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1. GIRIS VE AMAC

Hepatit B virusu (HBV), Hepadnaviridae ailesininin Orthohepadnavirus genusunda
yer alan 42 nm ¢apinda, sferik bigimde ve zarfli bir virustur. Kismi ¢ift sarmalli olan 3.2 kb
uzunlugunda sirkiiler DNA genomuna sahiptir. Hepatositlerde replike olarak karaciger
fonksiyon bozukluguna neden olur (1). Diinya Saglik Orgiitii’niin(WHO) tahminlerine gore
2 milyar insan hepatit B virlisi(HBV) ile enfektedir ve 350 milyondan fazla kiside kronik
enfeksiyon mevcuttur. Tastyicilik oranlart ise bolgelere gore degisiklik gdstermektedir.
Amerika ve Bati Avrupa’da diisiik (%0.1-2), Akdeniz iilkelerinde ve iilkemizde orta (%2-
8), Afrika ve Orta Asya’da yiiksek (%8-20) tasiyicilik oranlari mevcuttur (2,3). HBV
enfeksiyonunun inkiibasyon periyodu 1-4 aydir. Eriskinlerin tigte birinde semptomatik
enfeksiyon goriiliir. Bes yasmin altindaki c¢ocuklarda ise enfeksiyon c¢ogunlukla
asemptomatik olarak seyreder. Bu ¢ocuklarin sadece %10’unda semptomlar goriiliir. Bir
yasin altinda ise semptomatik enfeksiyon olduke¢a nadirdir.

Enfeksiyonla miicadelede immiin yanit1 olusturan savunma hiicrelerinin
fonksiyonlar1 biiyilk 6nem tasimaktadir. Dendritik hiicrelerle yakin temasta olan T
hiicrelerinin, T-bagimli B hiicrelerinin ¢ogalmasi ve yanitin olgunlagmasi sitokinler adi
verilen proteinlerin salgilanmasi ile yonetilmektedir (4). Ornegin Tiimdr Nekrozis Faktor-a
(TNF-a) ve Interferon-y (IFN-y) hepatit B enfeksiyonuna kars1 gelisen inflamatuar yanitta
cok onemli iki sitokindir (5).

Insan genomundaki hayati 6neme sahip DNA dizileri iyi korunmaktadir. Fakat bazi
DNA dizilerinde kisith degisiklikler olusabilmektedir. Bu tiir degisiklikler polimorfizm
olarak adlandirilmaktadir. Degisikligin gozlendigi DNA dizilerinin bulundugu kisimlarise
polimorfik bolge olarak tanimlanirlar(6).

Sitokin gen polimorfizmlerinin inflamatuar yanita etkisi merak uyandirmaktadir.

Sitokin gen polimorfizmlerinin kronik HBV enfeksiyonunun gelisimi ve ilerlemesi ile



iliskisi oldugu gosterilmistir (7). Son yillarda yapilan bazi calismalarda ise sitokin gen
polimorfizmleri ile hastalik duyarlilig1 arasinda iligkiler oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada HBV’ye kars1 dogal bagisik (Anti-HBc ve Anti-HBs pozitif) kisilerle
kronik aktif hepatit B enfeksiyonu gelisen hastalarda sitokin gen polimorfizmlerinin
arastirtlmasi1 hedeflenmistir. Arastirmada her iki gruptan elde edilen kanlardasitokin gen
polimorfizmlerinin belirlenmesi, bunlarin karsilastirilarak analizlerininyapilmas: ve
boylece iki hasta grubu arasinda sitokin gen polimorfizmleri agisindan farklarin ortaya

konulmasi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit B Virusu

2.1.1. Tarihce

Hipokrat’in, M.O. 5. yiizyilda ilk kez “epidemik sarihig1” tanimlamasi ile viral
hepatitler bilinmeye baslamistir (8). Virchow (1) 1865 yilinda “kataral ikter” teriminden
sOz etmistir. Insanlik tarihi boyunca anlatilan sarilik salgilar1 19. ve 20. yiizyillarda gesitli
savaslar sirasinda daha sik goriilmiistiir. Ozellikle hepatit A salginlar1 olmak iizere, kan ve
kan {irlinlerinin savag donemlerinde sik¢a kullanimi sebebiyle hepatit B salginlarinin da
yasanmis olmasi olasidir. Ik kez Almanya Bremen’de 1883 yilinda insan lenf sivisi
kullanilarak hazirlanan ¢igek asist kampanyast sonucunda HBV’nin yayildigilLurman
tarafindan gosterilmistir (1, 9). Daha sonra 20. yiizyilin ilk yarisinda “uzun inkiibasyon
siireli sarilik salgmlar1” bildirilmistir. ikinci Diinya Savasi sirasinda ise insan serumu ile
hazirlanan sar1 humma agist ile asilanan askeri personelde hepatitolgulart goriildigii
bilinmektedir (10).

Viruslarin kesfinden dnce yapilan epidemiyolojik gozlemlere dayali olarakfekal-oral
bulagan tip A ve parenteral yolla bulasan tip B olmak iizere iki ayr1 hepatit tablosu oldugu
bilinmekteydi. Ancak, McCallum ve Bauer (8) 1947 yilinda enfeksiyoz hepatit ve serum
hepatiti olmak iizere iki farkl: hastalik tipini belirlediler. Ilki fekal-oral bulasan 2-6 haftalik
inkiibasyon siiresine sahip ve ¢ocuklarda sik goriilen, digeri kan iirlinlerinin deriyle temasi
sonucu bulasip 2-6 aylik uzun bir inkiibasyonu olan ve eriskinlerde daha sik goriilen
hastaliklardi.

Blumberg ve Alter (11) 1965 yilinda, HBV’yi kan yoluyla bulasan hepatit etkeni
olarak ilk kez tanimladilar. Sik kan transfiizyonu yapilan Avustralya kokenli bir 16semi

hastasi ile yaptiklar1 ¢alisma sirasinda hastanin serumunda immiinopresipitasyon yontemi



ile HBV yiizey antijenini gosterdiler. Arastirmacilar “Avustralya antijeni” seklinde
isimlendirdikleri bu yapinin B tipi hepatit ile iligkisini ortaya koyarak Nobel odiili
kazandilar.

Dane ve ark (8) 1970 yilinda immiin elektron mikroskopisi teknigini
kullanarakinceledikleri hasta serumlarinda, yiizeylerinde ayni antijeni tasiyan viriis
benzeripartikiilleri tanimlayarak bu partikiillerin Hepatit B viriisiine aitoldugunu ileri
stirdiiler.

Krugman (8) 1971 yilinda 1s1 ile inaktive edilen hepatit B yiizey antijeni bulunan
serumlarin immiinojenik oldugunu ve as1 olarak kullanilabilecegini gosterdi. 1973 yilinda
ise Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan hepatitin iki farkli enfeksiydz ajanini
birbirinden ayirmak amaci ile “hepatit A” ve “hepatit B”terimlerinin kullanilmas1 6nerildi
(9). Daha sonra 1979 yilinda, HBV’nin DNA’s1 klonlanarak tam niikleotid dizisi ¢ikarildu.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile viriis DNA’s1 ¢ogaltilarak HBV’nin
molekiiler biyolojisi, epidemiyolojisi, patogenezi, tan1 ve tedavisi ile ilgili ¢ok 6nemli
gelismeler kaydedildi (1, 8). 1980°’li yillardan sonraetkenin doku kiiltiirlerinde
tiretilmesinin miimkiin olmasi ve molekiiler biyoloji konusundaki ilerlemeler neticesinde

HBYV ile ilgili hizli bilgibirikimi sagland: (12).

2.1.2.Smiflandirma

HBV, Hepadnaviridae ailesi i¢inde yer alanve bu ailenin baslica bir prototipi olan bir
virustur. Hepadnavirus terimindeki “hepa” hepatotropik kelimesinden, “dna” DNA
genomundan gelmektedir. Bilinen tiim hepadnaviruslar hepatotropiktirler ve karaciger
hiicrelerini  enfekte ederek bulunduklar1 konakta hepatit enfeksiyonu meydana
getirirler(13).

Hepadnaviridae ailesi, Orthohepadnavirus ve Avihepadnavirus olmak tizere iki cinse
ayrilmaktadir. Bu cinslerin genel 6zellikleri Tablo 1°de gosterilmistir. Orthohepadnavirus
tiyeleri; insanlari, yer sincaplarmi (Spermophilus lateralis), dag siganlarmi (Marmota
monax), Arktik sincaplar1 (Spermophilus parryii) ve gesitli maymunlar1 enfekte etmektedir.
Avihepadnavirus tyeleri ise Ordek, gri balikgil (Ardeacinerea), kii¢ik kar kazi
(Anserrossii), kar kazi (Anser caerulescens) ve beyaz leylekleri enfekte etmektedir. Genel

olarak Orthohepadnaviruslar memelilerde, avihepadnaviruslar ise kuslarda bulunmakla



birliktegenomik yapilart birbirlerine benzerdir (14). HBV insanda enfeksiyon olusturan tek
tiir olmas1 nedeniyle Hepadnavirus ailesinin diger iiyelerinden ayrilmaktadir. Woodchuck
hepatitis virus (WHV), Graund squirrel hepatitis virus (GSHV), Duck hepatitis B virus
(DHBV) Hepadnaviridae ailesi igindeki diger tiirlerdendir (15).

Tablo 1. Ortohepadnaviridae ve Avihepadnaviridae Ailelerindeki Viruslarin
Genel Ozellikleri, (10, 16).

Ozellik Ortohepadnaviridae Avihepadnaviridae
(HBV, WHV, GSHV)* (DHBV)**
Genom 3.2-3.3kb 3.0kb
DNA Kismen g¢ift sarmalli Tamamlanmus ¢ift sarmall
Viriyon capi 40-42 nm 46-48nm
Konak Memeli hayvanlar ve insanlar Kanatli hayvanlar
Yiizey proteinleri L, M,S LM

*HBV: Hepatitis B virus, WHV: Woodchuck hepatitis virus, GSHV: Graund squirrel hepatitis virus
**DHBV: Duck hepatitis B virus

2.1.3. Genel Ozellikler

Hepatit B virusu, 42 nm c¢apinda yuvarlak ve =zarfli bir DNA virusudur
(1).Hepatotropik 6zellik gosteren HBV, en kiigiik hayvan DNA virusu olmasina ragmen ig
ice gecen DNA okuma bolgelerine sahip olmasi nedeniyle genis bir sentez kapasitesine
sahiptir. Bir DNA virusu oldugu halde revers transkriptaz enzimi kodlar ve bir ara RNA
molekiilii araciligiyla replikasyonunu tamamlar (17). HBV ile enfekte hastalarin
serumlarinda 3 farkli morfolojik yapi bulunmaktadir. Bunlar:

a)Dane partikiilii:42 nm c¢apindaki bir ¢ekirdek (core) veya niikleokapsidi
cevreleyen hepatit B yiizey antijeni(HBsAgQ, surface antigen) ve onu da gevreleyen lipid
yapil1 bir dis zarftan olusan tam bir viryon seklindeki partikiillerdir. Dane ve arkadaglar
tarafindan 1970 yilinda HBV’li hastalarin serumlarinda tanimlanmistir (9). Partikiiller
niikleik asit i¢eriginden dolayienfeksiyoz ozellikte olup karacigerde aktif bir replikasyon
varliginin gostergesidirler (10, 18-20).

b)Kiiresel partikiiller:22 nm capindaki kiiresel sekilli, sadece HBsAg yiizey
antijenlerinden olusan partikiillerdir. Kanda dolasan HBsAg’nin ¢ogunlugunu bu
partikiiller olusturur (10,18- 20).



c)Tiibiiler partikiiller: 22 nm ¢apindaki degisik uzunluklarda olabilen (22-500 nm)
ve virus replikasyonu olan hastalarin serumlarinda daha sik rastlanan partikiillerdir (10, 18-
20).
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Sekil 1. Hepatit B Partikiil Tipleri (21).

Her ii¢ partikiiliin yapisinda da ortak olan kisim HBsAg’dir ve immiinojenik 6zellik
gosterir. Anti-Hepatit B yiizey antijeni (Anti-HBS) antikorlar1 ile reaksiyona girer. HBSAQ
ve HBcAg antijenlerinin yaninda enfekte hiicrelerden salinan Hepatit B e antijeni (HBeAg)
de bulunmaktadir ve enfeksiydz viryon yapiminin gostergesidir (22-24).HBV ile enfekte
hastalarin serumlarinda mililitrede 10™ civarinda enfeksiyéz viryon bulunmaktadir.
Enfektiviteye Dane partikiillerinin neden oldugu saptanmustir (9, 12).

Virusun stabilitesi her zaman HBsAg’nin stabilitesi ile paralel degildir. Cok yogun
olmayan virus; 98°C’ de 1 dakika ya da 60°C’de 10 saatisitildiginda, eter/asit (pH 2.4) ile
en az 6 saat muamele edildigindeHbsAg’nin immiinojenitesi Veantijenik 6zelligi
kaybolmadig1 halde virusun enfektivitesi kaybolmaktadir. Eger virlis yogunlugu ¢okfazla
ise bu islemler sonucu inaktivasyon tam olamamaktadir. HBsAg %2,5’luk
sodyumbhipoklorit ile 3 dakikada antijenik 6zelligini yitirir. Serumda bulunan viruslarin
enfektivitesi dogrudan kaynatmakla 2 dakikada, 121°C’de 0,5 atmosfer basinci altinda
20dakikada, 160°C’de kuru sicak havada 1 saatte inaktive olur. Son c¢alismalar HBV nin
500 ppm Klor soliisyonunda 10 dakikada, % 0,1-2’1ik siv1 glutaraldehid, %80°1ik etil alkol
ya da%70’lik izopropil alkol ile 2 dakikada inaktive oldugunu gostermistir. HBV, 30-
32°C’de muhafaza edildigindeen az 6 ay, -20°C’de ise 15 yil enfektivitesini
koruyabilmektedir (25).



Hepatit B virusu, onkojenik Ozellik gosteren bir virus gibi goriinmektedir.
Hepatoselliiler karsinom (HCC) gelisiminde HBV’nin iligkili oldugunu gosteren ilk
bulgular, WHBV modellerinde ¢alisilmistir (26). Bir¢ok calisma, konak genomuna en sik

entegre olan ORF’nin HBXx geni oldugunu vebu olayin hepatokarsinogenezde énemli birrol
oynadigimi gostermektedir (27).

Resim 1.TiibiilerPartikiiller (A), Sferik Partikiiller(B) ve Dane Partikiilii’niin
(C) Elektron Mikroskopik Gériintiisii (28).

2.1.4.Genom Yapisi
HBV genomu kismi ¢ift sarmalli, sirkiiler bir DNA’ya sahiptir. Sirkiiler sarmallarin

hi¢ biri kovalent olarak kapali olmamakla birlikte replikasyon sirasinda ¢embersel hale

gelmektedir. Genom “birbiri igine gegen genler” bigiminde organize olmustur (9).

qg ‘dN‘d xu-O/aluolwsald
foc

Sekil 2. HBV’nin Genom Yapisi (29).



Hayvan viruslar1 igerisinde bilinen en kiigik DNA genomuna sahip olan HBV
viryonu 3200 niikleotid iceren negatif polariteli uzun iplik (L zinciri) ile 1800-2700
niikleotid igeren pozitif polariteli kisa iplikten (S zinciri) olusmaktadir (8, 20, 30). Bu iki
zincirin 5' uglarinda tasidiklar1 224 komplementer ortak baz ¢iftinin koheziv bolge denilen
kisimlarindan birbirlerine hidrojen baglar1 ile tutunmasi sonucu HBV DNA’nin yapisal
biitiinliigi saglanir. DR (direct repeats) olarak adlandirilan bu iki sabit bolge 10-12
niikleotidlik yinelenen dizilerden meydana gelmistir. Uzun zincirin 5' ucu 1826.
niikleotidde DR1 iginde, kisa zincirin 5' ucu ise 1592. niikleotidde DR2 i¢inde bulunur. Bu
baglanma sonucu DNA sirkiiler bir yap1 kazanmasina ragmen, zincirlerin her birinin 3' ve
5" uglar1 gercekten birlesik olmadigr igin normaldelineer molekiillerdir. Negatif zincirin5'
ucunda kovalent baglarla baglanan viral polimeraz bulunurken, pozitif zincirin 5' ucunda
yine kovalent baglarla baglanmis olan oligoniikleotid RNA bulunur (19, 20).

Hepatit B virusu, protein sentezi esnasinda ayni genomik dizileri farkli agik okuma
cerceveleri (Open Reading Frame=ORF) kullanarak yapar (1). HBV genomunun tim
genetik bilgilerini iceren L zinciri lizerinde 4 farkli ORF bolgesi vardir. Bu ORF’ler, 6
baslangic kodonu, 2 transkripsiyon giiglendirici (enhancer) element (Enhl, Enh2), 4
promotor ve pek cok DNA replikasyon sinyalleri ile kodlanirlar. Bu dort gen bolgesi arka
arkaya ve birbirinden ayri yerlerde bulunmazlar. Aksine birbirleri ile igigedirler ve ayni
niikleotidler ile farkli bolgelerden okumanin baslamasi sonucunda farkli proteinlerin
sentezlenmesi miimkiin olur. Bu sekilde genomdaki niikleotid dizilerinin yarisi, birden
fazla mRNA sentezi i¢in kullanilabilir (19, 20).

a. S geni: Pre S1, Pre S2 ve S bolgesinde biiyiik (39kDa), orta (31 kDa), kiigiik (24

kDa) olmak tizere ii¢ ylizey proteinini kodlar.

b. C geni: C bolgesi gekirdek proteini (HbcAg), Pre Cbolgesi ise enfektivite proteini

(HbeAg) olmak iizere iki ayr1 proteini kodlar.

c. P geni: DNA polimeraz, revers transkriptaz ve riboniikleaz (RNaz) aktivitesi

bulunan viral polimerazi kodlar.

d. X geni: X proteinini kodlar (31, 32).



2.1.5.Viral Proteinler

Negatif polariteli uzun iplik olan (L zinciri) tizerindeki 4 ORF bolgesi tarafindan
viral proteinler kodlanirlar. Bu gen bolgelerinden viral komponentlerin sentezi 4 farklh
mRNA araciligiyla gergeklesir. Bunlar:

a) 3.5 kb’lik mRNA: Negatif polariteli zincirden sentezlenen bu mMRNA precore/core
proteinleri ile polimeraz proteinlerinin sentezini yapar. Genom replikasyonu ig¢in
de kalip gorevi goriir.

b) 2.4 kb’lik mRNA: PreS1, PreS2 ve S olmak iizere 3 farkli yiizey proteinini
sentezletir.

c) 2.1 kb’lik mRNA: Sadece PreS2 ve S proteinlerinin sentezinde gorev yapar.

d) 0.7 kb’lik mRNA: X proteinini sentezletir (8, 18, 23).

2.1.5.1.Yiizey (Kilif) Proteinleri

Kiiciik, orta ve biiyiik yiizey proteinlerinin sentezi 2.1 ve 2.4 kb’lik mRNA’dan ii¢
ayr1 baslangic kodonu ile yapilir (1). mMRNA’nin amino terminalindeki baslangig
kodonundan baslayarak preS1, preS2 ve S proteinlerinden olusan biiyiik(L) yiizey
proteinini sentezlenir. PreS2 ve S proteinlerinden orta(M) yiizey proteini olusturulurken
sadece liglincii baslangic kodonundan baglayarak kiigiik (S) yiizey proteini sentezlenmis
olur. Her {i¢ yiizey proteini de glikozillenmis olarak Dane partikiilii iginde yer alir (9).
Biiyiik ve orta yiizey proteinleri Dane partikiiliinde esit oranda bulunurlar. Bu proteinler
tim ylizey proteinlerinin %30’unu meydana getirirler. Kiiclik yiizey proteini ise Dane
partikiilinden 100 kat daha fazla sentezlenerek enfekte hiicrelerden salinir. Sferik
partikiiller yalnizca kii¢lik yiizey proteininden olusurlar. Filament6z partikiiller kiigiik ve
orta ylizey proteinlerinden meydana gelirler. Bu iki partikiil enfekte kisilerde kana
salinarak immun kompleks sendromlarinin olugsmasina neden olur. Biiyiik ylizey proteini
ise hiicreden disar1 salinmaz ve fazlasi hiicre iginde birikerek “buzlu cam goériiniimii”

olarak adlandirilan patolojik goriintiiniin olusmasina neden olur (1, 9, 33).
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Biiyiik (L) pre-S1 Pre-52 S gp39, gp4l
Orta (M) Pre-52 S gp33, gp37
Kiiciik (S) S gp24, gp26

Sekil 3. HBV’nin Yiizey Proteinlerini Sentezleten Gen Bolgeleri

2.1.5.2.C proteini

C geni lizerinde Pre C ve C olmak {iizere iki gen bdlgesi mevcuttur. Okuma islemi
Pre C kodonundan baslarsa Pre C proteini olusur veHBeA(g sentezi i¢in prokiirsordiir. Eger

okuma islemiC bolgesinden baglarsaC proteini sentezlenerek HBcAg olusur (20).

2.1.5.3.P Proteini

P geni revers transkriptaz aktivitesine sahip DNA polimeraz enzimini kodlar (23). P
proteininin immunojen 6zelligi vardir. P geni, HBV genomunun yaklasik 3/4'tint kaplayan
en uzun gendir. Niikleotid 2309 ile 1623 arasinda yer alir ve 832 aminoasitten (bazen 845
aminoaside kadar uzar) olusmus 92 kDa molekiil agirliginda bir protein sentezler. P
proteini; revers transkriptaz, endoniikleaz (RNaz H) ve hem DNA hem de RNA'ya bagimh
polimeraz aktivitesine sahiptir. P proteinin termimal kismi negatif DNA sarmalinin
sentezlenmesinde RNA pregenomunun revers transkripsiyonu igin “primer” olarak da

hizmet verir (18, 24, 34).

2.1.5.4.X Proteini

X geni, HBV genomundaki 1376 ile 1838. niikleotidler arasinda bulunan en
kiiciikgen bolgesidir. Dogal enfeksiyonlardaki rolii tam bilinmemekle birlikte virusun
replikasyonu icin gereklidir. Viral genleri ve MHC genlerini invitro olarak aktive ettigi
gosterilmistir (1, 9). X geninin hepatoselliiler karsinom gelisiminden de sorumlu oldugu
bilinmektedir. Cekirdekte transkripsiyon faktorlerini etkilemekte, sitoplazmada mitojenik

sinyaller ilebircok promoter bolgeyi aktive etmekte, viral RNA’nin stabilitesini
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saglamakta, hiicre biiylimesini ve apopitozisi etkileyerek hepatokarsinogeneze yol
agcmaktadir (35).

