine tetraacetate

EIA: Enzimimmunoassay

Enh: Enhancer (gli¢lendirici)

ER: Endoplazmik retikulum

GAPDH: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
GTP: Guanozin trifosfat

HBCcAQ: Hepatit B viriisii kor antijeni

HBeAg: Hepatit B viriisii zarf antijeni

HBsAQ: Hepatit B viriisii yiizey antijeni

HBIG: Hepatit B immiinglobulin

HBV: Hepatit B viriisii

HCV: Hepatit C viriisii

HSK: Hepatoseliiler karsinom

IFN: Interferon

IL: Iinterldkin

IRF: Interferon regulatory factor (interferon diizenleyici faktor)
LHBsAQ: Biiyiik zarf proteini

LSM: Lymphocyte separation medium (lenfosit seperasyon medyumu)
MHBsAQg: Orta zarf proteini

MHC: Major histokompabilite kompleksi

MO: Milattan dnce

NF-kB: Niikleer faktor-kappa B

NK: Natural killer (dogal 6ldiiriicii hiicre)

NLR: NOD like receptor (NOD benzeri reseptor)

NTCP: Sodyum taurokolat kotransport polipeptidi



ORF: Open reading frame (acik okuma gercevesi)

PBS: Phosphate buffered saline (fosfat tamponlu tuzlu su)
PCR: Polymerase chain reaction (polimeraz zincir reaksiyonu)
PgRNA: Pregenomik RNA

PKMNH: Periferik kan mononiikleer hiicresi

Pol: Polimeraz

preC: Prekor

PRR: Pattern recognition receptor (patern tanima reseptorii)
rcDNA: relaxed circular DNA (gevsek sirkiiler DNA)

RIA: Radio immunoassay

RLR: RIG-I like receptor (RIG-I benzeri reseptor)

RNA: Riboniikleik asit

RT: Revers transkriptaz

SHBsAQ: Kiiciik zarf proteini

STING: Stimulator of interferon genes

TBE: Tris-borik asit-EDTA

TBK: Tank binding kinase (TANK baglayic1 kinaz)

TLR: Toll like receptor (toll benzeri reseptor)

Tm: Melting temperature (erime sicakligi)

TNF: Tiimor nekroz faktorii

TRAP: Translocon-associated protein (translokon iligkili protein)
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1. GIRIS VE AMAC

Hepatit B viriisii (HBV) tiim diinyada yaklasik 350-400 milyon kisiyi kronik
olarak enfekte ettigi diisiinlilen hepatotropik, nonsitopatik bir DNA viriisiidiir. HBV
akut fulminan hepatit, kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinom (HSK) gibi bir
dizi karaciger hastaligina neden olabilir. Her yil yaklasik bir milyon kisi fulminan
hepatit, dekompanse siroz veya HSK gibi HBV ile iligkili nedenlerden dolay1
kaybedilmektedir (1).

HBV ile enfekte olduktan sonra virlise karsi etkili immiin yanit olusturan
kisiler viriisii viicutlarindan temizler ve HBV'ye karsi1 dogal bagisik hale gelirler. HBV
konagin dogal immiin sistemi tarafindan algilandiktan sonra salinan interferon (IFN)
alfa ve IFN beta viriisiin cogalmasin1 ve protein sentezlemesini baskilar. Dogal immiin
yamt bir yandan da edinsel immiin yanit1 aktiflestirir. Ozellikle cluster of
differentiation (CD)8 T lenfositler tarafindan hem sitolitik hem de nonsitolitik yollarla
HBYV ile enfekte hepatositler ortadan kaldirilarak enfeksiyon sonlandirilir. Akut
enfeksiyon sirasinda immiin sistem etkin bir sekilde aktiflesip viriisii viicuttan
temizlemeyi bagsaramaz ise kisi kronik olarak enfekte olmaya devam eder (2,3). Kronik
enfekte kisiler IFN veya niikleoz(t)id analoglari ile uzun siire uygun dozda tedavi
alsalar dahi tam kiir ancak hastalarin %10'unda miimkiin olmaktadir. Ustelik tedavinin
uzun siirmesi, tedavide kullanilan ilaglara kars1 direng gelisebilmesi, tedavi
tamamlandiktan sonra hastaligin yeniden ortaya ¢ikabiliyor olmasi, ilag yan etkilerinin
fazla olmast ve yiiksek maliyet gibi sorunlar mevcut kullanimdaki tedavi
seceneklerinin kisithliklar1 arasindadir. Tam kiir saglayacak ve tedavi siiresini

kisaltacak yeni ilag hedefleri arastirilmaktadir (4).

Stimulator of Interferon Genes (STING) hiicre i¢indeki DNA varliginm
algilayan, bir dizi ikinci haberci kullanarak 06zgiil transkripsiyon faktorlerini
aktiflestiren, buna bagli olarak IFN alfa, IFN beta, tiimor nekroz faktorii (TNF) alfa ve
interlokin (IL)-6 gibi sitokinlerin sentezini arttiran patern tanima reseptorii (pattern
recognition receptor, PRR) iiyelerinden biridir. Ozellikle DNA viriislerine karsi
olusan savunmada 6nemli rol oynar. Sitokin salinimina ek olarak 6zgiil CD8 sitotoksik

T lenfositlerin etkinlestirilmesinde gorev alir (5).



Bu bilgiler STING proteininin HBV'ye kars1 gelisen immiin yanitta nemli bir

bilesen olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda kronik hepatit B hastasi olan kisiler, HBV'ye kars1 dogal bagisik
kisiler ve HBV viriisii ile karsilasmamis normal popiilasyondaki saglikli kisilerden
olusan ii¢ grup goniilliden alinan kan oOrneklerindeki periferik kan mononiikleer
hiicrelerinin (PKMNH) izole edildikten sonra bu hiicrelerdeki STING geninin
ekpresyon diizeylerinin belirlenmesi ve bu proteinin HBV'ye karsi olusan immiin

yanittaki roliiniin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit B Viriisii
2.1.1. Tarihcge

Takriben 25 asirlik bir gegmise sahip olan viral hepatitlerin tarihi MO 5.
yiizyilda Hipokrat'in "epidemik sarilik" hastali§ini tarifi ile baslar. Hipokrat hastalig
tanimlamakla kalmamis, bulasic1 olabilecegini diisiinlip karantina uygulanmasini
onermistir (6,11). 1865 yilinda Virchow sarilikli hastalarin otopsilerinde duodenumda
0dem ve koledokta mukuslu bir birikinti gormiis ve bunun safranin karacigerden
bagirsaga ulasmasina engel oldugunu disiinmistir. Bu yorumdan hareketle de
“kataral-nezlevi ikter" teriminden s6z etmistir (7). 1883 yilinda Almanya'nin Bremen
sehrinde insan lenf sivist kullanilarak hazirlanan ¢igek asis1 kampanyas: sonucunda
ortaya cikan sarilik epidemisi Lurman tarafindan gosterilmistir. II. Diinya Savasi
sirasinda asilamadan sonra goriilen sarilik vakalarindan "serum hepatiti" tanimi ile s6z
edilmigtir (8). 1965'tc Blumberg ve arkadaslari sik kan transfiizyonu yapilan
Avustralyali bir 16semi hastasinin kaninda tespit ettikleri ve "Avustralya antijeni”
olarak isimlendirdikleri olusumun Hepatit B ile iliskisini ortaya koymuslardir. 1970'te
Dane ve arkadasglari immun elektron mikroskop kullanarak inceledikleri hasta
serumlarinda, yiizeylerinde Avustralya antijeni tasiyan "viriis benzeri" partikiilleri
saptamiglar ve bunlarin Hepatit B viriisiine ait oldugunu ileri siirmiislerdir (9). 1971
yilinda Krugman 1s1 ile inaktive edilen hepatit B ylizey antijeni bulunan serumlarin
immiinojenik oldugunu ve as1 olarak kullanilabilecegini gostermistir (10). 1973
yilinda ise Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan hepatitin iki farkli enfeksiyoz
ajanini birbirinden ayirmak amaci ile "hepatit" ve "hepatit B" terimlerinin kullaniimasi
Onerilmistir. Daha sonra 1979 yilinda, HBV'nin DNA's1 klonlanarak tam niikleotid
dizisi ¢ikarilmis, polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR)
yontemi ile virlis DNA's1 ¢ogaltilarak HBV'nin molekiiler biyolojisi ile ilgili ¢cok
onemli gelismeler kaydedilmistir (12).



2.1.2. Genel Ozellikleri

HBV, Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus cinsinde yer alan, bilinen
en kii¢iik hayvan DNA viriisiidiir. Insanlarda hastalik olusturan tek Hepadnaviridae
ailesi tiyesidir. HBV genomu yaklasik 3200 niikleotid uzunlugunda olup kismi olarak
¢ift sarmalli ve ¢emberseldir. Genom ikozahedral bir kapsid igerisinde bulunur.
Ikozahedral kapsidin disinda ii¢ farkli yiizey antijenini tasiyan lipid yapili zarf yer alir.
Cok kiiciik bir genom yapisina sahip olmasina ragmen sahip oldugu i¢ ige gecen DNA
okuma bolgeleri sayesinde artmis bir sentez kapasitesine sahiptir. Ilging bir sekilde,
bir DNA viriisii olmasina ragmen, replikasyonunu sahip oldugu revers transkriptaz
enzimi vasitast ile ve replikasyonun bir asamasinda RNA molekiilii iizerinden

tamamlar (13-16).

Enfekte hastalarin serumlar1 incelendiginde HBV'nin {i¢ farkli formda
bulunabildigi goriliir. Birincisi viral DNA'y1 da igeren, tam bir virion yapisina sahip,
enfektif 6zellikte, 42 nm ¢apinda "Dane partikiilii" diir. Ikincisi 22 nm ¢apinda ve boyu
200 nm'ye kadar uzayabilen ve genetik materyal igermedigi i¢in enfeksiyon yapma
ozelligi olmayan "tiibiiler partikiiller" dir. Bu tiibiiler yapilar hepatitli hastalarin
serumlarinda 6zellikle viriisiin replikasyonunun yiiksek diizeyde oldugu déonemlerde
bulunmaktadir. Ugiinciisii yine genetik materyal icermeyen, 22 nm ¢apinda,
enfeksiyon yapma 0Ozelligine sahip olmayan "kiiresel partikiiller" dir. Kiiresel
partikiiller hastalarin serumlarinda en ytiksek oranda bulunan HBV formlaridir (Sekil

1) (12,17).
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Sekil 1. Hepatit B partikiil tipleri (18 numarali kaynaktan uyarlanmustir).

Her ili¢ formun da yiizeylerinde "Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg)"
bulunmaktadir. Bu antijen immiinojenik 6zellikte olup, kendisine karsi olusan "Anti-
HBs" antikorlar1 hastaliktan koruyucu 6zelliktedir (19). Genel olarak zarfli viriisler
cevre sartlarina ve dezenfektanlara duyarl olmalarina ragmen, HBV'nin ultraviyole,
eter ve benzalkonyum kloride diger zarfli viriislere oranla daha direngli oldugu
belirlenmistir (20). HBV'nin bu 6zelligi viriisiin kisiden kisiye gegisini kolaylastiran

onemli bir faktordiir.

2.1.3. Epidemiyoloji

Tiim diinyada yaklasik iki milyar kisinin HBV ile karsilasmis oldugu, yaklagik
350-400 milyon kisinin kronik olarak enfekte oldugu ve her yil yaklasik bir milyon
kisinin de HBV ile iligkili sebeplerden dolayr hayatin1 kaybettigi gercegi hepatit B
enfeksiyonunu 6nemli bir halk sagligi sorunu haline getirmektedir (1).

HBV'nin bulas1 perinatal, parenteral ya da horizontal gegis seklinde
olabilmektedir. Perinatal bulas anne karninda iken transplasental yolla ya da dogum
sirasinda bebek dogum kanalindan gecerken kan ve sekresyonlar yoluyla olabilir.

Parenteral bulas daha ¢ok intravendz ilag bagimlilarinin ortak enjektdr kullanimu ile



olmaktadir. Baska bir parenteral bulas yolu kan ve organ nakli ile bulastir.
Gliniimiizde, kan ve organ dondrlerinde HBsAg taramasi ile bu yolla gecis azalsa da
devam etmektedir. Horizontal bulas ise genellikle aile i¢i yakin temas ve ortak esya

kullanim1 sonucu olmaktadir (21).

HBYV enfeksiyonunun goriilme sikligi, karsilagsma yasi ve bulas sekli diinyanin
farkli bolgelerinde farkliliklar gostermektedir. HBsAg pozitifliginin toplumda

goriilme oranlarina gore diinya iilkeleri li¢ grupta incelenmektedir:

a) Yiiksek endemisite iilkeleri: Toplumdaki HBsAg pozitiflik oraninin %8'in
tizerinde oldugu iilkelerdir. Diinya niifusunun yaklasik %45'1 bu iilkelerde
yasamaktadir. Sahra Alt1 Afrika {lkeleri, Japonya ve Hindistan haricindeki bir¢ok
Asya iilkesi ve Cin bu grupta yer almaktadir. Bu iilkelerde HBV ile karsilasma
genellikle kroniklesme ihtimalinin yiiksek oldugu erken ¢ocukluk donemlerinde olur
ve en yaygin bulas sekli perinatal bulastir. Bu iilkelerde yasayan kisilerin hayat boyu
HBYV ile karsilagsma riskleri %60'tan fazladir (22-24).

b) Orta endemisite iilkeleri: Diinya niifusunun yaklasik %43'iniin yasadigi,
HBsAg pozitifliginin %2-7 arasinda goriildigi tilkelerdir. Tiirkiye'nin de i¢inde yer
aldigr Akdeniz tlkeleri, Ortadogu {ilkeleri, Kuzey Afrika iilkeleri, Japonya ve Orta
Asya iilkeleri, Dogu Avrupa iilkeleri ve Rusya orta endemisite lilkeleri arasinda yer
almaktadir. Bu iilkelerdeki kisilerin hayat boyu HBV ile karsilagma riskleri %20-60
arasindadir (22-24).

c) Diisiik endemisite iilkeleri: Diinya niifusunun yaklasik %12'sinin yasadigi,
HBsAg pozitifliginin %2'nin altinda goriildiigii tilkelerdir. Amerika Birlesik Devletleri
(ABD), Kanada, Kuzey ve Bat1 Avrupa iilkeleri diisiik endemisite tilkelerindendir. Bu
gruptaki iilkelerde HBV ile karsilasma genellikle eriskin donemde, parenteral yolla ya
da cinsel temas yoluyla olmaktadir. Bu iilkelerdeki kisilerin hayat boyu HBV ile
karsilagsma riskleri %20'den azdir (Sekil 2) (22-24).
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Sekil 2. HBsAg prevalans haritasi (25 numarali kaynaktan uyarlanmistir).

Orta endemisite iilkeleri arasinda yer alan Tirkiye'nin HBSAg pozitiflik
oraninin %0,8-11,5 arasinda oldugu ve cografi bolgelere gore farkliliklar gosterdigi
bilinmektedir. Ulkemizin Ege ve Marmara gibi sosyoekonomik anlamda daha gelismis
olan bolgelerinde %3,4 gibi nispeten daha diisiik oranda goriiliir. Oysa bu oran iilkenin
Dogu ve Giineydogu Anadolu illerinde %8,1-11,5'lere kadar yiikselmektedir (26,27).

