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OZET

Hepatit C virlsi, siroz ve/veya hepatoselller karsinoma ilerleyebilen kronik karaciger
hastaligin énemli bir nedenidir. Intrahepatik inflamasyon ve karaciger hticre hasar1 kronik
HCV enfeksiyonunun belirleyici Ozellikleridir. Lokostleri inflamatuar bolgelere ceken
kemotaktik sitokinler olan kemokinler intrahepatik inflamasyon gelisiminde 6nemli rolleri
vardir.

CCR532bpdel, CCR5 kemokin reseptoriniin delesyon mutasyonudur. Bu mutasyon
sonucunda dokuda ve periferik hicrelerde CCR5'in ekspresyonunda Onemli azalma
gorilmektedir. Yakin zamandaki calismalarda CCR5 heterozigot mutasyonundan turetilmis
CD3 pozitif T hicreleri CCR5'in ekspresyonununu  ve ligandlara cevabim azaltigi
gogerilmistir. Bu bulgular 1s1ginda yapilan ¢calismalarda CCR5 mutasyonu ve ekspresyonun
karaciger inflamasyonunun modulasyonunda réli olabilecegi bildirilmistir.

Bu calismada; kronik HCV’li hastalarda CCR5 mutasyon sikligimin belirlenmesi; CCR5
mutasyonu ve karaciger dokusundaki ekspresyonu ile karaciger histopatolojik bulgulari
arsindaki iligskinin arastirilmas: amaglandi. CCR5 mutasyonu Multipleks PCR analiz Grtnleri
StripAssay Revers Hibridizasyon teknigi ile genotiplendirildi. Doku expresyonu
immunohistokimyasal yontemle belirlendi.

Hasta grubunda yas ortalamalart 54.3+10.5 olan 25 erkek (%43.1) ve 33 kadin
(%56.9) yer aldi. Kontrol grubunda yas ortalamalar1 58.82+11.6 olan 38 erkek (%65.5) ve 20
bayan (%34.5) olmak Uzere toplam 58 hasta yer aldi. Her iki grup mutasyon agisindan
karsilastirildiginda hasta grubunda 5 hastada (%8.6) CCR5 heterozigot mutasyon saptanirken,
kontrol grubunda 1 kiside (%1.7) mutasyon saptands; iki grup arasindaki fark istatistiksel
acidan anlamli degildi (p= 0.206).

Hasta grubu mutasyonu olan ve olmayan iki grup seklinde ayrild.
Mutasyon saptanan hasta grubunda viral yilk 6.4x10°+2.9x10° 1U/ml seklindeyken; mutasyon
olmayan hasta grubunda 2.8x10°+1.1x10°1U/ml idi. iki grup arasinda viral yiik mutasyonlu
hasta lehine istatistiksel agidan anlaml1 derecede yuiksekti (p=0,037).

Mutasyon saptanan hasta grubunda HAI (4.0+1.0), saptanmayan hasta grubuna
(5.7£1.7) gore anlaml1 derecede dustik tespit edildi (p=0.022). ALT dizeyleri ile mutasyon
arasindaki iliski incelendiginde mutasyonlu grupta daha disik degerler tespit edilirken
(55.2+32.4; 65.6+38.5) aradaki fark istatistiksel agidan anlamli degildi (p=0.582).

Mutasyonun fibrozis dizeyelerine etkisi incelendiginde; mutasyon grubunda
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1.6+1.3 seklindeyken, mutasyon olmayan grupta 2.6+1.8 olarak tespit edildi. Fibrozis degeri
mutasyonlu grupta daha distiktll, ancak aradaki fark istatistiksel agidan anlamli degildi
(p=0.352).

Calismaya dahil edilen hastalarin karaciger biyopsi materyalerinde yapilan
immunohistokimyasal incelemede; 15" nde (%30) intrahepatik CCR5 ekspresyonu goruldd.
Hastalarin 30'nda (%70) ekspresyon izlenemedi. 8 hastada teknik nedenlerle inceleme
yapilamadh.

Ekspresyon izlenen hasta grubunda HAI  6.1+2.3 seklindeyken, izlenmeyen grupta
4.9+1.3 idi. Aradaki fark istatastiksel agidan anlamliydi (p=0.034). Fibrozis dizeyleri
ekspresyon izlenen grupta 2.1+2.1 seklindeyken, izlenemeyen grupta 1.9+1.5 idi. Ekspresyon
izlenemeyen grupta fibrozis diizeyi daha dusik idi, fakat aradaki fark istatistiksel agidan
anlaml1 degildi (p=0.625).

Hepatit C'li hastalardan mutasyon saptanmayan 45 hastamn 15'nde doku
ekspresyonu izlenirken; mutasyon saptanan 5 hastanin hi¢ birinde ekspresyon yoktu. Aradaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildi.(p=0.305).

Sonu¢ olarak; CCR5 polimorfizmi HCV'li hastalarda saglikli popilasyondan daha
yuksektir. Bu mutasyon karaciger inflamasyonu ve fibrozis diizeyini azaltmaktadir. Mutasyon
doku ekspreyonunu azaltmakta ve bu etki karacigerdeki inflamasyonu ve fibrozis diizeyini
olumlu yonde etkilemektedir.

HCV enfeksiyonunda kemokinler karaciger hasarini ilerletebilir.Gelecekte kemokin
reseptor blokaji ve/lveya modulasyonu inflamasyonu azaltmalar1 dolayisiyla basarili tedavi
markeri olarak deger kazanabilirler.

Yeni calismalarla elde edilecek bilgilerle, kemokinler ve reseptorlerinin HCV
enfeksiyonunda potansiyel terapotik hedefler olabilecegi distnulebilir.

Anahtar kelimeler: Kronik HCV, Kemokin, CCR5, gen polimorfizmi



SUMMARY

Hepatitis C virus is an important reason for cirrhosis and/or chronic liver disease
which may lead to hepatocellular carcinoma. Intrahepatic inflammation and liver cell damage
are significant properties of HCV infection. Chemokines which are sytokines attracting
leucocytes to inflammatory sites have an important role in intrahepatic inflamation.

CCR532bpdel is a deletion mutation of chemokine receptor CCR5. As aresult of this
mutation there is significant deletion in the expression of CCR5 in tissues and periferic cells.
Recent studies have shown that CD3 positive T cells derivating form CCR5 heterozygote
mutations decrease CCR5 expression and its answer to ligands. Studies considering this
knowledge have suggested that CCR5 mutation and expression may have a role in liver
inflammation, and its modulation.

In this study our aim was to study the relation of the frequency of CCR5 mutation in
chronic HCV patients, to find out the relation between CCR5 mutation, and it’s expression in
liver tissue, with histopathological findings in the liver. CCR5 mutations were genotyped
with Multipleks PCR analysis products StripAssay Revers Hibrididation technics. Tissue
expression was evaluated immunohistochemically.

The mean age oh our patients was 54.3+£10.5, (25 male,33 famale). In the control
group of 58 patients mean age was 58.82+11.6, with 38 male, and 20 female. When both
groups were compared for mutation 5 patients (%8.6) in the patient group had CCR5
heterozygote mutation, in the control group 1 person (%1.7) was positive for mutation; the
difference between the groups was not statistically significant (p=0.206).

The patient group was divided into two groups, mutation positive and negative. Viral
load in the mutation positive group was 6.4x10°%2.px10° [U/ml, in the mutation negative
group 2.8x10%+1.1x10° |U/ml. Viral load was significantly higher in the mutation group
(p=0.037).

In the mutation positive group HAI (4.0£1.0) was significantly lower than the
mutation negative (5.7+1.7) group (p=0.022). When the relation between ALT levels and
mutation was investigated, lower values were optained in the mutation positive group
(55.2+32.4;65.6+38.5), the difference was statistically significant (p=0.582).

When the effects of the mutation on fibrosis levels were investigated; in the mutation
group fibrosis levels were 1.6+1.3, and in the group without mutation fibrosis levels were
2.6+1.8. Fibrosis levels were lower in the group with mutation but the difference was not
statistically significant (p=0.352).
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Immunohistochemical studies on the liver biopsies obtained from the hepatitis C
patients attending the study showed that 15 subjects (%30) had intrahepatic CCR5 expression.
There was no expression in thrithy patients (%79). Because of technical reasons 8 patients
could not be studied.

HAI was 6.1+2.3 in patients with expression, 4.9+1.3 in patients withouth expression.
The difference was statistically significant (p=0.034). In the expression group fibrosis levels
were 2.1+2.1 while 1.9£1.5 in the group without expression. It was lower in the group without
expression, but the difference was not statistically significant (p=0.625).

In the patients with hepatitis C tissue expression was seen in 15 of 45 patients without
mutation; there was no expression in the 5 patients with mutation. The difference was
statistically not significant (p=0.305).

In conclusion, CCR5 polimorphism is more frequent in HCV positive patients than in
healthy population. This mutation decreases liver inflammation, and fibrosis levels. The
mutation decreases tissue expression, and this effect has a positive impact on liver
inflammation, and fibrosis levels.

Chemokines may increase liver destruction in HCV infection. In the future chemokine
receptor blockage end/or modulation may become important as an inflammation decreaser.

Chemokines and their receptors may be potential therapeutic targetsin HCV infection
with by the help of the future studies.

Key Words: Chronic HCV, Chemokine, CCR5, gene polymorphism



KISALTMALAR
ABP: Avidin-Biyotin-Peroksidaz
AFP: Alfa Feto Protein
BAL: Bronkoalveolar Lava)
CCR2: CC-Kemokin Reseptor 2
CCR5: CC-Kemokin Reseptor 5
CCR5 A32: 32 Baz Cifti Delesyonu
DARC: Duffy Antigen Receptor Chemokine
ENA: Epitelial Notrofil Activating Factor
HAI: Histolojik Aktivite Indeksi
10. HBV: Hepatit B Virls
11. HCC: Hepatocellular Cancer
12. HCV: Hepatit C Virls
13. HDV: Hepatit D Viris
14. HIV: Human Immunodeficiency Virus
15. IFN-y: Interferon Gama
16. 1L interlokin
17.1P-10: Gamma Interferon Inducible Protein
18.1-TAC: Inducible T cell a chemoattractant
19. KHC: Kronik Hepatit C
20. LARC: Liver and Activation Regulated Chemokine
21. MHV: Mouse Hepatitis Virus
22. M CP: Monocyte Chemoattractant Protein
23. M1G: Monokine Induced by | FN-y
24. M1P: Macrophage | nflammatory Protein
25. MM P: Matriks Metalloproteinaz
26. PCR: Poymerase Chain Reaction
27. PDGF: Platelet Derived Growth Factor
28. PF: Platelet Factor
29. PCT: Porfiri Cutand Tarda
30. RANTES: Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted
31. RIBA: Recombinant Immunoblot Assay” (RIBA)
32. SDF: Stromal Cell Derived Factor
33. TNF: TUumor Nekrozis Faktor
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1. GIRIS VE AMAC

1992 yilinda I6kosit gocu, enfeksiyon hastaliklari ve inflamasyon, anjiyogenezis,
hematopoezis ve organogeneziste rol alan bir grup sitokine kemotaktik sitokinlerden
esinlenerek “Kemokin” adh verilmistir (1). Kemokinler farkli hiicre tiplerini aktive eden ve
selektif olarak onlarla iliski icerisinde olan bir polipeptid ailesidir. Inflamasyon, enfeksiyon,
doku hasar, allerji, kardiyovaskiler hastaliklar, ayrica malign timor patofizyolojisinde rol alirlar
2.

Inflamasyonda ve enfeksiyonlara kars: konak¢i cevabinda lokositlerin dokulara yerlesimi
onemli bir basamagi teskil etmektedir. Bu slre¢ kemotaktik sitokinler olarak bilinen
kemokinler tarafindan kontrol edilmektedir. Kemokinler, inflamasyonda ve homeostazda
|6kositlere ve stem hiicrelere kemotaksi yaptiran sitokinlerdir. Kemokinler, heparin baglayan
proteinlerdir ve I6kosit migrasyonunu dizenlemekte, bunun yanminda anjiyogenez ve l6kosit
degrantilasyonu gibi stireclerin de gergeklesmesine yardimci olmaktadir (3).

Kemokinlerin organizmada gerceklesen birgok biyolojik siiregte onemli rolleri
bulunmaktadir. Kemokinler, |0kosit-endotelyal hicre iligskilerinde, T ve B hicre
matUrasyonunda, immin denetim, tolerans ve imminitenin olusumunda, T-B hiicre

iletisiminde ve primer immiin cevabin olusmasinda etkin olmaktadirlar (3).

Kemokin ailesinin hicreler Uzerinde baglandiklari 20 kadar kemokin reseptori
tanimlanmistir. Kemokin reseptorleri G-protein-bagimli tirde hiicre-igi sinyal ileten turde
yapilardir. Kemokinlerin uygun reseptére baglanmasi sonucunda sinyal iletimi ile uyarilan
hiicreler, doku zedelenmesi, inflamasyon veya gerek gorilen bolgeye migrasyon (kemotaksi)
yapmak Uzere harekete gegerler (3,4).

T helpler (Thl) iliskili kemokin reseptorlerinden olan CCR5 ve CXCR3 hepatit C virus
(HCV) enfeksiyonunda hepatik inflamasyon olusumuna katkida bulundugu bildirilmistir
(5,6). Kronik HCV enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda ve viral klerenste bu reseptor ve
ligandlarinin iliskisi tam olarak aydinlatilamamustir.

CCRS5 geninde 32-baz-¢ift delesyonu (CCR532bpdel) igcin homozigot olan bireyler HIV-1
enfeksiyonuna direncli olup, heterozigot olan bireylerde ise hastaligin yavas seyrettigi ve
firsatci enfeksiyonlara karsi koruyucu oldugu bildirilmistir. Bu calismalar dogrultusunda anti-
kemokin ve kemokin reseptor blokaj tedavileri glindeme gelmistir (7,8).

CCR532bpdel, CCR5 kemokin reseptoriinin  delesyon mutasyonudur. Bu mutasyon
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sonucunda dokuda ve periferik hicrelerde CCR5'in ekspresyonunda o6nemli azalma
gorilmektedir. Bu nedenle CCR5 genotipi tayini HCV enfeksiyonlarinda CCR5’in rollnin
degerlendirilmesinde kullanilabilir. Yakin zamandaki c¢alismalarda CCR5 heterozigot
mutasyonundan turetilmis CD3 pozitif T hiicreleri CCR5’in ekspresyonununu ve ligandlara
cevabin azalttigi gosterilmistir (9).

Bu bulgular 1siginda yapilan calismalarda CCR5 mutasyonu ve ekspresyonun
karaciger inflamasyonunun modulasyonunda rolu olabilecegi bildirilmistir(10). Woitas ve
arkadaslari CCR5 mutasyon sikliginin HCV'li hastalarda normal populasyondan daha yuksek
oldugu ve bunun enfeksiyonun konak savunmasint etkiledigini bildirdiler (11). Buna karsin
Promrat ve arkadaslari CCR5 mutasyonu ile HCV enfeksiyona yatkinlik ve sikligi arasinda
korelasyon olmadigim bildirdiler (10).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda CCR5 mutasyonu ile HCV enfeksiyonu arasindaki
iliski ortaya konmustur. Bu calismalarda mutasyon saptanan hastalarda karacigerdeki
inflamasyonun ve fibrozis derecesinin daha distk oldugu ve klinik seyrin daha yavas oldugu
bildirilmistir (12-14).

CC subfamilyasindan Thl htcrelerle iliskili olan kemokinler, aktivasyona gore
duzenlenmis, normal T hiicresinden eksprese ve sekrete edilen kemokin (RANTES), ve
makrofa) inflamatuar protein(MIP)- 1o ve -8’y icerir. Bu kemokinler kendi reseptorleri olan
CCRS ile etkileserek hicreleri cekerler. Bu kemokinlerin tamamimn kronik hepatit C
hastalarinda periferik kan ve intrahepatik seviyelerinin yiksek oldugu bulunmustur (3).

HCV ile enfekte kisilerde CCR5 eksprese eden intrahepatik T hicrelerinin oram
periferik kandakine kiyasla artmistir ve saglikli kisilerde CCR5 ekspresyonunda bu fark
yoktur (5,6,15). Enfekte olmayan kisilerin aksine az miktarda intrahepatik T hiicress CCR5
pozitif olan kronik hepatit C hastalarinda portal ve lobuler T hiicrelerinin gogunlugu kemokin
reseptoruni eksprese eder (5,6,15).