2.1.6.Viral Replikasyon

HBV’ninkanitlanmis tek enfeksiyon bolgesi hepatositler olmakla birlikte pankreasin
baz1 endokrin ve ekzokrin hiicreleri, safra kanali epitel hiicreleri, bobrek ve lenfoid
dokularda da replikasyon olabilmektedir. Ancak hepatositler digindaki bolgelerin viral
patogenezde rolii olmadigi sanilmaktadir. Lenfositlerdeki rezervuarlarin  virusun

persistansina katkisi olabilecegi diisiintilmektedir (1).
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Sekil 4. HBV’nin Replikasyon Semasi (36).

Viral replikasyon bir RNA kalib1 araciligiyla revers transkripsiyonla sitoplazmada
gerceklesir. Negatif zincir pregenomik RNA (pgRNA) olarak adlandirilan RNA aracindan,
pozitif zincir ise negatif zincirden sentezlenmektedir (25).

HBYV ile olusan enfeksiyonlarin ilk asamasi, hedef hiicreye baglanmaile baglar.
Hiicre igine giris igin hepatosit reseptorii ile virusun pre S proteinlerinin etkilesimi s6z
konusudur. Pre S1 proteininin 3-77. aminoasitleri virusun enfektivitesi ile iliskili

bulunmustur (36). Pre S2 proteini ise albumine baglanarak karacigere baglanmada
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albumini araci olarak kullanmaktadir. Viral tutunmanin ardindan niikleokapsid, flizyon
yolu ile sitoplazmaya girerek burada soyunma islemini gergeklestirir ve genetik materyal
niikleusa aktarilir. Genetik materyalin ¢ekirdege tasinmasi pasif diflizyon ve tiibiiler
tasinim yolu ile gerceklesir. Cekirdekte aciga ¢ikan kismen ¢ift sarmalli viral genomun
eksik olan pozitif zincirinin, endojen DNA polimeraz tarafindan tamamlanmasiyla siiper
kivrimli, kovalent bagli, sirkiiler yapidaki cccDNA (covalently closed circular DNA)
olarak isimlendirilen HBV DNA formu meydana gelir (1, 9). Viral DNA’nin RNA
sentezinde kalip goérevi yapabilmesi i¢in cccDNA gerekli oldugundan, enfeksiyonun
baslangicin1 gosteren bir belirte¢ olarak kabul edilir. Cekirdekte bulunan hiicresel RNA
polimeraz Il enzimi ve viral diizenleyicilerin (4 adet promoter ve 2 adet enhancer)
yardimiyla cccDNA’dan mRNA’lar sentezlenir. “Core promoter” bolgesi viral
replikasyonun kilit noktasidir ve negatif zincirden 3.5 kb’lik en biiyiik RNA olan
pregenomik RNA (pgRNA)’y1 sentezletir. Sentezlenen mRNA’lar sitoplazmaya taginir ve
orada translasyona ugrayarak viral proteinler sentezlenir. pgRNA oncelikle 200-300
molekiil kadar c¢ekirdek proteini sentezlettikten sonra viral polimeraz sentezlenir.
Polimeraz sentezi pgRNA’nin kor bdlgesinde bulunan bir baslangic kodonundan
baslamaktir ve ayn1 zamanda ¢ekirdege yerlesir. pgRNA’nin 5' ucundaki e-dizisi olarak
isimlendiren enkapsidasyon dizileri viral polimerazi baglayarak kor yapimini baglatir (37).
Cekirdek proteinleri ikiserli olarak biraraya gelir ve disiilfit baglariyla stabilize olur. Bu
birimlerden 120 tanesi birleserek ikozahedral yapidaki kapsidi meydana getirir.
Enkapsidasyon dizisi bulunduran pgRNA’lar kapsid igerisine girerler ve pgRNA’dan
revers transkripsiyon ile negatif viral DNA zincirinin sentezini gergeklestirirler (1, 9).
Sentez viral ¢ekirdek i¢inde ancak sitoplazmada gerceklesmektedir. Bu olayla es zamanl
olarak viral polimerazin RNaz H aktivitesi ile pgRNA yikilir. Yine viral polimerazin DNA
polimeraz aktivitesi ile 5' ucunda bulunan RNA primeri kullanilarak pozitif viral DNA
zincirinin sentezi de gerceklestirilir. Pozitif zincirin sentezi i¢in negatif zincirin DR1
bolgesinde bulunan primer DR2 bolgesine taginir ve sentez buradan baglar. Her iki zincirin
5" uglar1 bu nedenle farkhidir. Pozitif zincirin sentezi, yiizey proteinlerinin kor boliimiinii
cevrelemesi ve polimerazin da tilkenmesi sonucu tamamlanamaz, eksik kalir. Her iki DNA
zinciri 5' uglarindan baglanarak DNA sentezi tamamlanmis olur (8, 18, 23). HBV
replikasyonu sirasinda sitoplazmada yeni sentezlenen viral DNA’larin birkismi ¢ekirdege

tasinarak orada devamli bir ccCDNA havuzu olusturur (18, 19).



13

2.1.7. Epidemiyoloji

HBV’nin bulasi; parenteral, perinatal, horizontal ve cinsel temas ile olmak iizere
farkli yollarla olabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada HBeAg pozitif olgularda %91
oraninda, idrarda HBV DNA pozitifligi de saptanmustir (38).

HBsAg Prevalence
O 28%-High

B 2-T%- intermediate
B <Z%-Low

Sekil 5. HbsAg Prevalans Haritasi, 2008 (39).

Tiim diinyada hepatit B enfeksiyonu onemli bir halk sagligi sorunudur. Diinyada
HBYV ile karsilagmis iki milyar civarinda insan oldugu tahmin edilmektedir (1). Yaklasik
360 milyon kiside kronik HBV enfeksiyonu goriilmektedir (40). Tim diinyada, HBV
enfeksiyonuna baghi yillik 6lim sayisinin  500.000 ile 700.000 arasinda oldugu
sanilmaktadir (9). Kronik HBV tasiyicilarinda karaciger sirozu ve hepatoselliiler karsinom
riski artmistir (41).

HBV enfeksiyonunun goriilme sikligi diinyanin farkli bolgelerde degisiklik
gostermektedir. Bu nedenle diinya iilkeleri ti¢ grupta incelenmektedir:

a) Yiiksek endemisite iilkeleri: HbsAg pozitifliginin %8’in iizerinde goriildigii

iilkelerdir. Diinya niifusunun %451 yiiksek endemisite iilkelerinde yasamaktadir. Hindistan
ve Japonya disindaki bir¢ok Asya iilkesi, Afrika iilkeleri, Alaska ve Yeni Zelanda gibi
tilkeler bu grupta yeralmaktadir. Enfeksiyon, siklikla kroniklesme riskinin yiiksek oldugu
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erken ¢ocukluk donemlerinde kazanilmaktadir. Yiiksek endemisite iilkelerinde insanlarin
hayatlar1 boyunca HBV ile karsilagma riskleri %60’ tan fazladir (42).
b) Orta _endemisite iilkeleri:HBsAg pozitifliginin %2-7 arasinda gorildigi

iilkelerdir. Diinya niifusunun %43’ bu {lilkelerde yasamaktadir. Kuzey Afrika iilkeleri,
Ortadogu tilkeleri, iilkemizin de i¢inde yer aldig1 Akdeniz iilkeleri, Dogu Avrupa ve Rusya
orta endemisite tiilkeleri arasinda yer almaktadir. WHO verilerine goére Tirkiye orta
endemisite {ilkeleri arasinda bulunmaktadir (42).

c) Diisiik endemisite iilkeleri: Toplumdaki HBsAg pozitifliginin %2’nin altinda

goriildiigii iilkelerdir. Diinya niifusunun %12’si bu iilkelerde bulunmaktadir. ABD,
Kanada, Kuzey ve Bat1 Avrupa iilkeleri diisiik endemisite {ilkelerindendir. Bu tlkelerdeki
insanlarin yasamlar1 boyunca HBV ile karsilagsma riskleri %20’den azdir (42).

Orta endemisite iilkeleri arasinda yer alan Tiirkiye’ nin HBsAg pozitiflik oran1 %1-
14.3 arasinda bildirilmistir. Ulkemizin bat1 illerinde (Istanbul, Izmir vb.) bu oran %3-4.5
gibi daha disiikk olmakla birlikte dogu ve gilineydogu illerinde bu oran %8-14.3’lere
yiikselmektedir (43-46).

2.1.8. HBV’nin Patogenezi

HBYV hepatotropik bir virus olmasina karsin hepatotoksik degildir. Yiiksek diizeyde
viral replikasyon goriilmesine ragmen normal seviyede karaciger enzim diizeyleri ve
histopatolojisi olan kronik tasiyicilar, virusun direkt sitopatik etkisi olmadigini
gostermektedir. Ayrica hiicre kiiltiirlerindetiretilen virusun, hiicre canlilig1 iizerine etki
etmedigi saptanmistir. HBV ile dogumda karsilasan yenidoganlarda yiiksek viral
replikasyon olmasina ragmen immatiir immiin sistemleri nedeniyle karaciger hasar1 hafif
olmaktadir. Aksine HBV’nin neden oldugu fulminan hepatitlerde diisiik virus seviyelerine
ragmen gilicli immiin yanit mevcuttur. Olusan bu immun yanit sonucunda karaciger
dokusunda hepatoselliiler nekroz meydana gelmektedir. Hayvan modellerinde yapilan
caligmalar, virusun temizlenmesi ve hepatosit harabiyetinden sitotoksik hiicrelerin sorumlu
oldugunu gostermistir (47). Ancak sitotoksik hiicre sayisinin, virusla enfekte hiicre sayisina
gore az olmasi virusun temizlenmesinde inflamatuar sitokinlerin aracilik ettigi ikincil

mekanizmalarin oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle tiimor nekrozis faktor-a (TNF-o)ve
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(interferon-y)IFN-y, HBV’nin temizlenmesinde ©onemli rol almaktadir. Bu sitokinler
niikleokapsidlerin ve viral RNA’nin yikilmasini saglamaktadirlar.

Sitokinler, konak savunmasinda viral replikasyonu baskilayarak “direkt” veimmiin
yanit tipini belirleyerek “indirekt”olarak rol alirlar. Akut enfeksiyonda giiglii poliklonal
hiicresel yanit hastaligin seyrini belirlemektedir. Etkin immiin yanitin baslatilmasi i¢in
interferon (IFNy/B) salinimi gereklidir. Bu sayede HBV DNA miktar diisiiriildiikten sonra
dogal ve Ozgiil immiin yanit hiicreleri hepatosite go¢ ederler. CD8+ sitotoksik T
hiicrelerinin (Tc) enfekte hepatositleri temizlemesi ALT yiikselmesi ile birliktedir. Daha
sonra antikor yanit1 olugsmaktadir. Bellek hiicreleri olusarak reenfeksiyon ve reaktivasyon
engellenmektedir. Akut enfeksiyonda HBcAg, HBeAg ve HBsAg’ye karst giigli CD4+ T
hiicre (T helper) yanitt meydana gelir. HBCcAg’ye karsi MHC smifill CD4+ T hiicre
yanitlar1 vireminin kontroliindeki en etkin mekanizmadir ve bu yanit HBV’nin serumdan
temizlenmesi ile ayn1 doneme rastlar. Anti-HBs sentezi T hiicresine bagimlidir. CD4+ T
hiicreleri, CD8+ sitotoksik T hiicrelerini aktive etmektedir. Kronik enfeksiyonda bu yanitin
zayifladign  goriilmektedir. Iyilesen akut HBV enfeksiyonunda hiicresel yamitin giicii
yaninda, fonksiyonel yanit1 da farklilik gosterir. Iyilesen akut HBV enfeksiyonunda CD4+
T hiicrelerinde tip 1 (Thl) sitokin yaniti, kronik enfeksiyonda tip 2 (Th2) sitokin yaniti
goriiliir (48).

Kendisini siirlayan akut HBV enfeksiyonunda tip 1 T hiicre yanitinin yaninda giiglii
sitotoksik T lenfosit (Tc) yanit1 da vardir. Cekirdek, zarf ve polimeraz proteinlerine karsi
gelisen bu Tc yamti virusun temizlenmesini saglamaktadir. Karaciger hiicrelerinin siki
yapist TC’lerin enfekte hiicrelere ulagsmasin1 engellemektedir. Tc’lerden salinan sitokinler
direkt olarak HBV replikasyonunu engellemektedir. TNF-a, HBYV mRNA’simin yikimini
hizlandirir. Core promotor bolgesi IFN-y, IFN-a ve TNF-o varliginda inhibe olmaktadir
(1).

HBV spesifik Tc’ler, hem HBV enfeksiyonunun kontroliinde hem de hepatosit
hasarinda rol almaktadir. Kronik enfeksiyonda Tc yaniti periferde zayifda olsa karacigerde
devam etmektedir. Normal immiin yanita sahip olan kisilerde HBV enfeksiyonunu takiben
hepatosite giren HBV, immiin sistem tarafindan taninmalidir. Hepatosittensalinan IFN-o ve
IFN-y, “Major Histocompatibility Complex” (MHC) sinif I ve II’'yi uyarir. MHC sinif |,
HBV’nin hiicrei¢indeki antijenik isaretlerini hepatosit yiizeyinde Tc’ye tanitir. Dahasonra

Fas ligandi, sitokinler ve perforinler araciligi ile enfekte hepatosit apoptozise ugratilirve
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yok edilir. Apopitotik hiicreler biyopsi materyallerinde asidofilik “Councilman
cisimcikleri” olarak goriilmektedir (1, 9). MHC smuf II ise, HBV’nin plazmadaki HBcAg
ve HBeAg gibi antijenik isaretlerini makrofajlar tizerindeki CD4+ T hiicrelerine (T helper)
sunar ve onlar1 hassas hale getirir. CD4+ T lenfositlerinden interl6kin-2 (IL-2), interlokin-4
(IL-4), interlokin-6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10), TNF-o ve IFN-y salinirakvirus elimine
edilir. Ayrica hem Tc’ler hem de B hiicreleri uyarilarakantikor cevabi saglanir. Bu sekilde
olusan cevaba Thl cevabi denir. Tasiyicilar ve kronik karaciger hastalarinda ise IFN
yetersizligi, antijen sunumunda eksiklik, T lenfositcevabinda azalma sonucu immiin cevap
yeterince olusamaz ve virilis viicuttan temizlenemez. Bu tip cevaba da Th2 cevabi denir.
Tastyicilar ve kronik karaciger hastalarindaki yetersiz immiin cevabin nedeni tam agik
degildir. Sonug olarak HBCcAg/HBeAg spesifik Th1l/Th2 tipinde immiin cevap karaciger

hasarinin seyri veprognozunda 6nemli goriilmektedir (49).

2.1.9. HBV Enfeksiyonunun Klinik Seyri

HBV enfeksiyonu dort farkli klinik donemde incelenmektedir:

a) Immiin_tolerans dénemi: Virus replikasyonu yiiksek olmasina karsmn klinik

belirtilerin bulunmadigi, karaciger enzimlerinin normal oldugu dénemdir. Bu donem
yenidoganlarda onlarca yil siirebilir (1).

b) Immiinolojik vamit dénemi: Inflamatuar cevabin meydana geldigi, hiicre

harabiyeti ile giden, eriskinlerde akut hepatit tablosunun goriildiigli donemdir. Enfekte
hiicrelerin yok edilmesi sonucu HBV DNA diizeyleri diisiiktiir. Kronik hastalarda bu
donem on yil ya da daha fazla siirmektedir (1).

c) Viral replikasyonun baskilandigi donem: Konak immiin yanitt ile viral

replikasyon durur. HBeAg'nin kaybolup Anti-HBe’nin olustugu donemdir. Karaciger
enzimleri normale doner. HBsAg halen pozitiftir. HBV, hepatosit DNA’sina entegre olur
(D).

d) Immiin_dénem: HBsAg’ nin negatiflestigi ve Anti-HBs antikorlarinin olustugu

son dénemdir (1).
Diger viriislerle enfeksiyon, immiinsupresyon, HBV mutantlari, genetik 6zellikler ve
cinsiyet gibi faktorlere bagli olarak enfeksiyon, bu donemlerden birinde duraklayarak

kronik hastalik gelisimine neden olabilir. Hastalarda asemptomatik enfeksiyondan
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fulminan hepatite, siroz ve hepatoselliiler karsinoma kadar degisebilen farkli klinik tablolar

meydana gelebilir (50).

2.1.10. HBV Enfeksiyonlarinin Tanimi

Akut enfeksiyon: Alinan viriis miktart ve konak immiinitesine gore degismekle

birlikte 45-120 giin arasinda degisen inkiibasyon donemi ile baslamaktadir (1). Akut
enfeksiyon asemptomatik olarak gegirilebildigi gibi kolestatik hepatit ve nadiren de
fulminan hepatit seklinde de olabilmektedir. Virusun alinmasini takiben alt1 hafta sonra
HBsAg ve diger aktif viral replikasyon gostergeleri pozitiflesir ve karaciger enzimleri
yiikselir. Semptomatik enfeksiyon kiginin yasi ile iliskilidir. Okul o6ncesi ¢ocuklarda
genellikle asemptomatik enfeksiyon goriilmektedir. Eriskinlerde ise yorgunluk, halsizlik,
istahsizlik, bulanti, hafif ates, sarilik ve hepatomegali gibi hepatik fonksiyon bozuklugu
belirtileri goriliir. Sarilikli olgularda idrar renginde koyulasma, skleralarda ve ciltte
sararma gibi bilirubin yiiksekligine bagh bulgular vardir (19). Fulminan hepatit gelisen
olgularda kanama diyatezi, hepatorenal sendrom, hepatik ensefalopative akut karaciger
yetmezligi gelisir. Akut hepatitli olgularda antikor antijen komplekslerine bagli olarak
serum hastaligi, poliarteritis nodosa, membranoprolifretif glomerulonefrit ve ¢ocuklarda
papiiler akrodermatit goriilebilmektedir (33). Akut enfeksiyon gegirenlerin ¢ogunda yeterli
immiin yanit ile iyilesme goriiliir. Virus karacigerden tamamen temizlenir. Olusan Anti-
HBs kisiyi yeni enfeksiyonlara karst korur (1).

Kronik enfeksiyon: HBV ile enfekte kisilerin %5-10’unda akut enfeksiyon

sonrasinda virus karacigerden temizlenemedigi i¢in meydana gelir. Bu insanlarin yaklasik
ticte ikisi kronik pasif hepatite doniislirken iigcte biri, karacigerde nedbelesme, siroz,
karaciger yetmezligi ve hepatoselliiler karsinoma yol agabilen kronik aktif hepatite
dontigiir. Kronik aktif hepatitli olgularda hepatit D virusu ile (HDV) koenfeksiyon
meydana gelebilir ve bu durumda fulminan hepatit tablosu da goriilebilir (17). Kronik
enfeksiyonlu kisilerde HBsAg pozitifligi alt1 aydan uzun siirerken anti-HBs antikorlar ise
saptanamaz. Enfeksiyonun kroniklesmesi ile yas ve immiin sistemin durumunun yakindan
iliskisi bulunmaktadir. Dogumda HBV enfeksiyonu meydana gelen bebeklerde %80-90
oraninda kroniklesme gdzlenirken erigkinlerde bu oran %5-10’dur.Hemodiyaliz hastalari,

organ transplantasyon alicilart ve kemoterapi hastalarinda kronik enfeksiyon riski
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yiiksektir. Transaminazlart normal, karaciger biyopsisinde normal histolojik yap1 ya da
portal alanda minimal mononiikleer hiicre infiltrasyonu goriilen asemptomatik olgulara
“kronik persistan hepatit” denir. Kronik aktif hepatit olgularinda ise orta-belirgin derecede
karaciger enzimlerinde yiikselme ve biyopside “piecemal” nekrozu, lobuler inflamasyon ve
asidofilik “Councilman inkliizyon cisimcikleri” goriliir (51). Karaciger enzimleri normal
olup normal karaciger histolojisine sahip grup saglikli tasiyici olarak isimlendirilir.

Kronik HBV enfeksiyonunun son yillarda tanimlanan bir formu da “okiilt hepatit”
olarak isimlendirilen gizli enfeksiyonudur. HBsAg negatif olmasina ragmen serum ya da
karaciger dokusunda HBV DNA pozitif olarak saptanmaktadir (52).

Diinyada her yil hepatoselliiler karsinom (HCC) nedeniyle500.000 kisi 6lmektedir.
HBV enfeksiyonu HCC gelisiminde en onemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
HBV ile enfekte kisilerde hayat boyu HCC gelisme riski %10-25 olup, enfeksiyonun
baslamasindan yaklasik 30-50 y1l sonra gelisir. Hastada siroz gelismisse HCC riski daha da
yiikselmektedir (1).

2.1.11. Tam

2.1.11.1.Serolojik Testler

HBV’ye ait antijenlerin ve antikorlarin hasta serumunda saptanmasi enfeksiyonun
Ozgiil tanist i¢in kullanilan en yaygin yontemdir. Virusa ait HBSAg ve HBeAg ticari olarak
bulunan bir¢cok “enzyme immunoassay” (EIA) ve “radio immunoassay” (RIA) Kkiti
araciligiyla saptanabilir. Bu antijenlere karsi gelisen antikorlar (anti-HBc IgM, total anti-
HBc, total anti-HBs ve anti-HBe IgG yine ticari kitler kullanilarak tespit edilebilir (33, 53,
54). Akut ve kronik HBV enfeksiyonunun serolojik gostergeleri Sekil 6-7°de gosterilmistir.
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edilebilmektedir. Hastaligin iyilesmesi ile 4-6 ay ic¢inde yavas yavas azalarak kaybolur.
HBsAQ’nin 6 aydan daha uzun bir siire kalmasi enfeksiyonun kroniklesebilecegini
diistindiiriir (55). Ayrica HBV asilamasi sonrasinda da kisa bir siire HBSAQ pozitifligi de
saptanabilmektedir. Bu siirenin 18 giline kadar uzayabildigini gosteren bir calisma da
mevcuttur (56).

HBeAg; akut enfeksiyonda HBsAg’yi izleyerek pozitiflesir ve HBSAg’den once
kaybolur. Aktif viral replikasyonun gostergesidir. HBeAg pozitifligi olan hastalarin
bulastiriciligi daha fazla olmaktadir. Kanda virusun fazla oldugunu gostermektedir. HBSAg
negatif ise HBeAg saptanamaz. Tersi bir durumda mutant virus varligi arastirtlmalidir.
HBeAg pozitif kronik vakalarda agir karaciger hastaligi gelisme riski artmistir. Enfeksiyon
ilerledikge aktif viral replikasyonun azalmasi sonucu, hastalarin yaklagik %50’sinde
spontan HBeAg serokonversiyonu gelisebilmektedir (57).