2.1.4. Genom Yapisi

HBV kismen ¢ift sarmalli, kendine has bir sirkiiler yapisi olan, bilinen en kiiciik
hayvan DNA viriistdiir (16). HBV genomu, genotiplere gore farkliliklar gostermekle
birlikte yaklasik 3200 niikleotid tasiyan uzun, negatif polariteli zincir (L zinciri) ile
negatif zincirden daha kisa pozitif polariteli zincirden (S zinciri) olusmaktadir. Bu
zincirler ortak baz ciftlerine sahiptir. Her iki zincirdeki ortak baz ¢iftlerinin birbirlerine
hidrojen baglar1 ile baglanmasiyla saglanan yapisal biitiinliik sayesinde HBV
DNA'sia 6zgii sirkiiler bir yap1 olusmaktadir, ancak zincirlerin 3’ ve 5” uglar1 birlesik
olmadigindan aslinda lineer molekiillerdir (12). Her iki sarmal {izerinde “Direct
repeats” (DR)1 ve DR2 olarak bilinen iki tane tekrarlayan bdlge vardir. Negatif
sarmalin 5’ ucunda DR1 ve 3’ ucunda DR2 dizileri yer alir. Pozitif zincir sentezinin

DR2'den baslamasi nedeniyle DR1 ve DR2 dizileri pozitif zincirin 5* ucunda bulunur.



Negatif zincirin 5° ve 3’ uglar1 arasinda kisa bir aralik vardir ve pozitif zincir sayesinde
halka seklinde tutunur. Negatif zincirin iki ucu arasindaki bu bolgede 5° ucundan
fosfotirozin bag ile zincire kovalent olarak baglanmis viral DNA polimeraz enzimi
bulunur. Pozitif zincirin 5’ ucunda da yine kovalent olarak baglanmis 18 niikleotid
uzunlugunda, DNA sentezi i¢in kalip gorevi goren RNA oligomeri vardir. Viral
genomun bu yapisi, gevsek sirkiiler DNA (relaxed circular DNA, rcDNA) olarak
isimlendirilir (16,28).

HBV'deki genler alisilageldigi {izere birbirinden farkli bolgelerde ve sadece
arka arkaya dizilmis halde bulunmazlar. Aksine genom "birbiri i¢ine gecen genler"
biciminde organize olmustur. HBV'de genetik bilgi negatif zincirde kodlanmis olup,
bu sarmal P, S, C ve X kisaltmalar1 ile gosterilen dort farkli gen bolgesini kodlayan
niikleik asit dizisi farkli "a¢ik okuma g¢ergevesi'ne (Open Reading Frame, ORF)
sahiptir (17).

Bununla birlikte ayn1 ORF igerisinde birden fazla baslangi¢ kodonu bulunmasi
nedeniyle birbiri ile iliskili, farkli proteinler sentezlenir. HBV genomunda fonksiyonel
olarak tanimlanmis 4 adet promoter (pre-Sl prom, S prom, X prom ve pre-C prom) ve
2 adet enhancer (gii¢lendirici, Enhl ve Enh2) bolge bulunmaktadir. ORF'lerin

transkripsiyonu bu diizenleyici dizinler tarafindan kontrol edilmektedir (29).

Birbiri i¢ine gegen genler bi¢ciminde organize olan genomun en biiylik geni
olan P geni; X ve C genleri ile kismen, S geni ile tamamen birbiri i¢cine gecmis halde
bulunmaktadir. Protein sentezi sirasinda negatif zincir toplamda yaklagik bir buguk
kere okunmaktadir. Bu sayede HBV, bilinen hayvan viriisleri i¢inde en kii¢iik genoma
sahip olmasina ragmen, kodlama kapasitesi en fazla olan viriistiir. S geninde pre-S1,
pre-S2 ve S olmak iizere li¢, C geninde de pre-C ve C olmak tizere iki farkli baslangic
kodonu bulunmaktadir. Sonu¢ olarak HBV'de dort adet ORF olmasina ragmen

birbirleri ile iligkili yedi degisik protein sentezi saglanir (Sekil 3) (9,31).
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Sekil 3. HBV'nin genom yapisi (30).

2.1.5. HBV Genotipleri

HBV genotipleri, genomun sekans analizinde niikleotid dizilimindeki
farkliligin gruplar arasinda %8'in {izerinde olmasindan kaynaklanan bir durumdur ve
son tanimlanan iki genotiple birlikte sayilar1 10'a (A'dan J'ye) ulasmistir. Subgenotip
ise niikleotid dizilimindeki farkliligin %4-7,5 arasinda oldugu durumdur ve kirka
yakin subgenotip varligi raporlanmigtir. HBV genotiplerinin diinya {izerindeki
dagilimi cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir. HBV genotipleri ve
subgenotipleri hastaligin seyri tizerinde etkili olabilmektedir. Genotiplerin diinya
tizerindeki dagilimi incelendiginde genotip A'nin Kuzey ve Bati Avrupa, Sahra Alti
Afrika'da; genotip B'nin Tayvan ve Vietnam'da; genotip C'nin Cin, Japonya ve
Kore'de; genotip D'nin Akdeniz ilkeleri, Hindistan, Giiney Avrupa ve Afrika'da;
genotip E'nin Bat1 Afrika'da; genotip F'nin Orta ve Giiney Amerika'da; genotip G'nin
Almanya, Fransa ve ABD'de; genotip H'in Orta Amerika'da; genotip I'nin Vietnam ve
Laos'ta; genotip J'nin ise Japonya'da daha sik saptandigi goriilmektedir (26,32,33).
Ulkemizde baskin genotip, genotip D'dir (34).



2.1.6. HBV Proteinleri

2.1.6.1. Yiizey (Zarf) Proteinleri

Virlisiin ylizey (zarf) proteinlerini kodlayan S ORF bolgesi farkli bolgelerinde
bulunan ii¢ baslangi¢ kodonu ile yapisal ve fonksiyonel olarak farkli preS1, preS2 ve
S bolgelerine ayrilir. Okuma islemi S ORF bdlgesindeki ilk baslangic kodonundan
baslarsa preS1, preS2 ve S gen bolgelerinin kodladigi mRNA'nin translasyonu sonucu
biiyilk HBsAg (LHBsAQ), ikinci baslangi¢ kodonundan baglarsa preS2 ve S gen
bolgelerinin kodladigi mRNA'min translasyonu sonucu orta HBsSAg (MHBSAQ),
liclincli baslangi¢ kodonundan baglarsa S gen bolgesinin kodladigt mRNA'nin
translasyonu sonucu kiigiik HBsAg (SHBsAg) proteinleri sentezlenmis olur. Bu yiizey
proteinleri sadece Dane partikiiliiniin yapisina katilmakla kalmayip, genetik materyal
icermeyen non-enfeksiydz subviral partikiillerin yapisina da katilirlar ve serumda bu
subviral partikiillerin konsantrasyonu, Dane partikiillerine oranla 10.000 kata kadar
fazla olabilir. Yiizey proteinleri enfektif Dane partikiiliinde ve enfektif olmayan viral
partikiillerde farkli oranlarda bulunurlar. LHBSAg yiizey proteinlerinin en biiytigldiir.
Hem viriistin hepatositlere tutunmasinda, hem de replikasyon tamamlandiktan sonra
viriisiin hepatositten salinmasinda 6nemli rol oynar. Bu yiizey proteini antijenik
Ozelliktedir ve kendisine kars1 sentezlenen konak nétralizan antikorlari viriise karsi
koruyucu immiin yanitta 6nemli rol oynar. SHBSAQ en kiigiik zarf proteinidir. Miktar
olarak en fazla iiretilen ve viriis zarfinda en yiiksek oranda bulunan yiizey proteinidir

(35-36).

2.1.6.2. Kor proteinleri

Viriisiin niikleokapsid (kor) proteinlerini kodlayan C ORF boélgesi iki farkli
baslangic kodonu igerir. Okuma islemi C baslangic kodonundan basladiginda
sentezlenen mRNA'nin translasyonu sonucu niikleokapsidin yapisal kor proteini olan
HBCcAg sentezlenir. Sentezlenen iki HBcAg kendi aralarinda birleserek homodimer
haline gelir. Olusan homodimerler bir araya gelerek ikozahedral kapsidi olusturur.
Viryon dis etkenlerce parcalanmadik¢a HBCAQ serumda serbest halde bulunmaz. Bu

nedenle de serolojik yontemlerle tespit edilemez. Eger okuma pre-C baslangic
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kodonundan baglarsa sentezlenen mRNA'min translasyonu sonucu ¢oziinebilir
niikleokapsid proteini olan HBeAg'nin prekiirsor proteini sentezlenir. Prekiirsor olarak
sentezlenen HBeAg proteininin N-terminal ucunda fazladan bulunan ve "pre-core" gen
bolgesince kodlanan aminoasitler, proteini endoplazmik retikuluma (ER) yonlendirir.
Burada bir peptidaz tarafindan modifiye edilen protein, golgi cisimcigi tlizerinden
sekrete edilir. Serbest olarak serumda bulunur ve serolojik yontemlerle tespiti
miimkiindiir. Serumda HBeAg varligi aktif replikasyonun bir gostergesi olarak da
kullanilmaktadir. Fonksiyonu tam olarak bilinmemekle beraber viriisiin immiin
sistemden kagisina katki sagladigi, dolayisiyla da viral persistansa katkida bulundugu
diistiniilmektedir (37).

Prekor mutantlar da denilen HBV mutantlarinda pre-C dizisinde stop kodon
mutasyonu mevcut olup, HBCAg sentezlenmeye devam ederken HBeAg
sentezlenememektedir. Replikasyon devam etmesine ragmen konagmn serumuna
HBeAg salinmadigi i¢in serolojik yontemlerle de tespit edilememektedir. Bu mutant

suslar fulminan hepatit gelisimi agisindan yiiksek risk tasimaktadir (38,39).

2.1.6.3. P proteini

HBV'nin en uzun geni olan P geni genomun yaklasik %75'ini kaplar. Her biri
proteinin farkli bolgelerinde olmak iizere dort ayri fonksiyonel kismi vardir. Amino
terminal pargasi terminal proteindir. Terminal protein pregenomik RNA'ya kovalent
olarak baglanan kisimdir ve DNA negatif sarmal sentezini baslatir. Karboksi terminal
par¢a RNaz H aktivitesi gosterir ve DNA negatif sarmal sentezi sirasinda pregenomik
RNA'y1 yikan kisimdir. Orta kisim ise DNA negatif sarmalinin Sentezi i¢in RNA
bagimli DNA polimeraz (revers transkriptaz) aktivitesi ve DNA pozitif sarmalinin

sentezi i¢in de DNA'ya bagimli DNA polimeraz aktivitesi gosteren kisimdir (40).

2.1.6.4. X proteini

HBV genomunun en kii¢iik gen bolgesini olusturan X geninden sentezlenir.
Dolayist ile en kiigiik proteindir. Bu gen, transkripsiyonu aktiflestirici fonksiyonu ile

viral proteinlerin tiretimini arttirir. Ayrica konak hiicredeki tiimor baskilayici genlerin
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de fonksiyonunu bozdugu gosterilmistir. Timor baskilayici genlerin fonksiyonlarini

bozmasi nedeni ile HSK gelisiminde de rol oynadigi diistiniilmektedir (41).

2.1.7. Viral Replikasyon

Hepatositlere yiiksek derecede tropizm gosteren bir DNA viriisii olan HBV'nin
replikasyonu  temel  olarak  hepatositlerde = ger¢eklesmektedir.  Patojen
mikroorganizmalarin viicutta enfeksiyonu baslatabilmeleri i¢in ilk adim olan "hedef
hiicreye baglanma" olduk¢a Onemli bir basamaktir. HBV'nin ii¢ farkli yiizey
proteininden en biiyigli olan LHBsAg, HBV'nin hepatositler iizerindeki giris
reseptoriine baglanmasinda anahtar rol oynar. Olasi reseptorler olarak hepatosit
yiizeyinde basta heparan siilfat olmak iizere bir¢ok protein ile ilgili calismalar
yapilmstir. Son yillarda yapilan g¢alismalarda normalde viicutta safra tuzlarinin
dolagiminda rol alan, transmembran tagiyict bir protein olan sodyum taurokolat
kotransport polipeptidinin (NTCP) fonksiyonel HBV giris reseptorii oldugu ortaya
konmustur (42). Bu reseptorlerin birbirine baglanmasindan sonra viriisiin hepatosit
igine giriginin hem virlis zarfinin hepatosit hiicre zarina fiizyonu ile hem de endositoz
yolu ile olabilecegi 6ne stiriilmiistiir. Virlis zarfinin hepatosit zar1 ile ya da endositoz
sonrast endozom zar1 ile flizyonu sonucu niikleokapsid sitoplazmaya salinmis olur.
Niikleokapsid sitoplazmadan pasif diflizyon veya niikleer por kompleksi ile birlikte
konak hiicre c¢ekirdegine taginir (43). Kapsidin pargalanmasiyla da rcDNA
niikleoplazmaya salinir. Viriisiin polimeraz enzimi ile rcDNA pozitif zincirinin eksik
kismi tamamlanir. Pozitif zincirin sentezi tamamlandiktan sonra negatif zincir ile tam
anlamiyla eslesir ve artik her iki ucundan da kovalent baglarla siki bir sekilde
baglanmis siiperkiviimli DNA (covalently closed circle DNA, cccDNA) olusur.
Olusan cccDNA'dan hem genomun replikasyonunda kalip olarak kullanilacak olan
hem de gerekli diger tiim viral proteinlerin sentezi i¢in kullanilacak olan dort tip
MRNA sentezlenir. Sentez islemi hiicresel RNA polimeraz II enzimi tarafindan viral
diizenleyicilerin (dort adet promoter-baslatici ve iki adet enhancer-giiclendirici)

etkisiyle gergeklestirilir. Sentezlenen bu mRNA'larin gorevleri asagida agiklanmistir:

3.5 kb mRNA: Sentezlenen en uzun mRNA'dir. Genomun replikasyonunda

kalip olarak gérev yapar; prekor/kor (HBeAg ve HBcAQ) ve polimeraz proteinlerinin
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sentezlenmesinde kullanilir. Replikasyonda kalip olarak kullanilmasindan dolay1

pregenomik RNA (pgRNA) olarak da adlandirilir.
2.4 kKb mRNA: Pre-S1, Pre-S2 ve S proteinlerinin sentezlenmesinde kullanilir.
2.1 kb mRNA: Pre-S2 ve S proteinlerinin sentezinde gorev alir.
0.7 kb mRNA: X proteinlerinin sentezinde gorev alir (44).