Intrahepatik RANTES ekspresyonu hepatositler, sintizoidal endotel hticreleri ve biliyer
epitelyum gibi ¢esitli hiicre tiplerinde gozlemlenmistir. Bu alandaki ¢alismalar kronik hepatit
C (KHC) hastalarinda intrahepatik ekspresyonun enfekte olmayan Kisilere gore yuksek
oldugunu raporlamistir  (5,16,17). Ayrica RANTES-pozitif hicrelerin - miktarimn
inflamasyonun derecesiyle korelasyon gosterdigi bulunmustur(5). Ek calismalar HCV
hastalarinda yiksek hepatik RANTES mRNA ekspresyonu oldugunu raporlamiglardir (15,18-
20).

RANTES sekresyonundaki ve CCR5 yizey ekspresyonundaki degisiklikler
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karacigere lenfosit gocunu etkileyebilir. Konagin RANTES ve CCRS5 ile iliskili genetik
polimorfizmi de ayrica HCV hastalarindaki azalmis portal inflamasyon ve daha 1liml1 olan
fibrozis ile iliskilidir. Spesifik olarak, fonksiyonel CCR5 protein ekspresyonunu énleyen bir
cerceve kayma mutasyonu olan CCR5-A32 ve artmis RANTES ekspresyonuna neden olan
403. pozisyondaki bir RANTES delesyon mutasyonu azalmis portal inflamasyonla iligkilidir.
(10-12). Bu bulgular CCR5-RANTES yolagimn karaciger inflamasyonuna potansiyel
katkisini daha gok vurgulamaktadir.

Lokosit migrasyonundan sorumlu kemotaktik sitokinler olan kemokinlerin kronik
HCV enveksiyonunda periferal kan ve intrahepatik seviyelerinin artmasindan dolay1
inflamasyon gelisiminde bir rol oynadiklari dustnulmektedir. Kronik HCV infeksiyonu
sirasinda karacigerdeki baskin hticreler Th-1 htcreleri oldugu igin, Th-1 leri kendine ¢eken
kemokinler karaciger hticre hasar1 ve intrahepatik inflamasyon gelisiminde 6zellikle 6nemli

olabilirler.

Bu calismada; kronik HCV’li hastalarda CCR5 mutasyon sikligimin belirlenmesi; CCR5
mutasyonu ve karaciger dokusundaki ekspresyonunun karaciger histopatolojik bulgulari
Uzerine etkisi arastirilmas: amagland.
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2. GENEL BILGILER

2.1. HEPATIT C ENFEK SIYONU PATOFiZYOLOJi

Hepatit C virtsl, tek sarmalli bir RNA virisidir. Geni tam olarak karakterize
edilmistir. HCV genomu 2 yapisal (kor ve zarf), 5 yapisal olmayan (helikal, proteaz, ve RNA
polimeraz) proteini kodlar.Alti ana HCV genotipi tammlanmistir.Bunlar 1'den 6’ya
numaralandirilmistir.Genotipler alt gruplara ayrilmistir (1a, 2a )gibi ve yaklasik 50 tanesi
tammlanmistir. HCV ~ genotipinin - cografi dagilinunda kayda deger bir varyasyon
gorulmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (A.B.D)’ nde hastalarin % 75'i genotip 1'dir (21).

HCV’ nun genetik varyasyonunun klinik 6nemi vardir. Oncelikle genotip 1 ve 4, 2
ve 3'gore,interferon tedavisine kars1 artmus bir dirence sahiptir.HCV zarf proteinlerinin asiri
farklilagabilme ©zelligi  virisin konakgi bagisiklik  sisteminden kurtulmasinda ve
enfeksiyonun kaliciliginda rol oynar. Bu asir1 degisken antijenik yap1 nedeniyle HCV' na karsi
as1 gelistirilmesi mimkiin olamamaktadir(21-23).

HCV ‘nin serumdaki seviyeleri HBV ‘nin seviyelerinden daha azdir ve HCV
antijenleri kanda belirlenemez. Kronik HCV hastalarinda karaciger biyopsisinde mikro veya
makrovezikiler steatozis (%50),safra yolu hasar1 (%60),ve lenfosit agregatlarr ya da
folikulleri (%60)gorulebilmektedir. Hicre hasarinin mekanizmas: tam olarak anlasilamasa
bile, bagisiklik sisteminin rol aldigr hasarin HCV enfeksiyonunda hepatite neden oldugu
distndlebilmektedir.HCV ' nin direkt sitopatik etkisi bazi durumlarda bu hasara katkida
bulunabilmektedir(21).

2.2. PREVALANSVE EPIDEMiYOLOJi

Amerika Birlesik Devletleri’nde kan yoluyla bulasan en sik enfeksiyon Hepatit C
virosudar. A.B.D. nufusunun %1.8'i (3.9 milyon) HCV ile karsilasmistir ve yaklasik 2.7
milyonu kronik enfeksiyonludur. Dinya nufusunun %3 ‘0 (170 milyon) kronik HCV
enfeksiyonuna sahiptir.A.B.D.’de kronik karciger hastaliginin ve karaciger naklinin en sik
nedeni HCV enfeksiyonudur (21,22).

Hepatit C enfeksiyonu 1989'da HCV virtisunun tanimlanmasindan sonra 6nemi giderek
iyi anlasilan dinya capinda bir saglik sorunundur. Yamzca hastaligin 6énemli Olglide
kronikleserek ciddi karaciger yetmezligi ve hepatoseltiler karsinomaya yol agmasi ve yeni bir
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karaciger gerektirmesi degil, hastaligin sinsi seyretmesi, klinik belirti vermemesi ve enfekte
kisilerin toplumda bir rezervuar olusturmasi da onu farkli ve dnemli kilmaktadhr.

Dunya nufusunun %3't HCV ile enfektedir. Yani 6 milyara ulasan dinya nifisunun
yaklasik 180 milyonu virusu tasimaktachr (21-23). Ulkemizde yapilan gesitli kohort
calismalarina gore HCV siklig1 % 1-2.4 arasindadir. Kan donérlerinde bu oran %1 civarinda
iken risk gruplarinda 6rnegin hemodiyaliz hastalarinda,%51.6' ya kadar cikmaktadir (24).
Baslangigta posttransflizyon hepatitlerinin baslica sorumlusu olan ve enfekte ettigi kisilerde
neredeyse yasam beklentisini degistirmeyen bir hastalik gibi algilanan HCV 'nin zaman iginde
hi¢ de Oyle olmadigi, vakalarin %85'inin kroniklestigi, karaciger sirozundan olan 6lumlerin ve
nakil nedenlerinin basinda geldigi sonradan yapilan calismalarla ortaya konmustur.

Bu baglamda HCV en sik gorilen karaciger hastaliklarimin basinda gelir ve 6nemli bir
morbidite ve mortalite nedenidir. Kronik HCV vakalariin % 20'sinde siroz gelismekte,
bunlarin da % 1-4 'Uinde zaman iginde HCC gelisebilmektedi (25).

Son 15 yilda hastaligin bulas yollar: degisiklik gostermistir Kan bankalarinda HCV
taramasinin gindeme geldigi 1990'dan sonra transfiizyon HCV icin baslica bulas yolu
olmaktan ¢ikmus toplumdan kazamlan HCV olgular: ile gesitli tibbi ya da, kozmetik
girisimler, damar yolu ile ilag kullanim ve cinsel temas ile bulasan hastalik daha 6nemili rol
oynamaya baslamustir.

Damar yolu ilag kullananlarda ortak enjektor ile gecis, Balkan Ulkeleri ve onceki
SSCB ulkelerinde hala 6nemini korurken, daha ¢ok HIV korkusu ile dispozobl enjektor
kullamimi bu bulas yolunu azaltmistir. Hemodiyaliz hastalari, hemofili ya da thalasemisi
olanlar gibi 6zel gruplarda ise gegis diger gruplara gore yuksektir. Kan nakli ile HCV bulag
olasilig1 giiniimtizde 100.000 de bir olup, taramada nikleik asit teknolojisi kullanildiginda bu
olasilik 1/500.000 ila 1/1.000.000" a kadar dismektedir. Saglik personelinde hasta kam ile
enfekte igne ya da batici alet batmasi sonucu HCV bulasi HBVden dusuktir ve %2
civarindadir. Tek eslilerde cinsel temasla HCV bulasi ve anneden bebege perinatal gegis eger
annede birlikte bir HIV enfeksiyonu yoksa disuk bir olasiliktir. (%0.5-2) (26-28).

Ulkemizde kronik hepatitlerin etyolojisinde HCV'nin rolii son yillarda giderek
artmaktadir. Okten ve ark'min yaptig1 calismaya gére HBV enfeksiyonunun etyolojide hala
Onemini korumasina karsilik son 10 yilda HCV 'nin katkist % 23'den % 38.1'e ¢ikmustur.
Benzer sekilde sirozlarin etyolojisinde HBV % 56.6'dan % 45.9'a inerken, HCV 'nin katkist %
25.2'dan % 45.9'a yukselmistir. Kuskusuz burada HCV tan testlerinin gelistirilmesinin 6nemi
buydktir (29). HCV gegisi ile ilgili risk faktorlerinin incelendigi bir baska calismada
Yildirim ve ark. HCV bulasinda en dnemli etkenlerin kiiclk ve buyuk cerrahi girisimler, kan
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transfiizyonu, birden fazla cinsel partneri olma, sik dis tedavisi ve dis gektirme oldugunu
ortaya koymuslardir. Bu calismada HCV'li hastalarin eslerinde %1.8, cocuklarinda ise %1.2
oraminda HCV antikoruna rastlanmistir. Ulkemizde HCV'de es gecisi cesitli calismalarda
%0.78-7.8 arasindadir. Tahan ve arkadaslarinin retrospektif calismasinda bu oran % 2
bulunmustur (27). Tek eslilikte gorulen disuk gegis Ulkemiz icin de gegerlidir. Ancak risk
gruplarinda, 6rnegin birden fazla partneri olanlarda bu oran %4.2 olarak bildirilmistir (30).

2. 3. EPIDEMiYOLOJi VE KORUNMA

Hepatit C virus ile ilgili serolojik testlerin 1989 yilindan itibaren rutin olarak
kullanilmaya baslanmasindan sonra ilk prevalans calismalar1 degisik risk gruplari arasinda
yapilmustir.

Baslangigta yapilan g¢ogu calismada ELISA ile saptanan anti-HCV seropozitifligi
dogrulayic1 testler ile konfirme edilmediginden yiksek oranlarda yalanci pozitiflik
saptanmustir. Daha sonra 2. ve 3. kusak testlerin kullamlmaya baslanmasi, “recombinant
immunoblot assay” (RIBA) ile dogrulanmasi, daha giivenilir sonuclar saglamustir. Ulkelerin
HCV ile ilgili verileri genellikle gonulli kan dondrleri arasinda yapilan calismalara
dayanmaktadir (21-23).

Bat1 Avrupa, Kuzey Amerika, Orta ve Giney Amerikamin ¢ogu bolgesi,Avusturalya,
Afrika'nin bazi1 bolgeleri HCV infeksiyonu agisindan distik endemik (%0.2-0.5) bolgelerdir.
Brezilya, Dogu Avrupa, Akdeniz Bolgesi, Ortadogu, Hindistan, Afrika ve Asyann bazi
bolgeleri ise orta endemik (%1-5) bdlgelerdir. En yiksek  prevalans ise Misir'dan
bildirilmistir (%17-26) . Ulkemizde kan donorleri arasinda bildirilen anti-HCV siklig1 Avrupa
Ulkelerindekinden ¢ok farkli olmayip %0.6 dolayindadir (31)
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24. BULASMA YOLLARI

2.4.1. PARANTERAL BULASMA

Medek ileilgili Bulasma

Mesleki bulasma; 6zellikle HCV infeksiyonunun endemik oldugu bélgelerde calisan
saglik personeli igin oldukga ciddi bir risk olusturmaktadir. Kaza ile infekte hastada kullamlan
kontamine ignenin saglik ¢alisanminin cildine batmast en dnemli risk faktor olabilir (31).

Prospektif calismalarda anti-HCV seropozitif kan ile kontamine ignenin batmasi ile
gelisen yaralanmalarda ortalama infeksiyon riski hastane personelinde yaklasik %3-4
dolayindadir. ABD'de saglik ¢alisanlarinin genelinde bildirilen anti-HCV seroprevalans %1.4
iken bu oran diyaliz Unitesinde calisanlarda %2, ilag bagimlilarinin tedavi edildikleri
kliniklerde calisanlarda %10 ve hastane cerrahlari arasindaise %0.9'dur (31).

Dis hekimleri HCV infeksiyonu igin 6zel bir risk tasimaktadirlar. Dis hekimleri
arasinda anti-HCV seroprevalanst ABD'de %2 iken, italyada %6 oraninda bulunmustur. Dis
hekimleri arasinda seropozitiflik orant ile bu hekimlerin tedavi ettigi hastalar arasinda,
intravenoz ilag bagimlilarinin sayisi, oral cerrahinin uygulanmasi, AIDSi hasta, homoseksiiel
hasta ve meslek siresi ile paralellik gostermektedir.

Ulkemizde saglik calisanlarinda anti-HCV antikor seroprevalansi %0.7 olarak
saptanmustir. Bu oran kan dondrlerinden yiksektir ve istatistiksel olarak da anlamli
bulunmustur. Hemodiyaliz tnitelerinde ¢alisan saglik personelinde %2.5 gibi daha yuksek
oranda anti-HCV seropozitifligi bulunmustur. Konjonktivaya kan damlasinin sigramasiyla
ilgili bir bulas oldugu konusunda bir olgu sunumu olmasina ragmen, HCV infeksiyonunun
mikoz membran veya bittnligl bozulmus cilt ile temas sonucu bulastigi kamitlanmanmustir
(32).

Kan ve Kan Urunleri Transflizyonu

Transfiizyonla iliskili anti-HCV insidensi Ingilterede %0.5, ABD'de %3-4, Tayvan'da
%13 oramnda bildirilmistir. Kan donorlerinin anti-HCV ile test edilmesi transfiizyona bagli
HCV infeksiyonunun sikligint azaltmistir. HCV non-disposabl enjektorlerin ve akapunkturun
kullanilmasi ile iyatrojenik olarak da bulastirilabilir.

Pihtilasma faktorlerinin  1siya duyarli olmast  nedeniyle, viral inaktivasyon
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uygulanmamis plazma konsantrelerinin hemofili A, hemofili B ve von Willebrand hastaligi
gibi sik kan ve kan Urtinl transfliizyonuna ihtiyac gosteren hastalara kullaniimasiyla anti-HCV
siklig1 bu grup hastalarda %84-100 gibi cok yuksek oranlarda tespit edilmistir. Kontamine
anti-D immunglobulini uygulanan kadinlarda da HCV salgint bildirilmistir. Giniimuizde kan
ve kan Urtnlerinin HCV agisindan serolojik olarak tetkiki, monoklonal ve rekombinant faktor
konsantrelerinin kullammi bulasma riskini en aza indirmistir (31).

Nasokomial bulasma

Hepatit C virusunun hastane ortamindan bulasmast nosokomiyal bulasma olarak
tammlanir ve genellikle HCV ile kontamine kan, kan Urinleri veya infekte solid organin
transplantasyonu sonucu bulasma olmaktadir. HCV ile infekte dondr organlarinin
kullanilmasi sonucu alicilarin %24-48'nde HCV infeksiyonu gelistigi bildirilmistir. Anti-HCV
pozitif 13 vericiden alinan organlar 29 aliciya (19 bobrek, 6 kalp, 4 karaciger) transplante
edilmis ve acilarin %75'inde anti-HCV ve HCV-RNA pozitiflesmistir. Nosokomiyal
bulasmaya en iyi bir 6rnek hemodiyaliz tedavisi altindaki kronik bobrek yetersizlikli
hastalardir. Uzun siireli hospitalizasyonda HCV acisindan bir risk faktorudir. Ozellikle
pediatrik onkoloji ve hematoloji servislerinde hastadan hastaya bulag bildirilmistir (31).

Hemodiyaliz hastalari

Kronik bobrek yetersizligi nedeni ile hemodiyaliz tedavisi atinda olan hastalarda HCV
infeksiyonu sikligr genel poptilasyona gore oldukca yiksek oranlarda saptanmustir. Bu
hastalar arasindaki HCV prevalanst Ulkeler arasinda ve aym Ulkedeki Uniteler arasinda
farkliliklar gostermektedir. Bu hasta grubunda anti-HCV prevalanst Kuzey Amerikada %8-
39, Avrupa'da %1-54, Asya'da %17-51 oranlarinda bildirilmistir (33,34).