Anti-HBe; HBeAg’ye kars1 gelisen antikorlardir. HBeAg’nin kaybolmasini takiben
en ge¢ 1-2 hafta iginde ortaya ¢ikmaktadir. Bazi olgularda kisa bir donem HBeAg ile
birlikte pozitif olarak saptanabilmektedir. Anti-HBe’nin saptanmasi akut enfeksiyonda
viral replikasyonun azaldigin1 gosterir, hastaligin iyilesmeye yoneldiginin habercisi olarak
kabul edilir. Kronik enfeksiyonda ise anti-HBe enfektivitenin ve viral replikasyonun
azaldigin1 gosterir. Bu nedenle Anti-HBe, HBsAg ve HBV DNA hastaligin takibinde
kullanilan 6nemli gostergelerdir (58).

Anti-HBc IgM; akut HBV enfeksiyonunun gostergesidir. HBsAg pozitifliginden 1-4
hafta sonra saptanir ve pencere donemindeki tek pozitif gostergedir. “Pencere donemi”
HBsAg ve HBeAg’nin kayboldugu ancak bu antijenlere karsi antikorlarin saptanabilir
diizeye gelmedigi donemdir. Anti-HBc IgM, 3-12 ay i¢inde azalarak serumdan kaybolur,
kronik enfeksiyonlarin akut alevlenmesinde tekrar pozitif olarak saptanabilir (9).

Anti-HBc 1gG ve total anti-HBc; anti-HBc IgG, anti-HBc IgM’den sonra
pozitifleserek omiir boyu pozitif kalir. Kisinin HBV enfeksiyonu ile karsilastiginin bir
gostergesidir. Uzamig pencere doneminde, HBSAg’ nin saptanamayacak diizeyde diisiik
oldugu kronik enfeksiyonlarda veya serolojik ¢apraz reaksiyonlara bagli durumlarda tek
basina pozitif olarak saptanabilir. Iyilesmis HBV enfeksiyonlarinda anti-HBs antikorlarmin
saptanamayacak diizeye indigi durumlarda salt anti-HBc¢ pozitifligi goriilebilmektedir. HIV
enfeksiyonu gibi bagisiklik sisteminin baskilandigi durumlarda da Anti-HBs kaybolabilir
ve tek enfeksiyon gostergesi olarak anti-HBc pozitifligi bulunabilir. Ayrica hepatit C
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virusu (HCV) ve HDV gibi koenfeksiyonlarda HBsAg salinimi baskilanarak salt anti-HBc
IgG pozitifligi saptanabilmektedir (59).

Anti-HBs; akut enfeksiyondan sonra hastaligin iyilesme ile sonlandigimi ve
bagisiklik gelistigini gosterir. Olusan anti-HBs ve anti-HBc antikorlar1 genellikle 6miir
boyu saptanabilir diizeyde kalir. Bununla birlikte %15 olguda 6 yil iginde anti-HBs’nin
kayboldugunu bildiren ¢alismalar vardir (58). Asilamadan sonra da anti-HBs pozitiflesir
fakat anti-HBc antikorlar1 negatiftir. Asilamadan sonra serumda o6lgiilen 10 IU/ml’nin
tizerindeki anti-HBsantikor diizeyleri koruyucu kabul edilir (9). Bazi kronik HBV
enfeksiyonu olgularinda HBsAg ile beraber disiik titrede anti-HBsantikorlar
bulunabilmektedir ancak genellikle HBsAg ile immiin kompleksler olusturdugundan tespit

edilememektedir. HBV serolojik testlerinin yorumlanmasi Tablo 2’de belirtilmistir.

Tablo 2. HBV Serolojik Testlerinin Yorumlanmasi (25).

Anti-HBe
Anti-HBc

IgM
Anti-HBc

1gG
Anti-HBs

HBeAg

Erken enfeksiyon donemi
Akut enfeksiyon

+ +| HBsAg
+ +| HBV DNA

+
+ 1
~

[

Pencere donemi

1
+ + 4+
+
X

Akut hastaligin nekahat donemi - - +

Gecirilmis enfeksiyon - - +/- -
Kronik enfeksiyon (enfektivitesi yiiksek) + + - -
Kronik enfeksiyon + - + -
Kronik enfeksiyon - - + -
Salt Anti-HBc pozitifligi (diisiik diizey enfeksiyon) - - - -

+/-
+/-

+ 4+ + o+ 4+ + o+

Salt Anti-HBc pozitifligi (eskiden gegirilmis enfeksiyon?, yalanci - - - -
test pozitifligi?)
Asilama ile kazanilmis bagisikhik - - - - - +

2.1.11.2. Molekiiler Testler

Serolojik gostergeler, bazen HBV enfeksiyonun tanisinda yetersiz kalabilmektedir.
Gizli HBV enfeksiyonu veya mutant virus enfeksiyonlar1 varliginda viral replikasyonun
gosterilmesi i¢in HBV DNA arastirilmasi gerekmektedir. Antiviral tedavi endikasyonunun
belirlenmesinde ve tedavi takibinde HBV DNA olgiimii gereklidir (60). PZR temelli
kalitatif ve kantitatif HBV DNA testleri mevcuttur. Hibridizasyon ve sinyal
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amplifikasyonu gibi yontemler kullanilarak HBV DNA alt saptama sinirlart diisiirilmeye
calisgtlmigtir. Farkli kitlerle saptanan DNA miktarlarinin karsilastirilabilmesi amaci ile
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan uluslar aras1 bir standart getirilmistir. Giiniimiizde
kullanilan kitler bu aralig1 referans aldiklar1 i¢in sonuglari karsilastirilabilmektedir (61).
Karaciger dokusunda HBV replikasyon aracilarinin  saptanmast da viral
replikasyonun duyarli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Antiviral tedavinin
ardindan serumda HBV DNA saptanamazken, hepatositlerde replikasyon devam
edebilmektedir. Bu nedenle cccDNA ve viral mRNA’lar arastirilmalidir. Gergek zamanh
PZR metodu ile kantitasyonu yapilabilen replikasyon aracilari tedavi izleminde dnemlidir.

Ancak bu testlerin rutin kullanima girebilmesi igin standardizasyonu gerekmektedir (62).

2.1.12. Tedavi

Akut HBV enfeksiyonun tedavisi: Destek tedavisi uygulanir. Antiviral tedavi

endike degildir. Karaciger yetmezligi yoniinden hasta takip edilmelidir. Fulminan hepatit
gelisen hastalarda karaciger transplantasyonu gerekebilir.

Kronik HBV enfeksiyonun tedavisi: Tedavinin ana hedefi bulastiriciligin

onlenmesi, viral replikasyonun baskilanmasi ve karacier histolojisinin bozulmasinin
engellenmesidir. Bu donem viral replikasyonun durmasi, HBV DNA negatiflesmesi,
HBeAg’nin kaybolmasi, anti-HBe serokonversiyonu, karaciger inflamasyonunun azalmasi
ve enzimlerinin normale doniisii ile takip edilir (63, 64). Kronik HBV tedavisinde FDA
onayi alan ilk ila¢ alfa-interferon’dur. Daha sonra pegil interferonlar kullanima girerek
daha uzun etki ve daha az yan etki ile immiinomodiilator tedavi saglanabilmektedir. HBV
viral polimerazini inhibe eden antiviral ajanlar tedavideki diger segeneklerdir (65).
Lamivudin, adefovir dipivoksil, entekavir, telbivudin, tenofovir, disoproksil fumarat HBV
enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan baglica antiviral ilaglardir. Antivirallerle tedavi

reaktivasyonlart 6nlemek amaci ile uzun siire devam ettirilmelidir (66, 67).
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2.1.13. Korunma ve Kontrol

HBYV enfeksiyonundan korunma,pasif immiinizasyon ve aktif immiinizasyon olmak
tizere iki sekilde olmaktadir.

Pasif immiinizasyon; HBsAg pozitif anneden dogan bebeklere, HBsAg pozitif kan

veya viicut stvilari ile perkutan/mukozal temas edenlere, HBsAg pozitif bir partnerle cinsel
iliski yasayanlara anti-HBs i¢eren hepatit B hiperimmunoglobulini (HBIG) 100-200 1U/ml
uygulanir .

Aktif immiinizasyon; Asi i¢in HBsAg iceren rekombinant agilar kullanilarak 0, 1ve

6. ayda olmak tizere 3 dozlu veya 0, 1, 2 ve 12. ayda uygulanan 4 dozlu semalarkullanilir.
Asilamay takiben olusan 101U/L ve ilizerindeki anti-HBs diizeyleri koruyucu olarak kabul
edilmektedir (68).

HBYV bulagin1 azaltici 6nlemlerin alinmasi temel hedeftir. Genel hijyen énlemlerinin
yaninda kanve kan iriinlerinin taranmasi, gebe takiplerinde serolojik testlerin yapilmasi,
giivenli cinsel yagam egitimi, damar i¢i uyusturucukullaniminin rehabilitasyonu ve egitimi

dikkat edilmesi gereken konulardir (57).

2.2. Sitokinler

Sitokinler, hiicre boliinmesi, immiinite, inflamasyon, baskalasim, doku i¢ine hareket
ve tamir mekanizmalar1 gibi olaylarda gorev alan 15-30 kDa’luk diisiik molekiiler agirliga
sahip salgisal proteinlerdir. Sitokinler uyarilmis lenfositler, monositler, makrofajlar ve
diger bazi hiicreler tarafindan sentezlenirler. Salindiklari hiicre cevresindeki hiicrelere
(parakrin), salindiklar1 hiicreler iizerine dogrudan (otokrin) etki yaparak ya da dolagima
salinarak uzaktaki hiicrelere (endokrin) etki gosterirler (69).

Sitokinler etkilerini hiicre ylizey reseptorleri araciligiyla olustururlar. Etki edecekleri
hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak hiicrenin RNA ve protein sentez kaliplarini
degistirirler. Sitokin reseptorleri sitoplazmik kuyruklarinda, uyarim sonrasi uygun adaptor
proteinlerin toplanmasini hizlandirmak amaci ile protein-protein etkilesim bdolgeleri ya da
fosforilasyon motifleri bulundururlar. Sitokin reseptor aktivasyonlar1 siklikla ligand

uyarimi sonucu reseptor alt linitelerinin dimer ya da trimer seklinde birlesmeleri ile
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gerceklesir. Takiben reseptorleri ile sitoplazmik kuyruklarinin gegici birlesmeleri
araciligiyla sinyaller hiicre igine iletilir (4).

Genel olarak sitokinler “pleiotropik”etkilidirler; ¢esitli hiicre tiplerinde ¢oklu etki
gosterirler. Ancak, reseptor komponentlerini paylastiklar1 ve ortak transkripsiyon faktorleri
kullandiklari igin sitokinlerin etkileri arasinda benzerlikler bulunmaktadir. Ornegin IL-4’iin
birgok biyolojik aktivitesi interlokin-13 (IL-13) ile benzerlik gostermektedir. Yine de
biitiin sitokinlerin kendilerine 6zgii birkag tane 6zellikleri bulunmaktadir (4).

Lenfositlerin gelisimi, kronik inflamatuar yanitin olusmasi, dogal bagisiklik
mekanizmalarinin aktivasyonu ve kemik iliginde hematopoezin kontroliinde sitokinlerin
rolii olduk¢a Onemlidir. Kemik iliginde kok hiicrelerden kan elemanlarinin olusmas,
stromal hiicrelerden firetilen sitokinler araciligi ile olmaktadir. Bu sitokinler arasinda
grantilosit-makrofaj koloni stimulator faktor (GM-CSF), graniilosit koloni stimulator faktor
(G-CSF), IL-6, IL-7 velosemi inhibitor faktor (LIF) bulunmaktadir (4).

Enfeksiyonun erken evresinde dogal bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan
olusturulan sitokinler, edinsel bagisik yaniti etkileyen ana unsurlardandir. Antijene 6zgiil T
hiicrelerinin, mikrobiyal patojenleri sunan dendritik hiicrelerle karsilasacaklari lenf
diigiimlerine gitmesi sonrasinda, sunulan iriinlere bagli olarak dendritik hiicreler
tarafindan salgilanan 0zgiin sitokinler T lenfositlerin hangi alt tipe doniiseceklerini
belirlemektedirler. Bu doniisim Thl ya da Th2 fenotipi seklinde olmaktadir. Lenfoid
germinal merkezlerde ise B-blastlardan antikor salgilayan plazma hiicrelerinin olusumu,
hafiza B hiicrelerinin doniisiimii yine sitokinler araciligi ile olmaktadir (4). Lenfositlerin
uyartlmast ve inflamatuar yanitin baslatilmasinda hayati 6neme sahip bu sitokinler
“proinflamatuar sitokinler”olarak isimlendirilmektedir (70). Uyarici ajanin inflamatuar
islemlerle yok edilmesinin ardindan, bu iglemlerin sonlandirilmasi da gerekmektedir. Bu
immiinoregiilatuar gorevi yerine getiren sitokinler ise “antiinflamatuar sitokinler”olarak
adlandirilirlar. Baslica proinflamatuar sitokinler interlokin-1, timor nekrozis faktor-a,
interlokin-6, interlokin-8, interlokin-11, interlokin-12 vekemokinlerdir. Bunlarin baslica
sistemik etkileri hiicre aktivasyonu ve ¢ogalmasi,notrofili, ates ve akut faz proteinlerinin
indiiksiyonu, kapiller gegirgenligin artmasi,kompleman aktivasyonu, hipotansiyon ve sok
olarak ozetlenebilir.Antiinflamatuar sitokinler ise interl6kin-4, interlokin-10, interlokin-13,
interlokin-16, interferon-o’dir. Antiinflamatuarsitokinlerin baslica gérevleri proinflamatuar

sitokinlerin etkilerini ortadan kaldirmaktir (70).
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2.2.1. interlokin-1 (1L-1)

Monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, B lenfositler ve endotel
hiicreleritarafindan salgilanan, immunolojik reaksiyonlarin veinflamasyonun baslamasi
icin 6nemli bir mediatordiir. IL-1’in o vep olarak kodlanan iki farkl tipi vardir (71). Her
iki tip arasinda %25 homoloji vardir ve biyolojik etkinlikleri aynidir (69). Interlokin-1
hemen hemen tim doku ve organsistemlerinde etkili olabilen17,5 kDa agirliginda,
polipeptid yapida bir sitokindir (72). Etkileri asagida siralanmustir:

¢ B hiicre proliferasyonunu ve T hiicre aktivasyonunu saglar,

e |L-1,IL-2, IL-4, IL-5,IL-6,IL-8, TNF, IFN, GM-CSF, prostaglandin E2 (PGE2)

salgilanmasini uyarir,

e Adezyon molekiillerinin {iretimini artirir,

o Atesi ylikseltir,

e Notrofili yapar,

o Hepatositleri aktive ederek akut faz proteinlerinin salgisini artirir,

e Osteoklastlar1 uyararak kemik yikimini artirir,

o Kaslarda protein yikimi gibi katabolik etkileri vardir,

e Ozellikle sitma gibi bakteriyel enfeksiyonlara, letal radyasyona veinflamatuar

bagirsak hastaliklarina karsi nonspesifik direng saglar,

e TNF ile sinerjistik etkileri vardir (4, 69, 71, 72).

Interlokin-1 reseptorleri (IL-1R) tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki cesittir. Sinyal
tiretimine sadece tip 1 reseptorler aracilik eder.lL-1’in etkileri aynmi hiicreler tarafindan
kendi etkilerini baskilamak {izere iiretilen bir IL-1 reseptor antagonisti (IL-1RA) tarafindan
kontrol edilir (73). IL-1 ve IL-1RAarasinda fizyolojik bir denge mevcuttur. Goniilliler
tizerinde yapilan ¢aligmalarda plazmaya lipopolissakkarit enjekte edildikten sonra meydana
gelen IL-1 salinimimin ardindan 2 saat i¢inde en yiiksek diizeye ulasan, 3-6 saat iginde de
neredeyse yaklasik 100 kat kadar artis gosteren IL-1RA salinimi oldugu gosterilmistir.
Inflamasyon, enfeksiyon gibi cesitli hastaliklarda veameliyat sonrasinda, dolasimda
antiinflamatuar protein iiretimi ile IL-1RA diizeyleri yiikselir. Interlékin-1’in hedef
hiicreler {izerindeki etkisini bloke eden IL-1RA salinimi normal fizyolojinin devaminin

saglanmasinda da hayati 6nem tagimaktadir (74).
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2.2.2. interlokin-2 (1L-2)

T hiicresi biiyiime faktorii (TCGF) olarak da isimlendirilen 15 KDA agirhigindaki IL-

2, baslica Thl hiicreleri tarafindan salinmakla birlikte bazi1 durumlarda Th2 ve NK

hiicreleri tarafindan da salinabilmektedir. Etkileri su sekilde olmaktadir:

Aktive T ve B hiicrelerinin proliferasyonunun saglar,

Antikor yapimini indiikler,

Notrofillerin ve NK hiicrelerinin sitotoksisitesini artirir,

IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF, IFN-y, TNF-B, TGF-B sentezlerini artirir,

IL-2, otokrin etki ile kendisini sentezleyen hiicreleriuyararak salinimini artirir
(69).

2.2.3. Interlokin-4 (1L-4)

B hiicresi biiyime faktorii (BCGF) olarak da bilinen IL-4, Th2 lenfositler, sitotoksik

T lenfositler, NK ve mast hiicreleri tarafindan salinan20 kDa agirhiginda bir glikoproteindir

(71, 75). Temel fizyolojik etkisi alerjik olaylar1 diizenlemek olan IL-4’tin islevleri

sunlardir:

MakrofajlardaMHC klas II tiretimini aktive eder,

Mast hiicrelerini farklilastirir,

Aktive B hiicrelerinin proliferasyonunu ve IgE salinimini saglar,
Th2 olusumunu uyarir,

IL-12 tiretimini azaltarak Thlolusumunu baskilar,

Makrofaj fagositozunu artirir,

IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve nitrik oksit sentezini baskilar,

IL-1RA salinimi uyarir.

IL-4 ve IL-13 birgcok nitelikleri benzerdir ve IL-4Ra geni, IL-4 ve IL-13’¢

baglanabilen tip | transmembran proteini olan IL-4 reseptoriiniin alfa zincirini kodlar (4,

71, 72).
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2.2.4. interlokin-6 (I1L-6)

Interl6kin-6, mononiikleer fagositik hiicreler, vaskiiler endotel hiicreleri, fibroblastlar
tarafindan sentezlenen 26 kDa molekiiler agirligindabir sitokindir. IL-6 ozellikle
hepatositler ve B lenfositler tizerine etkilidir ve gorevleri sunlardir (75):

¢ B hiicrelerinin immiinglobulin yapimini indiikler,

e T hiicrelerini aktive ederek IL-2 yapimini artirir,

e Kemik iliginde hematopoietik koloni stimiilasyonu i¢in kofaktordiir,

e Hepatositleri aktive ederek akut faz proteinlerinin sentezlenmesine neden olur,

e Atese yapici etkisi vardir,

e Hipofiz 6n lobundan prolaktin, bliyiime hormonu, luteinizan hormon salinmini

uyarir,

e Glukokortikoid sentezini indiikler,

e Osteoklastlar aktive eder,

e IL-1 ve TNF ile sinerjistik etki gosterir (69, 71, 72, 75).

Interlokin-6, birgok inflamatuar olayda ve kanser gelisiminde rol alan bir sitokindir
(76). Plasmositom ve myelomlarda malign plazmahiicrelerininotokrin biiyiime faktorii
olarak IL- 6’yisalgiladiklari bilinmektedir (77).

2.2.5. Interlokin-10 (1L-10)

Interlokin-10, 18 kDa’luk bir sitokin olup CD4+ yardimei hiicrelerinin Th2 alt
grubutarafindan {retilir. Ayrica bazi aktive B hiicreleri, Thl hiicreleri, aktive
makrofajlarve bazi non-lenfositik hiicre tipleri (keratinositler) tarafindan da iiretilmektedir.
IL-10’un temel biyolojik etkinligi, T hiicrelerinden sitokin yapimini baskilamakoldugu i¢in
“sitokin sentez inhibitori” olarak adlandirilmaktadir. IL-10’un fonksiyonlari sunlardir:
(78).

e Thl hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder,

e B hiicre proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu artirir,

¢ NK ve makrofajaktivasyonunu engeller,

e |L-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y, GM-CSF, G-CSF sentezini inhibe eder,

e TGF-B ile sinerjistik etki gosterir.
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Birgok enfeksiyon sirasinda IFN-y cevabina, IL-10 yapimi da eslik etmektedir. Bu
durumun tip 1 sitokin cevabi sonucunda olusabilecek doku harabiyetinin minimize

edilmesi i¢in meydana geldigi diistiniilmektedir (77, 69).
2.2.6.Interlokin-12 (1L-12)

Interlokin-12, T ve B lenfositler, NK hiicreleri, dendritik hiicreler ve monositler
tarafindan {iretilen 70 kDA’luk heterodimer yapida bir polipeptiddir (69, 78). IL-12’nin
etkileri sunlardir:

e Thlbagkalasimi i¢in kritik bir sitokindir (stimiilasyon),

e IFN-y iiretimi ve T lenfositlerine etkisi nedeniyle hiicreselyanitin 6nemli bir

diizenleyicisidir,

e Hiicre igi bakterilere karsi erken yanitta ana mediatordiir ve bu mikroplara karsi

hiicresel cevabin anahtar indiikleyicisidir,

e NK hiicrelerinin en gii¢lii uyaranidir ve sitotoksik aktivitelerini arttirir,

e |L-8 ve IFN-y transkripsiyonunu tetikler,

e Sitotoksik T hiicre cevabini uyarir,

o |L-2 ilekuvvetli sinerjistik etki gosterir (79, 69).
2.2.7. interferon-y(1IFN-y)

Interferonlar o, B vey olmak iizere ii¢ cesittir. INF-a Idkositlerden, INF-B
fibroblastlardan ve IFN-y T lenfositlerden salinir. INF-y 21-24 kDa molekiiler agirliginda
bir glikoproteindir. Diger iki interferona gore immiinmodiilatoretkisi daha fazla, antiviral
etkisi ise daha az olanlFN-y, hemCD4+ yardimct T hiicreleri hem de tim CD8+ T
hiicreleri tarafindan {iiretilmektedirler. B hiicreleri ve NK hiicreleri tarafindan da {iretilir
(71, 78). Etkileri sunlardir:

e Thl hiicrelerine diferansiyasyonu artirir,

e Thl ve NK hiicrelerinin aktivitelerini siddetlendirir, Th2 hiicrelerini inhibe eder,

e T ve B lenfositlerinin direkt etki ile farklilasmalarina yardimer olur,

e Monontikleer fagositlerin giiclii bir aktivatoridiir,

e MHC smif I ve II molekiil ekspresyonunu arttirir,
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IL-4’{in baz1 etkilerini antagonize eder,
Damar endotel hiicrelerinin aktivatoridiir,
Antiviral etkinlik gosterir,

Lipoprotein lipaz aktivasyonu ile kaseksiye neden olur (4, 72).