Sentezlenen tiim mMRNA'lar sitoplazmaya tasinir. pgRNA'dan 6nce 200-300
molekiil kadar kor proteini (HBcAg) sentezlendikten sonra viral polimeraz sentezi
gerceklesir. P proteini daha once de deginildigi gibi her biri proteininin farkli
bolgelerinde olmak iizere dort farkli fonksiyonel kisma sahiptir. P proteininin amino
terminalinde bulunan ve "terminal protein" olarak isimlendirilen kismi1 pgRNA'nin 5'
ucundaki "e-dizisi" olarak isimlendiren enkapsidasyon dizisine baglanir. Bu baglanma
ile kor proteinleri disiilfit baglariyla ikiserli olarak birleserek homodimer hale gelmeye
baglar. Homodimer haline gelen kor proteinleri birleserek ikozahedral yapidaki kapsidi
meydana getirir. Enkapsidasyon dizisi bulunduran pgRNA'lar kapsid igerisine girerler.
Kapsid icerisinde pgRNA kalip olarak kullanilarak polimeraz enziminin revers
transkriptaz aktivitesi ile negatif viral DNA zincirinin sentezi gergeklestirilir. Yani
replikasyon  viral ¢ekirdek i¢inde ancak hepatositin  sitoplazmasinda
gerceklesmektedir. Negatif viral DNA zinciri sentezlendikten sonra viral polimerazin
RNaz H aktivitesi ile pgRNA yikilir. Yine viral polimeraz enziminin DNA polimeraz
aktivitesi ile negatif zincirin 5' ucunda bulunan RNA primeri kullanilarak pozitif viral
DNA zincirinin sentezi baslatilir. Pozitif zincirin sentezi i¢in negatif zincirin DR1
bolgesinde bulunan primer DR2 bélgesine tasinir ve sentez buradan baslar. Her iki
zincirin 5' uglar1 bu nedenle farklidir. Pozitif zincirin sentezi, yiizey proteinlerinin kor
bolimiini ¢evrelemesi ve polimerazin da tiikenmesi sonucu tamamlanamaz, eksik
kalir. Her iki DNA zincirinin 5' uglarindan hidrojen baglari ile baglanmasi ile cDNA
olusur. Kapsid igerisinde viral replikasyon devam ederken es zamanli olarak
sitoplazmada bulunan diger viral mRNA'lardan da diger viral proteinler sentezlenir.
Olusan niikleokapsidlerin bir kismi cekirdege geri donerek cekirdekteki cccDNA
havuzunun devamliligini saglar. Hepatosit DNA'sinin hasarlandigi durumlarda veya
hiicre dongiisii sirasinda HBV DNA hepatosit DNA'sina entegre olabilmektedir.

Niikleokapsidin konak hiicreden zarf yapisini kazanabilmesi i¢in sitoplazmada
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sentezlenen ylizey proteinleri gereklidir. Her ii¢ yiizey proteini de Dane partikiiliiniin
yapisinda bulunur. HBV replikasyonu esnasinda ER zarina transmembran6z olarak
yerlesen LHBsAg'nin amino terminali kor proteinine baglanarak niikleokapsidin zarf
yapisin1 kazanmasinmi saglar. Birgok zarfli viriisiin aksine HBV zarfin1 sitoplazma
zarindan degil ER membranindan kazanir. Her ii¢ zarf proteinini igeren virionlar
ER'den golgi kompleksine tasinir ve zarf proteinlerinin glikozilasyonu saglanir.

Olusan olgun virion (Dane partikiilii) hepatositten kan dolasimina salinir (45-47).

2.1.8. Patogenez

HBYV hepatositlere yiiksek oranda tropizm gostermekte ancak non-sitopatik bir
viriis olmasi nedeniyle direkt olarak hepatotoksik 6zellik gostermemektedir. Hepatosit
hiicre kiiltiirlerinde iiretildiginde de virlisiin hiicreler iizerine direkt 6liimciil etki
yapmadig1 tespit edilmistir. Ayrica viral replikasyonun yiiksek diizeyde oldugu
yenidoganlarda ve kronik tasiyicilarda hem karaciger histopatolojisinin normal olmasi
hem de karaciger hasarinin gostergesi olan karaciger enzimlerinin yiikselmemesi
virtistin direkt sitopatik etkisinin olmadiginin gostergesi olarak kabul edilebilir (48).
O halde olusan hasardan kim sorumludur? Hepatosit hasar1 konagin immiin sisteminin
virlisii yok etmek i¢in verdigi miicadele sirasinda meydana gelmektedir. Bir bagka
deyisle hepatosit hasarindan konak savunma sistemi sorumludur (47). Bu durum ¢esitli
ornekler ile agiklanabilir. Ornegin, viriis miktarmin gok diisiik oldugu HBV'ye bagh
fulminan hepatitte olusan ¢ok siddetli immiin yanit etkisi ile asir1 miktarda hepatosit
harap olmakta ve karaciger dokusunda hepatoseliiler nekroz hatta acil nakil
gerektirecek diizeyde karaciger yetmezligi meydana gelmektedir (49). Ancak immiin
yanitin yetersiz oldugu kisilerde kronik HBV enfeksiyonu gelismektedir. HBV'nin
kroniklesmesi hastalarda gelisen hepatik fibroz zemininde siroz ve HSK gelisme
riskini de beraberinde getirir (50). Yani HBV'ye karsi immiin yanit yetersizse
enfeksiyon kroniklesir; siddetli ve kontrolsiiz bir sekilde olusursa fulminan hepatit
gelisir. Immiin sistem ancak etkili ve yeterli bir yanit, buna bagh olarak da kabul
edilebilir diizeyde karaciger hasari olusturarak HBV'yi viicuttan temizlemeyi
basarabilir. Diger viral enfeksiyonlarda oldugu gibi HBV'ye karsi da ilk hat savunma

dogal immiin sistem elemanlari tarafindan olusturulur. Viral enfeksiyonlara viicudun
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ilk yanit1 viriisle enfekte hiicreden IFN alfa ve beta salinimidir (51). IFN alfa ve beta
bir yandan komsu hiicrelerde antiviral proteinlerin sentezlenmesini uyarirken bir
yandan da viral niikleokapsidlerin ve viral genomik materyalin yikilmasini saglar.
Ayni zamanda da etkin bir edinsel immiin yanit olusturulmasi i¢in diger immiin
hiicreleri uyarir (52,53). Dogal oldiiriicti hiicreler (natural killer cells, NK) HBV'ye
karst ilk yanitta 6nemli rol oynayan diger dogal immiin sistem elemanlaridir (54).
Karaciger makrofajlari olan kupfer hiicreleri ile dentritik hiicreler de dogal bagisikligin
onemli elemanlar1 olup, salgiladiklar1 IFN alfa ve IFN beta vasitasiyla viriis tizerine
yok edici etkilerini gergeklestirirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda profesyonel antijen
sunucu hiicreler olup fagosite ettikleri virlisiin antijenik epitopunu major
histokompatibilite kompleks (MHC) sinif I molekiilleri yardimi ile CD4 T lenfositlere
sunarak onlart aktiflestirir. Aktiflesen CD4 T lenfositler salgiladiklar: sitokinlerle
HBV'ye kars1 asil efektor hiicreler olan CD8 T lenfositleri etkinlestirir. CD8 T
lenfositler aktiflestikten sonra kendilerine hepatositler tarafindan MHC siif |
molekiilleri ile birlikte sunulan HBV epitoplarin1 tanir ve hepatosite gonderdigi
apopitoz sinyalleri ile enfekte hiicreler oldiriilir. Gergeklesen hepatosit yikimi
Klinikte halsizlik, karin agrisi, sarilik, idrar renginde koyulagsma ve serumda alanin
aminotransferaz (ALT) yiiksekligi gibi hepatit belirtileri ile kendini gosterir. CD4 T
lenfositler salgiladig1 sitokinler vasitasi ile B lenfositleri de aktiflestirerek onlari
plazma hiicrelerine donistiiriir ve HBV'nin antijenlerine karsi antikor sentezlettirir.
Ozellikle Hepatit B yiizey antijenine (HBsAg'ye) karsi olusan antikorlar dolasimda
serbest haldeki viriisii notralize ederek yeni hiicreleri enfekte etmesinin Oniine geger.
Hem enfekte hepatositlerin yok edilmesi hem de dolasimdaki serbest viriislerin
ndtralize edilmesi ile hepatit B enfeksiyonu sinirlandirilmis olur. Eger IFN saliniminda
yetersizlik, antijen sunumunda eksiklik, zayif T lenfosit cevabi gibi immiin yanitin
herhangi bir noktasinda meydana gelecek =zafiyet sonucu viriis viicuttan

temizlenemezse hepatit B enfeksiyonu kronik hale gelir (50,55-57).

2.1.9. Klinik Seyir

HBV enfeksiyonu, klinik olarak akut ya da kronik HBV enfeksiyonu seklinde
karsimiza ¢ikmaktadir. Akut HBV enfeksiyonu siklikla asemptomatik olarak gegirilir.
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Semptomatik oldugunda ise anikterik (sariliksiz) hepatit, ikterik (sarilikli) hepatit ve
oldukca agir bir form olan fulminan hepatit gibi farkli klinik formlarda kendini
gosterebilir. Akut tablo tam sifa ile sonuglanabilecegi gibi yeterli immiin yanitin
olusmadigr durumlarda enfeksiyon kroniklesebilir. Kronik HBV enfeksiyonu da
asemptomatik tasiyicilik (inaktif kronik hepatit), kronik aktif hepatit ve okiilt (gizli)
hepatit gibi farkli klinik formlarda karsimiza ¢ikabilmektedir. Hastaligin klinik
seyrindeki bu farkliliklar, konagin HBV ile karsilagma yasina ve konagin immiin
sisteminin viriise verdigi cevaba, viriisiin genetik yapisina ve koenfeksiyon varligina

gore degiskenlik gosterebilir (49,58).

Yenidogan ve cocukluk doneminde gegirilen akut hepatit B enfeksiyonu
genellikle asemptomatik gecirilirken, geng ve eriskinlerde enfeksiyonun semptomatik
seyretme oranit artmaktadir. Hastaligin kroniklesme oranlar1 da enfeksiyonun
kazanildig1 yasa gore degisiklikler gosterir. Yenidogan doneminde enfeksiyon
gecirildiginde kroniklesme orani %90'1n iizerindedir. Bu oran 1-5 yas arasi okul 6ncesi

doénemde %10-30, eriskin donemde ise yaklagik %5 olarak goriilmektedir (59).

Akut enfeksiyon: Akut enfeksiyon genellikle asemptomatik olarak gegirilir.
Semptomatik olgularda ise en sik halsizlik, yorgunluk, istahsizlik, kas agrisi, hafif

derecede ates, karin agrisi, bulant1 ve sarilik gibi yakinmalar meydana gelir (60,61).

Viriisiin konaga girisinden alt1 hafta kadar sonra serolojik yontemlerle HBsAg
ve HBeAg serumda tespit edilebilir. Yine bu donemde molekiiler yontemler
kullanilarak HBV DNA varlig: tespit edilebilir. Kor antijeni serumda tespit edilemez
ancak bu antijene kars1 sentezlenen IgM tipi antikorlar yine enfeksiyonun akut
donemde oldugunun bir bagka serolojik belirtecidir. Hatta bu anti-HBc¢ IgM antikorlari
HBsAg'nin serumdan kayboldugu ancak anti-HBs antikorlarinin olugsmadig1 "pencere

donemi" olarak adlandirilan donemin tek serolojik gostergesidir.

Akut hepatit doneminde biyokimyasal olarak serum transaminazlarinda ve
bilirubinde yiikselme olur. Bilirubin diizeyinin 2,5-3 ng/ml'nin iizerine ¢ikmasiyla
skleralardan  baglayarak sarilik belirginlesir. Transaminazlardaki yiikselme
semptomlarin baslangicindan 6nce yapilan dl¢limlerde tespit edilebilir ve genellikle
semptomlarin ilk haftasinda en yiiksek seviyelere ulasarak serum diizeyi 1.000

U/ml'nin tizerinde seyreder. Hasarlanan hepatosit miktar arttik¢ca dolasima daha fazla
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miktarda transaminaz salinacagi icin 6l¢iilen serum transaminaz seviyesi ile karaciger
hasar1 arasinda dogru oranti vardir. Ancak hastaligin prognozu ile transaminaz seviyesi

arasinda orantisal bir iligski s6z konusu degildir (12,49,58).

Akut hepatit B enfeksiyonu geciren hastalarin yaklasik %0,1'inde meydana
gelen ve oldukca agir bir klinik form olan fulminan hepatit tablosunda olusan asir1
immiin cevap sonucu karaciger hizla tahrip olup, acil nakil gerektirecek siddette
karaciger yetmezligi meydana gelmektedir. Konak pihtilasma faktorlerinin
sentezlenememesine bagli olarak kanama diyatezi, hepatik ensefalopati ve hepatorenal
sendrom gibi olduk¢a agir klinik tablolarla karsilasilabilir. Nakil gerceklesmez ise
mortalite %75'in tizerindedir (58,62).

Kronik enfeksiyon: Akut enfeksiyon sonrasinda virlisin  konak
karacigerinden temizlenemedigi durumda enfeksiyon kronik hale gelir.
Yenidoganlarda kroniklesme orani %90"n iizerinde iken saglikl1 yetiskinlerde ise %5

civarindadir.

Akut hepatit B enfeksiyonu gegiren kisinin serumunda HBsAg varliginin alt1
aydan uzun siire devam ettiginin serolojik olarak tespit edilmesi enfeksiyonun
kroniklestiginin gostergesidir. Kronik enfeksiyon da akut enfeksiyon gibi siklikla
asemptomatiktir. En sik semptom ise yorgunluktur (58,60).

Her hastada ayni seyir goriilmese de kronik enfeksiyon genellikle dort fazda

gerceklesir. Immiintoleran faz, immiinreaktif faz, inaktif faz, kronik aktif faz.

a) Immiintoleran faz viral replikasyonun yiiksek, aminotransferazlarin normal
oldugu, klinik belirtilerin bulunmadigi, 6zellikle yenidoganlar gibi immiin sistemi
heniiz tam gelismemis ya da immiin yetmezlikli kisilerde uzun yillar devam eden
fazdir.

b) Immiin reaktif fazda ise immiin sistemin verdigi inflamatuar yamt ile
hepatosit hasar1 ve bunun yansimasi olan klinik belirtiler meydana gelir. Immiin
sistemin yanit1 viral replikasyonu, dolayisi ile de HBV DNA miktarin1 azaltir.

¢) inaktif faz viral replikasyonun gostergesi olarak kullamlan HBeAg'nin
kaybolup anti-HBe'nin olustugu ve viral replikasyonun durdugu donemdir.
Aminotransferazlar normal seviyelere geriler. Kronik hepatit B hastalarinin biiyiik bir

kism1 hayatlarinin geri kalanini bu evrede gegirirler.
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d) Kronik aktif fazda hastalarda tekrarlayan alevlenmeler meydana gelmektedir.

Hastalarin serumlarinda replikasyonun en giivenilir gostergesi olan HBV DNA tespit

edilebilir (63,64).

HBsAg pozitifligi devam etmesine ragmen klinik yakinmasi olmayan, serum
transaminazlar1 normal, histolojik incelemelerde de karacigerin yapisinin normal
oldugu ya da minimal mononiikleer infiltratif degisikliklerin bulundugu kisiler saglikl

tasiyici olarak adlandirilirlar.