Ulkemizde, HCV sikligimin en yiksek oldugu hasta gruplari, hemodiyaliz ve renal
transplantli hastalardir. Hemodiyaliz merkezlerinden %14-82.8 arasinda degisen anti-HCV
seropozitiflik oranlar: bildirilmistir. Ortalama olarak kronik hemodiyaliz tedavisi altindaki
olgularin yarisinin bu virus ile infekte oldugu saptanmustir. Hemodiyalizde kalma siiresi,
nosokomiyal bulasma, kan ve kan Urtnlerinin transfiizyonu en onemli risk faktorleridir.
Hemodiyaliz programina hazirlanan hastalarda yapilan medikal, cerrahi ve endoskopik
girisimler HCV'nin bulasmasindan sorumlu olabilir. Hemodiyaliz Unitelerinde hastadan
hastaya ve replikatif HCV infeksiyonu olan saglik personelinden de hastaya (veya tersi)
bulasma sdz konusu olabilir (33,34).
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intravenoz ilag bagimhihg

Intravendz ilag bagimlilar arasindaki anti-HCV seroprevalans: yuksektir ve ilag
kullamm siiresi ile seropozitiflik oram arasinda bir paralellik soz konusudur. Ortak siringa ve
igne paylasimina bagli olarak anti-HCV pozitifligi %40'1n Uzerindedir. Intraventz ilag
kullanan 716 hasta Uzerinde yapilan calismada HCV seroprevalanst %64.7 olarak
saptanmustir. Ulkemizde 63 intravendz ilag bagimlisinda yapilan arastirmada, %31.7 HCV-
RNA pozitifligi saptanmis ve genotip 3a baskin olarak bulunmustur (31).

2.4.2. NON PARENTERAL BULASMA

Cinsal yolla bulasma

Hepatit C virusu cinsel yolla bulasmaktadir, ancak bunun hangi oranda gercgeklestigi
bilinmemektedir. HCV'nin cinsel yolla bulasmasinda cinsel iliski yogunlugu ve cinsel iliski
siresi arasinda bir paralellik bulunamamistir. Erken yasta cinsel aktiviteye baslama, ok
sayida cinsel partner, cinsel temas ile bulasan diger hastaliklarin varhigr ve prezervatif
kullanmama ile HCV infeksiyonu iliskili bulunmustur. Hayat kadinlar1 arasinda anti-HCV
prevelans: %2-12 arasindadir (35).

HCV-RNA kan disinda; tokrik, seminal sivi ve vajinal sekresyon gibi vicut
sekresyonlarinda, sensitivitesi yiksek PCR teknigi ile seyrek de olsa disuk titrelerde
saptanmistir. Bu sivilarin infeksiydz olup olmadiklar: tartigmalidir.Ancak genital Ulserli,
hematirili veya menstriel kanamali hastalarda HCV infeksiyonu sikligi artmaktadir. Kronik
hepatit C infeksiyonlu kadin hastalarin timinin menstirasyon kamnda HCV-RNA tespit
edilmistir (35).

Bu calismalarin aksine HCV-RNA seropozitif kronik hepatit C'li 34 hastamn katildig: bir
calismada seminal sivi 6rneklerinde %24, tukirikte ise %48 oranlarindaHCV-RNAtespit
edilmistir. Akut C hepatitli hastalarin %10'unda son 6 aylik bir siire icinde HCV igin risk
grubunda bulunan insanlarla cinsel iliski Oykust alinmistir (36).

Ulkemizde yapilan calismalarda; kronik C hepatitli hastalarin esleri arasinda anti-HCV
seroprevalansim %6-8 oraninda  saptanmustir.  Indeks vekalarla infekte eslerin ayn
HCVgenotipi 1b olmasina ragmen ve hastalarda ayn dis Unitesinde tedavi gibi alternatif risk
faktorlerinin de bulunmast nedeniyle bulasmanin cinsel yolla olmasinin kesin olmadig:
belirtilmistir (27).
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Perinatal bulasma

Hepatit C virusunun perinatal gegisi distk oranlardadir. Bu bulasma sekli bolgesel
farkliliklar gostermektedir. Genis capli arastirmalar HCV-RNA seviyesi yuksek annelerden
perinatal donemde yeni dogana HCV'nin vertikal olarak gegebilecegini gostermistir.
Genellikle dolasimda viral yiki yiksek olan anneler yeni doganlarimi infekte etmektedirler.
Ozellikle HCVRNA seviyesi >106 kopya/ml olan annelerden dogan bebekler arasinda
bulasma riski %36 oramna kadar yukselmektedir. Ancak HCV'nin anneden bebege vertikal
bulasmasi HBV'ye oranla olduk¢a disiik olmasina ragmen perinatal ddnemde HCV ile infekte
olan bebeklerin biytk cogunlugunda infeksiyon kroniklesmektedir (32).

Infekte annelerin slitll ile beslenen bebeklerde HCV infeksiyon riski artmamaktadr.
HCV-RNA pozitif annelerin emzirdigi 17 bebekte sit ile bulasma saptanmamistir. HCV
pozitif 10 annenin higbirinin sitiinde HCV saptanmaz iken 5'inin tikrik salgisinda HCV-
RNA tespit edilmistir (37). Ulkemizde yapilan bir calismada; bir annenin sitiinde HCV-RNA
saptanmustir (38).

Bebekler acisindan HCV bulasmasinda anne siitiinden ziyade tUkrik salgisimn daha
riskli oldugu belirtilmektedir (39). Dogumun tipinin HCV'li hastalarda nasil olacag: kesin
degildir. Baz1 galismalarda, vajinal yolla dogumun perinatal HCV gegisini arttirdigini
bildirmektedir . Elektif sartlarda yapilmis sezeryanin acil sartlarda yapilmis sezeryana gore

perinatal bulasma riskini azalttigi gosterilmistir (40).

Aileigi bulasma

Hepatit C virusunun HBV gibi aileici bulasmasinin s6z konusu oldugu, 6zellikle virtisiin
orta derecede endemik oldugu yorelerde bir cok calismada bildirilmistir. Anti-HCV
seropozitif 225 hastanin 4530 aile bireyinde HCV infeksiyon sikligi %4.9 oramnda
bulunmustur ve bu oran kan donorlerinde saptamn prevalansin tstiindedir (41). HCV'ye bagl1
sirotik hastalarin yakinlarinda yapilan bir diger calismada anti-HCV siklig1 eslerde %12.5,
cocuklarda %11.3 oraninda bulunmustur (42). Ulkemizde bildirilen aile ici bulasma oranlar:
%0-4.2 arasinda degismektedir (43).

2.4.3. DIGER BULASMA YOLLARI
Bir cok calismada, disik sosyoekonomik dizeyin HCV infeksiyonu agisindan risk

faktord oldugu saptanmistir. Tiras bicagi ve dis firgast gibi kisisel malzemelerin ortak
kullamim perkitan bulasmaya neden olabilir. Dévme, “piercing” (deldirme), cildi kesme,
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stinnet toreni, kozmetik veya toresel uygulamalarda kullamlan kontamine aletlerin HCV'nin
bulastirilmasindaki rolt tam olarak aydinlatilmamustir. Akut C hepatiti tamsi ile basvuran
hastalarin %1'inde risk faktorl olarak kulak deldirme veya dévme risk olarak gosterilmistir
(21-23).

HCV ile infekte tibbi malzemelerin kullanimi da risk olusturmaktadir HCV'nin
kolonoskopik tetkik sirasinda bulastigi gosterilmistir (44). Hepatit C virus infeksiyonlu 320
hastay: iceren retrospektif ¢calismada; Ulkemizde HCV bulasmasinda; onlenebilir bir risk
faktor olan cerrahi operasyonlar birinci sirayr almaktadir (45).

2.44KIMLER TARANMALI?

YUK SEK RiSK

1992 yilindan 6nce talasemi ve hemofili gibi transflizyon gerektiren hastaliklar nedeni
ile multipl kan ve kan Urind transflizyonu alanlar

Intraventz ilag kullananlar

ORTA RiSK

Uzun sireli hemodiyaliz tedavisi Multipl seksiiel partner (heteroseksiiel veya
homosekstiel)

Cinsel temasla gegen hastalik Oykisli Transplantasyon (infekte organ ile
transplantasyon)

Steril olmayan ignelerle yapilan asilama kampanyalari

DUSUK RisK

Dovme o6ykusi

Akapunktur

HIVinfeksiyonu

Monogamik iligki

Nosokomial infeksiyon (cerrahi tedavide infekte cihazlarin kullanimi)

Aileigci bulas (tras bigagi, dis firgasi..)
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MiINIiMAL

Saglik calisaminda igne batmasi

Kontrol edilmis kan ve kan Grunleri ile bulasma

2.5. TANIDA ESASLAR

2.5.1. ANTIiKOR TESTI

HCV enfeksiyonun tanmisinda kullanilan ilk basamak test ELISA temelli anti-HCV
tayinidir. Bu test var olan yada gecirilmis enfeksiyonu gosterir. ELISA’ nin U¢ jenerasyonu
gelistirilmistir ve bunlarin hepsi ¢ok duyarl: ve spesifiktir. ELISA 111>%99 duyarli ve
gpesifiktir. Enfeksiyona maruz kaldiktan sonraki ilk 20-150 giin ( ortalama 50 guin) anti-
HCV serokonversiyonu icin pencere donemi olarak sayilabilir. HCV IgM tetkiki mevcut
degildir (21). Yanhs pozitif testler en sk kan vericileri gibi dusuk riskli kisilerde
gorulmektedir. Yanlis negatif testler de genellikle diyaliz hastalar1 ve transplantasyon
alicilarim  kapsayan immin bozuklugu olan hastalarda gorulmektedir. Kan donor
populasyonunda oldugu gibi yanlis pozitif testten stphelenildiginde, rekombinan
immunoblot tahlili (RIBA) HCV Abigin teyit edici bir testtir (22).

2.5.2. VIROLOJIK TESTLER

Kronik HCV enfeksiyonun teshisindeki ikinci adim serumdaki HCV RNA’nin
saptanmasidir. Maruz kalindiktan 7-21 giin sonra virts saptanmaktadir. Bunun igin Gg
cesit tetkik vardir. Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) ile kalitatif HCV RNA en duyarli
tekniktir ve 50 kopya/ml miktar: bile saptanabilmektedir. PCR ile kantitatif HCV RNA
daha az duyarli olup, 1000 kopya/ml’ye kadar virtis dizeyini tespit edebilmektedir
(22,23). Son olarak branched-DNA teknigi en az duyarli olanidir ve 200.000 kopya/ml
Uzerinde glvenli sonug verebilmektedir. Ancak, kantitatif ©lgimler igcinde ayn: sonuclara
ulasmada en basaril1 olamdir. Diinya Saglik Orgiitii niin - konsensus toplantisindan sonra
standart bir uluslararasi birim (1U) gelistirilmistir. Buna gore; 800.000 1U/ml esik deger
olarak kabul edilmistir (21,23).
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2.5.3. GENOTIP TAYIiNi

HCV teshisi icin HCV genotipi gerekli degildir fakat tedavi karari verme agisindan
oldukga 6nemli ve yanit1 predikte etme agisindan gerekli bir bilgidir.Saptanmis RNA’ st
olmayan hastalarda genotip testi yapilmaz (21).Hepatit C infeksiyonunda tedavi siiresi ve
tedaviye yanit olasiligint belirlemek igin tedavi 6ncesi donemde genotip tayini yapilmalidir.
HCV infeksiyonu tedavisi igin testleri uygulayan tim laboratuvarlarin i¢ ve dis kalite kontrol
programlar: yUrdttyor olmasi gereklidir(22).

En son olarak 2005 yhinda yapilan bir toplantida, yapilan filogenetik analizler
sonucunda HCV'nin 6 ana genotip ve bunlarin altindaki farkli sayida subtiplerden olustugu
uzlasmasina varilmistir. Avrupadan son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, genotip 1la ve 3ada
artis, genotip 2a/c ve genclerde 1b'de azalma bildirilmektedir. Bu bulgular damarici ilag
kullanicilarinda baskin olan genotipin 1a ve 3a olmasindan ve bu kisilerin bulasda rol
oynamasindan ve hizl1 gi¢ hareketlerinden kaynaklanmaktachr. Ulkemizde de degisik gruplar
degisik zamanlarda HCV genotiplerini belirlemek amaciyla ¢alismalar yapmislar ve baskin
genotipi  1b (%68-94) olarak bulmuslardir. Bu calismalarin  hepsi gbz o6ninde
bulunduruldugunda; genotip 1b'nin yaninda, %2-19 arasinda la, %2-5 oraninda 2a , %1-4
arasinda ise tip 4 bulundugu bildirilmistir. Son zamanlarda Ulkenin degisik bolgelerinde
yapilan calismalar da ilk sonuglar: dogrular niteliktedir (46).

2.5.4. KARACIGER FONK SIYON TESTi

Tan igin aminotransferazlarin artmus olmasi gerekli degildir.Kronik HCV'li hastalarin
%30’ u surekli olarak normal ALT'ye sahiptir. ALT dizeyleri normal olan bireyler, yiksek
olan bireylerden daha genctir ve daha az kiloludur. Fakat, cinsiyet, irk, bazal viral yik ve
HCV genotipi ALT dizeylerini etkileyebilir. Tedavi 6ncesi biyopside normal ALT’ye sahip
hastalarin %50’ sinin histolojik aktivite indeksi 7 ve Ustiinde, %11’ inin fibrozis skoru 3 ve 4
olarak bulunmustur. Bu oranlar yiksek ALT’lilerde %73 ve %25'tir (21-23).

2.5.5K ARACIGER BiYOPSIiSi

Karaciger hasarimin  boyutu girisimsel-dis1  bir  yontemle saptanamadigindan,
inflamasyonun ve fibrozisin derecesini dogru olarak degerlendirmek icin karaciger biyopsisi
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gerekmektedir.Biyopsi,tedavi baslamasi ve tedavi siresini belirlenmesi kararint vermede
yararhdir.Hepatit C Gzerinde yapilan “NIH konsensus gelistirme konferansin”da tedavi
Oncesinde tim hastalara biyopsi tavsiye edilmistir.Bununla beraber,sonuclarin tedavi bigcimini
degistirmedigi bazi vakalarda biyopsi olmadan tedavi yapilabilir(21-23).

2.5.6. KRONIK C HEPATITi HISTOLOJiSi VE SKORLAMA SISTEMi

Kronik C hepatitinde izlenen morfolojik bulgular diger konik hepatitlerde de gorilen
genel kronik hepatit bulgular1 (elementer lezyonlar) ve kronik hepatit C' ye 6zgu bulgular
olarak ikiye ayrilabilir. Bu bulgular olgularda degisik derecelerde bulunurlar (47).