2.2.8. Tiimor Nekrozis Faktor-a (TNF-a)

Timor Nekrozis Faktor-a, nonglikolize bir transmembran proteini olup, molekiil

agirh@il7 kDa’dur. Kasektin olarak da isimlendirilmektedir. T ve B lenfositler, monositler,

makrofajlar, NK hiicreleri, dendritik hiicreler ve mast hiicreleri tarafindan salgilanir. TNF-

a, IL-1 ile birlikte enflamasyonun temel mediyatoriidiir. Etkileri su sekilde olmaktadir:

Notrofillerin infiltrasyonunu saglar,

T ve B lenfositlerinin proliferasyonuna neden olur,

Endotel hiicrelerini ve makrofajlari aktive eder,

Fibroblast ve mezangimal hiicrelerde proliferasyon yapar,
Adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirir,

IL-1, IL-6, IL-8 sentezini indiikler,

Anjogenezi saglar,

Sinoviyal hiicre aktivasyonu yapar,

Hepatositleri aktive ederek akut faz proteinlerinin sentezini saglar,
Hipotalamus aktivasyonu ile glukokortikoid salinimina neden olur,
Timor hiicrelerine sitotoksik etki gostererek nekroz yapar,
Osteoklastlar1 aktive eder,

Apopitozu indiikler,

Kaseksiye neden olur,

IL-1 ile birlikte ates cevabi olusturur.

TNF, septik ve endotoksik sokun 6nemli bir mediatoriidiir. Gram negatif bakteriyel

sepsis durumlarinda ¢ok yiiksek miktarlarda TNF iiretimi olur. Bunun sonucunda dolasim

kollapsi ile dissemine intravaskiiler koagulasyon (DIC) meydana gelir (69, 70).
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2.2.9. Tiimor Gelisim Faktorii 1 (TGF-p1)

T ve B lenfositler, makrofajlar ve mast hiicreleritarafindan salinan 25 kDa molekiil
agirliginda bir sitokindir. Etkileri sunlardir:

e Genellikle immiinitenin negatif regiilasyonunu saglar,

e Bircok hiicre (T, B ve NK hiicreleri, epitelyal hiicreler) i¢in antiproliferatif etki
gosterir,

e Lenfokin ve immunoglobulin yapilmasini inhibe ederek antiinflamatuar etki
gosterir,

e Notrofiller ve monositler i¢in ise kemotaksisi artirarak proinflamatuar etki eder,

e B hiicrelerini immiinoglobulin A yapimina sevk eder,

o Bellek hiicrelerinin olusumunu saglar,

e Fibroblastlarin ¢ogalmasini saglayarak yara iyilesmesini hizlandirr,

e Uzun siireli etkide fibrozis gelisimine neden olur (4, 69, 70, 72).

2.3. Polimorfizm

Insan genom dizilim calismalar1 her insan genomunda DNA dizilerinin %99.9
oraninda benzer oldugunu kanitlamistir (80). Geriye kalan %0.1°lik fark, bireysel genotipik
ve fenotipik degisikliklerin sorumlusudur. Bir insanin anne ve babasmdan gelen homolog
iki kromozomu karsilastirildiginda yaklagik her 1000 bp’de bir farklilik gézlenmektedir.
Protein kodlayan boélgelerde ise bu oran 2500 bp’de bir olmaktadir. Tekniikleotit
degisimlerini (varyasyonlari, polimorfizmleri) igeren genler, toplumda %]1’den daha fazla
siklikta bulunan allel genler olarak tanimlanmaktadir (81). Bununla birlikte toplumda
%1’den daha az goriilen farkliliklar“nadir varyant” olarak isimlendirilmektedir (82).

Polimorfizmlerin protein sentezi lizerine etkisi farklihik gostermektedir. Bazi
polimorfizmlerin protein sentezi iizerine hicbir etkisi yoktur, fark edilmeleri ancak DNA
dizi analizleri ile miimkiindiir. Protein kodlayan bodlgelerde bulunan polimorfizmler ise
aminoasit degisikligine neden olurlar. Gen ekspresyonunu degistiren,transkripsiyon
diizenleyecisi promotor bolgelerde bulunan polimorfizmler genin ifade edilme diizeyini,
birbagka deyisle iiriin olusumu ve miktarin1 etkileyerek protein sentezine etki eder. Bu

duruma oOrnek olarak; IL-10 genine ait promotor bolgede -1082, -819 ve -592
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pozisyonlarinda yer alan polimorfik bolgelerde sirastyla G, C, C allellerinin varligi A, T, A
allellerinin bulunmasina gore IL-10 tiretimini artirdig1 bilinmektedir (83).

En yaygin gorillen polimorfizm sekli olan SNP’lerde (Single Nucleotid
Polymorphism) genellikle bir niikleotit bagka bir niikleotit ile yer degisikligi yapar. Tek
bazlik delesyon ve insersiyonlar da bu grubun iginde bulunur. Yaklasik olarak her 1000
niikleotitte bir SNP’lerbulunmaktadir. ki insan genomu karsilastirildiginda aralarinda
yaklastk 3 milyon adet tek nikleotit farkliligi mevcuttur. Tim popiilasyon
degerlendirildiginde U.S. National Library of Medicine’de yaklasitk 25 milyon
civarindakayitli SNP bulunmaktadir (84). Toplumdaki minér allel frekanst %5’ten daha sik
olan SNP’ler, yaygin SNP’ler olarak adlandirilir. Bir SNP’nin yaygin olmasi saglik iizerine
etkisinin olmadigi anlamina gelmez. SNP’ler dogrudan hastalik yapmaktan ziyade
hastaliga egilimi artirabilir veya azaltabilir. SNP’ler ayrica hastaligin prognozu, tedavi
basarisi, ila¢ direnci veya viral bir enfeksiyona karsi direng gibi klinik durumlari da
etkileyebilmektedir (82).

SNP’ler disinda farkli polimorfizm tipleri de mevcuttur. Genom igerisinde yer alan
kisa dizi tekrarlarmin farkli sayida olmasi ile karakterize VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) polimorfizmleri vardir. Ayni zamanda STR (short tandem repeats)
polimorfizmleri olarak da adlandirilir. Bu tekrarlarl5-500 niikleotit uzunlugunda ise
minisatellit DNA polimorfizmi, 2-15 niikleotit arasindaki uzunlukta ise mikrosatellit DNA
polimorfizmi olarak tanimlanir. STR’ler adli tipta ve baglanti analizinde 6nemlidirler.
Uzunlugu 1 kb veya daha biiyiik olan bir DNA segmentinin kopya sayisinin farkliligindan
kaynaklanan polimorfizmler ise kopya sayist varyantt (Copy Number Variant-CNV)

polimorfizmleri olarak adlandirilirlar (85).



3. MATERYAL METOD

3.1.Materyal

3.1.1. Calisma Grubu

Bu ¢alismaya 6 aydan daha uzun siire HBsAg pozitifligi bulunan, HBV DNA miktar1
2000 IU/ml’nin tzerindeki, kalici veya aralikli ALT/AST yiiksekligi bulunan karaciger
biyopsisinde belirgin inflamatuar aktivite gosteren, Anti-HBs negatif olan kronik aktif
hepatitli 33 hasta ile Anti-HBsve Anti-HBc IgG’si pozitifbulunan daha 6nceden HBV asis1
uygulanmamigolan dogal bagisiklik gelisen 34 kisi dahil edildi. Pediatrik yas grubundaki
hastalar, karaciger karsinomu ya da baska bir malignitesi olanlar, HCV gibi ek viral

hastalig1 bulunanlar arastirmaya dahil edilmedi.

3.1.2. Kullanilan Gerecler

Santrifiij, manyetik karigtirici, hassas terazi, pH Olger, -20 ve -80°C’lik derin
dondurucular, buzdolabi, vorteks, ¢alkalayici, ¢esitli tiipler, enjektorler, 10 mI’lik EDTA’I1
tiipler, otomatik pipetler, otomatik pipet uclari, pastdr pipetleri, elektroforez tanki, gii¢
kaynagi, UV transilluminatér, spor, pastdr firmi, ependorf tiipler, thermal cycler,
NanoDrop spektrofotometre (Thermo Scientific, USA), deiyonize su saglayici, buz

makinesi, mikrodalga firin, distile su cihazi.

3.1.2.1. Kullanilan Soliisyonlar

1. Mononiikleer hiicre ayirim soliisyonlar1

1. Fikol
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2. Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS)
1X c¢aligma soliisyonu
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
4,3 mM Na;HO4
1,47 mM KH,POq
2. Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlari
1 TBE elektroforez tamponu (Tris-borik asit-EDTA)(pH8.0)
10X stok soliisyonu (1L)
108 g Tris base
55 g Borik asit
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0)
0,5X calisma soliisyonu (1L)
44,5 mM Tris base
44,5 mM Borik asit
1 mM EDTA
1. Etidium bromide soliisyonu (10mg/ml)
2. Yikleme tamponu
%0.2 Bromphenol blue
Xylene cyanole
%30 Gliserol

3.1.2.2. Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler, kitler ve sarf malzemeleri
cesitlifirmalardan temin edildi. Trisma-base, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
ethidium bromide (Sigma), fikol (Biochrom), borik asit, bromphenol blue (Fisher), HCI,
NaCl, KCI,Na;HO, KH,POy, tris base, glycerol, Xylene cyanole(Merck), agaroz (Seakem
LE),taq DNA polimerase (Thermo), deoksiniikleotit primerleri (dNTP’s) (Thermo),
Cytokine Genotyping Kit (Invitrogen, USA).



34

3.2. Metod

3.2.1. Calisma Plam

Bu calisma KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Mart 2012-
Subat 2013 tarihleri arasinda gerceklestirildi. Bu siire i¢erisinde hepatit B virusu ile enfekte
olduktan sonra iyilesen 34 dogal bagisik kisiden ve akut enfeksiyon sonrasinda kronik aktif
hepatit gelisen 33 hastadan EDTA’l1 tiiplere 9 cc kan ornekleri alindi. Toplanan
orneklerden ilk olarakmononiikleer hiicre ayrimi yapildi. Ayrilan bu hiicreler DNA
izolasyonu yapilana kadar -20°C’de saklandi. Daha sonra elde edilen mononiikleer
hiicrelerden DNA izolasyonu yapildi. Tiim 6rneklerden PZR yontemi ile beta aktin geni
tespiti yapilarak DNA mevcudiyetigosterildi. Sitokin gen polimorfizm ¢alismasinda
kullanilmak {izere gerekli olan DNA yogunluklarinin belirlenebilmesi i¢in nanodrop
spektrofotometre ile Ol¢iildi. Uygun sulandirimlariyapilarak DNA yogunluklart 75-125
ng/ul olacak sekilde hazirlandi. Yine PZR yontemi kullanilarak sitokin gen polimorfizmleri
belirlendi. Elde edilen sonuglar istatistik programinda degerlendirilerek yorumlandi.

Calisma plani ve islemin yiiriitiillme semas1 Sekil 8’de gosterildi.
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Kronik aktif hepatitli hastalardan Dogal bagisik kisilerden toplanan kan
toplanan kan 6rnekleri

ornekleri

~. —

Mononiikleer hiicrelerin ayrilmasi

'

DNA izolasyonu

|

NanoDrop spektrofotometre
ile DNA olgtimii

l

Beta aktin geninin tespiti
icin polimeraz zincir
reaksiyonu

}

Jelde yliriitme

}

Sitokin gen polimorfizm
tayini igin polimeraz zincir
reaksiyonu

!

Jelde yiiriitme

Sekil 8. Calisma Plam ve Islemlerin Yiiriitiilme Semasi



36

3.2.2. Mononiikleer Hiicrelerin Ayrilmasi

Isiktan korunarak saklanan ve c¢alisma Oncesinde oda sicakligina getirilen fikol
soliisyonundan 15 ml’lik falkon tiipe 3 ml koyuldu. Hastadan alinan 9ml kanin 6ml’sifikol
iceren tiipiin kenarindan yavasca sizdirilarak ilave edildi. 2600 rpm’de 25 dakika santrifiij
edildikten sonra plazma ile fikol arasinda kalan bugulu kisim, baska bir falkon tiipiine
aktarildi. Uzerine PBS soliisyonu eklenerek 12 ml’ye tamamlandi. 2000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra iist kisimdaki sivi1 dokiildii. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan
sonra tlipiin dibine ¢oken mononiikleer hiicrelerin tizerine 0,5 ml PBS soliisyonundan
eklenerek pastor pipetiyle karistirildi ve ependorf tiipe aktarilarak kullanilincaya kadar -

20°C’de saklandi. Bu islem her bir hasta 6rnegi icin tekrarlandi.

3.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in BioRobot EZ1 (Qiagen,Hilden, Almanya) cihazi ve EZ1 DNA
Blood KIiT (Qiagen, Almanya) kullanildi.

3.2.4. DNA’nin Spektrofotometrede Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Elde edilen DNA 0Orneklerinin  konsantrasyonlari, NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific, Wilmington, USA) spektrofotometre cihazi kullanilarak 6l¢iildi. DNA
konsantrasyonlari, Invitrogen sitokin gen polimorfizm kitinin {iretici firmasmnin dnerisine

gore 75-125 ng/ul olacak sekilde steril deiyonize su ile sulandirilarak hazirlandi.

3.2.5. Izole Edilen DNA’da Beta Aktin Geninin Tespiti

Beta aktin hiicrenin hareketini ve yapisini korumakla gérevli olan ve her hiicrede
bulunan “housekeeping” bir proteindir. Testlerde internal kontrol olarak kullanilir.
Housekeeping genlerin sentezi, tiim niikleuslu hiicre tiplerinde vardir ve bu genler hiicrenin
hayatta kalmasi igin gereklidir. Izole edilen DNA’larda beta aktin geninin varligi PZR ile

arastirilarak elde edilen 6rneklerde yeterli miktarda DNA olup olmadigi saptandi. Bunun
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icin beta aktin genine spesifik (ATCATGTTTGAGACCTTCAA
VeCATCTCTTGCTCGAAGTCCA, 320 bp) primerler kullanildi (85).

Her bir DNA 0rnegi i¢in Tablo 3’te belirtilenmiktarlarda reaksiyonkarisimi
hazirlandiktan sonra hafifce vortekslenerekkiiciik ependorflara 40’ar ul bdliindii.
Hazirlanan reaksiyon karigiminin tizerine 10ul DNA eklenerek Tablo 4’te belirtilen PZR
dongii programinda amplifiye edildi. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi i¢in 0,5X
TBE tamponu ile %2’lik agaroz jel hazirlandi. Ornekler hazirlanan agaroz jele yiiklenerek
85V’da 30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Sonuglar UV transilluminatorde

degerlendirildi.

Tablo 3. Beta Aktin Gen Analizinde Bir Hasta icin Gerekli Olan Reaksiyon
Karlslmlnlnigerigi ve Miktarlari

Buffer 5l
dNTP mix(10mM) 2 ul
MgClI (25 mM) 3ul
Primer mix (10pM) 5ul
Taq polimeraz 0.25 pl
Ddw 24.75 wl
Template 10 pl

Tablo 4. Beta aktin geni icin PZR dongii programi

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 1 dakika
Annealing (Baglanma) 60°C 1 dakika 20
Ekstansiyon (Uzama) 72°C 1.5 dakika
Ekstansiyon (Uzama) 72°C 7 dakika 1
Bekletme +4°C Siiresiz

3.2.6. Sitokin Gen Polimorfizminin Tespiti i¢cin PZR Yapilmasi

Sitokin gen polimorfizminin tespiti i¢in Invitrogen(USA) firmasindan temin edilen
PZR-SSP (single strand polymorphism) sitokin gen paneli 13 farkli sitokin g¢esidinin
tespitinde kullanildi. Invitrogen sitokin gen paneli 2 ayr1 bilesenden (1. oligoniikleotid
primerleri emdirilmis 96’11 pleytler, 2. buffer) olusmaktadir. Her bir hastanin PZR
amplifikasyonu i¢in 522,3 pl toplam hacimli master miks ve DNA karisimi (Buffer 140pl,
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genomik DNA 50ul, deiyonize su 329ul, Taq Polimeraz (5U/ul) 3,3ul) hazirland1 (Tablo
5). Hazirlanan reaksiyon karisimi hafif¢e vortekslenerek her bir hasta igin pleytlerdeki 48
kuyucuga 10’ar pl boliindi. Tablo 6°te verilen PZR dongii programina gore amplifiye
edildi. Amplifiye edilen PZR firiinlerinin jel elektroforezde yiiriitmek igin 0,5X TBE
tamponlu %2’lik agaroz jel hazirlandi. Ornekler, her bir hasta i¢in 24’liik 2 ayr jele
yiiklendi ve 0,5X TBE’li tampon ortaminda 85V, 35 dakika elektroforeze tabi tutuldu.
Sonuglar UV transilluminatérde degerlendirildi. Her bir kuyucukta bununan pozitif
kontrollerin ¢alisip ¢alismadigi kontrol edilerek ¢ift bant gosteren kuyucuklar pozitif olarak
kabul edildi. Sonuglar Tablo7’daki Invitrogen sitokin gen polimorfizm analiz cetveline

isaretlenerek degisimler saptandi.

Tablo 5. Sitokin Genleri Analizinde Bir Hasta i¢in Gerekli Olan Reaksiyon
Karisimmnicerigi ve Miktarlar

PZR Buffer 140pl
Taqg DNA polimeraz (5U/ pl) 3.3ul
ddw* 329ul
DNA (75-125 ng/ nl)) 5ul

*double distilled water

Tablo 6. Sitokin Genleri Icin PZRDéngii Programi

Sicakhik Siire

Baslangi¢c denatiirasyonu 94°C 2 dakika

. 0 :
Denatu.rasyon ] 94 0C 15 Sar_llye 10 siklus
Annealing (Baglanma) 65°C 1 dakika
Denatiirasyon 94°C 15 saniye
Annealing (Baglanma) 61 50 saniye 20 siklus
Extansiyon (Uzama) 72°C 30 saniye
Bekletme 4°C Siiresiz

3.2.7.istatistiksel Analizler

Sonuglar invitrogen sitokin gen polimorfizm analiz cetveline isaretlenerek degisimler
saptandiktan sonra istatistiksel analizleriEpi Info Version 6 programi kullanilarak yapilda.
Niteliksel verilerin karsilastirilmasi igin x2 testi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel

olarakanlamli kabul edildi. Genotiplerin degerlendirmesinde Pearson chi-square test ve
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uygun olan yerlerde Fisher’skesin (exact) testi kullanildi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Tablo 7. Protrans Sitokin Gen Polimorfizmi Analiz Cetveli

1.Pleyt 2. Pleyt Sitokin Geni Allelik Ozellik sznaligu taternal
1 49 IL-1a T at pos -889 220 440
2 50 IL-1o C at pos -889 220 440
3 51 IL-1B Catpos -511 215 440
4 52 IL-1P Tatpos -511 215 440
5 53 IL-1B T at pos +3962 336 440
6 54 IL-1B C at pos +3962 336 440
7 55 IL-1R C at pos pstl 1970 288 440
8 56 IL-1R T at pos pstl 1970 288 440
9 57 IL-1RA T at pos mspal11100 297 440
10 58 IL-1RA C at pos mspal11100 297 440
11 59 IL-4Ra G at pos +1902 143 440
12 60 IL-4Ra A at pos +1902 143 440
13 61 IL-12 C at pos -1188 802 440
14 62 IL-12 A at pos -1188 802 440
15 63 IFN-y A at pos +874 277 440
16 64 IFN-y T at pos +874 277 440
17 65 TGF-B1 C at Codon 10; G at Codon 25 80 440
18 66 TGF-B1 C at Codon 10; C at Codon 25 80 440
19 67 TGF-B1 T at Codon 10; G at Codon 25 80 440
20 68 TGF-B1 T at Codon 10; C at Codon 25 80 440
21 69 TGF-B1 C at Codon 10 195 440
22 70 TGF-B1 T at Codon 10 195 440
23 71 TNF-a G at pos -308; G at pos -238 110 440
24 72 TNF-a A at pos -308; G at pos -238 110 440
25 73 TNF-a G at pos -308; A at pos -238 110 440
26 74 TNF-a A at pos -308; A at pos -238 110 440
27 75 IL-2 T at pos -330; G at pos +166 562 89
28 76 IL-2 G at pos -330; G at pos +166 564 89
29 77 IL-2 G at pos -330; T at pos +166 569 89
30 78 IL-2 T at pos -330; T at pos +166 569 89
31 79 IL-4 T at pos -1098; T at pos -590 557 89
32 80 IL-4 T at pos -1098; C at pos -590 557 89
33 81 IL-4 G at pos -1098; T at pos -590 557 89
34 82 IL-4 G at pos -1098; C at pos -590 557 89
35 83 IL-4 T at pos -590; T at pos -33 610 89
36 84 IL-4 T at pos -590; C at pos -33 610 89
37 85 IL-4 C at pos -590; T at pos -33 610 89
38 86 IL-4 C at pos -590; C at pos -33 610 89
39 87 IL-6 G at pos -174; G at pos nt565 427 89




Tablo 7’nin devami
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1.Pleyt 2. Pleyt Sitokin Geni Allelik Ozellik Baz Internal

Uzunlugu Kontrol
40 88 IL-6 C at pos -174; G at pos nt565 426 89
41 89 IL-6 G at pos -174; A at pos nt565 428 89
42 90 IL-6 C at pos -174; A at pos nt565 428 89
43 91 IL-10 G at pos -1082; C at pos -819 305 89
44 92 IL-10 G at pos -1082; C at pos -592 530 89
45 93 IL-10 A at pos -1082; C at pos -819 305 89
46 94 IL-10 A at pos -1082; T at pos -819 305 89
47 95 IL-10 A at pos -1082; C at pos -592 530 89
48 96 IL-10 A at pos -1082; A at pos -592 530 89




4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen33 kronik aktif hepatitli hastanin 17’si kadin, 17’si erkek; 34
dogal bagisik olgunun 14’4 kadm, 19’u erkekti. Gruplarin cinsiyetlere gore dagilim
yiizdeleri Tablo 8’de gosterildi. Calismaya alinan kisilerin yaslar1 18-83 arasinda
degismekte olup yas ortalamasi 42,85 + 12,28 olarak bulunmustur. Her iki calisma
grubunun cinsiyetlere gore yas ortalamasi incelendiginde kadin dogal bagisik grubun yas
ortalamasi 39,05 olarak saptanirken erkeklerin yas ortalamasi 43,47 olarak tespit edildi.
Kronik aktif hepatitli grubun cinsiyetlere gore yas ortalamasi incelendiginde ise kadinlarin
yas ortalamasi 37,28 bulunurken erkeklerin yas ortalamasi 49,78 olarak bulundu (Tablo 9).
Kronik aktif hepatitli grupta cinsiyetlere gore yas ortalamalarmin dagilimi incelendiginde
erkeklerin yas ortalamasinin kadinlara gore daha yiiksek oldugu goriildii (p= 0.021). Dogal
bagisik grupta cinsiyetlere gore yas ortalamalarinin dagiliminda istatistiksel olarak fark
bulunmadi (p= 0.089).