Transaminazlarda orta ya da belirgin derecede yiikselme ve histolojik
incelemelerde lobiiler inflamasyon, T hiicre aracili apopitoza ugrayan hepatositlerin
olusturdugu asidofilik "Councilman inkliizyon cisimcikleri" ve "piecemal” nekrozunun
goriildiigi tablo ise "kronik aktif hepatit" olarak isimlendirilir. Kronik aktif hepatitte
viriisiin genotipine, ataklarin sikligina ve klinigin agirligina gore degisen siirelerle

karaciger sirozuna ilerleme goriilebilir (12).

Siroza gidisin sebebi kronik enfeksiyonda HBV'yi viicuttan temizleyecek
kadar etkili olamayan bir immiin yanitin siiregen bir sekilde meydana getirecegi
nekroinflamatuar doku hasari ve sonrasindaki fibrozdur. Siroz gelisen hastalarda HSK
meydana gelme riski oldukga yiiksektir. Immiin sistem aracili siiregen hepatosit
Olimiine cevaben meydana gelen asir1 hiicre replikasyonu sirasinda meydana
gelebilecek genetik materyal degisikligi ve HBx proteininin muhtemel pro-
karsinojenik etkisi kanser gelisimi agisindan su¢lanmaktadir. Tiim diinyada HBV HSK

etyolojisinde ilk sirada yer almaktadir (65-67).

2.1.10. Tam

2.1.10.1. Serolojik Testler

HBV'ye ait antijenlerin ve bu antijenlere karsi olusmus olan antikorlarin hasta
serumunda "enzyme immunoassay” (EIA) ve "radio immunoassay” (RIA) gibi
yontemlerle saptanmasi enfeksiyonun 6zgiil tanisi i¢in kullanilan en yaygin serolojik

yontemlerdir.

HBsAg: Hepatit B enfeksiyonunun hem akut hem de kronik fazlarinda

serumda tespit edilebilir. Akut enfeksiyon sirasinda semptomlar ortaya ¢ikmadan 3-5
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hafta 6nce saptanabilir. Dogal bagisiklikla sonuglanan akut enfeksiyonlarda bu antijen
4 ila 6 ay i¢inde yavas yavas azalarak serumdan kaybolur. HBsAg'nin 6 aydan daha
uzun bir siire hasta serumunda tespit edilebiliyor olmasi enfeksiyonun kroniklestiginin
gostergelerinden biridir. Kantitatif yontemlerle 6l¢limii viral yiik hakkinda bilgi sahibi
olmaya da yardimci olur. Asilamada rekombinant yontemlerle elde edilen bu antijen

saglikl kisilere tatbik edilir (68-70).

Anti-HBs: HBV'nin hepatositlere tutunmasinda rol oynayan HBsAg'ye karsi
olusan bu antikorlar viriisii nétralize ederek yeni hepatositlerin enfekte olmasini
engeller. Bu antikorlarin serumda tespit edilmeye baglamasi akut enfeksiyonun dogal
bagisiklikla sonlandiginin gostergesidir. Antikorlarin émiir boyu koruyucu oldugu
kabul edilir. Asilamadan sonra da anti-HBs pozitiflesir fakat dogal bagisikliktan farkli
olarak asilamadan sonra anti-HBc IgG antikorlari negatiftir. Asilanan kisilerde
serumda Olgiilen anti-HBs antikor diizeyinin 10 IU/ml'nin {izerinde olmasinin

koruyucu oldugu kabul edilir (68-70).

HBeAg: Aktif viral replikasyonun gostergesi olarak kullanilir. Enfeksiyonun
akut doneminde HBsAg'den daha sonra pozitiflesir. lyilesme ile sonuglanan
enfeksiyonlarda HBsAg'den daha 6nce serumdan temizlenir. HBeAg pozitifligi aktif
replikasyonu isaret ettiginden bu pozitiflik ayn1 zamanda kandaki viral yiikiin ve
hastalarin bulastiricilik oraninin yiiksek oldugunu gosterir. Enfeksiyonun kroniklestigi
kisilerdeki HBeAg pozitifligi siroza ilerleme riskini arttirir. Enfeksiyon ilerledikce
aktif viral replikasyonun azalmasi sonucu, hastalarin yaklasik %50'sinde spontan

HBeAg serokonversiyonu gelismektedir (68-70).

Anti-HBe: HBeAg'ye kars1 gelisen bu antikorlar HBeAg'in kaybolmasindan
takriben 1-2 hafta sonra ortaya ¢ikmaktadir. Akut enfeksiyon sirasinda Anti-HBe
antikorlarinin ortaya ¢ikmasi viral replikasyonun azaldiginin ve enfeksiyonun iyilesme
yoluna girdiginin gostergesidir. Kroniklesen enfeksiyonlarda da serumda tespit
edilebilir ve tespiti enfektivitenin ve viral replikasyonun azaldiginin gostergesidir (68-

70).

Anti-HBc IgM: Bu antikorlar viriisiin serumda tespit edilemeyen antijeni olan
kor antijenine kars1 olusur. HBsAg pozitifliginden 1-4 hafta sonra serumda belirir ve

HBsAg ile birlikte tespiti akut HBV enfeksiyonunun gostergesidir. Hatta akut
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enfeksiyon sirasinda pencere donemi olarak isimlendirilen HBsAg ve HBeAg'nin
kayboldugu ancak bu antijenlere karsi antikorlarin heniiz tespit edilebilir diizeye
gelmedigi donemde serumda saptanabilen tek pozitif gostergedir. Bu antikorlar 3-12
ay i¢inde azalarak serumdan kaybolur. Kroniklesen enfeksiyonlardaki akut

alevlenmelerde serumda saptanabildigi de gosterilmistir (68-70).

Anti-HBc 1gG: Kor antijenine kars1 olusan 1gG tipi bu antikorlar, anti-HBc
IgM'den sonra pozitiflesir ve serumda dmiir boyu pozitif olarak kalir. Kisinin HBV
virisii ile karsilastiginin  gostergesidir. Bu antikorlarin serumda izole olarak
saptanmasi ¢esitli klinik durumlari diisiindiiriir. Ornegin pencere doneminin anti-HBc
IgM tipi antikorlarinin dahi serumdan kaybolacak kadar uzadigi durum, kronik enfekte
kisilerde HBsAg'nin, dogal bagisik kisilerde ise anti-HBs antikorlarinin serumda
saptanamayacak diizeyde diislik oldugu durumlar buna 6rnek olarak gosterilebilir (68-

70).

2.1.10.2. Molekiiler Testler

HBYV enfeksiyonun tanisinda kullanilan serolojik gostergeler her zaman yeterli
bilgiyi vermeyebilir. Ozellikle mutant viriislerle meydana gelen enfeksiyonlarda ya da
okiilt (gizli) HBV enfeksiyonu varliginda serolojik yontemler yetersiz kalmaktadir. Bu
gibi durumlarda viriisiin varliginin ve aktif viral replikasyonun gosterilmesi icin HBV
DNA arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica tan1 alan hastalarda antiviral tedavi baglama
gerekliliginin belirlenmesinde ve uygulanan tedavinin takibinde HBV DNA 6l¢iimii
gereklidir. HBV DNA'nin 6lgiimii PCR temelli yontemlerle kalitatif ve kantitatif
olarak yapilabilmektedir (71).

2.1.11. Tedavi

Akut HBV enfeksiyonun tedavisi: Akut hepatit B enfeksiyonunun 6zgiin bir
antiviral tedavisi yoktur. Hastalara istirahat 6nerilir ve destek tedavisi uygulanir. Olasi
fulminan hepatite gidis ve karaciger yetmezligi yoniinden hastalar siki takip edilir.

Fulminan hepatit gelisirse acil karaciger transplantasyonu endikasyonu dogar (58).
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Kronik HBV enfeksiyonun tedavisi: Kronik hepatit B hastalarinda
uygulanan tedavi ile amaglanan viral replikasyonun ve enfeksiyona bagh
nekroinflamasyonun onlenmesidir. Tedavi ile HBV DNA seviyesinin 6l¢iilemeyecek
diizeye diisiiriilmesi ve HBeAg pozitif hastalarda HBeAg serokonversiyonu (anti-HBe
olugmasi) replikasyonun azaldiginin, transaminaz diizeylerinin normal degerlere
gelmesi de nekroinflamasyona bagli karaciger hasarinin azaldiginin gostergesidir.
Uzun vadede tedavinin esas amaci siroz ve HSK'ya gidisin 6niinii kesmek, bu sayede
de hastalarin yasam kalitelerini ve siirelerini uzatmaktir. Tedavide kullanilan ilaglar

immiinmodiilatorler ve niikleoz(t)id analoglaridir (36).

Kronik HBV enfeksiyonun tedavisinde onaylanan ilk ila¢ olan "interferon"
viral DNA sentezini inhibe eder, antiviral enzimleri aktive eder ve MHC siif I antijen
ekspresyonunu arttirarak enfekte hiicrelerin antijen sunum kapasitelerini yiikseltir.
Gliniimiizde tedavi amacl kullanilan niikleoz(t)id analoglari lamivudin, adefovir,
entekavir, tenofovir ve telbivudin olarak siralanabilir. Genel anlamda etki
mekanizmalart DNA sentezinde gerekli olan niikleoz(t)idin yerini alarak zincir
sentezini engellemektir. Ozellikle ila¢ direnci énemli bir problem teskil etmektedir.
Bunun diginda hastanin eslik eden baska hastaliklarinin varligi veya ortaya ¢ikmasi
muhtemel ilag yan etkileri gz onilinde bulundurularak tedavide kullanilacak ilacin

kararma varilir (72,73).

2.1.12. Koruma

HBV enfeksiyonuna karsi korunma, ya direkt olarak antikorlarin verilmesi
yoluyla pasif immiinizasyonla ya da HBSAQ antijeni igeren rekombinant agilarin

uygulanmasi yoluyla aktif immiinizasyonla saglanmaktadir.

Pasif immiinizasyon: HBSAg pozitif oldugu tespit edilen anneden dogan
bebeklere, HBsAg pozitif kisiyle cinsel temasi olanlara, HBsAg pozitif kan veya viicut
stvilart ile perkutan/mukozal temasi olanlara, igerisinde anti-HBs hepatit B
hiperimmunoglobulini (HBIG) bulunan preperatlar, 100.000-200.000 1U/ml olacak
sekilde seklinde uygulanir (74).

Aktif immiinizasyon: HBsSA(g iceren rekombinant asilar {ilkemizin rutin as1

takviminde yer alir ve her yenidogana 0, 1 ve 6. aylarda olmak fizere ii¢ doz halinde
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uygulanir. Erigkinlerdeki asilama da yine ayni siire araliklarinda ve ayni1 dozlarda
uygulanir (75). Asilamay1 takiben olusan anti-HBs diizeyinin 10 IU/L ve iizerinde
Ol¢iilmesi kisinin bagisiklandiginin gostergesi olarak kabul edilir (76).

2.2 Stimulator of Interferon Genes (STING)

Dogal immiin sistem viicuda mikroorganizmalarin girisini fark edip ataga
geemeyi saglayan, PRR adi verilen algilayici reseptorlerle donatilmistir. Toll benzeri
reseptor (toll like receptor, TLR), NOD benzeri reseptor (NOD like receptor, NLR) ve
RIG-1 benzeri reseptor (RIG-I like receptor, RLR) bu tanima reseptor ailelerinin en iyi
bilinenleridir (77). STING proteini DNA viriisleri basta olmak {izere ¢esitli mikrobiyal
etkenlerle olusan enfeksiyonlarda dogal immiin yanit1 harekete gegirerek tip I IFN
{iretimini uyaran bir PRR proteinidir. Insan viicudunda makrofaj, dentritik hiicre, T
hiicreleri, endotel, epitel ve fibroblast gibi hiicrelerde bulunur. Bu protein 379
aminoasit igermekte olup yaklasik olarak 42 kDa agirligindadir. Bir ¢ok transmembran
bolge iceren protein, amino terminali ile ER yiizeyine tutunur. Sitoplazmaya dogru
serbest u¢ halinde bulunan karboksi terminali ile sitozoldeki DNA ve siklik
diniikleotidlerin (cyclic di nucleotides, CDN) varligin1 algilar. Siklik diadenozin
monofosfat (c-di-AMP) ve siklik diguanozin monofosfat (c-di-GMP) gibi CDN'ler
insan hiicrelerinde bulunmayip bakteri hiicrelerince ikinci haberci olarak kullanilan
molekiillerdir. Siklik GMP-AMP (cGAMP) ise insan hiicrelerinde bulunan cGAS
enziminin, sitozoldeki DNA ile etkilesime girerek guanozin trifosfat (GTP) ve
adenozin trifosfatin (ATP) kullanilmasi ile olusturdugu bir CDN'dir. ER zarinda
homodimer halde bulunan proteinin karboksi terminal uglari arasinda bulunan 'V'
seklindeki yariga sitozoldeki DNA ve CDN'ler baglandiklarinda konformasyonel
degisiklige neden olarak STING proteinini aktiflestirirler. Olusan cGAMP hiicreler
arasinda  bulunan gap-junction adli gecitlerden sentezlendigi  hiicrenin
komsulugundaki hiicrelere gecebilir. Adeta bir "erken uyarict" gibi davranarak komsu
hiicrelerde de STING aracili antiviral yanit1 baslatir ve viral yayilimi engeller. STING
ER zarinda iliski iginde oldugu translokon iligkili protein (translocon-associated
protein, TRAP) kompleks ile beraber golgiye oradan da periniikleer endozomlara
taginir. Bu yolculuk sirasinda beraberindeki TANK baglayici kinazi (tank binding
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kinase, TBK) aktiflestirir. Aktiflesen TBK dogal bagisikligin 6nemli transkripsiyon
faktorlerinden olan Interferon diizenleyici faktdr (interferon regulatory factor, IRF)
3'i aktiflestirir ve IFN alfa ve beta yanitim1 olusturur. STING ayrica bir diger
transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-kappa B'yi (NF-kB) aktiflestirerek de TNF
alfa ve iligkili sitokin yanitina katkida bulunur (Sekil 4) (78-81).
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Sekil 4. STING'in aktivasyon ve etki mekanizmasi (82 numarali kaynaktan uyarlanmistir).
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STING'in immiin sistemdeki fonksiyonlarin1 daha iyi anlamak i¢in yapilan
caligmalarda STING proteinine sahip olmayan farelerin bir DNA viriisii olan herpes
simpleks viriis (HSV) enfeksiyonuna Karsi olusturduklart IFN alfa, beta ve IL-6
cevabinin kontrol grubundan oldukga diisiik; HSV'ye bagl 6liim oraninin ise olduk¢a
yiksek oldugu ortaya konmustur. STING proteinine sahip olmayan farelerin
uygulanan DNA asisina cevap olarak olusan, serumda 6zgiil CD8 sitotoksik T hiicre
serisinin ve IFN gama diizeylerinin kontrol grubundaki farelerden diisiik oldugu ortaya
konmustur (5). Yapilan bir diger fare c¢alismasinda ise genetik olarak STING
proteinine sahip olmayan fare makrofaj hiicrelerinin sitoplazmalarinda biriken
DNA'ya karsi olusturduklart IFN, TNF alfa ve IL-1 beta cevabinin kontrol fare
makrofajlarindan oldukga diisiik oldugu ortaya konmustur (83). Ozetlemek gerekirse
yapilan caligmalar STING'in hem miktarin1 arttirdig1 sitokinler ve kemokinler
tizerinden dogal immiin yanitin hem de CDS8 T lenfositler iizerinden edinsel immiin

yanitin énemli bir aktiflestiricisi olarak gorev yaptigini ortaya koymaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalarin Sec¢cimi

Calismamiza 18-65 yas aralifinda olup, kronik hepatit B hastasi olan kisiler,
HBV'ye karsi dogal bagisik kisiler ve HBV viriisii ile karsilagmamis normal
popiilasyondaki saglikli kisilerden olusan 30'ar kisilik tic grup goniillii dahil edildi.
Goniiller belirlenirken immiin sistemi baskilayacak herhangi bir ilag kullananlar,
kronik hepatit B hastasi olup son alt1 ay iginde HBV'ye yonelik tedavi almis veya halen
almakta olanlar, kazanilmis immiin yetmezlik sendromu (acquired immune deficiency
syndrome, AIDS) veya kronik hepatit C hastasi olanlar ve son iki hafta icerisinde
enfeksiy6z bir hastalik gecirmis veya halen gecirmekte olanlar ¢alisma dis1 birakildi.
Calismaya alinma kriterlerini karsilayan kisilere ¢alisma hakkinda ayrintili bilgi
verildi, onamlar1 alindiktan sonra katilmay1 kabul edenlere sosyodemografik bilgiler

anketi uygulandi.