2.5.7. KRONIK HEPATITTE HISTOPATOLOJiK BULGULAR

Kronik Hepatitlerde Goriilen Genel Ozellikler (Elementer Lezyonlar)

Portal infiltrasyon
“Interface” hepatit (arayliz hepatiti)
Lobdl icinde nekro-inflamasyon (fokal nekroz= fokal nekroinflamasyon)
Parankim rejenerasyonu bulgular:
Hepatik safra kanal1 hasar1 (non-destriktif lenfositik kolanjit)
Fibrozis
Kronik Hepatit C'ye 6zgu degisiklikler:
* Hepatositlerde makrovezikiler steatozis
* Portal alanlarda lenfosit kiimeleri ve germinal merkez olusumu

Kronik C hepatitinde karaciger biyopsisi tammn dogrulanmasini, diger hastaliklarin
ekarte edilmesini, hepatit Cye eslik eden lezyonlarin (steatohepatit, demir birikimi)
belirlenmesini ve hepatitin derece ve evresinin saptanmasini saglar. Klasik olarak, kronik
hepatitin nekroinflamatuvar aktivitesi olarak tamimlanan derece (grade) ile fibrozis ve yapisal
degisikliklerin derecelendirildigi evrenin (stage) skorlanmasi tiim skor sistemlerinin hedefidir.
Kronik hepatitin aktivite derecesi ve evresinin belirlenmesi icin gelistirilmis ¢esitli skorlama
sistemleri vardir (48-50). TUm diinyada en sik kullamlan skorlarin degerlendirdikleri

parametreler ve verilen sayisal degerler Tablo 2. 1'de verilmistir.
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Tablo 2.1.Knodell, Metavir ve Ishak skorlarinin degerlendirdikleri parametreler ve sayisal

degerleri

KNODELL SKORU (17)

ISHAK SKORU (18)

METAVIR SKORU (19)

Periportal +/- Kdprilesme nekrozu
Y ok=0

Hafif =1,

Orta(portal aanlarin gevresinin
%50sinden az1)= 3

Belirgin (portal aanlarin gevresinin
%50sinden fazlasi))=4

Orta derece piecemeal + kdprilesme
nekrozu= 5

Belirgin piecemeal + kdprulesme
nekrozu= 6

Multilobuler nekroz= 10

Periportal veya periseptd interface

hepatit

Y ok=0

Hafif (fokal, az sayida portal dan)=1
Hafif/orta (fokal, gogu portal alanda)=2
Orta (portal dan veya septumlarin %50'den
az1)=3

Siddetli (portal aan veya septumlarin
%50'den ¢ogu)=4

Piecemea nekrozu
Y ok=0

Hafif=1

Orta=2

Agir=3

Konfluent nekroz

Y ok=0

Fokal konfluent nekroz=1

Bazi danlarda zon 3 nekroz=2

Cogu alanlarda zon 3 nekroz=3

Zon 3 nekroz+ nadir P-S koprilesme=4
Zon 3 nekroz+ multipl P-S kdprulesme=5
Panasiner veya multiasiner nekroz= 6

Lobll ici degjenerasyon ve fokal

Fokal nekroz, apoptoz ve fokal

Lobiiler nekroz

nadir portal-portal koprilesme= 3

Portal fibroz ekspansiyon+ belirgin P-P
veya P-S koprilesme=4

Belirgin koprilesme (P-P ve P-s) nadir
nodul (inkomplet siroz)=5
Siroz(muhtemelen veya kismen)=6

nekroz inflamasyon Y ok/hafif=0

Yok=0 Y ok=0 Orta=1

Hafif (asidofil cisimler, balon 10xBB'de 1 veya daha az=1 Agir=2

dejeneresans ve/veya lobll yada 10xBB'de 2-4=2

nodtillerin 1/3'Uinden azinda daginmk 10xBB'de 5-10=3

hepatoselltler nekroz)= 1 10xBB'de 10'dan fazla= 4

Orta(1/3-2/3)=3

Belirgin (2/3ten fazla)=4

Portal Yang Portal Inflamasyon

Y ok=0, Y ok=0

Hafif (portal alanlarin 1/3tnden Hafif, bazi veya tim portal aanlarda=1

azinda serpilmis yangisal hiicreler)=1 Orta, baz1 veya tim portd danlarda=2

Orta(1/3-2/3 artmig yangisal Ortalbelirgin, tim portal danlarda=3

infiltrasyon)= 3 Belirgin, tum portal danlarda=4

Belirgin (2/3ten fazlasinda yogun

yangi hiicrderi=4

Fibrozis Yamsal degisiklik, fibrozisve siroz Fibrozis

Y ok=0 Y ok=0 Y ok=0

Fibroz portal genigleme=1 Bazi portd aanlarda fibréz genisleme (kisa | Yildizims: genisleme

Koprilesme fibrozisi= 3 fibroz septa var veya yok)=1 septayok=1

Siroz=4 Cogu portal alanlarda fibroz genisleme (kisa | Portal dan
fibroz septa var veya yok)= 2 genislemes +seyrek
Cogu portd aanlardafibroz genisleme+ septa=2

Cok septa, siroz yok=3
Siroz=4
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2.6. KLiINiK VE DOGAL SEYiR

Inkiibasyon sliresi 2-22 (orta deger 7.5 hafta)haftacir.Nadiren akut hepatit klinigi
bulunur.Fakat retrospektif calismalar hastalarin %10-20’ sinde sarilikla giden akut infeksiyon
tablosunun oldugunu ortaya koymaktadir.Hepatit C ile karsilasan hastalarin %60-85'inde
kronik enfeksiyon gelisir.Bir kez kronik infeksiyon gelistiginde kendiliginden virs klirensi
olmasi ¢cok nadirdir.

Kronik C hepatiti olan hastalarin cogunda ALT duzeyleri hafif veya orta diizeyde
yuksektir. ALT duzeyleri yuksek olan hastalarda,ALT dizeyi ile histolojik bulgular arasinda
korelasyon bulunmamaktadir.Bazi hastalarda halsizlik ve / veya sag Ust kadranda hafif agri
gibi sikayetler olabilir.

Hastalar bazen klinige son donem karaciger hastaliginin komplikasyonlar: veya
kriyoglobulinemi ve porfiri kutant tarda (PCT) gibi karaciger dis1 bulgularla gelebilir.Eger
hastada purpura mevcut ise hepatit C yoninden arastirmali; sonuclar hepatit C yoninden
pozitif ise hepatit C tedavi edilmelidir. PCT’da giinese maruz kalan bolgelerde 6zellikle el
sirtinda dokunttler olur. Bircok hastada demir testleri bozulmustur. PCT nin hepatit C
tedavisinde verdigi cevabin sonuglari, kriyoglobulinemideki kadar net degildir. Flebotomi
PCT’ da dokuntulere iyi gelmektedir ve ilk basamak tedaviyi olusturur (21-23).

HCV ile infekte hastalarin %30'unda ALT dizeyleri devamli normal seyretmektedir.
Bu hastalarin enzimleri yiksek olan gruba gore histolojik bulgular: daha hafiftir ve hastaligin
progresyon gosterme ihtimali daha azdir.Bu hasta grubunda karaciger biyopsisi yapma ve
hastalara tedavi verme konular1 halen tartigmalidhr.

Hepatit C'ye bagli mortaite ve morbiditelerin hemen hemen tek nedeni
sirozdur.Hastalarin ancak %20-30'u 10-20 yillik bir slirecte siroza ilerlemektedir.Hastaligin
progresyonu ile ilgili birgok faktor tzerinde durulmaktadir.Bunlar;infeksiyonun stiresi,gtinde
50g /dI'den fazla alkol almak, ve erkek cinsiyettir.Genellikle HCV 20 yil zarfinda siroza yol
acmaktadir (21,22).

Belki de siroza gelismesi yonunden en énemli prediktif faktor hastaligin tespit edildigi
zamanki histolojik bulgular diizeyidir.Histolojik bulgular eger bilinebiliyorsa hastaligin siiresi
ile birlikte degerlendirilmelidir.Ornegin;20 yillik bir enfeksiyon sonucunda yapilan biyopside
sadece hafif portal hepatiti olan ve fibrozisi olmayan bir hastanin progresyon gostermesi ayni
sire fakat daha ileri histolojik bulgulara sahip bir hastaya gore dusik bir ihtimaldir.Daha aktif
bir hastaligin histolojik gostergeleri;orta siddette inflamasyon ve nekrozis ile periportal veya
septal fibrozistir. Hepatit C tedavisi planlanan her hastaya karaciger biyopsisi yapilmalidir.
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Biyopsi bulgular: tedaviye karar vermede yardimc olabilir (21-23).

2.7. TEDAVI

Kronik C hepatit tedavisinde 6nemli gelisme Pegylated (Peg) PeglFN' nun elde
edilmesidir. Bu ilag sayesinde |FN'un yarilanma émri uzatilmisdir. PeglFN (Pegl FN-alfa 2a,
PeglFN-alfa 2b)+Ribavirin tedavisi ile genotip 1 hastalarinda %46-%50, genotip 2-3
hastalarinda %70-80, genotip 4 hastalarinda %69-70 kalic1 cevap saglanmaktadir Tedavinin
hedefi, tedavi bitiminden 24 hafta sonraki donemde HCV RNA’ nin negatif kaldigi kalici viral
yanittir (51).

Kronik C hepatitinde standart tedavi pegile interferon ve ribavirin kombinasyonudur.
Bu kombinasyon ile 6-12 aylik bir tedavi ile %55’ lik kalic1 yanit alinabilmektedir.Kalict yanit
ihtimali yoksek olan hastalar; genotip 2-3 , HCV RNA dizeyi 2 milyon kopya /ml’den az
olanlar, fibrozisi olmayan yada sadece portal bdlgede olanlar, kadinlar ve 40 yasindan
genglerdir (22,23).

Kombinasyon tedavisinde gorulen yan etkilerin c¢ogunlugu interferona baglidir.
Ribavirinin en 6nemli yan etkisi hemolitik anemidir. Bu yan etki anemiyi tolere edemeyen
ornegin koroner arter hastaligi olanlar icin 6nemlidir.Hemoglabinin 3g/dl kadar dismesi sik
goralar. Hemoliz, tedavinin kesilmesi ile diizelir.Hemoglobin diizeylerinde en belirgin disme
tedavinin 4. haftasinda gorultr ve tedavi boyunca ayni sekilde devam eder. Ribavirin idrarla
atilir ve son donem bdbrek yetersizliginde kontraendikedir. Vaskilite bagli krioglobulinemi
gelisen kronik C hepatiti hastalarinda tedavi verilmelidir.Yine uzun yasam siresi beklenen
ornegin 40 yasin altinda olanlarda biyopsiye bakilmaksizin tedavi verilebilir (22,23).

Hepatit C interferon ve ribavirinle tedavisinde kontrindikasyonlar (22)
Dekompanze siroz
Takipte uyumlu olmayacak hasta
Major depresyon
LOkosit<3x10/ L,trombosit<60x10 /L, hemoglobin<11g /dL
Major otoimmun hastalik
Tedavi edilmemis tiroid hastaligi
Belirgin koroner arter hastaligi

Yine tedaviye cevap oram ¢ok yiksek olan genotip 2 ve 3'lU hastalarda biyopsi
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yapiimaksizin tedavi verilebilir. Tedavi bulasma kaynaklarinin ortadan kaldirilmas: amaci ile
de distnulebilir.Ornegin;invaziv girisim ile ugrasan saghk calisanlart gibi.Tek basina
interferon tedavisinin akut C hepatitindeki basar1 orant gok yuksektir (21-23).

Tedavi endikasyonu olan kronik C hepatitli hastalarin hepsine tedaviyi tolere
edebiliyorlar ise 3 ay siire kombinasyon tedavisi verilmelidir.Bu siirede HCV RNA kantitatif
olarak Olctlmeli, tedavi dncesi diizeylerine gore 2 log dan az disme var ise bu hastalarda
kalici cevap beklenmediginden tedavi kesilmelidir.Tedavinin 6. ayinda HCV RNA’si pozitif
devam eden hastalarda da tedaviyi uzatmamin yarar getirmeyecegi bilindiginden hastalar
cevapsiz kabul edilip tedavi kesilmelidir.Tedavi bitiminden 6 ay sonrada HCV RNA negatif
olan hastalarda kalici cevap elde edilir ve bu hastalara bundan sonra bu sekilde gidecekleri
gozu ile bakilir (23).

Tedavi adayr olmayan hastalar her yil rutin karaciger testleri ile takip
edilmemelidir.Erken dénemde olan hastalar icin progresyonu degerlendirmek amaci ile 3-5
yilda bir karaciger biyopsisi ile takip onerilmektedir.Siroz gelismis hastalarda 6zellikle alkol
kullanimi da var ise hepatoselliler kanser gelisme riski artmistir.Hepatit C ‘ye bagli siroz
hastalarinda yillik hepatoselltler kanser gorulme orant %1.4-4'tur (22).

Karaciger nakline, rezeksiyona veya transarteral kemoembolizasyona aday olabilecek
hastalar 6-12 ayda bir USG ve AFP ile takip edilmelidir.Hepatit C ‘ye bagli sirozu
(hepatosdlluler kanseride olanlar) olanlar karaciger nakline adaydir.Child-Pugh skoru >7
olanlar kontraendiksiyon yok ise transplantasyon listesine alinabilir. Karaciger nakli yapilan
hastalarda transplant sonrasi viremi yaygindir ve takilan karacigerde de zamanla hitolojik
degisikliklerin olmasi siktir. TUm bunlara ragmen yasam siiresi iyi diizeydedir ve hepatit C' ye
bagli karaciger nakilleri ABD’ye ilk sirada yer almaktadir (22,23).

Tedavi Planlamasinda Ayricalikli Durumlar

Kronik Hepatit C'de genotip 2 ve 3 hastalarinda oldugu gibi altta yatan fibrozisin
evresine bakilmaksizin antiviral tedavi uygulanabilen klinik durumlar vardir. Bunlar;
semptomatik kriyoglobulunemi, non hodgkin lenfoma ile birlikte olan HCV, erken kronik
bobrek yetmezlikli hastalar, HIV ile koenfekte hastalardir. Kronik hepatit C'de insilin
rezistans: siktir (vucut-kitle indeksi normal olanlarda %35, kilo fazlalig1 olanlarda daha fazla).
Basarili antiviral tedavi insiilin rezistansinda diisme saglayabilir. Bu durumda insilin direnci

diger erken antiviral tedavi endikasyonudur (51).
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2.8. KORUNMA

Hepatit C' nin asist yoktur.Igne batmasi ile bulasma nadirdir.Ama yine de bu
durumda takip Onerilir.Bazal anti-HCV test ile birlikte bulasma ihtimali olabilecek durumdan
4 hafta sonra HCV RNA’da istenir.Akut infeksiyonun ortaya konulmas: ve tedavisi ile kronik
infeksiyondan korunulur.Perinatal bulasma ¢ok nadirdir ve annede birlikte HIV infeksiyonu
var ise bulastiricilik artar.Anneden bebege gegcen anti-HCV 18 ay siire ile bebekte bulunabilir
bu nedenle bu testin yarar: yoktur.Bu durumda HCV RNA bakmak uygun olur (22).

HCV pozitif olan hastalarda kan veya organ bagisi kabul edilmez.Acik yarasi olan
hepatit C' s olan hastalarin bakiminda dikkatli olunmalidir.Cinsel yol ile bulasma
nadirdir,fakat birden gok partneri olanlara kondom onerilir.Tek cinsel partneri olanlarda ise
partner HCV yoninden bilgilendirilir (21,22).
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2.9. KEMOKINLER

Gegen yulzyilda patologlar, I6kostlerin kandan dokuya kapiller damar duvarindan
gegerek gittiklerini ve inflamasyon olan dokuda biriktiklerini biliyorlardi. “Diapedez” olarak
isimlendirilen bu go¢lin amacinin bakteriyi yakalamak, 6ldirmek oldugu ve bagisiklik sistemi
icin ne kadar 6nemli oldugu Elias Metschinikoff bunu gosterene kadar bilinmiyordu. Bugin
interlokin-8 (IL-8)’in bulunusundan 10 yil sonra kemokinlerin I6kosit goginde ne derece
Onemli bir yere sahip oldugu artik bilinmektedir (1).

1992 yilinda l6kosit gocl, enfeksiyon hastaliklari ve enflamasyon, anjiyogenezis,
hematopoezis ve organogeneziste rol alan bir grup sitokine kemotaktik sitokinlerden
esinlenerek “Kemokin™ adi verilmistir (1).

Kemokinler farkl: hticre tiplerini aktive eden ve selektif olarak onlarla iliski igerisinde
olan bir polipeptid ailesidir. Inflamasyon, enfeksiyon, doku hasari, alerji, kardiyovaskiler
hagtaliklar, ayrica malign timor patofizyolojisinde rol alirlar. Bu ana kadar bilgilerimiz
dahilinde kemokin ailesine ait 30 adet kemokin ve 20 adet kemokin reseptori tanimlanmustur.
Kemokinlerin gergek dogasi Uizerine belirli cevaplar: vermek ve tedavideki hedefleri belirlemek
icin hayvan deneyleri ile uygun cevaplar ailmak gerekmektedir (1-3).

Inflamasyonda ve infeksiyonlara kars1 konakc: cevabinda I6kositlerin dokulara yerlesimi
onemli bir basamagi teskil etmektedir. Bu slre¢ kemotaktik sitokinler olarak bilinen
kemokinler tarafindan kontrol edilmektedir. Kemokinler, inflamasyonda ve homeostazda
|6kositlere ve stem hiicrelere kemotaksi yaptiran sitokinlerdir. Kemokinler, heparin baglayan
proteinlerdir ve I6kosit migrasyonunu dizenlemekte, bunun yanminda anjiyogenez ve l6kosit
degrantilasyonu gibi stireclerin de gergeklesmesine yardimci olmaktadir (1).