Tablo 8. Kronik Aktif Hepatitli ve Dogal Bagisik Grubun Cinsiyetlere Gore
Dagilim Yiizdesi

Kadin Erkek Toplam
Kronik aktif hepatit 14 (%42) 19 (%58) 33
Dogal bagisik 17 (%50) 17 (%50) 34

Tablo 9. Kronik Aktif Hepatitli ve Dogal Bagisik Grubun Cinsiyete Gore Yas
Ortalamasi

Kadin Erkek
Kronik aktif hepatit 37,28 +13.74 49,78 £ 15.24
Dogal bagisik 39,05+6.20 43, 47 +£8.29
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Dogal Bagisik Grup ile Kronik Aktif Hepatit B Hastalarinda Sitokin Gen
Polimorfizmleri ile Tlgili Bulgular

Anti-HBs ve anti-HBc pozitif dogal bagisik grup ile kronik aktif hepatit B
hastalarinin sitokin gen polimorfizmleri karsilastirildiginda asagidaki sonuglar elde edildi:

IL-1e’nin -889 gen bolgesinde bulunan T alleli kronik aktif hepatitli hastalarin
%72.7’sinde pozitif olarak saptanirken dogal bagisik kisilerin %26.5’inde pozitif olarak
tespit edildi.

IL-1a’nin -889 gen bolgesinde bulunan C alleli kronik aktif hepatitli hastalarin
%81.8’inde, dogal bagisik kisilerin %55,9’unda pozitif olarak bulundu (Sekil 9). Sonug
olarak T allelinde [p< 0.001 (p= 0.0003973)], C allelinde p= 0.042degerleri elde edilerek

istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu.

IL-1a Polimorfizm Grafigi

90 81,8
80 72,7
70
60
50
40
30
20
10

559 EKAH DB

Yiizde (%)

T at pos -889 C at pos -889
Gen Bolgesi

Sekil 9. IL-1a Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ileDogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar

Genotipik olarak degerlendirdigimizde kronik aktif hepatitli grupta CT genotipinin
%73.4, dogal bagisik grupta %19.2 oraninda pozitif oldugu goriildii. Istatistiksel olarak
degerlendirdigimizde gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edildi [p< 0.001 (p=
0.000044)]. Diger bir genotip olan CC genotipini inceledigimizde kronik aktif hepatitli
grupta %13.3 oraninda pozitiflik bulunurken dogal bagisik grupta %65.4 oraninda
pozitiflik saptandi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi [p<0.001
(p= 0.0003579)]). TT genotipi degerlendirdigimizde Tablo 11°de gosterilen pozitiflik
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oranlar1 elde edildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig:

goriildii (p= 0.28) (Sekil 10).

80 - m KAH = DB

TS

CC CT TT
Genotipler (-889 gen bdélgesi)

Sekil 10. IL-1a Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup ArasindaGenotiplere Gore
Pozitiflik Oranlarmimn Dagilimi

IL-1p’nin -511 promotor gen bolgesinde bulunan C allelikronik aktif hepatitli grupta
%84.8 oraninda pozitif olarak saptanirken dogal bagisik grupta %76.5 oraninda pozitif
saptand1. IL-1p’min -511 gen bolgesinde bulunan T allelinde ise kronik aktif hepatitli
grupta %57.6 oraninda pozitiflik bulunurken dogal bagisik grupta %47.1 oraninda
pozitiflik saptandi. Her iki polimorfik bolge i¢in gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edilmedi (sirast ile p= 0.576, p=0.537) (Sekil 11).

IL-1p’nin +3962 pozisyonda bulunan T ve C allel polimorfizmlerinde Sekil 11’°de
gosterilen pozitiflik oranlar1 elde edilerek sirast ile p= 0.178, p= 0.943 degerleri tespit

edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi.
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IL-1p Polimorfizm Grafigi
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84,8
76,5

75,8 73,5

20,0

0,0

Catpos-511 Tatpos-511 T atpos +3962 C at pos +3962

Gen Bolgesi

Sekil 11. IL-1p Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:

Genotipik olarak degerlendirildiginde -511 ve +3962 gen bolgesindeki CC, CT ve
TT genotipleri incelendi ve Tablo 11°de belirtilen pozitiflik oranlar ile p degerleri elde
edilerek gruplar arasinda anlaml farkliliklar olmadig: goriildii.

IL-1R’nin pstl 1970 gen bolgesindeki C ve T allel polimorfizmlerinde Sekil 12°de
gosterilen pozitiflik oranlart tespit edildi. Siras1 ile p= 0.401 ve p= 0.176 degerleri

saptanarak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.

IL-1R Polimorfizm Grafigi

90,0 84,8
80,0
70,0

3 600

~ 50,0

T 40,0

=1

> 30,0
20,0
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0,0

EKAH DB

C at pos pstl 1970 T at pos pstl 1970

Gen Bolgesi

Sekil 12. IL-1R Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlari



45

Genotipik olarak degerlendirildiginde ise CC, CT, TT genotiplerinin pozitiflik
oranlar1 ve p degerleri Tablo 11°de gosterildigi sekildedir ve gruplar arasinda istatistisel
olarak anlamli bir fark tespit edilmedi.

IL-1RA’nin mspal 11100 gen bolgesinde bulunan T veC allel polimorfizmlerinde
tespit edilen pozitiflik oranlar1 Sekil 13’te gosterildigi gibidir. Her iki polimorfik bdlge i¢in
sirast ile p= 0.054 ve p= 0.914 degerleri elde edilerek gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmada.

IL-1RA Polimorfizm Grafigi
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T at pos mspal 11100 C at pos mspal 11100
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Sekil 13. IL-1RASiItokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:

Genotipik olarak degerlendirildiginde CC, CT, TT genotiplerinin pozitiflik oranlar
ve p degerleri Tablo 11°de gosterildi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml fark
tespit edilmedi.

IL-4Ra’nin +1902 gen bolgesinde bulunan G ve Aallelpolimorfizmleri
degerlendirildiginde Sekil 14°te belirtilen pozitiflik oranlar1 elde edildi ve sirasi ile p=
0.219 ve p= 0.709 degerleri saptanarak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmad:.
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IL-4Ra Polimorfizm Grafigi
100,0 90,9

85,3

80,0 EKAH wDB

60,0

Yiizde (%)

40,0 27.3

20,0

0,0
G at pos +1902 A at pos +1902
Gen Bolgesi

Sekil 14. IL-4RaSitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlari

Genotipik olarak degerlendirildiginde AA, GA, GG genotiplerinin pozitiflik oranlar
ve p degerleri Tablo 11°de gosterildi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark
tespit edilmedi.

IL-12’nin 1188 promotor gen bodlgesinde bulunan C ve A allel polimorfizmlerinin
kronik aktif hepatitli ve dogal bagisik gruplardaki pozitiflik oranlari Sekil 15°te
gdsterilmistir. incelemelerimizin sonucunda p= 0.060 ve p= 0.054 degerleri elde edilerek

gruplar arasinda istatistisel olarak anlamli fark bulunmadi.

IL-12 Polimorfizm Grafigi

80,0 5.8
uKAH 4DB

C at pos -1188 A at pos -1188
Gen Bolgesi

Sekil 15. IL-12 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:

Genotipik olarak degerlendirildiginde AA, AC, CG genotiplerinin pozitiflik oranlar

ve p degerleri Tablo 11°de gosterildi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark
tespit edilmedi.
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IFN-y’nin +874 gen bolgesindeki A allelini dogal bagisik grubun %41.2°sinde
pozitif olarak bulunurken kronik aktif hepatitli hastalarin %84.8’inde pozitif olarak
saptandi. T alleli ise dogal bagisik kisilerin %52.9’unda, kronik aktif hepatitli hastalarin
%72.7’sinde pozitif olarak bulundu (Sekil 16). A allelinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunurken [p< 0.001 (p= 0.0005761)] T allelinde anlamli bir fark bulunamad: (p=
0.155).

IFN-y Polimorfizm Grafigi
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Sekil 16. IFN-y Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:

Genotipik olarak degerlendirildiginde +874 gen bdlgesinde TT, TA, AA
genotiplerinin pozitiflik oranlar1 Sekil 17°debelirtildigi gibidir. TA genotipi kronik aktif
hepatitli grupta %65.7 oraninda goriiliirken dogal bagisik grupta %34.6 oraninda tespit
edildi. Bu gen bolgesinde TA genotipinde istatistiksel olarak kronik aktif hepatitli grup
lehine anlamli bir artig gosterdigi goriildi (p= 0.018). Diger genotiplerde ise istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 11).
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H KAH
20 DB

T TA AA
Genotipler (+874 gen bolgesi)

Sekil 17. IFN-y Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup ArasindaGenotiplere Gore
Pozitiflik Oranlarmin Dagilimi

TGF-p1 (C at Codon 10; G at Codon 25)polimorfizmi dogal bagisik grupta %14.7
pozitif olarak saptanirken kronik aktif hepatitli hasta grubunda %60.6 pozitiflik bulundu.
TGF-pl, (Tat Codon 10; G at Codon 25)polimorfizmi ise dogal bagisik grubun
%11,8’inde pozitif olarak saptandi (Sekil 18). Kronik aktif hepatitli hasta grubunda ise
%51.5 oraninda pozitif bulundu. TGF-B1 (C at Codon 10; G at Codon 25)
polimorfizmlerinde [p< 0.001 (p= 0.0002822)] ve (T at Codon 10; Gat Codon 25)
polimorfizmlerinde p= 0.001 degerleri saptanarak istatistiksel olarak anlamli farklar
bulundu. Ancak genotipik olarak degerlendirdigimizde Codon 10 bélgesindeki CC, GC,
GG genotiplerinde gruplar arasinda anlamli fark olmadig: goriildii (siras1 ile p= 0.344, p=
0.190, p= 0.107) (Tablo 11).

TGF-B1 (C at Codon 10; C at Codon 25) polimorfizmlerinde dogal bagisik grupta
%14.7 pozitif olarak saptanirken kronik aktif hepatitli hasta grubunda %27.3 pozitiflik
tespit edildi (p=0.334). TGF-p1 (T at Codon 10; C at Codon 25) polimorfizmlerinde dogal
bagisik grupta %2.9 pozitif olarak saptanirken kronik aktif hepatitli hasta grubunda
pozitiflik tespit edilmedi (p= 1.000), (Sekil 18). Sonug olarak her iki haplotipte istatistiksel
olarakanlamli farklar bulunmadi. Genotipik olarak Codon 25 gen bélgesindeki TT, CT, CC
genotipleri incelendiginde ise gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmedi (sirast ile p=
0.974, p= 0.809, p=0.260) (Tablo 11).
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TGF-p1 Polimorfizm Grafigi-1
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Sekil 18. TGF-B1Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:

TGF-p1 C at Codon 10 polimorfizminin degerlendirilmesi ile dogal bagisik grupta
%52.9 oraninda pozitif olarak saptanirken kronik aktif hepatitli hasta grubunda %72.7
oraninda pozitiflik tespit edildi (Sekil 19). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p=0.155).

TGF-p1 T at Codon 10 polimorfizminin tek basina degerlendirilmesi ile dogal
bagisik grupta %67.6 oraninda pozitif olarak saptanirken kronik aktif hepatitli hasta
grubunda %72.7 oraninda pozitiflik tespit edildi (Sekil 19). Ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p= 0.155).

TGF-B1 Polimorfizm Grafigi-2
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Sekil 19.TGF-p1Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlari
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TNF-a (G at pos-30; G at pos -238) polimorfizmlerinde kronik aktif hepatitli grupta
%93.9 ve dogal bagisik grupta %82.4 oraninda olmak tizere her iki grupta da yiiksek
pozitif degerler elde edildi. Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmedi (p= 0.258), (Sekil 20).

TNF-a (A at pos-308; G at pos -238), TNF-a (G at pos-308; A at pos -238) ve TNF-
o (A at pos-308; A at pos -238) haplotiplerinde Sekil 20°de gosterilen diisiik pozitiflik
oranlar1 elde edildi. Siras1 ile p= 1.000, p= 0.197, p= 1.000 degerleri elde edilerek gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmedi.

TNF-a Polimorfizm Grafigi
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Sekil 20. TNF-aSitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:

Genotipik olarak degerlendirildiginde -308 gen bolgesinde kronik aktif hepatitli
grupta %93.7, dogal bagisik grupta %80.0 oraninda GG genotipi tespit edildi. Ancak
gruplar arsinda anlamh fark goriilmedi (p= 0.087). kronik aktif hepatitli grupta AA
genotipi %6.3 oraninda goriiliirken dogal bagisik grupta %20.0 oraninda tespit edildi. Her
iki grup arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (p= 0.087). AA genotipine ise her iki
grupta da hig rastlanmada.

TNF-o’nin -238 gen bolgesineki GG genotipine kronik aktif hepatitli grupta %90.4,
dogal bagisik grupta ise %80.0 oraninda rastlanirken gruplar arasinda anlamli fark tespit
edilmedi (p= 0.153). GA ve AA genotipleri ise Tablo 11°de gosterilen oranlarda tespit
edildi ve istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (sirasi ile p= 0.317, p= 0.241).
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IL-2’nin (G at pos -330; T at pos +166)polimorfizmleri kronik aktif hepatitli
hastalarin  %18.3’linde pozitif olarak bulunurken dogal bagisik grupta pozitiflik
saptanmadi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamh bir fark
oldugu goriildii (p=0.011), (Sekil 21).

IL-2 (T at pos -330; G at pos +166) polimorfizmlerinde Sekil 21°de belirtilen
pozitiflik oranlart tespit edildi ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p= 0.236),
(Sekil 21).

IL-2 (G at pos -330; G at pos +166) ve IL-2 (T at pos -330; T at pos +166)
polimorfizmlerinin pozitiflik oranlart Sekil 21°de gosterildigi sekildedir. Her iki
polimorfizm incelemesinde de gruplar arasinda isatatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilmedi (sirasi ile p=0.470, p= 0.165).

IL-2 Polimorfizm Grafigi

758
800, 727 uKAH uDB

T/G G/G GIT TIT

Gen Bolgesi (at pos -330; at pos +166)

Sekil 21. IL-2 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:

Genotipik olarak degerlendirildiginde -330 gen bolgesinde GG, GT, TT genotipleri
Tablo 11°de gosterilen oranlarda tespit edildi. Ancak genotiplerin higbirisinde gruplar
arasinda anlamli fark tespit edilmedi (sirasi ile p= 0.292, p= 0.306, p= 0.260).

Interlokin-2"nin +166 gen bolgesindeki GG, GT, TT genotiplerinin pozitiflik oranlar:
Tablo 11°de gosterildi. Bu genotiplerin higbirisinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (sirasi ile p= 0.670, p= 0.660, p= 0.508).

IL-4 (G at pos -1098; C at pos -590)polimorfizmleri kronik aktif hepatitli grupta
%54.5 oraninda pozitif bulunurken dogal bagisik grupta %14.7 oraninda pozitif saptand
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(Sekil 22). Degerlendirmelerimiz sonucunda p= 0.001 bulunarak istatistiksel olarak

anlaml fark bulundu.

IL-4 Polimorfizm Grafigi-1 EKAH
100,0 uDB
78,8
- 80,0 64,7
E\i 60,0 54,5
:_eé 400 42,4
~ 24,2 18,2
20'0 ! 11,8 14,7
TIT T/IC GIT G/C
Gen Bolgesi (at pos -1098; at pos -590 )

Sekil 22. IL-4 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlari

IL-4 (T at pos -590; C at pos -33) polimorfizmleri kronik aktif hepatitli hastalarin
%24.2’sinde dogal bagisik grubun %2.9’unda pozitif olarak bulundu (Sekil 23).
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde p= 0.013 bulunarak gruplar arasinda anlaml fark
saptandi

IL-4 (C at pos -590; C at pos -33) polimorfizmleri kronik aktif hepatitli grupta %75.8
dogal bagisik grupta %44.1 oraninda pozitif olarak bulundu (Sekil 23). Istatistiksel olarak
anlaml fark tespit edildi (p= 0.016). Inceledigimiz diger IL-4 polimorfizmlerinin gruplar
arasindaki pozitiflik oranlar1 Sekil 22 ve Sekil 23’te gosterilmistir. Bu polimorfizmlerde

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 10).

IL-4 Polimorfizm Grafigi-2 HKAH
80,0 '
- 60,0
S 44,1
g a00 | 04 30,3
’E 17,6 242
20,0 : 11,8
TIT TIC CIT C/IC
Gen Bolgesi (at pos -590; at pos -33)

Sekil 23. IL-4 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:



53

Genotipik olarak degerlendirildiginde -1098 gen bolgesinde TT genotipinde dogal
bagisik grupta istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildii (p= 0.0015). Pozitiflik oranlar1
Sekil 24°te belirtilen GT genotipinde ise kronik aktif hepatitli grupta, dogal bagisik gruba
gore anlamli bir artis gozlendi [p< 0.001 (p= 0.0001328)], (Tablo 11 ). Bu gen
bolgesindeki GG genotipi ile -590 ve -33 gen bolgesinde goriilen genotiplerin pozitiflik
oranlari ile p degerleri Tablo 11°de gosterildi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde bu

genotiplerde gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi.

S
2 40 - B KAH
S
>

30 - DB

GG GT 1T
Genotipler (-1098 gen bolgesi)

Sekil 24. 1L-4Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)

Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup ArasindaGenotiplere Gore
Pozitiflik Oranlarinin Dagilim

IL-6 (at pos -174; at pos nt565) polimorfizmleri degerlendirildiginde elde edilen
pozitiflik oranlart Sekil 25’te belirtilmistir. Calismamizda (G at pos -174; G at pos nt565)
polimorfizmi i¢in p= 0.401 bulunarak istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilmedi.

IL-6 (Cat pos -174; G at pos nt565), IL-6 (Gat pos -174; A at pos nt565), IL-6 (Cat
pos -174; A at pos nt565) polimorfizmlerinin pozitiflik oranlar1 Sekil 25°te gosterilmistir.
[statistiksel olarak degerlendirildiginde sirasi ile p= 0.476, p= 0.492, p= 0.878 degerleri

elde edildi ve gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi.
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IL-6 Polimorfizm Grafigi
100,0
8438 EKAH DB
80,0 73,5
£ 600
< 39,438,2
S 40,0
>
200 1524
0,0
G/G CIG G/IA C/IA
Gen Baolgesi (at pos -174; at pos nt565)

Sekil 25. IL-6 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlari

Genotipik olarak degerlendirildiginde -174 gen bolgesinde CC, GC, GG
genotiplerinin pozitiflik oranlar1 Tablo 11°de gosterildigi sekilde bulundu. Bu genotiplerin
hi¢birinde gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmedi (sirasi ile p= 0.286, p= 0.650, p=
1.000). nt656 gen bolgesinde AA, GA, GG genotipleri incelendiginde ise sirast ile p=
0.344, p= 0.340, p= 0.450 degerleri elde edilerek gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamadi (Tablo 11).

IL-10 (A at pos -1082; C at pos -819) polimorfizmleri kronik aktif hepatitli grubun
%81.8’inde, dogal bagisik grubun %50.0’1nda pozitif olarak saptandi (Sekil 26). IL-10 (A
at pos -1082; C at pos -592) polimorfizmleri isekronik aktif hepatitli hastalarin
%69.7’sinde pozitif olarak saptanirken dogal bagisik grubun %35.3’tinde, pozitif bulundu
(Sekil 27).istatistiksel olarak degerlendirildiginde sirasi ile p= 0.012 ve p= 0.010 degerleri

elde edilerek anlamli farklar bulundu.
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IL-10 Polimorfizm Grafigi-1
100,0 818
1,
80,0 EKAH DB

60,0

Yiizde (%)

40,0

20,0

0,0

G/C AIC AIT

Gen Bolgesi ( at pos -1082; at pos -819)

Sekil 26. IL-10 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlari

IL-10’un inceledigimiz diger polimorfizmlerindeki pozitiflik oranlart Sekil 26 ve
Sekil 27°de gosterilmistir. Bu polimorfizmlerin istatistiksel olarak degerlendirildiginde

gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmedi (Tablo 10).

IL-10 Polimorfizm Grafigi-2

75,8
80,0 69,7

EKAH =DB

G/IC A/C AIA

Gen Bolgesi (at pos -1082; at pos -592 )

Sekil 27. IL-10 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)
Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup Arasindaki Pozitiflik Oranlar:

Genotipik olarak degerlendirdigimizde IL-10’un -819 gen bolgesinde CC, CT, TT
genotiplerinin pozitiflik oranlar1 Sekil 28’de gosterildigi gibidir. CC genotipindedogal
bagisik grup lehine olmak lizere istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p= 0.023). CT
genotipinde ise kronik aktif hepatitli grup lehine olmak iizere istatistiksel olarak anlamli

farkbulundu (p= 0.012). TT genotipinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi (p= 0.322).
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80 -

g 60 -

§ 40 - B KAH

H=1

> 20 - DB
0

CC CT 1T
Genotipler (-819 gen bélgesi)

Sekil 28. IL-10 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)

Grup ile Dogal Bagisik (DB) Grup ArasindaGenotiplere Gore
Pozitiflik Oranlariin Dagilimi

Interlokin-10"un -1082 gen bdlgesinde AA, GA, GG genotiplerinin pozitiflik oranlar
Sekil 29°da gosterilmistir. GA genotipinde kronik aktif hepatitli grup lehine olmak tizere
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p= 0.014). Yine ayni bolgede GG genotipinde
dogal bagisikgrup lehine olmak iizere istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p=

0.015). AA genotipinde ise gruplar arasinda istatisitik olarak anlamli fark saptanmadi (p=
0.560).

80 -
__60 -
S
G 40 - m KAH
E DB
20 A
0 T .
AA GA GG
Genotipler (-1082 gen bolgesi)

Sekil 29. IL-10 Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Kronik Aktif Hepatitli (KAH)

Grup ile Dogal Bagsik (DB) Grup ArasindaGenotiplere Gore
Pozitiflik Oranlarinin Dagilim
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Interlokin-10"un -592 gen bolgesindeki AA, CA, CC genotiplerinin pozitiflik
oranlar1 Tablo 11°de gosterilmistir. Bu genotiplerde gruplar arsinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik tespit edilmedi (sirasi ile p=0.271, p= 0.330, p= 0.250).