3.2. Serolojik Analiz

Calismaya katilan goniilliilerin serumlarinda HBsAg, anti-HBs, anti-HBc 1gG,
anti-HCV ve anti-HIV serolojik belirteglerini aragtirmak amaciyla ticari olarak temin
edilen EIA  kitleri  (Roche Diagnostics, ABD) kullanildi.  Yo6ntem,
elektrokemiliiminesans immiinolojik test prensibine dayanmakta olup, analizler iiretici
firmanin tavsiyeleri dogrultusunda gerekli kalibrasyonlar ve giinliik kontrol iglemleri
yapildiktan sonra Cobas 6000 e601 Analizér (Roche Diagnostics, ABD) cihazi
kullanilarak gergeklestirildi.

3.3. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Periferik kandan mononiikleer hiicrelerin ayrilmasi igin fikol yogunluk
gradiyenti yontemi kullanildi (84). Bu amagla steril, vidali kapakli DNaz-RNaz
icermeyen 15 mL kapasiteli bir santrifiij tiipiine steril bir pastor pipeti yardimiyla 5
mL lenfosit seperasyon medyumu (Lymphocyte Separation Medium, LSM) (Capricorn

Scientific, Almanya) koyuldu. Goniillillerden alinan tam kan 6rneginden steril pastor
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pipetiyle 5 mL almarak yavas¢a LSM iizerine birakildi. Ornekler 4°C'de, 2.000 rpm'de
(755 rcf) 20 dakika (Heraeus Megafuge 1.0 Centrifuge, ABD) frensiz olarak santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 plazma ile seperasyon medyumunun ara yiiziinde bulutsu bir
tabaka seklinde toplanan PKMNH steril pastor pipetiyle 15 mL kapasiteli steril, vidal
kapakli DNaz-RNaz igermeyen santriflij tiipiine aktarildi ve tizerine 10 mL'ye
tamamlayacak sekilde fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) (Phosphate Buffered Saline,
Oxoid, Ingiltere) eklendi. Tiip 4°C'de 4.300 rpm'de (3.493 rcf) 10 dakika santrifiij
edildi, siipernatan steril pastor pipetiyle uzaklastirildi. Pellet 1 mL PBS ile siispanse
edilerek 1,5 mL'lik steril DNaz-RNaz igermeyen mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
Hiicreler oda 1sisinda 1.800 rpm'de (300 rcf) 10 dakika santrifiij edildi (Thermo
Electron Corp. lec Micromax Microcentrifuge, ABD). Santrifiij sonrasinda siipernatan
steril, DNaz-RNaz i¢cermeyen, filtreli pipet ucu yardim ile uzaklastirildi. Pellet 1 mL
PBS i¢inde siispanse edilerek oda 1sisinda 1.800 rpm'de (300 rcf) 10 dakika bir kez
daha santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 slipernatan uzaklastirildi, pellet kismi1 0,4 mL
PBS i¢inde siispanse edildi. Olusan siispansiyon her birine 0,2 mL olmak iizere iki
adet 1,5 mL'lik santrifiij tiipiine aktarilarak ikiye boliindii. Bunlardan biri -80°C'de
saklandi, digeri RNA izolasyonu i¢in kullanildi.

3.4. PKMNH'den RNA izolasyonu

Calismamizda RNA izolasyonu i¢in PureLink® RNA Mini Kit (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanildi. Kit igeriginde 50 reaksiyonluk parcalama soliisyonu (lizis
buffer), yikama soliisyonu (wash buffer) I ve 1l, RNaz igermeyen su, ¢evirme kartusu

(spin cardridge), koleksiyon tiipii ve toplama (recovery) tiipti vardi.

RNA izolasyonu i¢in Kkitin prospektiisinde yer alan asagidaki islem
basamaklari sirasi ile uygulandi. Tiim ¢alisma basamaklarindaki pipetasyon islemleri

icin RNaz icermeyen, filtreli pipet u¢lart kullanildi.

1) RNA izolasyonu i¢in ayrilan 0,2 mL hacimdeki 6rnegin iizerine RNaz
icermeyen, filtreli pipet ucu kullanilarak, taze hazirlanmis %]1'lik 2-merkaptoetanol

iceren 0,2 mL pargalama soliisyonu aktarildi.
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2) Hiicrelerin par¢alanmasi i¢in vorteks (MS2 Minishaker, IKA, Almanya) ile
2.500 devirde vortekslendikten sonra olusan lizat oda 1sisinda 11.300 rpm'de (12.000
rcf) 2 dakika santrifiij edildi.

3) Siipernatan steril 1,5 mL'lik RNaz icermeyen mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

4) Uzerine 200 pL saf etanol eklendi ve 1.400 devirde yavasca vortekslendi.

5) Olusan karigimin tamami koleksiyon tiipii ile birlikte i¢ i¢e bulunan gevirme
kartusuna aktarildi ve oda 1sisinda 11.300 rpm'de (12.000 rcf) 15 saniye santrifiij
edildi. Koleksiyon tiiplinde biriken s1v1 dokiildii.

6) Cevirme kartusuna 700 puL yikama soliisyonu I eklendi ve oda 1sisinda 11.300
rpm'de (12.000 rcf) 15 saniye santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii i¢inde biriken sivi ile
atilip cevirme kartusu yeni bir koleksiyon tiipii icerisine yerlestirildi.

7) Cevirme kartusuna saf etanol eklenmis yikama soliisyonu IlI'den 500 pL
eklendi ve oda 1sisinda 11.300 rpm'de (12.000 rcf) 15 saniye santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipiinde biriken sivi dokiildii. Cevirme kartusu ayni koleksiyon tiipiine
yerlestirildi. Bu islem basamag iki kez uygulanda.

8) Cevirme kartusunun membraninin kurutulmasi amaciyla oda 1sisinda 11.300
rpm'de (12.000 rcf) 1 dakika santrifiij edildi. Cevirme kartusu koleksiyon tiipiinden
alinarak toplama tiipiine yerlestirildi.

9) Cevirme kartusunun merkezine 100 uLL RNaz i¢cermeyen su ilave edildi ve
oda 1s1sinda bir dakika bekletildi.

10) Cevirme kartusu oda 1sisinda 15.000 rpm'de (21.000 rcf) 2 dakika santrifiij
edildi. Toplama tiipiinde biriken 100 uL hacimdeki total RNA'dan cDNA sentezi igin
gerekli olan 5 uLL RNA alindiktan sonra kalan kisim -80°C'de muhafaza edildi.

Elde edilen RNA Orneklerinin konsantrasyonlari, NanoDrop 2000c
spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak él¢iildii. Olgiilen RNA
konsantrasyonu 20 ng/ul'den diisiik olan 6rneklerde izolasyon islemi tekrarlandi. RNA
konsatrasyonu 1 pg/ul'in tizerinde Olgiilen Ornekler ise RNaz igermeyen steril

deiyonize su ile sulandirilarak CDNA sentezi i¢in kullanima hazir hale getirildi.
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3.5. Komplementer DNA (Complementary DNA, cDNA) Sentezi

Calismamizda ¢cDNA sentezi i¢in RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific, Litvanya) kullanildi. izolasyon islemi sonucunda elde
edilen tek sarmalli RNA'nin cDNA'ya transkripsiyonu; revers transkriptaz (RT)
enzimi, reaksiyon tamponu (5X), rastgele (random) hekzamer primerler,
deoksintikleotid trifosfat (AINTP) karisimi, RNaz inhibitorii ve RNaz icermeyen su
muhteva eden cDNA sentez karisimi kullanilarak gergeklestirildi. cDNA sentez

karisiminin igerigi Tablo 1'de belirtildigi gibidir.

Tablo 1. cDNA sentez karigimi igerigi

cDNA sentez karisinm 1x karisim final konsantrasyonu  1x karisim (ul)
Reaksiyon tamponu (5X) 1x 4
dNTP karisimi (10 mM) 1mM 2
Random hekzamer primerler 5uM 1

(100 uM)

RNaz inhibitorii (20 U/ul) 20U 1

RT (20U/pl) 20U 1

Izole RNA 5
RNaz icermeyen su 6
Toplam Hacim 20

PKMNH'lerden RNA izolasyon islemi tamamlandiktan sonra toplama tiiptinde
elde edilen 100 pL hacmindeki toplam RNA'dan RNaz igermeyen filtreli pipet ucu
vasitastyla 5 pL alinarak toplam hacmi 15 pL olan cDNA sentez karisiminin oldugu
tiipe aktarildi. cDNA sentezi termal dongii cihazinda (GeneAmp® PCR System 9700,
Applied Biosystems, ABD) gerceklestirildi. Sirasi ile su reaksiyon basamaklarinin
gerceklestirilmesi saglandi. i) 24°C'de 10 dakika inkiibe edilerek primerlerin
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baglanmasi saglandi. ii) RT enziminin maksimum performans gosterdigi sicaklik olan
42°C'de 60 dakika inkiibe edilerek revers transkripsiyon reaksiyonu gergeklestirildi.
iii) Bir saatin sonunda sicaklik 70°C'ye ¢ikartilip bes dakika inkiibe edilerek RT
enziminin inaktivasyonu saglandi. Elde edilen cDNA karisimi PCR islemi hemen

gerceklestirilemeyecekse -20°C'de islem giiniine kadar muhafaza edildi.

3.6. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

STING geninin ekspresyon diizeyi ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(real time polymerase chain reaction, RT PCR) kullanilarak belirlendi. Her 6rnek i¢in
es zamanl olarak hem izolasyon ve amplifikasyon basamaklarinin kontroliiniin hem
de normalizasyonun saglanmasi amaciyla gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) geninin ekspresyon diizeyi de belirlendi. RT PCR islemi her 6rnek igin
birbirinden bagimsiz PCR tiiplerinde STING ve GAPDH i¢in ayr1 ayr ikiser kez
gerceklestirildi.

GAPDH, glikolizin ara basamaklarinda gliseraldehit 3-fosfattan 1,3-
bisfosfogliserat olusumunu katalizleyen bir enzimdir (85). Bu enzimi kodlayan gen ise
"housekeeping gen" olarak adlandirilan genlerden birisidir. Insan viicudunda bulunan
genlerin yaklasik %80'1 belli zamanlarda ve belli dokularda ekprese olurken, hiicrenin
temel islevsel ve biyokimyasal fonksiyonlarinda goérev alan bu genlerin ekpresyonu

hemen her hiicrede ve mutlaka olmasi gerekmektedir (86).

Calismamizda GAPDH ekspresyon 6l¢iimii ile hem RNA izolasyon isleminin
hem de amplifikasyonun kontrolii saglandi. Ayrica STING gen ekspresyon dlgiimleri
ile es zamanl olarak yapilan GAPDH gen ekspresyon Ol¢iimleri oranlanarak

278ACT formiilii

normalizasyon islemi gercgeklestirildi. Normalizasyon islemi igin
uygulandi (87). Gergeklestirilen normalizasyon islemi sayesinde farkli goniilliilerden
aliman kanlardan izole edilen PKMNH'lerin baslangigtaki aktivite ve miktar

farkliliklarindan dogacak olan 6lgiim degiskenligi bertaraf edilmis oldu.

RT PCR islemi i¢in LightCycler® 480 System (Roche Molecular Systems,
ABD) cihazi kullanildi. PCR igin hazirlanan reaksiyon karigimi hedef genlerin
primerleri ile 2X SYBR Green Mix (Biomatik, Kanada) kullanilarak hazirlandi. Sybr

green cift zincirli DNA'ya baglanarak floresan 6zellik kazanan bir boya olup, olusan
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PCR iirlinii miktar1 ile orantili olarak floresan artisi olusturur. Ancak her i1sima her
zaman anlamli olmayabilir. Sybr green, primer dimerlerine veya 6zgiil olmayan
amplifikasyon fiiriinleri gibi ¢ift zincirli DNA molekiillerine de baglanabilir. Cift
zincirli DNA'nin %50'sinin tek zincirli hale gegmesi icin gerekli olan sicaklik erime
sicakligi (melting temperature, Tm) olarak adlandirilir ve her ¢ift zincirli DNA i¢in
kendine o6zgiidiir (88). Sicaklik artis1 ile ¢ift zincirli DNA miktarinin azalmasi
floresanin da azalmasina sebep olur. Sicaklik artis1 ile floresan arasindaki bu iliskiden
yola ¢ikarak "erime egrisi" (melting curve) elde edilir (89). LightCycler® 480 System
(Roche Molecular Systems, ABD) cihazi, erime egrisi analizi yapabilme 6zelligine de
sahiptir. Calismamizda bu 6zellikten yararlanilarak erime egrisi analizleri yapildi ve
0zgll olmayan amplifikasyon {irlinlerine sybr green baglanmasindan kaynaklanan

1s1malar ayirt edildi.

Her 6rnek i¢in STING ve GAPDH amplifikasyonlari ikiger bagimsiz 6rnek gibi

calisildi. Gegersiz olarak degerlendirilen 6rnekler i¢in PCR islemi tekrarlandi.