Kemokinlerin organizmada gergeklesen bircok biyolojik siregte 6nemli rolleri
bulunmaktadir. Kemokinler, |0kosit-endotelyal hicre iligskilerinde, T ve B hicre
matirasyonunda, immin denetim, tolerans ve imminitenin olusumunda, T-B hiicre
iletisiminde ve primer immin cevabin olusmasinda etkin olmaktadirlar. Ayrica, dendritik
hiicre fonksiyonlarinda, T huicre farklilasmasi ve fonksiyonlarinin saglanmasinda, efektor T
hiicre cevabi ve inflamatuvar hastaliklarda, mukozal imminitede, embiryolojik gelisimin
dizenlenmesinde, lenf organ gelisiminde, transplant rejeksiyonunda ve HIV-1 virtsini de
iceren c¢esitli  virisler tarafindan konakgt immin cevabir baskilayan olaylarda rol
oynamaktadirlar (1-3).
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2.9.1. Kemokinlerin Molekuler Yapis

Kemokinler 8-10 kilodalton (kd) agirlhiginda, %20-70 oramnda aminoasit
dizilimlerinde  benzerlik  g0Osteren proteinlerdir. Sistein kalintilarinin pozisyonlarina ve
genetik yapilarina gore 4 at gruba ayrilirlar (4).

Molekildeki cystein (C) amino asidinin pozisyonuna gore; CXC, CC, C ve CX3C
seklinde 4 alt gruba ayrilirlar. Alfa-kemokinler, amino terminal ucundaki iki cystein arasinda
bir amino asit bulundugu icin CXC kemokinleri olarak tanimlanir. Beta-kemokinler ise uctaki
cystein’ler yan yana olduklar: icin CC-kemokinler olarak isimlendirilir. Kemokin ailesinin
hicreler Uzerinde baglandiklari 20 kadar kemokin reseptérii tammlanmstir. Kemokin
reseptorleri G-protein-bagimli tirde hicre-igi sinyal ileten tirde yapilardir. Kemokinlerin
uygun reseptore baglanmasi sonucunda sinyal iletimi ile uyarilan hiicreler, doku zedelenmesi,
inflamasyon veya gerek gorulen bolgeye migrasyon (kemotaksi) yapmak Uzere harekete
gegerler(3,4).

Tam kemokinler; en azindan 3 § tabakas: ve C terminal alfa heliks yapisi agisindan
benzerlik gosterirler. CXC kemokin ailesi olarak da bilinen alfa kemokin ailesinde N
terminaline yakin 2 sistein aminoasidi farkli bir aminoasit tarafindan ayrilmistir. Bu
kemokinin kromozomu 14q12-21 Uzerindedir. Bu grupta sadece SDF-loc (Stromal cell
derived factor) 10 kromozomundadir. Alfa kemokinler notrofillere etki ederken; lenfositlere
kars1 etki gostermezler. CC kemokinlerde (beta kemokin) alfa kemokinlerden farkli olarak N
terminaline yakin 2 sisteini ayiran aminoasit yoktur. [ kemokin geni 17q 11.2-12 dedir.
Sadece MIP-3p (Macrophage inflammatory protein) kromozomu 9 da, MIP-30C/ LARC
(MIP-3& liver-and activation-regulated chemokme) da kromozom 2'dedir.. § kemokinler de
kendi icinde 5 MCP (Monocyte chemoattractant protein) ve eotaksin iceren MCP-eotaksin ailes
vediger B kemokinler olmak Uzere 2 dt gruba ayrilir. CC kemokinler ise genellikle nétrofillere
kars1 etki gostermezken, monosit, eozinofil, bazofil ve lenfositlere degisik derecelerde etki
ederler (1-3).

C kemokin olarak adlandirilan Lenfotaktin tek sistein igerir, kromozomu ise 1023’ dedir. CX3C
kemokin, ise Fraktalkin veya Norotaktin olarak adlandiriimaktadir ve geni 16. kromozomda
bulunmaktadir (1).

CXC kemokinler N terminallerinde glutamikasit-l6zin-arginin  (Glu-Leu-Arg) dizilimi
gogerenler (ELR kemokinler) ve gostermeyenler (non-ELR kemokinler) olarak 2 alt gruba
ayrilirlar. Glu-Arg-Leu diziliminin yoklugu nétrofilere karsi olan etkilerinin zayif olmasina
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neden olur. Bu grupta PF-4 (Platelet factor), IP-10 (Gamma interferon inducible protein) ve
MIG (Monokin induced by interferon gamma) bulunur. PF-4'Gn N terminali Glu-Leu-Arg
olarak degisirse IL-8 reseptorlerine baglanabilir ve notrofillere karsi guclu etki gosterir (3).
Kemokinlerin hedef hiicreleri ve biyolojik aktiviteleri tablo 2.2' de gosterilmistir (1).

CC kemokinleri RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted) T-memory hicrelerinin bu kemokine en yiksek afiniteyi gostermesiyle birlikte;
RANTES T-memory hiicrelerinin, monositlerin, bazofillerin, eozinofillerin, NK hicrelerinin,
dendridik hticrelerin ve mast hiicrelerinin migrasyonunu diizenler (3).

RANTES sadece CCRS ile degil ayni zamanda CCR1, CCR3 ve CCR4 gibi G-proteini
ile kenetli diger cesitli reseptérler ile etkileserek migrasyona aracilik eder. RANTES
fibroblastlar, T-lenfositler, monositler/makrofgjlar ve epitelyal hicreler tarafindan, bir
hiicresel hasar sinyali olan TNF-o veya T-hiicre aktivasyonu gibi c¢esitli faktorlerin
uyarisindan sonra saatler igerisinde kisa siirede Uretilir. Ayrica HCV ve diger virlsler de
RANTES ekspresyonunu uyarir (1-3).
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KEMOKINLER HEDEF HUCRE BIYOLOJK AKTIVITELERI
CXC Kemokin
ELR
L8 Natrofil, T lenfosit, bazofil, endotel hiicres Kemotaksis, adezyon, siiperoksit, histamin ve
granil salinimi, mitogenezis, anjiogenezis
GRO-a (MGSA) Nétrofil, endotel hiicresi, melanosit Kemotaks s, adezyon, anjiogenezis, aktivasyon

GRO-p (MIP-2 o)

Notrofil, endotd hiicresi

Kemotaks s, adezyon, anjiogenezis, aktivasyon

GRO-y (MIP-2 p)

Nétrofil, endotel hiicresi

Kemotaks s, adezyon, anjiogenezis, aktivasyon

ENA-78 Nétrofil Kemotaksis, aktivasyon
GCP-2 Nétrofil Kemotakss

CTPA-III Fibroblast Kemotakss
B-Tromboglobulin Fibroblast Kemotakss

NAP-2 Nétrofil Kemotakss

Non-ELR

Platel et factor-4

Fibroblagt, endote hticresi, aktive T lenfosit

Kemotaksi s, anjiogenez inhibisyonu

IP-10 endote hiicresi, NK hiicres Kemotaksis, sitolitik aktivite, anjiogenez
inhibi syonu

MIG AktiveT lenfosit Kemotakss

SDF-1a T lenfosit, CD34(+) progenitor, B lenfosit Kemotaksis

CC Kemokin

MCP-1 Monosit,memory-T lenfosit, bazofil, NK hiicresi, | Kemotaksis, adezyon, silperoksit, histamin
hematopoietik progenitérler, dentritik hiicre salinimi

MCP-2 Monosit,memory-T lenfosit, eozinofil, bazofil, NK | Lokotrien sentezi, arasidonik asit aktivasyonu,
hiicres histamin salinimi

MCP-3 Monosit,memory-T lenfosit, eozinofil, bazofil, NK | Kemotaksis, arasidonik asit aktivasyonu,
hiicres , dentritik hiicre histamin salinimi

MCP-4 Monosit, T lenfosit, eozinofil Kemotakss

MIP-1 o Monosit, T lenfost, NK hiicres, bazofil, eozinofil, | Kemotakss, adezyon, kollojenaz, hisamin ve
dentritik hiicre, hematopoietik progenitorler katyonik protein salinimi, timor sitotoksisites

MIP-1p Monosit, T lenfosit, dentritik hiicre, hematopoietik | Kemotakss, adezyon, anjiogenez inhibisyonu
progenitorler

RANTES Memory T lenfosit, NK hicres, bazofil, eozinofil, | Kemotaksis, adezyon, hisamin ve katyonik
dentritik hiicre, protein salinimi

Eotaksin eozinofi Kemotakss

Rollins BJ. Chemokines. Blood 1997;90:909-928
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2.9.2KEMOKIN RESEPTORLERI

TUm kemokin reseptorleri membran bagimli molekiller olup yapilarinda 7-
transmembran domainleri bulunmaktadir ve G-proteinleri ile ¢iftler olusturmaktadir. Kemokin
reseptorleri, “G-protein-coupled proteinler” olup lokositler Gzerinde eksprese olmaktadirlar.
Kemokinler, hedef hiicreler Uzerindeki spesifik G-protein-coupled hiicre yiizey reseptorlerine
baglanarak hicre-ici  sinyali baslatirlar  ve hiicre migrasyonu ile aktivasyonunu
induklemektedirler. Bu giine kadar 20 kadar kemokin reseptori tanmmlanmustir (2). Kemokin
reseptorleri ligand iligkisi tablo 2. 3'de gosterilmistir.

Tablo2.3. Kemokin reseptor-ligand iliskisi

RESEPTOR LIGANT
CXC Reseptor
CXCR1 IL-8
CXCR2 IL-8, GRO-a, GRO-, GRO-y, NAP-2, ENA-78
CXCR3 IP-10, MIG
CXCR4 SDF1a
CC Reseptor
CCR1 MIP-1a, RANTES, MCP-3
CCR2 MCP-1, MCP-3, MCP-5
CCR3 Eotaksin, RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4
CCR4 MIP-1 o, RANTES, MCP-1, TARC
CCR5 MIP-1 o, MIP-1 3, RANTES
CCR6 MIP-30/ LARC
CCR7 MIP-3B/ ELC

Rollins BJ. Chemokines. Blood 1997;90:909-928

Kemokinlerin aracilik ettikleri hiicre gogli ve aktivasyonu igin bu molekillerin hiicre
Uzerindeki 6zgul reseptorlerine baglanmalart gerekir. Bugine kadar 4 tane CXC (CXCRI1-
CXCR4), 8tane CC (CCR1- CCR8) veladet de CX3C(CX3CR) kemokin  reseptori
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tanimlanmustir. Bazi reseptorler tek bir hiicrede yogunlasmisken (CXCRL1 siklikla nétrofilde);
diger reseptorler farkli hicrelerde gordlirler (CCR2 monosit, T lenfosit, NK hiicre, dendritik
hiicre ve bazofilde). CCRI ve CCR2 6zellikle monositlerde bulunurken; sadece IL-2 uyarimindan
sonra lenfositlerde belirir (2,52).

Bazi kemokin reseptorleri g¢esitli uyarilarla hicre ylzeyinde artis gosterebilirler.
Ornegin  CCR2  kemokin  reseptorleri lipopolisakkaritlerin varhiginda azalir ve boylece
hicreleri sadece bu reseptorii aktive eden MCP-1'e karsi cevapsiz kilar fakat CCR1 ve
CCR5'i aktive eden MIP-1d ya kars1 hiicrenin halen cevabi vardir (2,53).

Buna karsin diger kemokin reseptdrlerinin ortaya cikisi farkli hicre tiplerinin
ayriimasindan ve aktivasyonundan sorumludur. Ornegin; CXCR3 aktive yarchimer T lenfosit
tip 1 (Thl) lenfositlerinde goralirken, CCR3, eozinofil, bazofil ve aktive Th2 lenfositlerinde
gorulur. Kemokin reseptdrlerinin Idkositlerde artis1 hiicre aracili Thl tip immin cevabr ile ya
daallerjik Th2 tip cevabin 6zguil artis1 ile olur (1,2,54).

Bircok kemokin reseptort birden fazla kemokinle baglanmakta ise de; CC reseptorleri
sadece CC kemokinleri, CXC reseptorleri de CXC kemokinlerini baglamaktadir. Bu resepttr-
ligand sinirliligi muhtemelen primer, sekonder ve tersiyer yapilari benzer ancak kuaterner
yapilari birbirinden farkli olan CC ve CXC kemokinlerin yamsal farklihgindan
kaynaklanmaktadir (1,2,3,55).

Bazi kemokin reseptérleri de noronlar, astrositler, epitelyal hiicreler ve endotelyal
hiicreler gibi non-hematopoietik hiicreler Uzerinde eksprese olmaktadirlar. Bu bilgiler
kemokin sisteminin 16kosit kemotaksisi disinda diger énemli gorevlerinin de bulundugunu
gostermektedir (1).

Kemokin reseptorleri, “G-protein-coupled reseptor” ailesinin diger Uyeleri gibi
fonksiyonel olarak fosfolipazlarla G-proteinlerine baglidir. Bazi  kemokinlerin indiklenmis
sinyal olaylari, Bordetella pertussis toksini ile inhibe olmakta, kemokin reseptorlerinin G
proteinleri ile iliskisini kanitlamaktadir. Reseptdr aktivasyonu hiicresel aktivasyon
sinyallerinin baglamasina yol agmakta, intraselliler kalsiyumun agiga ¢ikmasina ve sonunda
proteinkinaz C’ nin aktivasyonuna sebep olmaktadir (2).

Kemokin reseptor sinyali ayrica, Ras ve Rho ailelerinin bazi kiictik molekiler agirlikl
guanozin-trifosfat baglanma proteinlerini de aktive etmektedir. Rho proteinleri, aktin bagimli
sireclerin diizenlenmesinde, hiicre hareketlerinin saglanmasinda ve psddopod formasyonunun
olusumunda gérev almaktadir. Kemokinler ayrica 2 tip sinyal yaratmayan molekillerle de
interaksiyona girmektedirler. Bunlardan birincisi, eritrosit kemokin reseptér ve DARC (Duffy
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antigen receptor for kemokin) olarak bilinmektedir. ikinci tip ise heparin silfat proteoglikan
grubu molekdllerdir (1-3).

2.9.3. Kemokin Uretimi ve Etkileri

Kemokinler genellikle lokal olarak salinan ve etki eden maddelerdir. Cogu organda bazal
kemokin dretimi distk olup, m-RNA diizeyi, total hiicresel RNA dizeyinin %1’ ini astigi
durumlarda hizla ortaya cikar. Iskemik, toksik veya inflamatuar lezyonlarda kemokin

sekresyonu belirgin olarak artar. Kemokinler icin en dnemli uyaranlar sunlardir:
-IL-1p, TNF (Tumor necrosis factor-a)
-Lipopolisakkaritler
-Baz1 biytime faktorleri (PDGF: platelet derived growth factor)
-Viral enfeksiyon gjanlari

-Bakteriyel trtinler

IFN-a, IL-4, Th-1 ve Th-2 lenfositlerden salgilanan sitokinler belirli bir sira ile kemokin
Uretimini arttirirlar, oncelikle 1L-1 ve ardindan TNF-a hiicrelerden kemokin salgilanmasin
saglarlar. Bunun yaninda kemokin dretiminin inhibisyonu; TGF-B (transforming growth
factor), 1L-4 ve IL-10 gibi sitokinler ile olur; ancak bu etkilesim kemokine ve hiicreye gore
degisiklik gosterir. Kemokin aktivasyonunun énlenmesi kronik inflamatuar cevap sirasindaki
kemokine kars1 olusan yiksek afiniteli antikorlarin Uretimi ile olmaktadir (1).

Kandan dokuya lokosit gegisi selektinler, integrinler ve kemokinler tarafindan diizenlenen
bir seri olay sonucunda gergeklesir. Sitokinler; |6kosit havuzunu ve adezyon molekllerini
attirarak 16kogtlerin kemokine olan cevabinin artmasina neden olurlar. Bu bir dizi olay

inflamasyonun 6zgulliguini saglar (1).

2.9.4.K emokinlerin Inflamasyondaki Rolii
Pek cok akut ve kronik inflamatuar hastalikta kemokinlerin ortama salgilandig:
gogerilmistir. Bu hastaliklarda kemokinler dokuda |6kositlerin birikmesini ve aktivasyonunu
saglar gibi gorinmektedir (1-4).

Bakteriyel pndmoni ve eriskin respiratuar distress sendromu gibi cogu akut hastalikta dokuda
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asir1 notrofil birikimi ve bu hastalarin bronkoalveoler lavagjindan (BAL) alinan érneklerde de IL-8
gibi guclt nétrofil uyarict yogunlugunun artmis oldugu gortlmiistdr (1).

Lenfosit ve makrofajlar ile doku infiltrasyonu bir gok kronik olayda goralir. Tiberklloz, lepra
ve sarkoidoz gibi granilamatdz lezyonlarda, aktive lenfosit birikimi karakteristik olup, IP-10
teshit edilir ve aktive sarkoidozlu hastalarin BAL'larinda 1P-10 konsantrasyonu aktive T

lenfositlerin sayisi ile uyumludur (1,2).