Sitokin gen polimorfizmlerinin kronik aktif hepatitli grup ile dogal bagisik grup
arasindaki pozitiflik oranlarinin  dagilimi  Sekil 30°da  verilmistir. ~ Sitokin  gen

polimorfizminin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii Resim 4 ve Resim 5°te gosterildi.

Internal kontrol

440 bp

30 310 320338 3488 3536

Internal kontrol

—

(440 bp) (30, 32)

37 38 39 40 41 42 43 44 45 4b 47 48

Internal kontrol

(80 bp) (38, 42, 45, 46, 48)

Resim 2. Sitokin Gen Polimorfizminin %2’lik Agaroz Jeldeki Goriintiisii (Cift
Bantlar Pozitiftir)
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Tablo 10. HBV’ye Karsi Dogal Bagisik Grup ile Kronik Aktif Hepatitli

Hastalarinin Sitokin GenPolimorfizm Sonuglarinin
Karsilastirnlmasi
oo - - Kronik Aktif
Sira Sgg';'ln Allelik Ozellik pp OB BAESK U henatit  p degeri
n/34 % n/33 %

1 IL-1a T at pos -889 220 9 26.5 24 72.7 <0.001
2 IL-1a C at pos -889 220 19 56.9 27 81.8 0.042
3 IL-1P C at pos -511 215 26 76.5 28 84.8 0.576
4 IL-1B T at pos -511 215 16 47.0 19 57.5 0.537
5 IL-1P T at pos +3962 336 14 41.2 20 60.6 0.178
6 IL-1P C at pos +3962 336 25 735 25 75.8 0.943
7 IL-1R C at pos pstl 1970 288 25 73.5 28 84.8 0.401
8 IL-1R T at pos pstl 1970 288 10 29.4 16 48.5 0.176
9 IL-1IRA T at pos mspal 11100 297 27 79.4 32 97.0 0.054
10 IL-1RA C at pos mspal 11100 297 14 41.2 15 45.5 0.914
11 IL-4Ra G at pos +1902 143 7 20.6 9 27.3 0.219
12 IL-4Ra A at pos +1902 143 29 85.3 30 90.9 0.709
13 IL-12 C at pos -1188 802 8 235 16 48.5 0.060
14 IL-12 A at pos -1188 802 17 50.0 25 75.8 0.054
15 IFN-y A at pos +874 277 14 41.2 28 84.8 <0.001
16 IFN-y T at pos +874 277 18 52.9 24 72.7 0.155
17 TGF-p1  CatCodon 10; G at Codon 25 80 5 14.7 20 60.6 <0.001
18 TGF-p1 C at Codon 10; C at Codon 25 80 5 14.7 9 27.3 0.334
19 TGF-p1 T at Codon 10; G at Codon 25 80 11.8 17 515 0.001
20 TGF-p1 T at Codon 10; C at Codon 25 80 1 2.9 0 0 1.000
21  TGF-B1 C at Codon 10 195 18 52.9 24 72.7 0.155
22  TGF-p1 T at Codon 10 195 23 67.6 24 72.7 0.851
23 TNF-a G at pos -308; G at pos -238 110 28 82.4 31 93.9 0.258
24 TNF-a A at pos -308; G at pos -238 110 3 8.8 2 6.0 1.000
25 TNF-a G at pos -308; A at pos -238 110 147 1 3.0 0.197
26 TNF-a A at pos -308; A at pos -238 110 1 2.9 0 1.000
27 IL-2 T at pos -330; G at pos +166 562 19 55.9 24 72.7 0.236
28 IL-2 G at pos -330; G at pos +166 564 22 64.7 25 75.8 0.470
29 IL-2 G at pos -330; T at pos +166 569 0 0 6 18.2 0.011
30 IL-2 T at pos -330; T at pos +166 569 14 41.2 14 42.4 0.885
31 IL-4 T at pos -1098; T at pos -590 557 8 24.2 14 42.4 0.165
32 IL-4 T at pos -1098; C at pos -590 557 22 64.7 26 78.8 0.313
33 IL-4 G at pos -1098; T at pos -590 557 4 11.8 6 18.2 0.511
34 IL-4 G at pos -1098; C at pos -590 557 5 147 18 54.5 0.001
35 IL-4 T at pos -590; T at pos -33 610 6 17.6 12 36.4 0.146
36 IL-4 T at pos -590; C at pos -33 610 1 2.9 8 24.2 0.013
37 IL-4 C at pos -590; T at pos -33 610 4 11.8 10 30.3 0.117
38 IL-4 C at pos -590; C at pos -33 610 15 44.1 25 75.6 0.016
39 IL-6 G at pos -174; G at pos nt565 427 25 73.5 28 84.8 0.401
40 IL-6 C at pos -174; G at pos nt565 426 3 8.8 5 15.2 0.476
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Sitokin .. Dogal Bagisik Kronik A.ktif
Sira Geni Allelik Ozellik bp Hepatit P degeri
n/34 % n/33 %
41 IL-6 G at pos -174; A at pos nt565 428 2 5.9 0 0 0.492
42 IL-6 Catpos-174; A at pos nt565 428 13 38.2 13 39.4 0.878
43 IL-10 G at pos -1082; C at pos -819 305 20 8.8 22 66.7 0.681
44 IL-10 G at pos -1082; C at pos -592 530 19 55.9 25 75.8 0.145
45 IL-10 A at pos -1082; C at pos -819 305 17 50.0 27 81.8 0.012
46 IL-10 Aat pos-1082; T at pos-819 305 14 41.2 19 55.9 0.272
47 IL-10 A at pos -1082; C at pos -592 530 12 35.3 23 69.7 0.010
48 IL-10 A at pos -1082; A at pos -592 530 13 38.2 16 48.5 0.548

Tablo 11.HBV’ye Karsi Dogal Bagisitk (DB) ve Kronik Aktif Hepatitli
(KAH)Grubun Sitokin GenPolimorfizm Sonuclarimin Genotiplerine
Gore Karsilastinnlmasi

Sitokin Gen bolgesi ~ Genotip DB % KAH % %2 P
IL-1a -889 cC 17 65.4 4 13.3 16.101  <0.001
CT 5 19.2 22 73.4 16.329  <0.001
TT 4 15.4 4 133 0.28
IL-1p -511 cc 13 433 11 344 0.524 0.460
CT 11 36.7 16 50.0 0.120 0.280
TT 6 20.0 5 15.6 0.203 0.650
-3962 cc 10 40.0 10 345 0.175 0.670
CT 14 56.0 16 55.2 0.004 0.950
TT 1 4.0 3 10.3 0.288
IL-1R pstl 1970 cc 16 57.1 13 40.6 1.632 0.200
CT 8 28.6 16 50.0 2.857 0.090
TT 143 3 9.4 0.260
IL-RA mspal 11100 cc 2 6.9 1 3.0 0.354
CT 14 483 16 485 0.018 0.890
TT 13 448 16 485 0.163 0.680
IL-4Ra +1902 AA 23 74.2 19 61.3 1.181 0.280
GA 16.1 10 32.3 2.199 0.140
GG 3 9.7 2 6.5 0.320
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Sitokin Gen bolgesi ~ Genotip DB % KAH % %2 P
IL-12 -1188 AA 11 55.0 10 37.0 0.001 0.970
AC 30.0 14 51.9 2.244 0.130
cc 15.0 3 11.1 0.310
IFN-y +874 TT 11 42.3 11 34.4 0.383 0.536
TA 34.6 21 65.7 5.524 0.018
AA 23.1 7 21.9 0.012 0.910
TGF-g1 Codon 25 cc 1 14.2 39 0.344
GC 4 57.2 34.6 0.190
GG 2 28.6 16 61.5 0.107
Codon 10 TT 7 26.9 9 27.3 0.010 0.974
CT 15 57.7 18 545 0.158 0.809
ccC 4 15.4 6 18.2 0.260
TNF-a -308 GG 24 80.0 30 93.7 0.087
GA 6 20.0 6.3 0.087

AA 0 0.00 0.0

-238 GG 24 80.0 28 90.4 0.153
GA 10.0 6.4 0.317
AA 10.0 32 0.241
IL-2 -330 GG 4 14.3 4 13.3 0.292
GT 17 60.7 22 73.4 1.047 0.306
TT 7 25.0 4 13.3 1.283 0.260
+166 GG 18 62.1 17 56.7 0.178 0.670
GT 10 345 12 40.0 0.192 0.660
TT 1 34 1 33 0.508
IL-4 -1098 GG 4 154 1 3.7 0.140
GT 3 11.5 18 66.7 16.826  <0.001
TT 19 73.1 8 29.6 10.005 0.0015
-590 TT 2 7.1 2 6.7 0.380
CT 11 39.3 16 53.3 1.149 0.280
ccC 15 53.6 12 40.0 1.072 0.300
-33 cc 45,0 13 46.4 0.01 0.920
CT 25.0 11 39.3 1.071 0.300
TT 30.0 4 14.3 0.121
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Sitokin Gen bolgesi ~ Genotip DB % KAH % %2 P
IL-6 -174 cc 1 37 3 9.7 0.286
GC 12 445 12 38.7 0.196 0.650
GG 14 51.8 16 51.6 0.000 1.000
nt565 AA 2 7.4 3 9.7 0.344
GA 12 44.4 10 32.2 0.910 0.340
GG 13 48.2 18 58.1 0.570 0.450
IL-10 -1082 AA 11 31.4 8 24.2 0.340 0.560
GA 16 457 24 72.7 5.959 0.014
GG 8 22.9 1 3.1 0.015
-819 cc 19 59.3 10 31.2 5.107 0.023
CT 10 31.3 20 63.5 6.275 0.012
TT 3 9.4 2 6.3 0.322
-592 AA 4 12.9 5 15.6 0.271
CA 9 29.1 13 40.6 0.931 0.330
cc 18 58.0 14 43.8 1.291 0.250
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Dörtgen


5. TARTISMA

Hepatit B hastaligi, bir DNA viriisii olan HBV’nin neden olduguyasami tehdit eden
karaciger enfeksiyonudur. Diinya ¢apinda 360 milyon insanin HBV ile enfekte oldugu
diistiniilmektedir.Hepatit B’nin klinik seyri akut kendini sinirlayan enfeksiyon, inaktif
tastyicilik, fulminan karaciger yetmezligi, kronik siroz progresyonu ve hepatoselliiler
karsinom (HCC) olmak {izere oldukga degiskendir (40).

Hepatit B’ye kars1 yetersiz primer immiin cevabi olan kisiler kronik HBV gelisimi
acisindan artmig risk altinda bulunmaktadirlar. Ciinkii konagin immiin cevabi, akut viral
hastaligin iyilesmesinden ya da hastaligin kroniklesmesinden sorumludur (87-89). HBV ile
enfekte bireylerin %5-10"u karaciger hastaligi olsun ya da olmasin kronik tasiyiciliga
sebep olacak sekilde viriisii temizleyemezler (90). Kronik HBV ile iliskili 6nemli risk
faktorlerinden birisi de yastir. HBV’ye maruziyet sonrasi infantlarin %90°1nda, ¢ocuklarin
%20-50’sinde ve yetiskinlerin %5-10’unda kronik HBV enfeksiyonu meydana gelir (91).

HBV’nin temizlenmesi immiin cevabin (humoral ve hiicresel) koordineli
olarak,dogal ve yeterli sekildeolugsmasi ile miimkiindiir. HBV tagiyicilarinda Karaciger
histolojisinin normal bulunmasi, akut veya kronik hastaliktaki karaciger hasarindan viriisiin
sitopatik etkisinin degil immiin sistemin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Sitokinler
immiin sistem hiicreleri tarafindan iretilen, hiicreler arasi iletisimi saglayan, immiin
cevabin siddetini ve siirekliligini diizenleyen glikoprotein yapisindaki salgisal proteinlerdir
(91, 92). Viral hepatitlerde immiin cevabin baslamasinda ve kroniklesmesinde sitokinlerin
onemli rolleri vardir. Sitokin gen polimorfizmlerinin, sitokinlerin immiin yanittaki
fonksiyonlarimi etkileyebilecekleri diistiniilmektedir (92).

Bu calismada kronik aktif hepatit B enfeksiyonu bulunan 33 hasta ile HBV
enfeksiyonu gecirerek iyilesen ve dogal bagisiklik gelistiren 34 hastadalL-1a, IL-1p, IL-
1R, IL-1RA, IL-4Ra, IL-12, IFN-y, TGF-B, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 sitokinlerinin
kirksekiz polimorfik bolgesiPZR-SSP yontemi ile incelenmistir.
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Calismamizin sonucunda gruplar arasinda IL-1a (T at pos -889), (C at pos -889),
IFN-y (A at pos +874), TGF-p1 (C at Codon 10; G at Codon 25), (Tat Codon 10; G at
Codon 25), IL-2(G at pos -330; T at pos +166), 1L-4(G at pos -1098; C at pos -590), (T at
pos -590; C at pos -33), (C at pos -590; C at pos -33), IL-10 (A at pos -1082; C at pos -
819), (A at pos -1082; C at pos -592) gen polimorfizmlerinde istatistiksel olarak anlaml
farklar tespit edilmistir (Tablo 10).

Genotipik olarak degerlendirdigimizde ise IL-1a’nin -889 promotor gen bdlgesinde
bulunan CC genotipi, IL-4’lin -1098 promotor gen bolgesinde TT genotipi 1L-10’un -1082
gen bolgesinde bulunan GG genotipi ve -819 gen bolgesindeki CC genotipi dogal bagisik
grup lehine olmak iizere anlamli fakliliklar oldugu goriilmiistiir.

Genotipik olarak kronik aktif hepatitli hasta grubu lehine anlamli olan farklar da
tespit edilmistir. IL-1a’nin -889 promotor gen bolgesindeki CT genotipi, IFN-y’nin +874
gen bolgesindeki TA genotipi, 1L-4’tin -1098 promotor gen bdlgesindeki GT genotipi IL-
10’un -1098 promotor gen bolgesindeki GA genotipi ile -819 promotor gen bolgesindeki
CT genotipi kronik aktif hepatitli grupta istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir.

Calismamizda IL-le’nin -889 promotor gen bolgesinde bulunan T allel
polimorfizmini degerlendirdigimizde kronik aktif hepatitli grupta %73,dogal bagisik
grupta%?26oraninda pozitif sonu¢ elde edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur(p<0.001).Yine ayni bolgedeki C allelini inceledigimizde kronik
aktif hepatitli grupta %82, dogal bagisik grupta %56 oraninda pozitiflik saptanmis ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.042).Genotipik olarak inceledigimizde de
CC genotipi dogal bagisik grup lehine olmak tizere anlamli sonuglar bulunmus (p< 0.001),
CT genotipi ise kronik aktif hepatitli grupta anlamli artig gostermistir (p< 0.001).

Javan ve ark (93), kronik hepatit B’li213hasta ile saglikl1 291 kontrol ileiran’da PZR
-SSP (single strand polymorphism-polymerase chain reaction) yontemi ile yaptiklart
calismada IL-1a’nin-899 promotor gen bolgesinde bulunan TT genotipinin kronik hepatit
B enfeksiyonu ile iligkili oldugunu gostermislerdir (Hastalarda; %25.35, kontrol grubunda;
%9.31, p< 0.001). Ancak CC ve CT genotiplerindegruplar arasinda anlamli fark
bulamamiglardir. Bizim ¢alismamizla bu ¢alismanin benzer yani IL-10’nin-899 promotor
gen bolgesinde goriilen polimorfizmlerin kronik HBV enfeksiyonu ile iligkisini gostermis

olmasidir. Ancak her iki ¢aligmada iliskili olduklaribulunan genotiplerin farklilik
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gostermelerinin nedenleri arastirilabilir. Biz bu farkliigin cografik kosullar, genetik
faktorler gibi degisik sebeplere bagl olabilecegini diistinmekteyiz. Ek olarak ¢aligmamizda
hasta sayimizin Javan ve ark’ningalismasina gore az olmasi nedeni ile 6rnek sayimizi
artirarak yeniden genotiplerin belirlenmesi ve her iki ¢alismanin tekrar karsilagtirilmasi
uygun olacaktir.

Mehmedovic ve ark (94) hepatitli hastalar (infeksiyéz ve infeksiyoz olmayan) ve
kontrol grubundan olusan 150 kisi tizerindelL-1o’ninserum diizeylerini incelemislerdir.
Calismanin sonucunda aktif genetik materyal replikasyonu bulunanhastalarda(HBV-DNA
ve HCV-RNA PZR pozitif) oldukga yiiksek IL-1adiizeyleri saptamislardir. Bu sekilde aktif
HBYV enfeksiyonu sirasinda IL-1a diizeylerinin yilikseldigini gdstermiglerdir.

Literatiirde Alzheimer, osteoartrit, kronik bobrek hastaliklari, iskemik felclergibi
birgok hastaligin IL-1a polimorfizmleri ile iliskisini inceleyen ¢alisma bulunmaktadir (95-
98). IL-1 giiglii proinflamatuar 6zelligi olan bir sitokindir. Hepatosit hasarinin olusmasinda
basrolleri oynamaktadir. Bu baglamda IL-1 polimorfizmlerin kendi fonksiyonlarin
etkilemesi ve hiicre hasarini artirici etkileri ile hepatit gelisimine egilimi artirmasi olasidir.
Hastalik gelisimine neden olabilen bu sitokinin tedavi sirasindaki etkileri, siroz ve
karsinom gelisimine yol a¢ip a¢madigi arastirilmasi gereken Onemli konulardir.Bu
calismalar tamamlandiginda hastaligin prognozunda yol gosterici bir parametre olarak
kullanilmast miimkiindiir. Ancak IL-1o polimorfizmlerinin kronik HBV enfeksiyonu ile
olan iligkisini gosteren az sayida ¢alisma mevcuttur. Bizim ¢aligmamiz bu anlamda hepatit
B enfeksiyonu ile IL-1a polimorfizmlerinin iligkisini arastiran sayili ¢alismalar arasinda
yer almaktadir. Bu konu iizerinde ileri caligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Caligmamizda IL-1P’nin-511 gen bolgesindeki C ve T allelerini ve +3962 gen
bolgesindeki T ve C allelerini degerlendirdigimizde kronik aktif hepatitli grup ile dogal
bagisik grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmemistir (siras1 ile p=
0.576, p= 0.537, p= 0.178, p= 0.943). Bu bolgelerdeki CC, CT, TT genotiplerini
inceledigimizde hepatit B enfeksiyonu ile iliski bulunmamustir.

Zhang ve ark (99) kronik hepatit B’li 190 hasta ile 249 saglikli kontroldelL-1f’nin -
511 promotor gen bolgesindeki C ve T allelleri ile CC, CT, TT genotiplerini PZR-RFLP
(restriction fragment length polymorphism-polymerase chain reaction) yontemi ile ayri
ayr1 degerlendirdikleri ¢alismada, gruplar arasinda anlamli fark bulamamislardir. Bizim

calismamiz Zhang ve ark’nin ¢alismasi ile uygunluk gostermektedir.
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Migita ve ark (100), 65’1 asemptomatik tasiyici, 58’1 kronik hepatitli, 65’i sirozlu,
49’u hepatoselliiler karsinomlu toplam 237 hasta ve 63 saglikli kontrolde IL-1B’nin-511ve
-31 promotor gen bolgelerindeki polimorfizmleriPZR-RFLP yontemi ile incelemislerdir.
Bu lokuslar arasinda baglanti dengesizligi oldugunu belirtmislerdir. IL-1p’nin -31 gen
bolgesindeki TT ve TC genotiplerinin sirozlu hastalarda anlamli bir artis
gosterdiginibulmuglardir  (sirozlularda; %86.1, sirozlu olmayanlarda; %72.1, p=
0.009).Ancak -511 gen bolgesinde CC, CT, TT genotiplerinde hepatit B enfeksiyonu ile
anlaml bir iligki gosterememislerdir. Biz de ¢alismamizda-511 promotor gen bolgesinin
CC, CT, TT genotiplerindekronik aktif hepatitli grup ve dogal bagisik grup arasinda fark
bulamamamiz nedeniyle Migata ve arkadaslarinin ¢calismasi ile uygunluk gostermektedir.

Saxena ve ark (101) 67’si inaktif HBV tasiyicilari, 65’1 kronik aktif HBV’li,
62’sisirozlu ve 59’uhepatoselliiler karsinomlu hasta ile 153 saglikli kontrolde, PZR-RFLP
yontemi ile yaptiklari ¢alismadallL-1B’nin-511 promotor gen boélgesinde bulunan CT ve
TTgenotiplerinde gruplar arasinda anlamli bir fark olmadiginirapor etmislerdir. Bizim
sonuclarimizda bu ¢aligmanin sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

IL-1RA’nin(T at pos mspal 11100) ve (C at pos mspal 11100) polimorfizmlerini
degerlendirdigimizde sirasi ile p= 0.054 ve p= 0.914 degerlerini elde ettik. Kronik aktif
hepatit B’li hastalar ve dogal bagisik grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmamuistir. Genotipik olarak degerlendirdigimizde ise CC, CT, TT genotipleri ile
hepatit B enfeksiyonu arasinda anlamli bir iliski tespit edilmemistir.

Zhang ve ark (99) kronik hepatit B’li 190 hasta ile 249 saglikli kontrolde, IL-
1RA’nm intron 2 bdlgesindeki VNTR polimorfizmlerini degerlendirdikleri ¢alismada bazi
allellerin kronik hepatit B ile iliskili oldugunu gostermislerdir.

Migita K ve ark (100), 65 asemptomatik tasiyici, 58 kronik hepatitli, 65 sirozlu, 49
hepatoselliiler karsinomlu toplam 237 hastada PZR-RFLP yontemi ile IL-1RA’nin VNTR
polimorfizmlerini incelemislerdir. ILIRA’nin genotiplerinin dagiliminda anlamli bir
farklilik bulamamuislardir.

Saxena R ve ark (101) 67’si inaktif HBV tasiyici, 65’1 kronik aktif HBV’li, 62’si
sirozlu ve 59’u hepatoselliiler karsinomlu hasta ile 153 kontroldeyaptiklari1 ¢alismada IL-
IRA (VNTR) 1/2 genotipinin hepatoselliiler karsinom gelisimi icin risk olusturdugunu
rapor etmislerdir.Bizim yaptigimiz ¢alismanin sonucunda proinflamatuar 6zelligi olan IL-

1’1 antagonize eden IL-1RA’nin mspal 11100 gen bolgesinde T ve C allelleri ile CC, CT,
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TT genotiplerini degerlendirdik ve bupolimorfizmlerinin kronik hepatit B enfeksiyonu
gelisimi ile iliskisi bulunmadigr sonucunu elde ettik.IL-IRA’nin mspal 11100 gen
bolgesinin polimorfizmlerinin, multipl skleroz ve multipl myelom gibi diger hastaliklarda
incelenmis olmasina ragmen hepatit B ile ilgili literatiir bilgisine rastlanmamistir (102,
103). Bu nedenle c¢alismamizda elde ettigimiz verilerin ayrica Onem tasidigini
diistinmekteyiz.