PCR sonunda amplifikasyonlarm degerlendirilmesi icin LightCycler® 480
System'in (Roche Molecular Systems, ABD) Abs Quant/2nd Derivative Max yazilimi
kullanildi. Amplifikasyon sirasinda floresan 151nim esik degerinin asildig1 yani olusan
irtindeki ilk anlamli artisin oldugu dongii "esik dongii degeri" (threshold cycle, Ct)
olarak isimlendirilir (90). "Cakigsma noktas1" (crossing point, Cp) ise amplifikasyon
sirasinda floresan sinyal artisinin en yiiksek oldugu noktaya karsilik gelir. Cp hemen
her zaman amplifikasyonun logaritmik olarak lineerlestigi kismin tam orta noktasina
denk diiser. Boylelikle kullanici miidahalesi en aza indirgenmis olur. Roche
LightCycler® 480 System (Roche Molecular Systems, ABD) katalogunda Cp
degerinin Ct degeri ile es anlamli oldugu ve ol¢iimlerde Cp degeri kullanildig:
belirtilmektedir (91). Calismamizda STING'in Cp degeri ile GAPDH'm Cp degeri
oranlanarak normalizasyon yapildi. Deneylerde tiim hasta ornekleri ayni sartlarda

ikiser kez caligilarak analizlerde elde edilen 6lgiimlerin ortalamasi kullanildi.

Calismada kullanilan PCR karigiminin igerigi Tablo 2'de, kullanilan
primerlerin oligoniikleotid dizileri ve uzunluklar1 Tablo 3'de, PCR reaksiyon

basamaklari ise Tablo 4'te belirtildigi gibidir.

30



Tablo 2. RT-PCR karigiminin igerigi

RT-PCR karisimi 1x karisim final konsantrasyonu  1x karisim (ul)
2X SYBR green karigimi 1x 12,5
Forward primer uM 0,2 0,5
Revers primer (10 pmol/ul) 0,2 0,5
cDNA 4
Distile su (RNaz igermeyen) 7,5
Toplam Hacim 25

Tablo 3. Kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizileri ve uzunluklari

Gen Oligoniikleotid Dizisi Baz Cifti Referans
STING F CTATTTCTACTACTCCCTCCC 201 92
STINGR CGCAGATATCCGATGTAATATG

GAPDH F GGTATCGTGGAAGGACTCATGA 188 93
GAPDH R ATGCCAGTGGCTTCCCGTTCAGC
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Tablo 4. RT PCR dongiisii

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95°C 10 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
40
Baglanma, zincir uzamasi, 60°C 1 dakika
floresan ol¢iimii
Erime egrisi analizi 95°C 5 saniye 1
55°C 1 dakika 1
97°C 1

PCR dongiisiiniin 6n denatiirasyon basamaginda 95°C sicaklikta hem DNA
zincirlerinin birbirinden ayrilmasi hem de enzimin aktivasyonu saglandi. Takip eden
40 dongii boyunca 95°C'de olusan DNA primerlerinin birbirinden ayrilmasi
saglanirken, 60°C'deki 1 dakikalik siire¢ i¢inde Once zincirlerin birbirine baglanmasi,
sonra uzama iglemi gerceklesir ve en sonunda olusan floresan 6l¢timii gergeklestirildi.
40 dongiiniin sonunda erime egrisi analizi islemi gergeklestirildi. 95°C'de zincirlerin
birbirinden ayrilmasi saglandiktan sonra 55°C'de 1 dakika boyunca tekrar zincirlerin
birlesmesi saglanir ve 97°C'ye kadar 1sitma iglemi yapildi. Her bir derece 1s1 artiginda
toplam bes defa floresan 6l¢timii yapildi. Bu 6l¢timlerle primerin kendine 6zgii erime

sicaklig belirlendi.

Amplifikasyon {iriiniiniin istenilen baz uzunlugunda olup olmadig1 agaroz jel
elektroforezi ile de incelendi. Agaroz jel elektroforezi igin 6nce 108 g tris base (Tris
Buffer AR, SRL, Hindistan), 55 g borik asit (Boric Acid, SRL, Hindistan), 40 mL 0,5
M etyhlene diamine tetraacetate (EDTA, (pH 8.0) (Fisher BioReagents, ABD) distile
su ile 1000 mL'ye tamamlanarak 10X konsantrasyonunda stok tris-borik asit-EDTA
(TBE) tamponu hazirlandi. Sonra 1X konsantrasyonundaki TBE i¢inde %2'lik agaroz
jel (Agarose RA, Amresco, ABD) mikrodalga firinda eritilerek hazirlandi. Hazirlanan
agaroz i¢ine 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid eklendi. Eriyik, i¢inde taraklari
olan jel kalibina yerlestirilip donmaya birakildi. Agar donduktan sonra tarak ¢ikarildi
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ve kuyucuklarin ilk iki ve son ikisine kontrol DNA markir1, digerlerine hedef {iriinler
yerlestirildi. Jel 80 volt elektrik akimi uygulanarak 30 dakika yiiriitiildi. Elektroforez
tamamlandiktan sonra olusan bantlar kontrol DNA markirlar1 yardimi ile ultraviyole

transilliminatorde incelenip beklenen {iriine uygun olup olmadiklar1 degerlendirildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler MS-Excel ortaminda kaydedildi. PCR islemi
tamamlandiktan sonra her érnek igin 2744 formiilii uygulanarak normalizasyon
saglandiktan sonra elde edilen veriler IBM SPSS 22.0 programi ortaminda analiz
edildi.

Veriler, goniillii gruplarina, cinsiyet ve yas seviyelerine gore siniflandirildiktan
sonra tanimlayici istatistikleri incelendi, siirekli (niceliksel) verilerin merkezi egilim
oOlgtileri (ortalama, mod, medyan, standart sapma) ile kategorik verilerin say1 ve

yiizdelikleri incelendi.

Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlarin yani sira
gruplarin ortalamalarini karsilastirmak i¢in bagimsiz orneklem t testi ile Kruskal
Wallis testleri kullanildi. Ayrica ¢alismanin verileri, agik kaynak kodlu, R Studio
istatistiksel paket programi ortaminda,"foreig" kiitiiphanesi yardimi ile ele alindi ve
ilgili grafiklerin kodlar1 yazilarak gorsellestirildi. Sonuglar %95'lik giiven araliginda,
p<0.05 anlamhlik diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik veriler

Calismaya 18-65 yas araliginda her biri 30'ar kisiden olusan ti¢ grup gonilli
dahil edildi. Calismaya katilanlarin 45'i (%50) kadin, 45'i (%50) erkektir. Calisma

gruplarindaki katilimcilarin cinsiyetlere gore dagilimlar1 Tablo 5'te verilmistir.

Tablo 5. Caligma gruplarinin cinsiyetlere gore dagilimlari ve yiizdeleri

Kadin Erkek Toplam
HBV'ye dogal bagisiklar 17 (%56,70) | 13 (%43,30) 30 (%100,00)
HBY ile karsilasmamuis olanlar 15 (%50,00) | 15 (%50,00) 30 (%100,00)
Kronik hepatit B hastalari 13 (%43,30) | 17 (%56,70) 30 (%100,00)

Calismaya katilan her li¢ gruptan toplamda 90 goniilliiniin yas ortalamasi

40,90+10,26'dir. Calisma gruplarinin yas ortalamalar1 Tablo 6'da belirtilmistir.

Tablo 6. Calisma gruplarinin yas ortalamalart

Sayi(n) | Yas Arahg Ortalama+SD
HBV'ye dogal bagisiklar 30 25-63 43,20+9,52
HBY ile karsilasmamis olanlar 30 20-58 39,43+11,32
Kronik hepatit B hastalar1 30 20-57 40,06+9,79
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Calismaya katilanlar cinsiyete gore gruplandirildiginda yas ortalamalar1 Tablo
7'deki gibidir.

Tablo 7. Katilimcilarin cinsiyete gore yas ortalamalari

Sayi(n) Yas Aralig Ortalamat SD
Kadin 45 20-59 40,46+9,99
Erkek 45 21-63 41,33+10,61

4.2. Laboratuvar verileri

Caligmaya alinan her 6rnek igcin STING gen amplifikasyonlari ve kontrol
olarak kullanilan GAPDH amplifikasyonlar1 birbirinden bagimsiz 6rnekler gibi ve
ikiser kez calisildi. Elde edilen amplifikasyonlar LightCycler® 480 System'in Abs
Quant/2nd Derivative Max yazilmi kullanilarak  degerlendirildi. Olusan
amplifikasyon egrileri ve egrilerin esik degeri astiklar1 Cp degerlerinin bir 6rnegi Sekil
5'teki gibidir.
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Sekil 5. PCR islemi sonucu elde edilen amplifikasyon egrileri ve Cp degerleri 6rnegi
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Calismamizda elde edilen 6zgiil amplifikasyon egrilerinin, 6zgiil olmayan PCR

tirlinlerinin olugturacagi amplifikasyon egrilerinden ayirt edilebilmesi i¢in erime egrisi

analizi ve erime sicakligi 6lgiimii yapildi. Olgiimler sonucunda STING'in erime
sicakliginin ortalama 90,24+0,3°C, GAPDH''m erime sicakliginin ise ortalama

90,3+0,3°C oldugu tespit edildi. Amplifikasyon egrileri Sekil 5'te gosterilen 6rnegin

oOl¢iilen erime sicakligl ve yapilan erime egrisi analizi Sekil 6'daki gibidir.
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Sekil 6. Erime sicaklig1 ve erime egrisi analizi 6rnegi
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Caligmamizda test edilen 6rneklerde erime egrisi analizi ve erime sicakligi

beklenen ortalamanin diginda olup, olusturdugu amplifikasyonlarin 6zgiil olmadigi
tespit edilen Ornekler tekrar calisildi. Sekil 7'de iki farkli 6rnegin GAPDH

amplifikasyon egrileri ve esik degeri astigi Cp degerleri gosterilmistir. Farkli

goniilliilerden izole edilen PKMNH'lerindeki GAPDH gen ekspresyon diizeyi farklilik

gosterebilecegi i¢in amplifikasyon egrilerinde ve Cp degerlerinde farklilik gozlenmesi

dogaldir. Ancak tiim 6rneklerde benzerlik gostermesi gereken GAPDH erime egrisi ve

erime sicakliginin Sekil 8'de gosterildigi gibi ikinci 6rnekte beklenenden farkli oldugu

tespit edildi. Ikinci 6rnekteki GAPDH amplifikasyon fiiriiniiniin 6zgiil olmadig1

belirlendi ve 6rnek tekrar test edildi.
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Sekil 7. Tki farkli 6rnekte test edilen GAPDH amplifikasyon egrileri ve Cp degerleri
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Calismamizda GAPDH'n erime sicakligi ortalama 90,3+0,3°C olarak dl¢iildii.
89 numaral1 6rnegin erime sicakligi bu ortalama ile uyum gosterirken, 90 numarali
ornegin erime sicakligr 89,3°C ol¢iilmiis olup olusan PCR iiriiniin 6zgiil olmadig1

degerlendirildi ve ornek tekrar ¢aligildi (Sekil 8).

Calismamizda erime egrisi analizinin yani sira amplifikasyon iirliniiniin
hedeflenen baz uzunlugunda olup olmadigi agaroz jel elektroforezi ile de incelendi.

Elde edilen jel elektroforez goriintiilerinin bir 6rnegi Sekil 9'daki gibidir.

NG STING  STING  §TING  GAPDH
: e

GAPDE GAPDE  GAPDH
Marker Marker 21 200 :

"nA >N

Marker  Market

v

!

:—-—“~_——:

Sekil 9. PCR sonucu elde edilen STING ve GAPDH amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel

elektroforez goriintiisii

PCR islemi tamamlandiktan sonra her 6rnek i¢cin STING geninin Cp degerleri
ile GAPDH geninin Cp degerleri kullanilarak normalizasyon islemi gergeklestirildi.
Normalizasyon islemi i¢in 2724¢T formiilii uygulandi. Elde edilen verilerle istatistiksel

analiz gerceklestirildi.
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Goniilliilerin gruplara gore STING ekspresyon diizeyleri

Calismaya katilan goniilliller, gruplara gore incelendiginde, HBV'ye karsi
dogal bagisiklardan olusan grubun STING ekspresyon diizeyi 0,084+0,026, HBV ile
karsilasmamis goniillii grubunun STING ekspresyon diizeyi 0,082+0,032, kronik
hepatit B hastalarindan olugsan grubun STING ekspresyon diizeyi ise 0,075+0,022
seklinde bulunmustur. Gruplarin STING ekpresyon diizeyleri Tablo 8'de ve Sekil
10'da ayrintili olarak belirtilmistir.

Tablo 8. Goniilliilerin gruplara gore STING ekspresyon diizeyleri

Say1(n) | STING ekspresyon Ortalama+SD
diizeyi arahg:
HBV'ye dogal bagisiklar 30 0,043-0,142 0,084+0,026
HBY ile karsilasmamis 30 0,040-0,162 0,0824-0,032
olanlar
Kronik hepatit B hastalari 30 0,047-0,128 0,07540,022
5 e —_—
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HBV'ye dogal bagisiklar HBV ile karsilasmamis olanlar Kronik Hepatit B hastalari

Sekil 10. Goniilliilerin gruplara gore STING ekspresyon diizeyleri
Calismaya katilan goniilliiler, gruplara gore incelendiginde STING ekspresyon

diizeyleri Kolmogrov Smirnov testine gore normal dagilim gostermemis ve parametrik

kosullar1 saglamamistir. Buna gore, yapilan Kruskal Wallis testi sonucunda, o =
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0,05 yanilma diizeyinde, gruplar arasinda STING ekspresyon diizeyi ortalamalarinda

istatistiksel agidan anlamli farklilik saptanmamuistir (p=0,473).

Goniilliilerin yasa gore STING ekspresyon diizeyleri

Calismamiza katilan goniilliiler, tan1 fark etmeksizin, yaslar1 g6z Oniine

alinarak dekatlar halinde dort gruba ayrilmig ve STING ekspresyon diizeyleri analiz
edilmistir. 20 ile 30 yas aras1 16 (%17,8) goniillii, 31 ile 40 yas aras1 23 (%25,6)

goniillii, 41 ile 50 yas aras1 36 (%40) goniillii ve 51 yas tizerinde 15 (%16,7) goniillii

oldugu goriilmistiir. Goniillillerin yasa gore olusturulan gruplarinin STING

ekspresyon diizeyleri Tablo 9'da ve Sekil 11'de ayrintili olarak belirtilmistir.

Tablo 9. Goniilliilerin yasa gore olusturulan gruplarinin STING ekspresyon diizeyleri

Grup yas seviyeleri Sayi(n) STING ekspresyon diizeyi araligi | Ortalama+SD
20-30 yas aras1 16 0,047-0,137 0,068+0,021
31-40 yas arasi 23 0,043-0,154 0,089+40,031
41-50 yas aras1 36 0,040-0,162 0,081+0,028
S1ve iistii yas 15 0,052-0,106 0,075+0,017
6 o

= I — .

g | T T I I

20-30 yas arasi 31-40 yag arasi 41-50 yag arasi 51 yag ve Gzeri

Sekil 11. Goniilliilerin yasa gore olusturulan gruplarinin STING ekspresyon diizeyleri
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Tan1 fark etmeksizin, katilimcilarin yaslar1 dekatlar halinde dort gruba

ayrildiginda, STING Ekspresyon diizeyleri normal dagilim gostermemektedir. Buna

gore, yapilan Kruskal Wallis testi sonucunda, a = 0,05 yanilma diizeyinde, yas

seviyeleri arasinda STING ekspresyon diizeyi ortalamalari arasinda anlamli bir

farklilik goriillmemektedir (p=0,106).