Astim, rinit ve atopik dermatitte eozinofil, bazofil, T hiicre, mast hiicrelerinin birikimi ve
aktivasyonu olur . Kemokinlerden ¢zellikle eotaksin ve MCP, antijen ve Ig G yoklugunda esas
histamin salgilatici faktor olarak rol airlar . Bunun yaninda M1P-1a ve RANTES (Regulated upon
activation, normal T cell expressed and secreted) de bu patofizyolojide rol alir. Birgok kemokin
agdmali haddarin hava yolundan teshit edilmistir. Ayrica eozinofillere etki eden cesitli
kemokinler atopik dermatit ve allerjik rinitte dokuda artmus olarak bulunmustur, bu kemokinler
antijen 6zgul immin aktivasyon ve dokuya eozinofil gocli arasinda baglanti saglar gibi
gorinmektedir (56).

Gadrointestina hastaliklardan Ulseratif kolit ve Crohn hastaliginin kronik ddneminde
makrofg ve lenfositler bagirsag: infiltre ederken, akut donemde notrofiller ve muhtemelen de
eozinofiller dolasimdan intestinal mukozaya girerler. Bu hagtalarin intestinal mukozasinda
MCP-1, MIP-1a, eotaksin, IP-10, IL-8 artmus olarak bulunmustur. Ayrica pankrestit
olusumunda erken donemde etki eden bazi kemokinlerin varligindan da gunimizde
bahsedilmektedir. Kronik pankrestitte ENA-78 (Epitelial nbtrofil activating factor-78) ve IL-8'in
ekzokrin dokuda arttigi, buna ragmen IP-10, MIP-1a, MCP-1'in azaldigi gorulir. Kronik
hepatitte de hepatositlerin 6limt ve/veya mononikleer hiicrelerin birikiminde 1P-10 6nemli bir
rol oynar (57,58).

Deri hastaliklarindan olan psoriaziste lezyonlar nétrofil, aktive T hicre icerir ve nétrofil

uyaricisi olan IL-8 ve GRO-a igerir. Aktive T hiicre uyaricisi olan; I1P-10 ve MCP-1 normal deride

olmamasinaragmen, psoriaziste bulunur ve tedavi ile |P-10 diizeyi azair (1).

Y agpilan insan ve hayvan calismalart sonucunda gorilmusttr ki; Romatoid Artrit (RA) gibi
kronik eklem hastaliklarinda sinoviyal fibroblastlar ve doku makrofajlarindan MCP-1 ve MIP-
1a salinmakta olup hastaligin patogenezinde rol almaktadirlar (56).

Bobrek hagtaliklarindan  proliferatif  glomertlonefritte  glomertllerin  histokimyasal
incelemesinde MCP-1  kemo-kini  bulunmustur. Benzer olarak IgA  nefropatis,
membranoproliferatif glomertlonefrit ve krioglobulinemide glomeriil ve tubulointerstisyumda
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RANTES, MCP-1, IL-8in varhig1 saptanmustir. Glomertlonefritlerde Uriner 1L-8 ve MCP-1
athmi ve |0kosit infiltrasyonu arasinda pozitif bir iligki bildirilmistir. Bobrek transplant
rejeksiyonunda da RANTES, IL-8, MCP-1 ve ENA-78 seviyeleri artmig olarak bulunmustur .
Ayrica kemokin artisi iskemi, hidronefroz, diabetik nefropatiye bagli renovaskiler
hipertansiyonda artrmis olarak bulunmustur (1-3).

2.10. KEMOKINLER VE KRONIiK HEPATIT C

Insanlarda akut HCV enfeksiyonunun calisiimasinin zor oldugu ve HCV hastaliginin
tum gidisatini tatmin edici sekilde agiklayan gtivenilir bir hayvan modeli olmadig: gibi, HCV
enfeksiyonunda inflamasyon ve kemokinler konusundaki verilerin gogunlugu kronik faza
sinirlidir. Akut HCV enfeksiyonunda kemokinlerin ve hepatik inflamasyonun rolt hakkindaki
sinirlt veriler bir sempanze modeli kullanmilarak Gretilmistir. Non-ELR-CXC kemokinlerden
intrahepatik IP-10 ve Mig transkriptlerinin akut olarak enfekte edilen sempanzelerde dramatik
olarak arttig1 gosterilmistir(59).

CC kemokinlerden intrahepatik MIP-1o. mRNA seviyelerinin, HCV nin spontan olarak
geriledigi akut enfekte sempanzelerdeki artist bu kemokinin koruyucu bir roli oldugunu
dustndirmektedir (60).

Inflamasyonun, HCV gibi bir enfeksiyonun akut veya kronik fazi sirasinda olusmasina
bagli olmak Uzere belirgin olarak farkli rolleri vardir. Kemokinler, inflamatuar hticrelerin
kemotaksisi araciligiyla hastaligin seyrini etkileyebilir. Akut faz sirasindaki spontan HCV
klerensi coklu viral epitoplara karsi gucli CD4 ve CD8 T-hiicre cevabyla iligkilidir. Bu
efektor T hicrelerinin karacigere kemotaksisinden sorumlu olan kemokinler akut faz
sirasindaki viral rezollsyon icin muhtemelen dnemlidir. Fakat aym kemokinler kronik faz
sirasinda, inflamatuar hicreleri karacigere yonlendirerek potansiyel olarak fibrozis/siroz'a
ilerleyen kronik hepatite neden olan karaciger hiicre hasarim devam ettirebilir. Bu nedenle
HCV enfeksiyonunun akut ve kronik fazlar1 sirasinda da aym kemokinlerin ekspresyonunun
cok farkli sonuclar olabilir. HCV enfeksiyonuna 6zgti olmayan bu olay, mouse hepatitis virus
(MHV) tarafindan uyarilmis fare (murin) enfeksiyonu gibi hayvan modellerinde
caligilmistir(61).

Intraserebral MHV enfeksiyonu, merkezi sinir sistemi igerisine gucli T lenfosit ve
makrofaj infiltrasyonuyla karakterize bir akut ensefalomiyelitle sonucglamir. Santral sinir
sistemindeki bir enfeksiyonunun sonucu olarak ¢esitli kemokinler uyarilir. Akut faz sirasinda
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IP-10 ve Mig efektor T hiicrelerini santral sinir sistemine gekerek viral klerens saglar. Aksine,
enfeksiyonun kronik fazi1 sirasinda IP-10 ve RANTES inflamatuar hiicreleri virtslerin kalici
oldugu bolgelere gekerek miyelin destriksiyonuna neden olur (3).

Akut fazda HCV replikasyonunun baskilanamamasi, enfeksiyonun kronik Fazi
srasinda baskin olarak Thl-spesifik inflamatuar hicrelerin devamli olarak karacigere
toplanmasiyla sonuclanan sik sik artan intrahepatik kemokin tretimine neden olur (3).

Kronik HCV enfeksiyonundaki hepatik inflamasyonla korelasyon gostermesi bu
kemokinlerin kronik karaciger hastaligi gelisiminde bir rolu oldugunu dustndirmektedir.
Kemokinlerin non spesifik kemoatraktan olmalariyla birlikte kronik HCV hastalarindaki
inflamatuar hiicrelerin de farkli antijenik 6zgullukleri ve fonksiyonel kapasiteleri vardir. Bu
hastalardan izole edilen intrahepatik T hticrelerinin cogunun, IFN-y Uretmedeki ve ayni tirden
antijen sunan hticreleri prolifere etme veya 6ldirmedeki yetilerinin sinirl oldugu kanitlanarak
fonksiyonel olarak defektif olduklar1 gorulmastir. Viral klerenste etkili olmamalarina ragmen
bu inflamatuar hiicreler kemokin ve sitokinleri tek baslarina tretebilirler. Primer olarak TGF
(Tumur Growth Factor)-p olmak Uzere bu sitokinlerin bazilar1 fibrogenezin baslatilmasi ve
devam ettirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar(62).

Lokosit migrasyonundan sorumlu kemotaktik sitokinler olan kemokinlerin kronik HCV
enfeksiyonunda periferal kan ve intrahepatik seviyelerinin artmasindan dolay inflamasyon
gelisiminde bir rol oynadiklari distnulmektedir. Kronik HCV infeksiyonu sirasinda
karacigerdeki baskin hiicreler Th-1 hiicreleri oldugu icin, Th-1 leri kendine ¢eken kemokinler
karaciger hiicre hasar1 ve intrahepatik inflamasyon gelisiminde 6zellikle 6nemli olabilirler (3).

Sonu¢ olarak, kemokinler viral klerense neden olabilen inflamatuar sirecin
baglangicinda 6nemli 6nemli komponentler olabilmekle kalmayip ayn zamanda uzun
dénemde kronik karaciger hastaligiyla sonuclanan kronik inflamasyonun sirdurilmesinde de
onemli bir rol oynayabilirler. Kronik hepatit C de olusan karaciger hasarinda kemokin ve
kemokin reseptorlerinin potansiyel rolti sekil 2.1 ve 2.2 de gogterilmistir (3).
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Sekil 2.1, Inflamatuar dongii. HCV infeksiyonu, guclii bir bagisiklik yanti ve karaciger
parankimine HCV spesifik efektodr hicrelerinin toplanmasi, HCV’nin spontan iyilesmesine
aracilik eder. Kronik enfeksiyon siiresince hepatositler icindeki inatct HCV replikasyonu,
inflamatuar hiicrelerin  sirekli  toplanmasint  saglayan kemokin Uretilmesine yol acar.
Kemokinler ve sitokinlerin Uretimi siresince bu inflamatuar hicreler siklusu sirddrdrler.

HCV replikasyon dongusii, kemokin ve sitokin Uretimi ve inflamatuar hiicrelerinin toplanmasi
inflamatuar déngiyu olusturur.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Cumhuriyet Universitess Tip Fakiiltess Etik Kurul tarafindan
onaylanmustir.( onay no:26/04/2009 09/58).

Calisma, Eylil 2008 —Eylil 2009 tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiltesi Gastroenteroloji B.D’da yapildi. Genetik analiz Genetik A.D’da, histopatolojik in
celeme Patoloji A.D’da yapildi. Calismada, kronik hepatit C tarisi almis 25 erkek ve 33
bayandan olusan 58 hasta; 41 erkek ve 17 bayandan olusan 58 saglikli bireyden olusan
kontrol grubu yer ald.

Calismada iki grup CCR5 geninde 32 baz p delesyon (32bp del) sikligi agisindan
karsilastirilirken, hasta grubunda mutasyon saptanan ve saptanmayan iki grup olusturuldu. Bu
iki grupta, mutasyonun karacigerdeki histopatolojik bulgular, fonksiyon testleri ve virolojik
parametrelerle iliskisi karsilastirildi. Aynmt zamanda KHC hastalarimin karaciger biyopsi
materyallerinde CCR5 gen expresyonu arastirillarak expresyonun karaciger histopatolojik

bulgularlailiskisi incelendi.

Hastalarin secimi ve drneklerin toplanmas

ELISA yontemi ile belirlenmis HCV antikoru pozitif ve PCR yontemi ile belirlenen
anlamli HCV RNA dizeyi (>50 IU/ml) olan hastalar calismada yer aldi. Bu hastalar hig
tedavi almamis naif hastalar olup, HAV, HBV, HDV ve HIV agidan seronegatifti. Hastalarin
alkol ve toksik ajan kullammm dykuleri yoktu. Otoimmiin hepatit ekarte edilmisti.Kronik HCV
hastalig1 disinda kronik yada sistemik hastalig1 yoktu.

Calismaya dahil edilen hastalarin 21’i tesadiifen tespit edilmisken; 37 hastanin bilinen
seropozitif 6ykisl 6-36 ay (ort:23.9+12.8) seklindeydi. Hasta ve kontrol grubundan onay
alinarak periferik kan 6rnekleri 1 ml EDTA igeren tuplerde biriktirilerek -20 C’ de topland.

Gastroenteroloji  Klinigi’de biyopsi endikasyonu konulan bu hasta grubundan onay
alinarak karaciger biyopsileri yapildi. Biyopsi materyalleri Patoloji A.D’da incelendi.
Degerlendirme, Modifiye Histolojik Aktivite indeksi (ISHAC) skorlamasina gore histolojik
aktivite indekleri (HAIQ) ve fibrosis diizeyleri belirlendi.



3.1. GENETIK ANALIiZ

Kullanilan cihaz ve kimyasallar

1) hibridizasyon cihazi (profiblot T48,Tecan)

2) Thermal Cyeler (Applied Biosystems,2720)

3) kuru 1s1 blogu (CHB-202,Bioer)

4) Santriftj(micro 120,Helttich)

5) 1000 lik,200' 1k ve 10’ luk mikropipetler(Eppendorf ve gilson)

6) DNA izolasyon kiti (Invitek,,Invisorb spin Blood Kit)

7) PGX-HIV Strip Assay PCR ve hibridizasyon kiti (Vienna Lab)

8) Elektroforez (Biorad,midi)

9) Guckaynag: (Biorad,.....

10) Tag DNA polimeraz (fermentas)

11) Ethidium Bromide (EtBr)

12) TAE tamponu (Applichem)

13) Agaroz(Nu micropor,Prona)

14) Otoklav indikatori

15) Tup (K3-EDTA,V acuette)

16) Eppendorf tup (1.5,2 ve 0.2 ml,Sarstedt)

41
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17) Micropipet uglar: (beyaz,sar1 ve mavi,Biosphere Fitler Tips)
18) Etil alkol (Merck)

19) Y Ukleme boyasi (Fermentas)

DNA izolasyonu

Butun hastalardan genomik DNA izolasyonu periferik kan dokusundan yapildi.Bunun
icin Invisorb Spin Blood DNA izolasyon kiti kullanildi.Yaklasik 200ul periferik kan
dokusunun  kullanildigr  teknik  sonrasinda 30-50 ng/pl ultrapir DNA izole
edilmektedir.(A260:A280 oram 1,7-2 arasi ).izolasyon igin kullanilan kit icerigi asagidaki
gibidir;

1) proteinaz K, 1ml (10ug/pl)

2) LysisBuffer A,15ml

3) Binding Buffer B6,30ml

4) Eluotion Buffer D,15ml

5) Yikamatamponu I,30ml (kullanmadan 6nce 30 ml %100’ lik etil alkol eklenir.)

6) Yikamatamponu I1,18ml (kullanmadan 6nce 42ml %100’ [Uk etil alkol eklenir.)

7) 2.0ml’ lik toplamatupleri ,100 adet

8) 1.5ml’lik toplama tupleri

9) Filtreler
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K an Dokusundan DNA izolasyonu Protokolii

Calismadan ©Once Ornek sayisina yetecek kadar eluotion buffer D 56°C'ye
isitilch.Kodlamas: yapildiktan sonra 1,5’ luk ependorf tipe 200ul EDTA’l1 kan,200ul lysis
buffer A ve 20 ul proteinaz K konuldu.Kapag: kapatilarak ttip 10 sn vorteksdendi ve 56°C'de
10dk inkiibasyona birakildi.inkiibasyon sonrasi tiip ortanminda 400ul binding buffer B6 tlipe
eklendi,3-4 kez pipetg] yapildiktan sonra lizatin tamamu filtreli toplama tlpiine aktarildi.Filtre
topla tipl daha sonra 3dk oda sicakliginda inktibe edildi ve 12 000rmp’ de 2dk santrifiij edildi.

Filtre yeni bir toplama tlptine aktarildi,Uizerine 500ul wash buffer | eklendi ve 12000rmp’de
2 dk santrifyy edildi.Filtre Gzerine 800ul wash buffer Il eklenerek ve 12 000rmp’de 1dk
santrif(j edildi.Filtre Gglncl kez olarak 2ml’lik yeni bir toplama tupune aktarildi,14
000rmp’ de 5dk santrifllj edilerek yikama tamponlarindan gelen alkolden arindirildi. Alkolden
tamamen arindirmak igin Filtre dordinct ve son kez yeni 1,5 ‘luk tipe yerlestirildi ve 3dk
kapagi acik bicimde oda sicakliginda bekletildi.

Daha sonra Filtre membramnin tam ortasinda 200l eluotion buffer-D eklendi,5dk oda
sicakhiginda inkiibe edildi.Filtreli tip 10.000rmp'de 1 dk santrif(j edildi,filtredeki DNA
cOzeltisi tUpe toplama tlpine aktarildietiketlendi ve -20°C'de calismak Uzere muhafaza
edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

CCRS5 geninin amplifikasyon i¢in Vienna Lab PGX-HIV PCR amplifikasyon Kiti
kullanildi.Kit bir amplifikasyon karisimi (CCR5 gen bolgesine ait biyotin isaretli primerler,ve
diger amplfikasyon icin gerekli bilesenleri igerir)ve tag DNA polimeraz tamponundan
olusmaktadir.