Calismamizda TNF-e¢’nin  -308 ve -238 promoter gen bolgelerindeki
polimorfizmlerin degerlendirilmesi sonucu kronik aktif hepatit hastalar1 ile dogal bagisik
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (G at pos -308; G at pos -
238; p= 0.258, A at pos -308; G at pos -238; p= 1.000, G at pos -308; A at pos -238; p=
0.197, A at pos -308; A at pos -238; p= 1.000). Gruplar arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemis olmasina ragmen her iki grupta da (G at pos -308; G at pos -238) polimorfizmi
%80’in iizerinde goriilmis, diger bolgelerdeki polimorfizm oranlart %15’in altinda
bulunmustur. Genotipik olarak degerlendirdigimizde GG, GA ve AA genotiplerinin
gruplar arasinda anlaml farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Ancak GG genotipinin her
iki gen bolgesinde de %80’nin iizerinde pozitif olarak bulundugunu o6zellikle ifade
etmekteyiz.Yine hastanemizde 2007 yilinda 25 noniilser dispepsi ve 25 peptik iilser hastasi
olmak iizere 50 hastada yapilan sitokin gen polimorfizmlerinin incelendigi tez
caligmasinda da (G at pos -308; G at pos -238) gen bolgesinde %100’lere varan oranda
pozitiflik saptamis olmalari bizim g¢alismamizla uyumlu bulunmustur. Bu durum bize bu
polimorfizmin bdlgemizde sik bulunan bir polimorfizm olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak bunu kanitlamak igin saglikli kisilerden olusan ¢ok sayida ornekte bolgemize ait
polimorfizm haritalarinin  olusturulmasi ve bu durumun tekrar degerlendirilmesi
gerekmektedir. Hap-Map projesi kapsaminda gergeklestirilmis olan SNP’lerin cografi
olarak dagilimimin belirlendigi biiylik ¢aligmalarda oldugu gibi iilkemizde de benzer
caligmalarin yapilmasi olduk¢a dnemlidir (104).

Kao ve ark(100)kronik HBV enfeksiyonu bulunan 274 hasta ve HBV enfeksiyonunu
iyileserek geciren 194 kontrol ile,TNF-a’nin-1031,-857, -308 ve -238 promotor gen
bolgelerindekipolimorfizmleri degerlendirdikleri ¢alismada -863 promoter bolgesinde A
alleli ilekronik HBV infeksiyonunun iliskili oldugunurapor etmislerdir (p= 0.03).Ancak

TNF-a diger polimorfizmlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamislardir. Bu



68

anlamda Kao ve ark’nin yaptigi calisma ile bizim c¢alismamizin sonuglari uyumlu
bulunmustur.

Takakura ve ark (106) fulminan hepatitli 42 hasta, akut hepatitli 78 hasta ve 149
saglikli kontrolde yaptiklar1 ¢alismada TNF-o’nin-1031,-863, -857,-308 ve -238 promotor
gen bolgelerindekipolimorfizmleri incelemislerdir.Bu polimorfizmlerde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulmadiklarini rapor etmislerdir.

Xia ve ark (107) on iki ¢alismay1 irdeleyerekyaptiklar1 meta-analizdekronik
HBV’1i2754 hasta ile 1630 dogal bagisik kontrolde -1031, -863, -857, -308 and-238 gen
bolgelerini incelemislerdir. Bu calismanin sonucunda TNF-o’nin-863 promotor gen
bolgesinde bulunan CC genotipinin HBV dogal bagisikligr ile iliskili oldugunu
bulmuslardir (p= 0.04). TNF-a’nin -308 promotor gen bolgesinde bulunan GG genotipini
ise kronik HBV enfeksiyonu ile iligkilendirmislerdir.Diger TNF-a polimorfizmlerin HBV
enfeksiyonu ile iligkili olmadigin1 gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda ise -308 promotor
gen bolgesinde bulunan polimorfizmleri ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliskibulamamamiz nedeni ile bu ¢alisma ile uygun sonuglar elde edilmistir.

Yang ve ark (108) hepatoselliiler karsinomlu 2763 hasta ve saglikli 4152 kisi ile
yaptiklar1 meta-analiz calismasinda ise TNF-a’nin-308 promoter gen bdlgesinde GA
genotipibulunanlarda,hepatoselliiler karsinom gelisim riskinde artig saptamiglardir. Ancak
degerlendirdikleri diger polimorfizmlerle (TNF-a’nin -238’de GA, IL-1p’nin -31’inde TC,
-511’inde CT ve IL-10’un -1082’de GA) hepatoselliiler karsinom gelisimi arasinda iligki
saptamamislardir.

Cheong ve ark (109) 72’si inaktif tasiyici, 261’1 kronik hepatitli,79’u sirozlu olmak
tizere Kore’li 412hasta ve HBV enfeksiyonu gecirerek iyilesen saglikli 204kontroldeTNF-
a’nin-308 ve-238 gen promoter bolgelerindeki polimorfizmleri incelemislerdir. Ancak
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit etmemislerdir. Bizim
calismamizda da Cheong ve arkadaslarinin ¢alismasiyla benzer sonuglar elde edilmistir.

Zhu ve ark (110) intrauterin HBV enfeksiyonu gegiren immunsuprese 46 cocuk,
normal immun cevaba sahip olan 120 ¢ocuk ve 127 kontrol grubunda yaptiklar1 ¢aligmada
TNF-o’nin  -238gen bolgesinde bulunan polimorfizmleri incelemislerdir. Bu gen
bolgesinde bulunan A allelinin HBV intrauterin enfeksiyonu ile iligkili oldugunu

gostermislerdir.
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Ben-Ari ve ark (90) kronik HBV enfeksiyonu bulunan 77 hastada (HBV tasiyicist 46
hasta, dekompanse karaciger nakli aday121 hasta ve hepatoselliiler karsinomlu 10 hasta),
akut HBV enfeksiyonu gecirerek iyilesen 48 hasta ve 10 saglikli kontrol ile yaptiklari
calismada TNF-o’nin -308 promotor gen bolgesinde bulunan polimorfizmi incelemisler
ancak bizim ¢aligmamiza uygun sekilde gruplar arasinda anlamli fark tespit etmemislerdir.

Ulkemizde Akkiz ve ark (111) tarafindan yapilan bir vaka-kontrol ¢alismasinda HBV
ya da HCV enfeksiyonu bulunan hepatoselliiler karsinomlu 110 hasta ile saglikli 110
gontlliyli incelemislerdir. PZR-RFLP yontemi ile yapilan calismadaTNF-o’nin-308
promotor gen bolgesini incelemisler, A allelinin (AA ya da GA genotipinin) hepatoselliiler
karsinomlu hastalarda istatistiksel olarak anlamli bir risk faktorii oldugunu rapor
etmislerdir (p< 0.001).

Ribeirove ark’nin (112) kronik hepatit B hastasi olan 30 kisi ve dogal bagisik 41 kisi
ile yaptiklart ¢alismada TNF-a’nin -308 pozisyonundaki GG, GC, CC genotiplerini
degerlendirmisler ancak hastalikla iligkili bulmamislardir.

Zheng ve ark (113) yaptiklart meta-analizde, 1966-2010 yillar1 arasinda 11 ¢alismay1
degerlendirerek3576 kronik hepatit B’li hasta ve 2044kontrolde TNF-o’nin -238 gen
bolgesindeki A allelini incelemisler ve GA ve AA genotipini tasiyan Avrupa’lilarda kronik
HBV gelisimi igin risk artis1 oldugunu gostermislerdir (p= 0.032 ve p= 0.002). Ancak
Asyalilarda -238 ve -863gen bolgelerindeki polimorfizmlerde kronik HBV gelisimi ile
anlaml bir iligki tespit etmemislerdir. Bu meta-analiz ¢aligmasina gore bizim ¢alismamizi
degerlendirdigimizde bizim bulgularimizin Asya’lilarin polimorfizm sonuglari ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Giiglii proinflamatuar 6zelligi oldugunu bildigimiz ayrica hepatosit
nekrozunda oldukga etkili olan TNF-o’nmpolimorfizmlerinin cografi bolgelere gore
degisiklik gosterdigini analiz eden Zheng ve ark’nin bu caligmalarindan sonra bizim
calismamiz da {ilkemizin benzerlik gosterdigi cografi bolgenin tespitini saglamis olmasi
acisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Calismamizda IL-6’nin -174 gen bolgesindeki CC, CG, GG ve nt565gen
bolgesindeki GG, GA, AA polimorfizmlerini degerlendirdigimizde kronik aktif hepatitli
grup ile dogal bagisik grup arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki goriillmemistir.

Ben-Arive ark (90) kronik HBV enfeksiyonu bulunan 77 hastada (HBV tasiyicisi 46
hasta, dekompanse karaciger nakli aday 21 hasta ve hepatoselliiler karsinomlu 10 hasta),

akut HBV enfeksiyonu gecirerek iyilesen 48 hasta ve 10 saglikli kontrol ile yaptiklart
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caligmadalL-6’nin  -174 promotor gen bolgesindekisitokin gen polimorfizmlerini
incelemisler ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit etmemislerdir.
IL-6 polimorfizm bulgularimiz Ben-Ari ve arkadaslarinin sonuglar1 ile paralellik
gostermektedir.

Migita ve ark (114) HBV ile enfekte olan 236 Japon hastada yaptiklar1 caligmada IL-
6’nin-174 promotor gen bolgesini incelemisler ve hastalarinin tamaminda GG genotipini
tespit etmislerdir. Bununla birlikte GC ve CC genotipine hi¢ rastlamadiklarin
belirtmislerdir.

Park ve ark (115) ise HBV ile enfekte 1046 hastada IL-6’nin -174 gen bdlgesinde
bulunan polimorfizmleri degerlendirdiklerinde hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunda GG
genotipini tespit etmisler (p=0.002), CC genotipini ise hi¢bir hastada bulamamuislardir.

Fabris ve ark (116) HBsAg inaktif tasiyici 27 kisi, kronik hepatit B’li 80 hasta ve
kontrol grubu olarak 156 goniilli (anti-Hbc negatif 131 kisi ve anti-Hbc pozitif 25 kisi)
tizerinde yaptiklar1 c¢alismada IL-6’nin -174 promotor gen bdlgesinde bulunan
polimorfizmleri incelemislerdir. GG ve GC genotipi bulunan hastalarda IL-6 serum
seviyelerinin yiiksek oldugunu, CC genotipi bulunan hastalarda ise IL-6 diizeylerinin
diisiik oldugunu gostermislerdir. Bu calisma IL-6 polimorfizmlerinin fenotipik olarak
etkilerini gostermesi bakiminda olduk¢a Onemlidir. Biz de c¢alismamizin devaminda
sitokinlerin polimorfizmleri ile serum seviyelerinin es zamanli olarak ¢alisilmast ve
aralarindaki iliskinin gézle goriiliir hale getirilmesini hedeflemekteyiz.

Ribeirove ark (112) kronik hepatit B hastas1 olan 30 kisi ve dogal bagisik 41 kisi ile
yaptiklar1 ¢alismada IL-6’nin -174 pozisyonundakiGG, GC, CCgenotiplerini incelemisler
ve gruplar arasinda anlamli fark bulamamislardir. Yapilan bu ¢alismalarin bir kismi ve
bizim c¢alismamiz IL-6 polimorfizmlerinin HBV enfeksiyonu ile iligkisini gosterememistir.
Diger bir kismu ise ozellikle GG genotipini iligkili bulmalarmna ragmen CC genotipini
iligkili bulmamuslardir. 1L-6 hepatositleri aktive ederek akut faz proteinlerinin
sentezlenmesine neden olmaktadir (oppenheimm). Karaciger dokusu iizerine etkileri
oldugunu bildigimiz IL-6’nin,gen bolgelerindeki polimorfizmlerin hepatosit hasari ile
seyreden HBV enfeksiyonu ile iligkili olmasi1 olasidir. Caligsmalar arasindaki bu farkliligin
sebepleri aragtirilmal1 gerekirse daha biiyiik hasta gruplarinda tekrar test edilmelidir.

TGF-B1lsitokininde ise (C at Codon 10; G at Codon 25) ve (T at Codon 10; G at
Codon 25) bolgelerindeki polimorfizmleri sirasi ile dogal bagisik grupta %15, %12, kronik
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aktif hepatitli grupta sirast ile %61, %52 pozitiflik oranlari ile her ikisinde de p<0.001
degerini elde ettik. Her iki polimorfik bolgenin incelenmesi sonucu gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur. Ancak codon 10 ve codon 25 gen
bolgelerinde bulunan genotipleri degerlendirdigimizde anlamli faklar bulunamadi. Bu
durum genotiplerin belirlenmesi sirasinda bazi hastalarin anlamli sonug¢ vermemesi nedeni
ile calisma dis1 birakilmasina bagli olabilir. Bu nedenle diger c¢alismalarla birlikte
degerlendirmelerimizi yaparken allel pozitifliklerimizi kullandik.

Mehmedovic ve ark (94) yaptiklar1 ¢alismada (enfeksiyoz ve nonenfeksiy6z)
hepatitli hastalar ve kontrol grubundan olusan 150 kiside TGF-B1’nin serum diizeylerini
incelemislerdir. TGF-B1 diizeylerinin ise maligniteli ve toksik hepatitli gruplarda yiiksek
konsantrasyonlarda oldugunu rapor etmislerdir.

Ben-Ari ve ark (90) kronik HBV enfeksiyonu bulunan 77 hastada (HBV tasiyicisi 46
hasta, dekompanse karaciger nakli adayi 21 hasta ve hepatoselliiler karsinomlu 10 hasta),
akut HBV enfeksiyonu gecirerek iyilesen 48 hasta ve 10 saglikli kontrol ile yaptiklar
caligmada TGF-B1 (+10 ve +25 gen bolgeleri) sitokin gen polimorfizmlerini incelemisler
ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmadiklarini rapor etmislerdir. Bu anlamda bizim
calismamiz ileBen-Ari ve ark’ningalismasiparalellik gostermemektedir.

Wu ve ark (117) yaptiklar1 meta-analiz ¢alismasinda Asya ve Kafkas toplumlarinda
yapilan sekiz ¢alismayr incelemislerdir. Calismalarmin sonucunda TGF-B1’nin-
509promotor gen bolgesinde CT ve +869’da TCgenotiplerinin HBV ve HCV ile enfekte
hastalarda siroz gelisimi i¢in risk olusturdugunu gdstermislerdir.

Bastiirk ve ark (118) son evre karaciger yetmezligi bulunan 27 hasta, HBV tasiyicisi
23 kisi ve 60 saglikli kontroldeTGF-B1(codon 10-25) polimorfizmlerini incelemisler ve
TC-GG genotiplerininhasta ve tasiyict grupta %66, kontrol gubunda %45 (p= 0.028)
bularak belirgin sekilde iliskili oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamiz daBastiirk ve
ark’nin caligmalarin1 dogrular sekilde uygunluk gostermektedir. Genel olarak immiinitenin
negatif kontroliinde yer alan ancak bazen de proinflamatuar 6zelligi olan TGF-’nin HBV
enfeksiyonunun prognozu ile iligkili oldugu yapilan bu calismalar sonucunda asikardir.
Ancak bu konuda daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Yaptigimiz calismada IFN-y’nin +874 gen bdlgesinde bulunan polimorfizmleri
degerlendirdigimizdedogal bagisik 14 kiside (%41), kronik aktif hepatitli 28 (%85)olmak

tizere istatistiksel olarak anlamhi fark goriilmiistir (p<0.001). Genotipik olarak



72

degerlendirdigimizde ise AT genotipinin kronik aktif hepatitli grupta oldukca artmis
oldugu tespit edilmistir (p=0.018).

Ben-Ari ve ark (90) kronik HBV enfeksiyonu bulunan 77 hastada(HBV tasiyicisi 46
hasta, dekompanse karaciger nakli aday 21 hasta ve hepatoselliiler karsinomlu 10 hasta),
akut HBV enfeksiyonu gecirerek iyilesen 48 hasta ve 10 saglikli kontrol ile yaptiklar
caligmada IFN-y’nin +879 gen bolgesindekisitokin gen polimorfizlerini incelemislerdir.
Calismalariin sonucunda kronik HBV enfeksiyonu olan hastalar ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit etmemislerdir (p= 0.003).

Bastiirk ve ark (118) son evre karaciger yetmezIligi bulunan 27 hasta, HBV tasiyicisi
olan 23 hasta ve 60 saglikli kontrolde yaptiklart ¢alismadalFN-y’nin +874 gen bolgesinde
bulunan polimorfizmlerdeistatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamiglardir. Ayni cografi
bolgede ve benzer Ornek sayisi ile yapilan bu iki ¢alismanin farklilik gostermesi ilgi
cekicidir. Bu konuda daha fazla sayida oOrnek ile IFN-y polimorfizmlerinin
degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Gao Wu ve ark (119) HBV/HCV ile enfekte 203 kronik hasta ve 74 kontrolde
yaptiklart bir arastirmada IFN-y’nin +874 gen bélgesinde bulunan AA genotipinin
persistan HBV ve HCV enfeksiyonu gelisimi ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir. Bizim
calismamizda da uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Arababadi ve ark (120) okiilt hepatit B’li 57 hasta ve saglikli 100 kontrolde IFN-
y'nin +874 gen bolgesinde bulunan polimorfizmleri incelemislerdir. AA, AT, TT
genotiplerinin okiilt hepatit B enfeksiyonu ile iliskisi olmadigini gostermislerdir.

Zhu ve ark (110) intrauterin HBV enfeksiyonu gegiren immunsuprese 46 cocuk,
normal immun cevaba sahip olan 120 ¢ocuk ve 127 kontrol grubunda yaptiklari ¢alismada
IFN-y +874 gen bolgesini inceledikleri ¢alismadaA allelinin HBV intrauterin enfeksiyonu
ile iligkili oldugu bulmuslardir.

Zhang ve ark (121) kronik hepatit B’li 231 hasta ile HBV enfeksiyonundan spontan
olarak iyilesen 165 kiside IFN-y’nin+874 gen bolgesinde bulunan polimorfizmlerini
incelemislerdir. AA genotipinin kronik HBV ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Bizim
calismamizda ise AT genotipini iligkili bulmamiz cografi farkliliklar1 diistindiirmektedir.
Ancak her iki ¢alismada IFN-y’nin polimorfizmlerinin kronik HBV enfeksiyonu ile iliskili

oldugunu gostermeleri nedeni ile birbirleri ile uyumludur. Sonu¢ olarak ¢ok onemli bir
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proinflamatuar sitokin olanlFN-y’nin polimorfizmlerinin tespit edilmesinin, kronik hepatit
B gelisimi i¢in kisisel duyarliliginin belirlenmesinde ¢ok énemli oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamizda IL-2 (T at pos -330; G at pos +166), (G at pos -330; G at pos +166),
(G at pos -330; T at pos +166), (T at pos -330; T at pos +166) polimorfizmleri
incelenmistir. G at pos -330; T at pos +166 polimorfizminde kronik aktif hepatitli grupta
18 hastada pozitiflik bulunurken dogal bagisik grupta hig pozitiflik saptanamamaistir. Sonug
olarak p= 0.011 bulunarak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug¢ elde
edilmistir. IL-2’nin diger polimorfik bolgelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark elde
edilememistir. Genotipik olarak degerlendirdigimizde her iki gen bolgesinde de
goriilebilen GG, GT, TT genotiplerinde gruplar arasinda anlamli iliski saptanmamustir.

Gao ve ark (122) 79 kronik HCV ve HBV enfeksiyonlu hasta, 55 kronik HCV
enfeksiyonlu hasta, 69 kronik HBV enfeksiyonlu hasta ve 74 kontrolden olusan 277 kiside
IL-2’nin-330 promotor gen bolgesinde bulunan polimorfizmleri incelemislerdir. T
allellinin kronik HBV ve HCV gelisimi igin risk faktorii oldugunu, G allelinin ise ciddi
Klinik seyir ve siroz riskinin azalmasi ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Gao ve ark
(118) HBV ya da HCV ile enfekte 203 kronik hasta ve 74 kontrolde yaptiklar1 diger bir
aragtirmada IL-2’nin -330 gen bolgesindeki TT genotip ve T allelinin persistan HBV ve
HCV enfeksiyonu gelisimi ile iliskili oldugunu gostermislerdir.

Caligmamizda IL-4’tin -1098, -590 ve -33 promotor gen bolgelerini
degerlendirdigimiz ¢aligmamizda -1098 gen bolgesinde dogal bagisik grup lehine olmak
tizere GT genotipinde, kronik aktif hepatitli grup lehine de TT genotipinde anlaml artislar
saptanmistir (sirasi ile p< 0.001, p= 0.0015). Diger gen bolgelerinin HBV enfeksiyonu ile
iliskisi olmadig1 goriilmiistiir.

Gao ve ark (119) HBV/HCV ile enfekte 203 kronik hasta ve 74 kontrolde yaptiklart
aragtirmada IL-4 -589 CC, TT, CT, C, T polimorfizmlerinin pozitiflik oranlarinda gruplar
arasinda farklilik bulamamigslardir ancakCC, CT genotipive C allel polimorfizmlerinin
anormal serum ALT diizeyleri ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Bu nedenle bizim
calismamizin sonuglart Gao ve ark’nin sonuglari ile uyumlu bulunmamastir .

Zhu ve ark (110) intrauterin HBV enfeksiyonu gegiren immun yetmezlikli 46 ¢ocuk,
normal immun cevaba sahip 120 gocuk ve 127 kontrol grubu arasinda yaptiklari ¢alismada
IL-4’Gin -590 promotorgen bolgesinde bulunan polimorfizmleri incelemisler ve C/T

allellerinden birisine sahip cocuklarda intrauterin HBV enfeksiyonuna yatkin oldugunu
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gostermislerdir. Bizim calismamizda ise -590 gen bolgesi polimorfizmleri ile HBV
enfeksiyonu arasinda iliski bulamamamiz nedeni ile bu calisma ile uyumlu goriilmemekte
ancak IL-4’tin  -1098 gen Dbolgesinin HBV ile iliskisini gostermemiz HBV
enfeksiyonlarinda IL-4’{in 6nemli rolii oldugunu diistindiirmektedir.

Calisgmamizda IL-4Ro’nin +1902 gen bolgesinde bulunan GG, GA ve AA
genotiplerini degerlendirdigimizde HBV enfeksiyonu ile anlamli bir iligki bulunamamustir.
Lin ve ark (123) IL-4R’nin Q576R gen bolgesindeki polimorfizmleri inceledikleri
caligmalarinda HBV asis1 ile immiinize edilen 183 c¢ocugu, anti-HBs diizeyleri >1000
mIU/mL ve 10-1000 mIU/mL olan iki gruba ayirmislardir. Caligmalarinin sonucunda AA
genotipinde olan ¢ocuklarin yiiksek antikor titresine sahip olduklarini gostermislerdir.