Goniilliilerin cinsiyete gore STING ekspresyon diizeyleri

Goniilliller tam1 fark etmeksizin cinsiyet durumlaria goére incelendiginde,

STING ekspresyon diizeyleri normal dagilim gostermektedir. Kadinlarin STING
ekspresyon diizeyi ortalamalar1 0,87+0,027, erkeklerinki 0,073+0,024 olarak

bulunmustur. Cinsiyete gore olusturulan gruplarin STING ekspresyon diizeyleri Tablo

10'da ve Sekil 12'de ayrintili olarak belirtilmistir.

Tablo 10. Géniilliilerin cinsiyete gore olugturulan gruplarmin STING ekspresyon diizeyleri

Cinsiyet Say1 (n) STING ekspresyon diizeyi arahigi Ortalama+SD
Kadin 45 0,040-0,162 0,087+0,027
Erkek 45 0,043-0,154 0,07310,024
>
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Sekil 12. Goniilliilerin cinsiyete gore olusturulan gruplarinin STING ekspresyon diizeyleri
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Cinsiyete gore STING ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmast i¢in yapilan
bagimsiz Orneklem t testi sonucuna gore, a = 0,05 yanilma diizeyinde, STING

ekspresyon diizeyi ortalamalari arasinda anlamli bir farklilik gériilmemektedir (p

=0,560).
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5. TARTISMA

Tiim diinyada yaklagik iki milyar kisinin HBV ile karsilasmis oldugu, yaklasik
350-400 milyon kisinin kronik olarak enfekte oldugu ve her yil yaklasik bir milyon
kisinin de HBV ile iligkili sebeplerden dolay1 hayatin1 kaybettigi gergegi hepatit B
enfeksiyonunu dnemli bir halk sagligi sorunu haline getirmektedir (1). Giiniimiizde
HBV asis1 DSO'niin onerileri dogrultusunda 168 dilkede ulusal as1 programi
kapsaminda uygulanmaktadir. Buna ragmen 2015-2030 yillar1 arasinda yaklasik 65
milyon yeni vaka goriilecegi tahmin edilmektedir (94,95). Ayrica, mevcut tedavi
secenekleri ile kronik hastalardan viriisiin eradikasyonunun ¢ok diisiik oranlarda
olmasi, uzun siireli tedavi gerektirmesi, yan etkilerin fazla olmas1 ve yiiksek maliyet

gibi sorunlar yeni tedavi arayiglarini dogurmaktadir (96,97).

HBV enfeksiyonundan sonra klinik seyir ve kroniklesme siireci viriis ve
konaga ait faktorlere gore degiskenlik gostermektedir. Enfeksiyona neden olan HBV
genotipleri ve subgenotipleri viral faktorler arasinda sayilabilirken, konaga ait
faktorlerin basinda ise HBV ile karsilasma yasi, cinsiyeti ve konagin immiin durumu

gelmektedir (49).

HBV genotiplerinin kroniklesme ve klinik gidis iizerine olan etkisinin
arastirildigi calismalarda; A1, C, B2-B4, F1 ve D genotipleri ile olan enfeksiyonlarda
siroz ve HSK gelisim riskinin A2, B1 ve B5 genotipleri ile olanlardan daha yiiksek
oldugu ortaya konmustur (98,99). Damar ig¢i ila¢ kullananlarda goriilen akut hepatit B
olgularinin incelendigi bir ¢alismada ise fulminan hepatit gelisen on olgudan
dokuzunun genotip D ile enfekte oldugu gosterilmistir (100). Kronik hepatit B
hastalarinin PKMNH'lerinde TLR ekspresyon diizeylerinin incelendigi bir ¢caligmada
ise genotip C ile enfekte kisilerde 6lciilen TLR2 ekspresyon diizeyinin genotip B ile
enfekte kisilerden daha diisiik oldugu bulunmustur. Buradan hareketle genotip C'nin
TLR2 ekspresyon diizeyindeki azalmayla iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (101).
PRR iiyelerinden olan TLR2 ekspresyon diizeyinin genotip C ile enfekte hastalarda
genotip B ile enfekte olanlara oranla diisiik bulunmus olmasi bir diger PRR iiyesi olan
STING proteininin ekspresyon diizeyinin de farkli genotiplerle olan enfeksiyonlardan
etkilenip etkilenmeyecegi sorusunu akla getirmektedir. HBV genotipleri diinya

lizerinde cografi bolgelere gore farkliliklar gostermektedir. Ulkemizde genotip D
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yaygin genotiptir. Calismamizi yiiritmiis oldugumuz merkezimizin de iginde
bulundugu Dogu Karadeniz Bolgesinde daha dnce 137 hepatit B hastasi ile yapilmis
olan bir ¢alismada tiplendirilebilen 125 6rnegin tamaminin genotip D oldugu ortaya
konmustur (102). Calismamiza katilan kronik hepatit B tasiyicilarinda genotip analizi
yapilmamis olmakla birlikte hem iilkemizde hem de bolgemizde daha dnce yapilmis
olan caligmalar g6z Onlinde bulunduruldugunda agirlikli genotipin genotip D
olduguna, bu nedenle de c¢alismamizda genotiplerden kaynaklanan STING gen

ekspresyon farkliliginin olmadigina dair bir 6ngoriiye sahibiz.

Konagin olusturdugu immiin yanit enfeksiyonun seyrinde Onemli bir
faktoridir. HBV  enfeksiyonunun immiinopatogenezi halen tam olarak
aydinlatilamasa da kabaca dogal immiin yanitin IFN cevabi ile hem viral replikasyonu
baskilamasi hem de viral yayilimi sinirlandirmasi, akabinde edinsel immiin yanitin
spesifik CD8 T lenfositler vasitasi ile enfeksiyonu kontrol altinda almasi seklinde
tasvir edilebilir. HBV'ye karsi immiin yanittaki asil efektdr hiicreler CD8 T
lenfositleridir. CD8 T lenfositler hem enfekte hepatositlerde apopitozu uyararak direkt
sitolitik yolla hem de salgiladiklar1 IFN gama ve TNF alfa vasitast ile nonsitolitik yolla
HBV'ye karsi miicadele etmektedirler (103). Yapilan c¢aligmalarda hepatit B
enfeksiyonlu hastalardan alinan kan 6rneklerinde HBV'ye 6zgiil CD8 T lenfosit
yanitinin viral temizlenmeyi saglayanlarda etkin ve giiglii oldugu, kronik enfeksiyon
gelisen kisilerde ise zayif ve hasarli oldugu ortaya konmustur (104,105). Yiiksek
viremi ile seyreden hepatit B hastalarinda HBV'ye 06zgiil T lenfosit yanitinin

baskilanmis oldugu gozlemlenmistir (106).

Virlis enfeksiyonlarinda viral niikleik asitler ve viral proteinler gibi viriis
bilesenlerinin konak¢inin PRR'leri tarafindan algilanmasi ile dogal immiin yanit
tetiklenmis olur. Viral enfeksiyonlarin dogasi geregi konak¢inin ilk cevabi IFN
salinimi olarak ortaya g¢ikar. IFN alfa ve beta bir taraftan viriisiin replikasyonunu
baskilayip diger hiicrelere yayilimini1 engellerken diger taraftan da NK hiicrelerinin
aktivitesini arttirtp, dentritik hiicrelerin fonksiyonlarin1 diizenleyerek dogal immiin
yanitin hiicresel elemanlarin1 da harekete gegirir. Ayn1 zamanda enfekte hiicrelerin
yiizeyindeki MHC 1 ekspresyonunu arttirarak CD8 sitotoksik T lenfositlere antijen
sunumunu, dolayisiyla enfekte hiicreye kars1 CD8 T lenfosit yanitin1 da uyarir. Bunlara

ek olarak T ve B lenfosit gelisimine katkida bulunur. Yani IFN sadece dogal immiin

45



yamit1 degil ayn1 zamanda edinsel immiin yanit1 da etkinlestirir (97,107). Onceleri var
olan HBV'nin dogal immiin yaniti harekete gecirmedigine dair inanig Lucifora ve
arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alisma ile yikilmistir. Calisma sonucunda HBV
enfeksiyonuna yanit olarak yogun miktarda IFN olustugu ve olusan IFN cevabinin da
HBV replikasyonunu baskiladig1 ortaya konmustur (108). Ote yandan dogal immiin
yanitin dnemli bir hiicresel eleman1 olan NK hiicrelerinin de HBV enfeksiyonunda
aktive oldugu, hem direkt hem de IFN salinimi vasitasiyla viral replikasyonu
baskiladigi gosterilmistir (109). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ise TLR7/8/9 ve
STING agonistleri kullanilarak intrahepatik dogal immiinitenin aktiflestirilmesiyle
HBV enfeksiyonunun kontrol altina alinabildigi gosterilmistir. Hatta buradan
hareketle HBV tedavisi i¢cin PRR iizerinden dogal immiiniteyi aktiflestirecek
farmakolojik ajanlarin kullanima kazandirilmasi i¢in oldukca genis capli ¢alismalar

yiritilmektedir (110).

Dogal immiinitenin en 6nemli sitokinlerinden olan IFN alfa ve IFN beta birgok
yolla HBV replikasyonunu baskilar. HBV transkriptlerinin replikasyon i¢in 6nemli
olan viral RT enzimi ve kor proteini gibi viral proteinlere translasyonunu inhibe
ederek, pgRNA'nin enkapsidasyonunu inhibe ederek, pgRNA'nin tek zincirli DNA'ya
revers transkripsiyonunu engelleyerek, pgRNA ve/veya DNA iceren kapsid formunun
degradasyonunu indiikleyerek, kor protein dimerizasyonunu Onleyerek bunu
basarabilir. HBV replikasyonu ve gen ekspresyonu i¢in kritik dneme sahip Enh I ve
Enh II elementlerinin aktivitesini azaltarak da HBV'yi baskilar. Bir yandan da
APOBEC3A ve APOBEC3B sitidin deaminazlarinin miktarini arttirarak HBV'nin
hepatosit ¢cekirdegindeki rezervuari olarak nitelendirilen cccDNA'nin degradasyonunu
saglar. Yine cccDNA ile birlikte bulunan asetillenmis histon miktarin1 azaltarak

cccDNA'nin transkripsiyonunu azaltir (3,111-113).

Dogal immiin sistemin viicuda mikrobiyal girisi fark edip ataga gecmesini
saglayan algilayici PRR reseptorlerinin en bilinenleri TLR, NLR ve RLR'lerdir (77).
STING proteini de DNA virlisleri basta olmak {izere ¢esitli mikrobiyal
enfeksiyonlarda dogal immiin yanit1 harekete gecirerek IFN alfa, IFN beta ve TNF alfa
basta olmak iizere ¢esitli sitokinlerin {iretimini uyaran bir PRR proteinidir. Amino
terminali ile ER yiizeyinde homodimer halde bulunur. Sitoplazmaya dogru serbest u¢

halinde bulunan karboksi terminalinin uglar1 arasinda bulunan "V" seklindeki yariga
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sitozoldeki DNA ve CDN'lerin baglanmasiyla konformasyonel degisiklige ugrayarak
aktiflesir. ER zarinda iliski i¢cinde oldugu TRAP kompleksi ile beraber golgiye, oradan
da periniikleer endozomlara tagmir. Bu yolculuk sirasinda beraberindeki TBK'y1
aktiflestirir. Aktiflesen TBK da dogal immiin yanitin 6nemli transkripsiyon
faktorlerinden olan IRF3'ii aktiflestirerek IFN alfa ve beta yanitin1 olusturur. STING
ayrica bir diger transkripsiyon faktorii olan NF-xB'yi aktiflestirerek de TNF alfa ve
iligkili diger proinflamatuar sitokin-kemokin yanitina katkida bulunur (78-81,97).
Dogal immiin yanit {izerine olan bu uyarici etkilerinin yani sira etken spesifik CD8
sitotoksik T hiicre serisini ve IFN gama diizeylerini arttirarak da edinsel immiin yanit
tizerine uyarict etki yapar. Yani STING bir yandan dogal immiin yanit1 etkin bir
sekilde aktiflestirirken diger yandan da edinsel immiin yanitin etkinlesmesine katkida

bulunur.

STING proteininin immiin sistemde miktarini arttirdigi ve etkinlestirdigi
elemanlar goz oniinde bulunduruldugunda HBV'nin viicuttan temizlenmesinde etkin
rol oynayabilecegi diigiiniilmiistiir. Nitekim STING agonistt DMXAA kullanilarak
yapilan bir calismada makrofaj hiicre kiiltlirtinlin STING agonisti ile muamele
edildikten on iki saat sonra makrofajlardan salinan sitokinlerin bulundugu besiyeri
toplanmis, bu besiyeri HBV ile enfekte hepatosit hiicre kiiltlir ortamina uygulandiktan
iki giin sonra yapilan Ol¢iimlerde hepatositlerdeki kapsid iliskili HBV DNA,
pregenomik RNA, kapsid proteini ve kor proteini miktarinin azaldigi ortaya
konmustur. Agonistin HBV'ye kars1 olusturdugu bu etkinin IFN alfa ve IFN betanin
HBV'ye kars1 olusturdugu etkiye benzer oldugu ve monoklonal antikorlar kullanilarak
hepatositlerde IFN reseptorlerinin bloklanmasi sonucunda DMXAA'nin olusturdugu
bu antiviral etkinin belirgin derecede kayboldugu gosterilmistir. Ayni ¢aligma
kapsaminda HBV ile enfekte fareler iki gruba ayrilip bir gruba periton yolu ile STING
agonisti, diger gruba ise plasebo enjekte edilmistir. Enjeksiyondan yaklasik bir giin
sonra yapilan Olgimlerde STING agonisti enjekte edilen gruptaki farelerin
hepatositlerinde HBV DNA miktarinin kontrol grubundaki farelere oranla 13 kat daha
az oldugu tespit edilmistir. Bu bulgulardan hareketle STING agonistlerinin HBV'ye

kars1 immiinoterapi igin iyi birer molekiil olabilecegi ileri siiriilmiistiir (114).

Genetik olarak STING proteinine sahip olan ve olmayan fareler kullanilarak

yapilan bir ¢aligmada tiim fareler bir DNA viriisii olan HSV ile enfekte edildikten
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sonra izleme alinmistir. STING proteinine sahip olmayan farelerin HSV
enfeksiyonuna karsi olusturduklart IFN alfa, IFN beta ve IL-6 cevabinin kontrol
grubundaki farelerden oldukga diisiik oldugu tespit edilmistir. Bir haftalik takip
sonucunda STING proteinine sahip olmayan farelerin tamaminin HSV enfeksiyonu
nedeni ile 6ldiigii, kontrol grubundaki farelerin ise %80'inin yasamaya devam ettigi
gbzlemlenmistir. Ayni ¢aligmada farelere iki doz DNA asis1 uygulandiktan sonra
alman kan Orneklerinden yapilan Olgiimlerde STING proteinine sahip olmayan
farelerin serumlarindaki spesifik CDS8 sitotoksik T hiicre serisinin ve IFN gama

diizeylerinin kontrol grubundaki farelerden ¢ok daha diisiik oldugu ortaya konmustur
(5).