PCR mastermiks,her hastaicin etiketlenmis 0.2 ml ependorf tip ortam;

Ampliifkasyon karigimi > 15pl
Taq DNA polimeraz seyreltici tapon : 4,6pl
Taq DNA polimeraz - 0,4ul

Kalip DNA > 5ul



Toplam hacim : 25l seklinde hazirlandh.

Multipleks PCR kosullar1 asagidaki gibi ayarlandi:

95°Cde......ccvvvvviniiiinennne.n. 2 2dk (il denaturasyon)
95°C'de........eovvevviiineiennnnn. ... 1580 (denaturasyon)
56°C'de.......ceeevvvviiinneninen. .30 S (baglanma)
72°Cde.....cccevevveeieiiininien e 30 SN (Uzama)
72°C'de......cooviiiiieiiiine e .30k (SON UZAMA)

Elde edilen PCR Urunleri strip test tekniginde degerlendirilmek (zere +4°C'de
sakland.

Agaroz Jel Elektroforezi

Hibridizasyon isleminden 6nce elde edilen PCR Urinleri (4 pl)oncelikle %1’ lik elektroforezde
basarili amplifikasyonlar agisindan degerlendirildi. Basarili amplifkasyon elde edilen PCR
Urdnlerinden 10 pl Grin Souther Blot analiz igin kullamldi.

Revers-Hibridizasyon (Southern Blot)

Southern Blot analiz igin Revers-hibridizasyon ProfiBlot T48 (Tecan)hibridizasyon cihazi
kullanildi.Revers-hibridizasyon,biyotin isaretli primerler ¢oklu (multiplex)polimeraz zincir
reaksiyonu sonrasinda olusan Urdnlerin nitroselluloz membranlar (stipler)izerindeki kendi
komplementer zincirlerine baglanmasi ve bir konjugat-substrat reaksiyonu olusturmasi esasin
dayanan bir tekniktir.
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Revers Hibridizasyon basamaklari ve kullamlan soltisyonlar

Strip test tekniginde Revers Hibirdizayon 3 temel basamaktan ibarettir;

1)Srip Uzerindeki problar ve PCR UrUnlerinin baglanmasi-hibridizasyon

Cihazin 6rnek yukleme bolgesinde (trey) yiklenen 10pl PCR Grdna kitle birlikte
saglanan 10pl DNAT (NaOH igerikli bir denattirasyon soltyonu)soliyonu kullamilarak
denatire edildi.Treye strip yerlestirildi.Denatire PCR 0rini ve strip,cihazin sallanan
platformunda,45°C de sicaklikta (yaklasik)l ml hibridizasyon tamponu ile 20 dk inkibe
edilerek strip PCR drdnd hibridizasyonu sagladi.Hibriidzasyon soltsyonu aspire edilerek

ortamdan uzaklastirildh.

2) Yikama

Hibridizasyon sonrasinda ortamda bulunmasi istenmeyen PCR UrUnleri ve nonspesifik
baglanma yapan oligontkleotidler kuvvetli bir yikayici olan yikama solisyonu A (1ml) ile
45°C’ de 15dakikalik U yikama preiyodu ile ortamdan uzaklagsirildi.

3) Renk Olusumu

Stripler oda sicakliginda 1ml konjugat solisyonu ile 15dk inkiibe edilerek konjugat
solisyonu icinde bulunan streptavidin-alkalan fosfataz, biyotin isaretli hibrit DNA
fragmentlerine baglanmasi sagland:.

Konjuat soliisyonunun artiklart daha yumusak bir yikama soliisyonu olan yikama
solisyonu B ile 10,5 ve 5 dakikalik Ucer periyotta temizlenirdi.Strip Uzerindeki hibridize
olmus bantlarin gordlir hale gelebilmesi igin ortalama 1 ml alkalan fosfatazin substrati olan
nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfatdan (BCIP) olusan renk
gelistiricisi (color developer)eklendi,oda sicakliginda 15 dk inktibasyona tabi tutuldu Strip son
olarak distile su ile yikandi,kagit havlu ile 6zenle kurutulduktan sonra degerlendirme

tablosuna (Collector)dzenle yerlestiirldi.



46

STRIPLERIN DEGERLENDIRILMESI

Her stripin Ust tarafinda kirmizi ve alt tarafinda yesil bir belirteg bulunmaktadir.Bunun
disinda hibirdizasyon sonrasi stiplerin degerlendirmeye alinabilmesi igin kontrol bantimn
olusmus olmasi gerekmektedir.Kontrol bantlari olusmamus stripler  degerlendirilmeye
alinmadh.

Y abanil tip gen bolgelerine ait prob stripin alt kismina,mutant gen bolgelerine ait prob
ise stripin Ust kisminda sinyal verecek sekilde dizayn edilmislerdir.Hibirdizasyon sonrasi
yabanil tip bantlarin mevcut oldugu ve mutant gen bolgelerine ait bantlarin bulunmadig: bir
strip profili hastamn mutasyona sahip olmadigimi gosterir.Mutant gen bolgelerinde ait
bantlardan sinyal alimiyorsa sinyal alinan mutasyonun yabanil tip kodonuna bakilarak
saptanan mutasyonun homozigot ya da heterozigot olma durumuna karar verilir.Mutasyonun
yabanil tip gen bolgesini gbsteren bantin mevcut olmasi mutasyon heterozigot,mevcut

olmamasi durumunda ise homozigot olarak degerlendirilir (resim 1).

3.2. Histopatolojik Ve Immunohistokimyasal Calisma Y 6ntemi

50 hastaya ait HE boyali karaciger preparatlari tekrar incelendi ve paraffin bu
prepatratlara ait parafin bloklardan adhezifli lamlara imminohistokimyasal boyama igin 3-5
pm kalinhiginda kesitler hazirlandi. Olgulara immunohistokimyasal olarak CCR5 (Goat
Polyclonal anti-CCR5, NB100-714) boyasi uygulanarak CCR5 in kronik Hepatit C
infeksiyonu olan karaciger kesitlerindeki immunohistokimyasal ekspresyonlarina bakildi.
Y ontem olarak Avidin-Biyotin-Peroksidaz (ABP) yontemi uygulandi.

Boyama Y 6ntemi

1. Boyama islemi nemlendirilmis, 151 24 C'ye kadar ¢ikarilmus, 1slak zeminli zeminli bir
ortamda uygulandi. Formalinle fikse edilen ve parafine goémilu bloklardan 3-5 pm
kalinliginda hazirlanan doku kesitleri once 65 C'de 1 saat etlivde tutulup bir gece oda 1sisinda
bekledildikten sonra 50 C’ de 30 dakika stireyle ksilende deparafinize edildi

2. Bu islemden sonra dokular sirayla 5’ er dakika 80, 90, 96 derecelik alkollerden gecirilerek
dehydrate edildi.
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3. Dokular dehidrasyon isleminden sonra sirasiyla distile suda ve PBS (Phosphate Buffer
Saline) soltsyonunda 5'er dakika yikandiktan sonra antijen geri kazammu icin %3’ [tk H,0,
soltisyonunda 5 dakika bekletildi.

4.10 dakika PBS solisyonunda tutulduktan sonra dokudaki antijen geri kazanimini
etkinlestirmek icin tim antikorlarla boyanacak kesitler mikrodalga firinda pH degeri 9 olan
EDA Buffer icinde 40 dakika yiksek 1sida kaynatildi. Sonrasinda 20 dakika ayni soliisyon
icerisinde oda sicakliginda sogumaya birakildh.

5. 10 dakika PBS soliisyonunda tutulduktan sonra preparatlara UV blok 20 dakika boyunca
damlatilarak bekletildi.

6. Sonrasinda kullamma hazir CCR5 (Goat Polyclonal anti-CCR5, NB100-714) antikoru ile
oda sicakliginda 60 dakika inklibasyon yapildi. Takiben 10 dakika PBS ‘de tutuldu.

7. Baglayici1 solusyon ile 20 dakika oda isisinda inkiibasyon yapildi. Takiben 10 dakika
PBS de tutuldu.

8. Streptavidin-Peroksidaz ile 20 dakika oda 1sisinda inkiibasyon yapildi ve 10 dakika PBS de
tutuldu.

9. Son olarak substrat kromojen karisim ile renklendirme islemi yapildi. Bunun igin bir damla
AEC kromojen ile 2 ml substrat tamponu karisimindan olusan dilisyon ile hazirlanan

soltsyon ile 10 dakika oda 1sisinda inkiibasyon islemi yapildi.

10. Zit boyama icin bir dakika stireyle Mayer’in Hematoksileni’nin kullanima hazir formu
uyguland:. Takiben distile sudan gegirildi. Doku kurutuldu ve kapatma soltisyonu kullanilarak
lamel ile kapatilarak 151k mikroskopunda incelendi.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirmede; CCR5 pozitifligi portal
alanda ve parankimdeki kuffer hiicrelerinde ve lenfositlerde seyrek ve zayif pozitiflik seklinde
izlendi (resim 2).
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3.3. ISTATISTIK SEL ANALiZ

Calismamizin verileri SPSS (Ver:14,0) programina yuklendi. Calismada elde edilen
veriler ortalama, = standart sapma ve yizde olarak verilmistir. Hasta grubu ile kontrol grubu
yas ve cinsiyet yoninden Karsilastirilirken y* testi, CCR5 polimorfizmi agisindan
karsilastirilirken, Fisher’'s Exact Test kullanildi. Mutasyonlu grup ile mutasyonsuz grup
expresyon agisindan karsilastirilirken Fisher’s Exact Test kullanildi.

CCR5 mutasyonu ve doku expresyonunun karaciger histopatolojik bulgularla
arasindaki ilski arastirilirken Mann-Whitney U testi kullanildh. istatistiksel olarak p<0.05
anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hasta grubunda yas ortalamalar1 54.3+10.5 olan 25 erkek (%43.1) ve 33 kadin
(%56.9) yer aldi. Kontrol grubunda yas ortalamalar1 58.82+11.6 olan 38 erkek (%65.5) ve 20
bayan (%34.5) olmak Uzere toplam 58 hasta yer aldi. Gruplar arasinda yas uyumu agisindan
fark yok iken (p>0.05), cinsiyet yoniinden aradaki fark anlamli idi (p<0.05). Her iki grup
mutasyon agisindan karsilastirildiginda hasta grubunda 5 hastada (%8.6) CCR5 heterozigot
mutasyon saptanirken, kontrol grubunda 1 kiside (%1.7) mutasyon saptandi; iki grup
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildi (p= 0.206), (Tablo 4.1).
Tablo 4.1: Hastagrubu ile kontrol grubunun mutasyon agisindan karsilastirilmasi

Gen tipi
CCRS (32bpdel) HCV Kontrol

n (%) n (%)
WT/WT (normal allel) 53 (91.4) 57 (98.3)
Heterozigot mutasyon 5 (8.6) 1 (17,
Homozigot mutasyon - - - -
Toplam 58 (100) 58 (100)

*p>0.05
Hasta grubunda, mutasyon saptanmayan hastalarda, yas ortalamalar1 54.4+11.3 olan 26
erkek ve 27 bayan mevcuttu. mutasyon saptanan hastalar ise yas ortalamalar1 54.2+7.8 olan 3
erkek ve 2 bayan seklindeydi. Hasta gruplarimin demografik ve klinik parametrelerini gosteren
Ozellikler tablo 4.2 de gosterilmistir.
Tablo 4.2: Hasta gruplarinin demografik ve klinik 6zellikleri

WT/WT WT/del

HCV hasta 53 5
Cinsiyet (E/K) 26127 312

Y as ort (yil) 54.4+11.3 54.2+7.8
Genotip

1A 3 -

1B 35 3

2A 3 -
Belirlenemeyen 12 2
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Mutasyon saptanan hasta grubunda viral yik 6.4x10°+2.9x10° 1U/ml seklindeyken:
mutasyon olmayan hasta grubunda 2.8x10°1.1x10°lU/ml idi. iki grup arasinda viral yiik
mutasyonlu hasta lehine istatistiksel agidan anlamli derecede yiksekti (p=0,037).

Mutasyon saptanan hasta grubunda HAI (4.0+1.0), saptanmayan hasta gruba
(5.7£1.7) gore anlaml1 derecede dustik tespit edildi (p=0.022). ALT dizeyleri ile mutasyon
arasindaki iliski incelendiginde mutasyonlu grupta daha disik degerler tespit edilirken
(55.2+32.4; 65.6+38.5) aradaki fark istatistiksel agidan anlamli degildi (p=0.582).

Mutasyonun fibrozis diizeyeleri ile iliskisi incelendiginde; mutasyon grubunda 1.6+1.3
seklindeyken, mutasyon olmayan grupta 2.6+1.8 olarak tespit edildi. Fibrozis degeri
mutasyonlu grupta daha distktl, ancak aradaki fark istatistiksel agidan anlamli degildi
(p=0.352). Hasta gruplarinin mutasyon, histopatolojik ve bazi laboratuar degerler arasindaki
iliski tablo 4.3 da gosterilmistir.

Tablo 4.3: hasta gruplarinin histopatolojik ve laboratuar bulgularla mutasyon arasindaki iliski

HCV hasta grubu WT/WT WT/del P

Viral yiik (1U/ml) 2.8x10°+1.1x10° 6.4x10%+2.9x10° 0,037
HAI 5.7 +1.7 4.0+1.0 0.022
FIBROZIS 2.6+1.8 1.6+1.3 0.352
ALT 65.6+38.5 55.2+32.4 0.582

Calismaya dahil edilen hastalarin karaciger biyopsi materyalerinde yapilan
immunohistokimyasal incelemede; 15 nde (%30) intrahepatik CCR5 expresyonu goruldu.
Hastalarin 30'nda (%70) expresyon izlenemedi. 8 hastada teknik nedenlerle inceleme
yapilamadh.

Expresyon izlenen hasta grubunda HAI 6.1+2.3 seklindeyken, izlenmeyen grupta
4.9+1.3 idi. Aradaki fark istatastiksel agidan anlamliydi (p=0.034). Fibrozis dizeyleri
expresyon izlenen grupta 2.1+2.1 seklindeyken, izlenemeyen grupta 1.9+1.5 idi. Expresyon
izlenemeyen grupta fibrozis diizeyi daha dustk idi, fakat aradaki fark istatistiksel agidan
anlaml1 degildi (p=0.625). Tablo 4.4.
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Tablo 4.4. CCRS5 intrahepatik expresyonu ile karaciger histopatolojik bulgular: arasindaki

ilski
CCR5 Exp (+) CCR5 Exp (-) p
n=15 (%30 n=30 (%70)
HAI 6.1+2.3 4.9+1.3 0.034
FIBROZIS 2.1+2.1 1.9+15 0.625

Hepatit C'li hastalardan mutasyon saptanmayan 45 hastamin 15’ nde doku expresyonu

izlenirken; mutasyon saptanan 5 hastanin hi¢ birinde expresyon yoktu. Aradaki fark
istatistiksel agidan anlaml1 degildi.(p=0.305).tablo 4.5

Tablo 4.5. HCV hastalarinda mutasyon ile CCR5 doku expresyonu arasindaki ilski

Genotip N exp (+) exp (-)
E3
WT/WT 45 15 30
E3
WT/del 5 0 5
Toplam 50 15 35
*p=0.305
|
1 Red Marksr Line fep)
| — : Conlrgl
= 1 MDR1 MISC=T frudant
2 CYPIDE 179548l T rutant
3 CYPIDE 1604 GoA atant
4 CYPIDE 2637 del A mutant
” 4 CCRS  azbpel mulant
: [ MDR1 B C=T wik bypa
’ CYPIDE 179500/ T wid bype
B CYPIDE 19 G4 witd lype
g CYPIDE  ZITdelA it bype
10 GCRE 22bp de! widd bype

Graan Marker Line (botiom)

Resim 4.1:StripAssay teknigi ile CCR5 heterozigot gen mutasyonu saptanmasi
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RESIM 4.2.
Karaciger parankim ve portal alanda CCRS5 ile negatif boyanma (IHKx20)

Resm 4.3.
Kupfer hiicresi ve Portal alanda seyrek lenfositlerde CCRS ile pozitif boyanma (IHKx40)
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5. TARTISMA

Hepatit C virls, siroz ve/veya hepatoselller karsinoma ilerleyebilen kronik karaciger
hastaligimin énemli bir nedenidir. intrahepatik inflamasyon ve karaciger hiicre hasar1 kronik
HCV enfeksiyonunun belirleyici Ozellikleridir. Lokostleri inflamatuar bolgelere ceken
kemotaktik sitokinler olan kemokinler intrahepatik inflamasyon gelisiminde 6nemli
olabilirler.