Literatiirde IL-4Ra polimorfizmlerinin HIV enfeksiyonu ile iligkisini irdeleyen
calismalar bulunmakla birlikte HBV enfeksiyonu ile iligkisini gdsteren az sayida ¢alisma
mevcuttur. Calismamizda IL-4Ra polimorfizmlerinin de arastirilmis olmasmin bu
konudaki agigin kapatilmasinda 6nemli olacagini diisiinmekteyiz (123).

Calismamizda IL-12’nin -1188 promotor gen bdlgesinde bulunan A ve C allelleri ile
AA, AC, CC genaotiplerini degerlendirdigimizde gruplar arasinda anlaml bir iliski tespit
edilmemistir (p=0.060 ve p= 0.054)

Arababadi ve ark (120) okiilt hepatit B’li 57 hasta ve saglikli 100 kontrolde IL-
12’nin  -1188 gen bolgesindekipolimorfizmleri  incelemislerdir AA, AC, CC
polimorfizmlerinde gruplar arasinda siras1 ile p>0.90, p> 0.24, p< 0.033 degerlerini elde
etmislerdir. Sonug olarak sadece CCgenotipinin okiilt hepatit B ile anlamli bir iliskisi
oldugunu saptamislar AA ve AC polimorfizmlerinde anlaml iligki gosterememislerdir.

Liu ve ark (79) 869 hepatoselliiler karsinomlu hasta ile 891 kanser bulunmayan
kontrol grubunda IL-12A ve IL-12B sitokin gen polimorfizmlerini incelemislerdir.
Calismalarinin sonucunda IL-12A (rs568408) GA ya da AA genotiplerinin hepatoselliiler
karsinom gelisimi i¢in risk olusturdugunu bulmuslardir (p< 0.001). IL-12A (rs2243115)
TG, IL-12B (rs3212227) AC genotipi ile iliski bulamamislardir. IL-12 IFN-y {iretimi ve T
lenfositlerine etkisi nedeniyle hiicresel yanitin 6nemli bir diizenleyicisidir. Hepatit tablosu
gelisminde hiicresel yanitin 6nemini disiindiigiimiizde 1L-2 gen polimorfimlerinin HBV
enfeksiyonu ile iligkili olmas1 beklenirken bizim sonuglarimiza baktigimizda anlamli iliski

bulamamamiz oldukga ilgi ¢ekicidir. Hasta sayimizin az olmasi bu sonuca ulagmamiza
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neden olmus olabilir. Bu nedenle daha hassas sonuclar elde edebilmemiz i¢in daha fazla
sayida hasta iizerinde ¢alisilarak ¢calismamizin verilerini gliglendirmemiz uygun olacaktir.

Calismamizda IL-10, -1082 gen bolgesinde GG genotipinde ve -819 gen bdlgesinde
CC genotipinde dogal bagisik grup lehine anlamli sonuglar elde edilmistir (sirast ile p=
0.015, p=0.023). Yine -1082 gen bolgesinde GA genotipinde ve -819 gen bolgesinde CT
genotipinde kronik aktif hepatitli grup lehine anlaml iliski bulunmustur (sirasi ile p=
0.014, p=0.012).

Truelove ve ark(120) kronik HBV enfeksiyonu bulunan 45hasta ve akut hastaliktan
iyilesmis 76 kontrolden olusan121 Afrikakokenli Amerikali ve 179 kronik enfeksiyonlu
hasta ile 313 iyilesmis kontrolden olusan 492 Avrupa kokenli Amerikali’da yaptiklar
calismada IL-10, IL-19 ve IL-20sitokin gen bdlgelerini incelemislerdir. IL-10’un -1353, -
1082, +954 gen bolgelerinde bulunan polimorfizmleri degerlendirdiklerinde Afrika kokenli
Amerikali’larda istatistiksel olarak anlamli farklar bulmuslardir. Bunlardan -1082
promotor gen bolgesinde A allelinde (p= 0.01) ve AA genotipinde (p= 0.02) anlaml
degerler elde etmislerdir.Avrupa kokenli Amerikali’larda ise IL-20 polimorfizmlerinin
HBV enfeksiyonunu gegirerek iyilesen grupla iliskili oldugunu bulmuslardir (p= 0.01).
Bizim ¢aligmamizda da -1082 gen bdlgesinde GG ve GA genotiplerinde HBV enfeksiyonu
arasinda iligki bulmus olmamiz nedeni ile Truelove ve ark’ nin c¢aligmasindan farkl
sonugclar elde edilmistir.

Cheong ve ark (109) 72’si inaktif tasiyict, 261’1 kronik hepatitli,79’u sirozlu olmak
tizere 412 Kore’li hasta ve 204 HBV enfeksiyonu gegirerek iyilesen saglikli kontroldelL-
10°un-1082, -819 ve -592 gen promoter bolgelerindeki polimorfizmleri incelemiglerdir. -
592 promoter gen bolgesindeki CC genotipinde, HBV enfeksiyonu gegirerek iyilesen grup
lehine olmak {izere istatistiksel olarak anlamli fark bulmuslardir (p= 0.036). Diger
polimorfizmler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulamamuislardir.

Gao ve ark (114) HBV/HCYV ile enfekte 203 kronik hasta ve 74 kontrolde yaptiklari
bir arastirmada IL-10’un -1082 promotor gen bolgesinde bulunan AA genotipinin persistan
HBYV ve HCV enfeksiyonu gelisimi ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir.

Ben-Ari ve ark (90) kronik HBV enfeksiyonu bulunan 77 hastada(HBV tasiyicisi 46
hasta, dekompanse karaciger nakli aday1 21 hasta ve hepatoselliiler karsinomlu 10 hasta),
akut HBV enfeksiyonu gegirerek iyilesen 48 hasta ve 10 saglikli kontrol ile yaptiklar
caligmada IL-10’un -1082, -819 ve -592 promotor gen bdlgelerindeki Ssitokin gen
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polimorfizmlerini incelemisler ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
etmemiglerdir.

Bastiirk ve ark (118) son evre karaciger yetmezligi bulunan 27 hasta, HBV tastyicisi
23 kisi ve 60 saglikli kontrolde yaptiklar1 c¢alismada IL-10’un -1082 promotor gen
bolgesindeki polimorfizmleri incelemisler ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulamamiglardir. Calismamiz da GA ve GG genotiplerinin HBV enfeksiyonu ve
dogal bagisikligr ile iliskili oldugunu buldugumuz i¢in Bastiirk ve ark’ nin c¢alismasi ile
paralellik gostermemektedir (siras1 ile p= 0.012, p= 0.010).

Zhu ve ark (110) intrauterin HBV riski yiiksek olan immun yetmezlikli 46 gocuk ile
normal immun cevaba sahip olan 120 ¢ocuk ve 127 kontrol grubunda yaptiklari ¢alismada
IL-10’un -1082 promotor gen bdlgesini incelemisler ve G allellinin, HBV intrauterin
enfeksiyonunu o6nleyici etkinlikte oldugunu gostermislerdir. Bizim sonuglarimiz ise -1082
gen bolgesindeki polimorfizmin kronik HBV ile iligkili oldugunu gostermektedir.

Sitokin genleri iizerindeki bu polimorfizmlerin, onlarin fonksiyonlarini olumlu ya da
olumsuz etkileyebilecekleri yapilan tiim bu ¢alismalar sonucunda kuvvetle muhtemeldir.
Mikroorganizmaya ait virulans faktorlerinin yaninda konak faktorlerinin ve 6zellikle konak
genetik polimorfizmlerinin hastaligin  klinigine olan etkileri kanitlandigi takdirde,
giintimiizde kullanilmakta olan parametrelerle birlikte yeni tan1 ve tedavi belirtecleri olarak

kullanilmasi mimkiin olacaktir.



6. SONUC VE ONERILER

Mart 2012- Subat 2013 tarihleri arasinda hepatit B virusu ile enfekte olduktan sonra
tyilesen ve dogal bagisiklik gelisen 34 kisi ile akut enfeksiyon sonrasinda kronik aktif
hepatit gelisen 33 hastada PZR metodunu kullanarak sitokin gen polimorfizmlerini
arastirdigimiz ¢alismada hastalarin yas ortalamalar1 42,91 olarak saptanmistir. Cinsiyete
gore aymrminda ise kadin dogal bagisik grubun yas ortalamsi 39,23, erkeklerin 43,29
bulunurken kronik aktif hepatit hasta grubunda kadinlarin yas ortalamasi 37,28 ve
erkeklerinki 49,78 olarak tespit edilmistir.

Calismamizin sonucunda kronik aktif hepatitli hasta grubu ile dogal bagisik grup
arasinda IL-1a (T at pos -889), (C at pos -889), IFN-y (A at pos +874), TGF-p1 (C at
Codon 10; G at Codon 25), (Tat Codon 10; G at Codon 25), IL-2 (G at pos -330; T at pos
+166), IL-4 (G at pos -1098; C at pos -590), (T at pos -590; C at pos -33), (C at pos -590;
C at pos -33), IL-10 (A at pos -1082; C at pos -819), (A at pos -1082; C at pos -592)
polimorfizmlerinde istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur.Genotipik olarak
degerlendirildigimizde ise IL-1a’nin -889 promotor gen bolgesinde bulunan CT genotipi
(%73.4 ve %19.2, p< 0.001), IL-4’{in -1098 promotor gen bolgesinde bulunan GT genotipi
(%66.7 ve%11.5, p< 0.001), IL-10’un -1082 promotor gen bolgesinde bulunan GA
genotipi (%72.0 ve %45.7, p= 0.014), IL-10’un -819 promotor gen bolgesinde bulunan CT
genotipi (%63.5 ve %31.3, p= 0.023) ve IFN-y’nin +874 gen bolgesinde bulunan TA
genotipi kronik aktif hepatitli grupta dogal bagisik gruba gore daha yiiksek oranda tespit
edilmistir. Diger taraftan IL-1o’nin -889 promotor gen bolgesinde bulunan CC genotipi
(9%65.4 ve %13.3, p< 0.001), IL-4’lin -1098 promotor gen bolgesinde bulunan TT genotipi
(%73.1 ve%29.6, p= 0.0015), IL-10’un -1082 promotor gen bolgesinde bulunan GG
genotipi (%22.9 ve %3.1, p= 0.015) ve IL-10’un -819 promotor gen bdlgesinde bulunan
CC genotipi (%59.3 ve %31.2, p= 0.023) dogal bagisik grupta kronik aktif hepatitli gruba
gore daha yiiksek oranda bulunmustur. IL-1p, IL-1R, IL-1RA, IL-4Ra, IL-12, IL-6,
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TNF-a sitokin polimorfizmlerinin ise gruplar arasinda anlamli farklilik gostermedigi
gorilmiistiir.

Sonug olarak, yukarida belirtilen sitokinlerin bir kisminda saptanan polimorfizmlerin
akut HBV enfeksiyonunun tam sifa ile atlatilarak dogal bagisiklik gelisiminde oldukca
onemli rolii oldugu, diger taraftan da yine yukarida belirtilen sitokin polimorfizmlerinin bir
kisminin da hastaligin kroniklesmesine yatkinlik olusturdugu tespit edilmistir.

Calismamiz ¢ok sayida sitokinin bir¢ok polimorfik bdlgesini ayn1 anda inceledigi
icin farkli bir 6nem tasimaktadir. Literatiirii inceledigimizde sitokinlerin bir ya da
birkaginin degerlendirildigi bir¢ok c¢alisma bulmak miimkiindiir. Ancak ayni hasta
grubunda bu kadar ¢ok sayida sitokinin bir arada degerlendirildigi ¢alismalar
bulunmamaktadir. Arastirma sirasinda kullandigimiz kit (Invitrogen, USA) ile yapilan
literatiirdeki diger calismalar1 arastirdigimizda, kitin hasta gruplarinda degil de rastgele
toplumdan segilen kisiler ile ¢aligilarak bolgesel polimorfizm haritalarinin ¢ikarilmasinda
kullanildiklar1 =~ goriilmiistiir (126). Calismamizda ¢ok sayida sitokini ayni anda
inceleyebilmemize ragmen kit maliyetinin yiiksek olmasi nedeni ile 67 Ornek ile
calisilabilmistir. Gerekli kaynak saglandiginda ¢alismamizin genisletilmesi miimkiin olursa
elde ettigimiz sonuglarin degeri daha da artacaktir.

Yeni yapilacak calismalarda bizim ¢alismamiza farkl sitokinlerin polimorfizmlerinin
de eklenmesi ile yeni degerli bulgulara ulasilacaktir. Literatirde HBV enfeksiyonu ve
ozellikle heptoselliiler karsinomlu hastalarda 1L-28B, IL-16 gibi farkli sitokinlerin
polimorfizmlerini inceleyen yeni ¢alismalar mevcuttur (127, 128).

Giliniimiizde hepatit C hastalarinin tedaviye yanitini1 6nceden belirlemek amaci ile IL-
28B polimorfizmi kullanilmaktadir. Hastalarin sahip olduklari iyi ya da kotii genotipe gore
ilag tedavisi gerekip gerekmedigi, gerekiyorsa ikili/iiglii tedavi segenekleri diizenlenmekte
olup, ayrica interferon tedavisine verecekleri yanitlar dnceden tahmin edilebilmektedir.
Hatta anti-viral ilaglarin interferonlarla kombine edilmesi karari bu genotipler dikkate
alinarak verilmektedir (129). Bizim yaptigimiz ¢aligma ile literatiirdeki diger ¢aligmalarin
hedefinde hepatit B tadavisi i¢in de sitokin polimorfizmlerinin bu sekilde kullanimi
miimkiin kilmak vardir (130).

Ileride Pan ve ark (131) ¢alismasinda oldugu gibi HBV asisina karsi olusan immiin

cevabt degerlendirmede de polimorfizmlerin  kullanilmasi giindeme gelebilecektir.
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Sitokinlerin asilama calismalarinda yol gosterici olarak kullanilmasi bilim adamlarinin
yeni hedefleri arasindadir.

Siroz ve hepatoselliiler karsinom gelisim riski kronik hepatit B’li hastalar i¢in
oldukca onemlidir. Hastaligin seyrinin onceden tahmin edilmesi ve gerekli onlemlerin
alinmasi hayat kurtarici olabilir. Caligmamiza dahil ettigimiz hastalar1 sirozlu ve
hepatoselliiler karsinomlu olarak gruplandirmamiz miimkiin olmamigtir. Ayrica hastalarin
patolojik degerlendirme sonuglarinin tamamina ulasamadigimiz i¢in karaciger histolojisi
ile sitokin  polimorfizmlerinin  iliskisi ~ degerlendirilememistir. Daha  sonraki
calismalarimizda sirozlu ve hepatoselliiler karsinomlu hastalarin ayrica degerlendirilerek
sitokin gen polimorfizmlerinin gosterilmesi eger varsa hastalik iligkisinin ortaya konmasi,
karaciger histolojisininde birlikte degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir ve bu hastalarin
takibinde daha giivenilir yeni parametrelerin bulunmasini saglayacaktir.

Literatiirde sitokinlerin serum seviyeleri ile polimorfizmlerini iliskilendiren bir¢cok
calisma mevcuttur. Calismamizda sitokinlerin polimorfizmleri saptanirken serum
seviyelerinin tespiti yapilamamistir. Sonraki adimda sitokinlerin serum seviyelerinin de
birlikte incelenmesi, genotipik ve fenotipik olarak es zamanli degerlendirmelerin
yapilabilmesine olanak saglayacaktir. Ayrica viral yiik, karaciger enzimleri gibi diger
parametrelerinde degerlendirilmesi olduk¢a Onemli verilerin elde edilmesini miimkiin
kilacaktir.

Enfeksiyon hastaliklarinin prognozunun belirlenmesinde konak faktorlerinin 6nemini
bilmekteyiz. Bu konak faktorleri icinde genlerimiz ve bu genlere ait mutasyonlar,
polimorfizmler oldukca 6nemlidir. Bireye ait kisisel farkliliklar1 olusturan polimorfizmler
son yillarda en ¢ok ilgi duyulan konular arasindadir. Hepatit tablosu gelisiminde baslica
rolii oynayan sitokinler hastaligin prognozunun sekillenmesinde oldukga etkilidirler. Bizim
calismamiz da sitokin gen polimorfizmlerini inceleyen ve HBV enfeksiyonu ile iligkilerini
arastiran 6nemli bir caligmadir. Gelecekte sitokin gen polimorfizmlerininbir¢ok hastaligin
onlemesinde, tanida ve tedavi takibinde kullanilacak ¢ok oOnemli belirtegler olacagi

muhakkaktir. Calismamizin da bu gelismelere zemin olusturacaginiumut ediyoruz.



7. OZET

Klgoyilg AKTIF HEPATjT B ENFEKSiYONU OLAN HASTALAR iLE HE.PATi’.F B
VIRUSUNE KARSI DOGAL BAGISIKLIK GELISTIiREN BIREYLERIN SiTOKIN
GEN POLIMORFiZMLERININ KARSILASTIRILMASI

Hepatit B virusunun kronik enfeksiyon olusturmasimin nedenleri bilinmemektedir
ancak muhtemelen bu durum konak immiin faktorleri ile iliskilidir. Bunlardan sitokinler
immiin yanitta dnemli bir rol oynamaktadir.

Bu ¢alisma, HBV enfeksiyonu ve interlokin (IL)-1a, IL-1p, interlokin-1 reseptor (IL-
1R), interlokin-1 reseptor antagonist (IL1-RN), IL-4a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
interferon (IFN)-y, timor gelisim faktorii (TGF)-B, timor nekrozis faktor (TNF)-a gen
polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirmak amaci ile yapilmustir.

Calisma, kronik HBV enfeksiyonu bulunan 33 hasta ve HBV enfeksiyonundan
iyileserek dogal bagisiklik gelistiren 34 saglikli kisiye ait toplam 67 kisinin periferik
kanindan elde edilen mononiikleer hiicrelerde gergeklestirilmistir. Sitokin genotipleri
polimeraz zincir reaksiyonuna dayali ticari bir kit (Invitrogen, USA) kullanilarak
belirlenmistir.

Kronik HBV enfeksiyonu bulunan grupta dogal bagisiklik gelistiren gruba gore, IL-
lo’nin -889 promotor gen bolgesinde bulunan CT genotipi (%73.4 ve %19.2, p=
0.000044), IL-4’tin -1098 promotor gen bolgesinde bulunan GT genotipi (%66.7 ve %11.5,
p= 0.001328), IL-10’un -1082 promotor gen bdlgesinde bulunan GA genotipi (%72.0 ve
%45.7, p= 0.014), IL-10’un -819 promotor gen bolgesinde bulunan CT genotipi (%63.5 ve
%31.3, p= 0.023) ve IFN-y’nin +874 gen bolgesinde bulunan TA genotipi istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Diger taraftan, IL-1a’nin -889 promotor gen
bolgesinde bulunan CC genotipi (%65.4 ve %13.3, p= 0.0003579), IL-4’tin -1098
promotor gen bolgesinde bulunan TT genotipi (%73.1 ve%29.6, p= 0.0015), IL-10’un -
1082 promotor gen bolgesinde bulunan GG genotipi (%22.9 ve%3.1, p= 0.015) ve IL-
10’un -819 promotor gen bolgesinde bulunan CC genotipi (%59.3 ve %31.2, p= 0.023)
dogal bagisiklik gelistiren grupta kronik HBV enfeksiyonu bulunan gruba gore istatistiksel
olarak daha yiiksek oranda bulunmustur.

Sonug olarak, bu ¢alismada arastirilan on ii¢ sitokinden IL-1a, IL-4, IL-10 ve IFN-
y’nin promotor gen bolgelerindeki polimorfizmlerin HBV enfeksiyonunun seyri ile iliskili
oldugu ortaya konmustur. Bu sitokinlerdeki polimorfizmlerin ortaya konmasinin HBV ile
enfekte olan bireylerin iyileserek enfeksiyona karsi dogal bagisiklik m1 gelistirecegi veya
enfeksiyonun kroniklesmesi ile mi sonuglanacaginin tespitinde 6nemli belirtecler olarak
kullanilabilegi gosterilmistir.



8. SUMMARY

COMPARISON OF CYTOKINE GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH
CHRONIC ACTIVE HEPATITIS B INFECTION AND THOSE IN INDIVIDUALS
DEVELOPED PROTECTIVE IMMUNITY TO HEPATITIS B VIRUS

The reasons for the viral persistence of hepatitis B virus (HBV) infection are
unknown, but are probably related to host immune factors. Among these, cytokines play a
significant role in immune defense.

The present study was undertaken to investigate the association between HBV
infection and polymorphisms of interleukin (IL)-1a, IL-1B, IL-1 receptor (IL-1R), IL-1
receptor antagonist (IL-1RN), IL-4a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, interferon (IFN)-y,
transforming growth factor (TGF)-, tumor necrosis factor (TNF)-o genes.

The study was performed with peripheral blood mononuclear cells obtained from a
total of 67 subjects, 33 with chronic HBV infection, and 34 healthy individuals with
protective immunity who recovered from HBV infection. Cytokine genotypes were
determined using a polymerase chain reaction-based commercial kit (Invitrogen, USA).

The frequency of CT genotype at position -889 of IL-1o gene promoter region
(73.4% vs. 19.2%, p= 0.000044), GT genotype at position -1098 of IL-4 gene promoter
region (66.7% vs. 11.5%, p= 0.001328), GA genotype at position-1082 of IL-10 gene
promoter region (72.0% vs. 45.7%, p= 0.014), CT genotype at position -819 of IL-10 gene
promoter region (63.5% vs. 31.3%, p= 0.023) and TA genotype at position +874 of IFN-y
gene were statistically higher in the chronic HBV group than those of HBV infection
recovered group. In addition, the frequency of CC genotype at position-889 of IL-1a gene
promoter region (65.4% vs. 13.3%, p= 0.0003579), TT genotype at position-1098 of IL-4
gene promoter region (73.1% vs. 29.6%, p= 0.0015), GG genotype at position-1082 of IL-
10 gene promoter region (22.9% vs. 3.1%, p= 0.015), and CC genotype at position-819 of
IL-10 gene promoter region (59.3% vs. 31.2%, p= 0.023) were significantly higher in the
chronic HBV group than those of HBV infection recovered group.

In conclusion, among thirteen cytokines that were investigated in this study,
polymorphisms in the promoter regions of IL-1a, IL-4, IL-10 and IFN-y were found to be
associated with the prognosis of the HBV infection. Determination of these polymorphisms
could be used to predict whether the individuals infected with HBV will develop a
protective immunity or end up with a chronic infection.
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