Bir diger calismada ise farkli serilerdeki akciger bronsial epitel hiicre kiiltiirleri
kullanilarak IFN stimulator genlerin ekpresyon diizeyleri ile influenza viriisi
enfeksiyonuna karst diren¢ arasinda iligkisi varligr arastirilmistir. Calismada
kullanilan farkl serilerdeki bronsial epitel hiicre kiiltiirleri ayn1 miktarda influenza
virtisii ile enfekte edildiginde BEAS-2B hiicre kiiltiir serisinin enfeksiyona diger hiicre
kiiltiir serilerinden daha direngli oldugu ve daha az sayida hiicrenin influenza viriisii
ile enfekte oldugu tespit edilmistir. Heniiz influenza viriisii ile karsilagsmadan onceki
donemde yapilan 6lgiimlerde BEAS-2B hiicrelerinde STING, IRF7 ve IFN stimulator
genlerinin bazal ekpresyon diizeylerinin diger hiicre kiiltiirlerinden yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu yiiksekligin influenza viriisii enfeksiyonuna kars1 direngte rol

oynadig1 ileri stirlilmistiir (92).

Gerek STING proteininin bazal ekpresyon diizeyindeki yiiksekligin
enfeksiyonu Onleyici etkisinin gosterildigi, gerek STING proteinine sahip olmayan
farelerin HSV enfeksiyonuna yeterli sitokin cevabi olusturamayip tamaminin
oldiigiiniin gosterildigi, gerekse STING agonisti kullanilarak HBV'nin enfekte
hepatosit hiicre kiiltiirlerinde ve farelerde elimine edildiginin gosterildigi bu ¢calismalar
STING ekpresyon diizeyi ile HBV enfeksiyonunun klinik seyri ve kroniklesmesi

arasinda bir iligki olabilir mi sorusunu akla getirmektedir.

Calismamizda STING proteininin HBV'ye kars1 olusan immiin yanitta ve akut
enfeksiyon sonrasi viral temizlenmenin saglanip bagisiklik gelistirilmesinde roliiniin

olup olmadiginin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu amacla kronik hepatit B hastasi
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olan, HBV'ye kars1 dogal bagisiklik gelistiren ve HBV viriisii ile karsilasmamis normal
poplilasyondaki saglikli kisilerden olusan {i¢c grup goniilliden alinan kan
orneklerindeki PKMNH'leri izole edildikten sonra bu hiicrelerdeki STING genlerinin

bazal ekpresyon diizeyleri karsilastirilmistir.

Calismamiz kapsamindaki gruplarin STING ekpresyon diizeyi ortalamalarinin
HBV'ye karsi dogal bagisik kisilerde: 0,084+0,026, kronik hepatit B hastast olan
kisilerde: 0,075+0,022, HBV viriisii ile karsilasmamis normal popiilasyondaki saglikli
kisilerde: 0.082+0.032 oldugu tespit edilmistir. STING ekspresyon diizey ortalamasi
dogal bagisik grupta kronik hepatit B'li gruptan yaklasik %10 daha yiiksek
bulunmustur. Ancak yapilan istatistiksel analiz sonucunda her ii¢ grup arasinda

STING ekspresyon diizeyleri bakimindan anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,473).

Kronik hepatit B tastyicilarn ile sagliklt goniilliilerin periferik dendritik
hiicrelerdeki PPR {iyelerinden olan TLR9'un ekspresyon diizeylerinin karsilagtirildigi
bir calismada kronik hepatit B tasiyicilarinda saglikli goniillillere oranla TLR9
ekspresyon diizeylerinin anlamli sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayni
calismada TLRY ekspresyon diizeylerindeki azalma ile korele bir sekilde IFN alfa
iiretiminde de azalma oldugu gozlemlenmis ve periferik dendritik hiicrelerdeki TLR9
ekspresyon seviyelerindeki azalmanin viral persistansa katkida bulunabilecegi ileri

stiriilmiisttir (115).

Tedavisiz hepatit B tasiyicilart ile saglikli goniillilerden olusan iki grup
arasinda yapilan ve PKMNH'lerinde TLR1-10 ekspresyon diizeylerinin
karsilastirlldigi bir baska c¢alismada tasiyicilarda TLR2 ekspresyon diizeylerinin
saglikli goniillillerdekinden anlamli sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir.
PKMNH'lerin 6zgiil TLR ligandlar1 kullanilarak uyarilmasi sonucunda {iretilen
proinflamatuar sitokinlerin miktar1 dl¢tildiiginde hem TLR2 hem de TLR4 uyarimi
sonucu Uretilen sitokin miktariin kronik hepatit B tasiyicilarinda saglikli goniilliilere
oranla daha diisiik oldugu gozlenmistir. ki grubun TLR4 ekspresyon diizeyleri
arasinda fark olmamasina ragmen spesifik liganda cevaben hepatit B tasiyicilarinda
daha diisiik miktarda sitokin {iiretimi olmasi nedeniyle TLR4 sinyal yolaginda
fonksiyonel bir hasar oldugu ileri siiriilmiistir (101). Bu durumun hepatit B

enfeksiyonunun kroniklesmesine katkida bulunabilecegi ifade edilmistir. Bu
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calismada TLR4 ekspresyon diizeyleri bakimindan iki grup arasinda fark olmaksizin
fonksiyonel agidan yetersizlik gézlemlenmis olmasi bizim ¢aligmamizda da STING
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmasa da fonksiyonel bir

yetersizlik s6z konusu olabilir mi sorusunu akla getirmektedir.

Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada STING proteinindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin CDN'lerin tetikledigi immiin cevapta farklilik olusturup
olusturmadigi arastirilmistir. Calismada saglikli insan popiilasyonunda HAQ (%20,4),
R232H (%13,7), AQ (%5,2) ve R293Q (%1,5) gibi polimorfizmlerin goriildigi
belirtilmistir. Goriilen bu polimorfizmlerin STING ekspresyon diizeyini etkilemedigi;
ancak CDN'lere cevaben IFN ve NF-kB'y1 aktive edici etkinin farkli oranlarda olmakla
birlikte tiim polimorfizmlerde azaldigi gdézlemlenmistir (116). Calismada STING
proteininin ekpresyon diizeyinde farklilik gozlenmeksizin polimorfizme bagl
fonksiyonel kapasitesinin azaldiginin gosterilmesi ger¢egi bizim ¢aligmamizda da her
ne kadar kronik hepatit B hastalar1 ile dogal bagisiklar arasinda STING proteinin
ekspresyon diizeyi ortalamalar1 agisindan farklihik go6zlenmese de proteinin
fonksiyonel kapasitesinde bir azalma s6z konusu olabilecegini diistindiirmiistiir.
Konunun netlige kavusturulmasi amaci ile kronik hepatit B hastalarinda STING
proteininde fonksiyonel bir yetersizlige sebep olabilecek polimorfizm olup olmadigi

arastirilmasi gereken noktalardan biridir.

Hepatit B enfeksiyonunun kroniklesme siirecine toplumda goriilen immiin
sistemin bilesenlerindeki polimorfizmin etkisinin arastirildigi ¢aligmalarda HLA-
DPAL rs3077, HLA-DPB1 rs9277535, HLA-DRB1 11/12 aleli ve HLADQB1 0301
polimorfizmlerinin HBsAg gibi antijenlerin sunumunda aksakliga sebep olarak

enfeksiyonun kroniklesmesine yatkinligr arttirdigi gosterilmistir (117,118).

Cesitli caligmalarda TNF alfa, IFN gama, IL-16 ve IL-18 gibi sitokinlerde,
TLR-IFN sinyal yolaginin cesitli basamaklarinda ve HLA rs3077, rs2856718,
1s9277535, rs7453920 polimorfizmlerinin hepatit B enfeksiyonunun kroniklesmesine
yatkinlig1 arttirdigi ortaya konmustur (119-122).

Immiin sistemin cesitli elemanlarmda goriilen bu polimorfizmlerden dolay:
yeterli immiin yanitin gelistirilemeyip enfeksiyonun kroniklesmeye yonelmesi STING

polimorfizminin de benzer bir etkisinin varliginin arastirilmasini cazip kilmaktadir.
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Hepatit B enfeksiyonunun kroniklesme siirecine etki eden en 6nemli konake1
faktorlerinden biri konagin viriisle karsilasma yasidir. Eger konak¢i yeni dogan
doneminde viriisle karsilasirsa %90 oraninda enfeksiyon kroniklesirken, 1-5 yas
arasinda gerceklesen karsilagsmalarda kroniklesme orani %20-30, eriskin yastaki
kargilagmalarda ise %5-10'dur. Burada T lenfositlerin zaman igerisinde olgunlagmasi
ve viriise etkin cevap olusturabilecek kapasiteye gelmesinin kroniklesme oraninin
yasla azalmasinda 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir (59). Calismamiza katilan
gontlliler tan1 fark etmeksizin yaslar1 géz oniine alinarak dekatlar halinde dort gruba
ayrilip, STING ekspresyon ortalamalar1 degerlendirilmistir. STING ekpresyon diizeyi
ortalamalarinin 20-30 yas araligindaki kisilerde; 0,068+0,022, 31-40 yas araligindaki
kisilerde kisilerde; 0,089+0,032, 41-50 yas araligindaki kisilerde; 0,082+0,028, 51 yas
ve Ustii kisilerde; 0,076+0,017 oldugu tespit edilmistir. Degerlendirme sonucunda 31-
40 yas aralifindaki katilimcilarin STING ekspresyon ortalamalarinin diger yas
gruplarindaki katilimcilarin ortalamalarindan daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
Ancak yapilan istatistiksel analiz sonucunda dort grubun STING ekspresyon
ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark goriilmedigi ortaya konmustur (p=0,106).
Calismamiza katilanlarin tamaminin erigkin yas grubunda olmasi istatistiksel olarak
anlaml bir fark gézlemlenmemesinin sebebi olabilir. Yenidoganlar, 1-5 yas arasi
cocuklar ve erigskin gonillerden olusan gruplardaki bazal STING ekspresyon
diizeylerinin karsilastirildigi bir ¢alismanin hepatit B enfeksiyonunun kroniklesme
stireciyle STING proteininin iligkisinin var olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in

uygun bir calisma olacag diisiiniilmektedir.

Hepatit B enfeksiyonunun dogal seyrine etki eden faktorler arasinda konagin
cinsiyeti de yer alir. Konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda genel olarak kadin hepatit B
tastyicilarindaki  viral yiikiin erkek tasiyicilara oranla daha diisik oldugu
gozlemlenmistir. Ostrojen, HBV gen ekspresyonunun énemli bir uyaricist olan Enh I
elementinin aktivitesini azaltarak HBV'nin replikasyonunu baskilar. Ayrica kadin
hepatit B hastalarinda HSK gelisme ihtimalinin de erkek hastalara oranla daha diisiik
oldugu ortaya konmustur (123). Konu ile ilgili yapilan bagka bir ¢alismada da kronik
hepatit B hastalarindan alinan karaciger biyopsi oOrnekleri incelenmis ve NK
hiicrelerinin yogunlugunun kadin hastalarda erkek hastalardan anlamli bir sekilde

yiiksek oldugu gozlemlenmistir (124). Cinsiyet ile hepatit B'nin klinik seyri arasindaki
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bu iligkiden yola ¢ikarak calismamiza katilan goniilliiler tan1 fark etmeksizin kadin-
erkek olarak iki gruba ayrilip STING ekspresyon ortalamalari degerlendirilmistir.
Kadimn katilimcilarin STING ekspresyon diizeyi ortalamalarinin 0,087+0,027, erkek
katilimcilarin ortalamalarinin  0,0734£0,024 oldugu goézlemlenmistir. Kadinlardaki
STING ekspresyon diizeyi ortalamalar1 erkeklerden yiiksek bulunmakla birlikte
yapilan istatistiksel analiz sonucunda iki grubun STING ekspresyon ortalamalar

arasinda anlamli bir fark goriilmedigi tespit edilmistir (p =0,560).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda STING gen ekspresyon ortalamas1 HBV'ye karsi dogal bagisik
grupta kronik hepatit B'li hasta grubundan yaklasik %10 yiiksek bulunmustur. Ancak
yapilan istatistiksel analiz sonucunda gruplarin STING gen ekspresyon diizeyleri
arasinda anlaml bir fark bulunamamustir. Istatiksel yontemlerle 6rneklem biiyiikliigii
hesaplandiginda ¢alismaya dahil edilmesi planlanan kisi sayisi toplamda 132 olarak
bulunmustur. Ancak ekonomik kisithiliklardan dolayr bu sayiya ulasilamamistir.
Literatiirde daha once yapilmis olan ¢alismalar gz Oniine alinarak katilimer sayisi ii¢
grupta 30'ar kisi olarak belirlenmistir. Maddi yetersizlikten kaynakli bu durum
calismamizin ana kisithiligidir. Daha biiyiik gruplar arasinda ¢alismanin tekrarlanmasi
STING gen ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda fark olup olmadiginin net

bir sekilde ortaya konmasinda faydali olacaktir.

Calismamiza katilan tiim goniilliiler yaslar1 gz 6niine alinarak dekatlar halinde
dort gruba ayrilip, STING gen ekspresyon ortalamalar1 degerlendirilmis ve 31-40 yas
araligindaki katilimcilarin  STING gen ekspresyon ortalamalarinin  diger yas
gruplarindaki katilimeilarin ortalamalarindan daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
Ancak yapilan istatistiksel analiz sonucunda dort grubun STING gen ekspresyon

ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark goriilmedigi saptanmustir.

Calismamiza katilan tiim goniilliiler kadin-erkek olarak iki gruba ayrilip
STING gen ckspresyon ortalamalar1 degerlendirilmistir. Kadinlarin STING gen
ekspresyon ortalamalar1 erkeklerden yiiksek bulunmakla birlikte yapilan istatistiksel
analiz sonucunda iki grubun STING gen ekspresyon ortalamalari arasinda anlamli bir

fark goriilmedigi tespit edilmistir.

Bu calismada gruplarin bazal STING gen ekspresyon diizeyleri karsilastirilmig
ve istatistiksel analiz sonucunda anlamli bir fark bulunmamistir. Bununla birlikte
hepatit B enfeksiyonunun akut doénemindeki hastalarda STING gen ekspresyon
diizeyinin 06l¢iiliip takip eden donemde dogal bagisiklik gelistirenlerle, enfeksiyonun
kroniklestigi kisiler arasinda fark olup olmadigminin arastirildigi bir ¢alismanin
STING proteininin HBV'nin immiinopatogenezinde olasi roliinii ortaya koymaya

yardimci olacag diistiniilmektedir.
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Farklt HBV genotipleri ile enfekte kronik hepatit B hastalarinda STING gen

ekspresyon diizeyinin arastirilmasi da konuya 1s1k tutacak bir ¢alisma olacaktir.

Ayrica kronik hepatit B hastalarinda STING proteininde fonksiyonel bir
degisime sebep olabilecek polimorfizmin arastirilacagi bir ¢alismanin HBV'nin
immiinopatogenezinde bu proteinin olast roliinii ortaya koymaya destek olacagi

distiniilmektedir.
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