CC subfamilyasindan Thl hicrelerle iliskili olan kemokinler, aktivasyona gore
duzenlenmis, normal T hicresinden eksprese ve sekrete edilen kemokin (RANTES), ve
makrofa) inflamatuar protein(MIP)- 1o ve B’y igerir. Bu kemokinler kendi reseptorleri olan
CCRS ile etkileserek hicreleri cekerler. Bu kemokinlerin tamaminin kronik hepatit C hastalar:
nda periferik kan ve intrahepatik seviyeleri yiksek iken, yalnizca segili kemokinlerin hepatik
inflamasyonla korele oldugu bulunmustur (3).

Hepatit C virusu, dinya ¢apinda 170 milyondan fazla enfekte kisiyle kronik karaciger
hastaliginin basta gelen nedenidir. Virlse maruz kalan kisilerde cogunlukla (%50-80) fibrozis,
siroz ve/veya hepatoseliler karsinoma neden olan kronik hepatit gelisimiyle sonuclanan
kronik enfeksiyon gelisir. Ancak kronik inflamasyonun siddeti ve hastaligin progresyon hizi
oldukca degiskendir. Kronik hepatit C hastalarinin (KHC) %20-33'u 20-30 yillik siire
icerisinde siroza ilerlerken geri kalam progresyon gostermeyen veya ¢ok yavas ilerleyen ilimli
kronik hepatit hastalaridir (63,64).

Akut faz sirasinda dogal HCV eradikasyonu multipl epitoplara kars1 gucli CD4 ve
CD8 yanmitim gerektirir. Virise spesifik yamt gelistirmekte yetersiz olan hastalar veya
yanitlari zamanla azalma gosterenler kronik olarak HCV ile enfekte hale gelebilirler. Bu
hastalarda interferon (IFN)-y ve IL-2 sekresyonuyla karakterize T hepler(Th)-1 aracili
intrahepatik inflamasyon gelisimi ve inflamasyonun uzamasi, varolan doku hasari ve
fibrogenezi kolaylastirabilir. Ayrica intrahepatik inflamasyon, progresif karaciger hasari
gelisiminde direk viral sitotoksiteden daha 6nemli gérinmektedir(65,66).

HCV ile enfekte kisilerde CXCR3 ve CCR5 eksprese eden intrahepatik T htcrelerinin
oran periferik kandakine kiyasla artmistir ve saglikli kisilerde CCR5 ekspresyonunda bu fark
yoktur. Enfekte olmayan Kisilerin aksine az miktarda intrahepatik T hticresi CXCR3 veya
CCRS5 pozitif olan kronik hepatit C(CHC) hastalar nda portal ve lobiler T hicrelerinin
cogunlugu bu iki kemokin reseptorini eksprese eder(5,15).
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Cssitli calismalar kronik HCV enfeksiyonunda RANTES ekspresyonunu degerlendirmis
ve uyumsuz sonuclar elde etmistir. intrahepatik RANTES ekspresyonu hepatositler,
sintizoidal endotel hiicreleri ve biliyer epitelyum gibi ¢esitli hiicre tiplerinde gdzlemlenmistir.
Tim bu ¢alismalar KHC hastalarinda intrahepatik ekspresyonun enfekte olmayan kisilere
gore yuksek oldugunu raporlamistir(16,17).

HCV, RANTES uretimiyle etkileserek anti-HCV immin cevaplarindan kurtulabilir.
Invitro olarak hem tam bilyiikliikteki HCV hem de E2 zarf proteini RANTES ekspresyonunu
pozitif yonde diizenleyebilir. Daha spesifik olarak, E2 zarf proteini ile tetraspanin(ailesinden)
CD82 arasindaki bir etkilesimin primer olarak periferik kandaki CD8+ hiicrelerde doz bagimli
RANTES salinitmini, CCRS5 yiizey ekspresyonunun negatif(down)- regilasyonunu ve bunun
intraselUler akiimulasyonunu uyardigi goralmistir(67).

RANTES sekresyonundaki ve CCR5 ylizey ekspresyonundaki degisiklikler karacigere
lenfosit goguni etkileyebilir. Konagin RANTES ve CCRS ileiliskili genetik polimorfizmi de
ayrica HCV hastalarindaki azalmig portal inflamasyon ve daha ilimli olan fibrozis ile
iliskilidir(10,12,69). Spesifik olarak, fonksiyonel CCR5 protein ekspresyonunu Onleyen bir
cerceve kayma mutasyonu olan CCR5-A32 azalmig portal inflamasyonla iliskilidir. Bu
bulgular CCR5’in karaciger inflamasyonuna potansiyel katkisini daha ¢cok vurgulamaktadr.

CCR532bpdel CCR5 kemokin reseptorinin  delesyon mutasyonudur. Bu mutasyon
sonucunda dokuda ve periferik hicrelerde CCR5'in ekspresyonunda o6nemli azalma
gorilmektedir. Bu nedenle CCR5 genotipi tayini HCV enfeksiyonlarinda CCR5’in rollnin
degerlendirilmesinde kullanilabilir. Yakin zamandaki calismalarda CCR5 heterozigot
mutasyonundan turetilmis CD3 pozitif T hiicreleri CCR5’in ekspresyonununu ve ligandlara
cevabim azathg gosterilmistir (9). Bu bulgular siginda yapilan calismalarda CCR5
mutasyonu ve ekspresyonun karaciger inflamasyonunun modilasyonunda réli olabilecegi
bildirilmistir(10). Woitas ve arkadaslar1 CCR5 mutasyon sikliginin HCV'li hastalarda normal
populasyondan daha yiksek oldugu ve bunun enfeksiyonun konak savunmasini etkiledigini
bildirdiler (11). Buna karsin Promrat ve arkadaslari CCR5 mutasyonu ile HCV enfeksiyona
yatkinlik ve siklig1 arasinda korelasyon olmadigim bildirdiler (10).

Son yillarda yapilan calismalarda CCR5 mutasyonu ile HCV enfeksiyonu arsindaki iliski
ortaya konmustur. Bu caismalarda mutasyon saptanan hastalarda karacigerdeki
inflamasyonun ve fibrozis derecesinin daha distk oldugu ve klinik seyrin daha yavas oldugu
bildirilmistir (12-14).
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Bu bilgiler 1siginda; bu calismada  kronik hepatit C hastalarinda kemokin
reseptorlerinden CCR5 gen mutasyonunun ve doku expresyonunun karaciger histopatolojik
bulgularina etkis arastirildi. Ayni zamanda KHC hastalarinda bu gen mutasyonun sikligi
saglikli bireylerle karsilastirildi.

Kronik hepatit C hastalarinda bildirilen CCR5 gen polimorfizmi siklig1 genellikle %10-15
civarindadir. Normal populasyonla karsilastirildiginda HCV ile enfekte kisilerdeki bu oramn
benzer bulunmustur (10,12). Bu calismada, KHC hastalarinda bu orana yakin degerler elde
edildi (%8.6); fakat saglikli bireylerle karsilastirildiginda ¢cok daha distk degerler saptand:
(%1.7). Yeni calismalarda siklik agisindan fark olmadigi bildirilse de (14), bizim
calismamizdaki  veriler bunu desteklememektedir. Biz bu calismada HCV ile enfekte
hastalarda mutasyon oramimi daha yiksek bulduk. Gelecekte KHC hastalarinda tedavi
basarasinin bu mutasyon sikligi ile ilskisi olup olmachg: arastirilabilir. Goulding ve
arkadaslar1 CCR5 Delta heterozigot mutasyonu olan hastalarda HCV'’ nun spontan klerensinin
mutasyonu olmayanlara gore daha fazla oldugunu bildirmiglerdir (14). Bu sonu¢ tedavi
basarisi ileiligkili olabilir.

Kronik hepatit C hastalarinda kemokin reseptorlerini ve CCR5 polimorfizmi ile klinik
seyir, karaciger histolojisi, seroloji ve laboratuar bulgulart arasindaki iliskiyi arastiran gok
sayida calisma yapilmistir (5,6,9-14).

Goulding ve arkadaslari CCR5 Delta heterozigot mutasyonu olan KHC hastalarda
hepatik inflamatuar skorunun ¢ok distik oldugu ve bu skorun mutasyonla ¢ok yakin iligkili
oldugunu bildirmislerdir. Aym ¢alismada, heterozigot mutasyonun fibrozis diizeyini azalttigi,
ALT duzeylerinin disuk oldugu bildirilmis; fakat bu iki parametrenin mutasyonla ilskisinin
zayif oldugunu bildirilmistir (14). Bizim ¢alismamizda bu bulgulara benzer sonuclar elde
edildi. Mutasyonun karaciger histopatolojik bulgularindan inflamasyonu ve fibrozisi olumlu
etkiledigini dustundlebilir. Bu sonucglarin, CCR5 mutasyonu sonucu kemokinin reseptére
baglanmadigini ve lenfosit gocinin azaldigi sonucta karacigerde inflamasyonun azaldigi
yorumu yapilabilir.

Wald ve arkadaslar1 (12), CCR5 Delta 32 allel tasiyict HCV'li hastalarda karaciger
inflamasyonun anlamli derecede azaldigim bildirdiler. Bu sonucun KHC hastalarinda klinik
seyri ve son donem slirece gidis stiresini yavaslattig: bildirdiler.

Mascheretti ve arkadaslar1 (13), kemokin reseptorlerinden CCR2 mutasyonun viral
klerensi etkileyebilecegi; diger CCR gen mutasyonlarimin  KHC hastalarinda  klinik
seyri,fibrozis derecesi ve tedaviye yanit oramnt etkilemedigini bildirdiler. Bizim bulgular bu
calismanin sonuclari ile celismekteydi. Bu konuda yapilan baska calismalar bizim bulgular:
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desteklemektedir. Cuinkii  kemokinlerin inflamasyondaki rolleri kesindir. Inflamasyonun
olusabilmesi icin inflamatuar hicrelerin kemotaksisi gereklidir. Bu sirecte kemokin ve
reseptorlerinin etkilesimi gereklidir. Mutasyonda bu iliski saglanamaz ve inflamasyon olay1
daha yavas seyreder. Woitas ve arkadaslar1 (11), CCR5 mutasyon tasiyan HCV hastalarinda
viral yukin yuksek oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da mutasyonlu hastalarda
viral yikin yoiksek oldugunu bulduk. Bu hasta grubunda mutasyon, inflamasyonu
azaltmaktadir. Nitekim bizim bulgular HAI *nin mutasyonlu grupta dustik oldugunu bulduk.
Ayni grupta viral yik yiksek idi. HAI'nin distk olmasi viral klirensi azaltmaktadir. Sonugta
viral yuk fazla olmaktadir. Bu durum bir immtn tolerans donemini tartismaya acabilir.

Bizim calismamizda, CCR5 mutasyonu ile karaciger inflamasyon derecesi ve viral yuk
arasinda anlamlt bir iligki bulduk. Mutasyon, inflamasyonu azaltmakta ve bununla ilskili
olarak viral yuk artmaktadir.Mutasyon saptanmayan hasta grubunda fibrozis ve serum ALT
diizeyleri, mutasyonlu grupla karsilastirildiginda yiksek degerler bulduk; fakat aradaki fark
anlaml1 degildi. Istatistiksel agidan bu fark anlaml: olmazsa da mutasyonun fibroziz diizeyi ve
ALT dizeylerini azalttigr goruldid. Mutasyonun inflamasyona etkisi sonucu, ALT dizeyi de
distk gortlmektedir. Ayni iliski viral yik icin de distnulebilir. Bu ¢alismada mutasyonun
viral yuki azalttigi ve bu sonucun inflamasyon derecesi ve serum ALT dizeyinin disik
olmasi sonucu artaya ¢iktig: distntlebilir.

Kronik HCV hastalarinda kemokinlerin ve kemokin reseptorlerinin doku ekspresyonun
arttigi ve bu artisin doku inflamasyonu ve fibrozis dizeyi ile korele oldugunu bildiren
caligmalar mevcuttur (69-75).

Zhdanov ve arkadaslari, kronik HCV enfeksiyonunda CC kemokinlerin ve iliskili
reseptorlerin karaciger dokusundaki ekspresyonun periferik kanda degerlerinden daha ytksek
oldugunu ve bu degerlerin karaciger lezyonlar: ile daha siki iliskisi oldugunu bildirmislerdir
(69). Kusano ve arkadaslar1 kronik HCV’de CC kemokinlerin portal ve periportal alanda
ekspresyonlarinin arttigi ve bu artisin inflamasyonla korele oldugunu bildirmislerdir (70).
Juan ve arkadaslar1 kronik HCV hastalarinda kemokinlerin ve kemokin reseptdrlerinin doku
ekspresyonun arttigi ve bu artisin doku inlamasyonu ve fibrozis dizeyi ile iliskili oldugunu
bildirdiler. Ayni calismada kemokin ve kemokin reseptor polimorfizminin doku
expresyonun azalttigi ve bu ilskinin doku hasarim olumlu yonde etkiledigini bildirmiglerdir
(71). Larrubia ve arkadaslar1 kronik HCV hastalarda tedavi sonucunda kemokin ve kemokin
reseptorlerinin azalmis diizeyde oldugunu bildirdiler (72). Marrija va arkadaslar: kronik HCV
hastalarinda intrahapatik kemokin ve kemokin reseptor dizeylerinin arttigi ve bu artisin
karaciger inflamasyonu fibrozis gelisiminde etkili ve korele oldugunu bulmuslardar (74). Bu
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calisma sonuclarina benzer bulgular Arantxa ve Charles in calismalarinda da bildirilmisti
(74,75).

Bizim ¢aligmamizdaki sonuclar bu konuda yapilan ¢aligsmalar1 desteklemektedir. Nitekim
biz kronik HCV hastalarinda mutasyonu olan hasta grubunda reseptdr expresyonu bulamadik.
Ayni zamanda bu hastalarda HAI ve fibrozis diizeyleri mutasyonu olmayan gruba gore diisiik
idi. Bunakarsilik, mutasyonu olmayan grupta expresyon diizeyi yiksekti ve buna paralel HAI
ve fibrozis diizeyi de yuksekti. Sonugta mutasyonun expresyonu azalttigi ve buna bagli
karacigerdeki hasarin azaldigim distinebiliriz.

Sonug olarak; CCR5 polimorfizmi HCV'li hastalarda saglikli popilasyondan daha
yuksektir. Bu mutasyon karaciger inflamasyonu ve fibrozis diizeyini azaltmaktadir. Mutasyon
doku expreyonunu azaltmakta ve bu etki karacigerdeki inflamasyonu ve fibrozis dizeyini
olumlu yonde etkilemektedir.

HCV enfeksiyonunda kemokinler karaciger hasarin ilerletebilir.Gelecekte kemokin
reseptor blokaji ve/lveya modulasyonu inflamasyonu azaltmalar1 dolayisiyla basarili tedavi
markeri olarak deger kazanabilirler. Yeni calismalarla elde edilecek bilgiler, kemokinler ve
reseptorlerinin HCV enfeksiyonunda potansiyel terapotik hedefler olabilecegi dustnulebilir.
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6. SONUCLAR

Kronik HCV hastalarinda gelisen karaciger hasarinda inflamasyon dnemli bir siirectir.
Inflamasyonda kemokin ve kemokin reseptorlerin énemli fonksyonlar: vardr.

CCRS5 polimorfizmi kronik HCV hastalarinda normal poptilasyona gore yuiksektir.
CCRS5 doku ekspresyonu inflamasyon diizeyini arttirmaktadir

CCRS5 polimorfizmi doku ekspresyonunu azaltmaktadr.

CCR5 polimorfizmi olan HCV'’li hastalarda HAI ve fibrozis diizeyleri, mutasyonu
olmayan grupla karsilastirldiginda daha disuk tespit edildi.

Mutasyon tespit edilen hasta grubunda CCR5 ekspresyonu mutasyonu olmayan gruba
gore daha disuk tespit edildi.

Mutasyon, doku ekspreyonunu azaltmakta ve bu etki karacigerdeki inflamasyonu ve
fibrozis diizeyini olumlu yonde etkilemektedir.

Gelecekte kemokin reseptdr blokaji ve/veya modilasyonu inflamasyonu azaltmalari
dolayisiyla basarili tedavi markeri olarak deger kazanabilirler.

10. Yeni calismalarla elde edilecek bilgiler, kemokinler ve reseptérlerinin HCV

enfeksiyonunda potansiyel terapotik hedefler olabilecegi distnulebilir.
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