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1. GIRIS

Hepatit B virlisi (HBV) ve Hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonlart;
karaciger hastaliklarinin baglica nedeni olup, karacierin akut veya kronik
enflamasyonuna neden olarak; akut hepatit, kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler
karsinomaya (HCC) yol agabilen 6nemli saglik sorunlarindan biridir (1, 2). Hepatite

bagli mortalitenin %96’ sindan HBV ve HCV enfeksiyonlari sorumludur (3).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére; 2015 yilinda Diinya’da 257
milyon kronik Hepatit B hastasi (tastyici); 71 milyon kronik hepatit C hastasi
oldugu tahmin edilmektedir (4). Her yil yaklasik 620.000 kronik hepatit B hastast;
400.000 kronik hepatit C hastasi ¢ogunlukla karaciger sirozu, HCC gibi geg

komplikasyonlar nedeni ile kaybedilmektedir (5, 6).

DSO; iilkeleri, hepatit B enfeksiyonu tasiyicilik oranlar1 acisindan diisiik
(<%2), orta (%2-8) ve yiiksek (>%8) endemik bolgelere ayrrmistir (7). Ulkemizde
Hepatit B ylizey (surface) antijeni (HBsAg) pozitifligi bolgeler arasi farkliliklar
gostermekle birlikte ortalama %4’ tiir ve hepatit B acisindan orta endemisite

bolgesinde yer almaktadir (8).

DSO; diinya niifusunun yaklasik %3’ {iniin HCV ile enfekte oldugunu
bildirmektedir. Gelismis iilkelerde anti-HCV prevalanst %1-2 arasinda iken;
tilkemizde siklik %0,5-1 arasinda degismekte olup Giineydogu Anadolu bolgesinde
%1,9’a ulagmaktadir (8). TC. Saglik Bakanlig1 ve Tiirk Nefroloji Dernegi’nin 2014

yil1 ortak raporuna gore hepatit C agisindan rezervuar ve dnemli bir risk grubunu



olusturan hemodiyaliz hastalarinda ve periton diyalizi hastalarinda anti-HCV

pozitiflikleri sirasiyla % 7,5 ve % 3,1 olarak bildirilmistir (9).

Akut HBV enfeksiyonlu hastalarin genellikle %5-10"ununda kronik HBV
enfeksiyonuna ilerleme goriilmektedir. Bu kisilerin yaklasik ii¢te birinde kronik
aktif hepatit gelismekte ve bu durum karacigerin siirekli yikimi, skar olusumu,
karaciger yetmezligi, siroz veya primer HCC ile sonuglanabilmektedir. Ugte iki
hastada ise aktif tablo gelismeden hastalar viriisle enfekte olarak yasamini daha az
sorunlarla devam ettirmektedirler. Akut HCV enfekte hastalar genellikle
asemptomatik olup %15°1 kendiliginden iyilesmekte, %70’inde viriis persiste
kalmakta ve kronik enfeksiyon gelismektedir. Kronik fazda kendiliginden HCV
Klirensi zordur; 10-40 yil i¢inde hastalarin %20’sinde siroz tablosuna ilerleme
goriilebilmektedir. Hastalarda karaciger yetmezligi ve HCC (%]1-4) gelisme riski

de artmaktadir (10).

Hepatitli hastalarda hastalik siirecinin akut veya kronik hale gelmesini
etkileyen virolojik faktérler, immiinolojik faktdrler yaninda konaga ait faktorler
onemli bir yer tutmaktadir (11). Ozellikle HBV ve HCV enfeksiyonlu hastalarin
neden bazilarinda viriisiin yok edildigi ama diger grupta kroniklestigi sorusu her
zaman glindemini korumustur. Kroniklesmeyi 6nleyecek faktorlerin belirlenmesi,
HBYV ve HCV enfeksiyonlu kisilerde enfeksiyon kroniklesmeden once alinabilecek

Onlemleri belirlemesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Insan genomu incelendiginde, yaklasik %99,9 DNA sekanslari identiktir

ancak %0,1 polimorfik bolgeler bulunmaktadir. Tek niikleotid polimorfizmler



(TNP=Single Nucleotide Polymorphism=SNP), bir kromozomun belli bir gen
lokusunda bulunan ve bireyler arasinda tek bir niikleotid farklilig1 gosteren genetik
varyasyonlarin en sik goriilen formudur. Hastaliga direkt neden olmazlar ama
insanlarda hastaliga yatkinligi, hastaligin ciddiyetini, prognozunu, ila¢ yanitini ve
tedavi etkinligini degistirebilmektedirler (12). Konak dogal ve kazanilmig immiin
yanitta rol oynayan pek c¢ok sitokinin etkin antiviral immiin yanit olusturmada ve
hepatit enfeksiyonuyla miicadelede rol oynadigi diisiiniilmektedir. Sitokin
genlerindeki allelik degisiklikler muhtemelen sitokin iiretimi ve viral
enfeksiyonlara karsi immiin yanitt etkileyerek viral enfeksiyonun progresyonunu,
prognozunu, kroniklesme indeksini ve antiviral tedaviye verilecek yaniti

etkilemektedir (11).

Son yillarda, HCV ve HBV enfeksiyonlarinin gidisatini etkileyen konak
faktorlerinden sitokin genlerindeki tek niikleotid polimorfizmler biiylik 6nem
kazanmistir. Calismalarda, 6zellikle HBV ve HCV enfeksiyonlu hastalarda sitokin
genlerinde ¢esitli polimorfizmler tespit edilmis ve bunlarin 6zellikle kendiliginden
viral temizlenme ve tedaviye verilecek yanittaki rollerinin belirlenmesi iizerine

yogunlagilmistir (13-15).

Bu ¢alismada, Tiirk toplumunda IL-28B gen polimorfizminin HBV ve HCV
enfeksiyonunun gidisatina etkisi ve IL-28B plazma diizeyi ile HBV ve HCV
efeksiyonunun iliskisinin belirlenmesi amaclanmistir. Bdylece bu ¢alisma, IL-28B
gen bolgesi polimorfizmi ile HBV ve HCV duyarliligi, viral kontrol, karaciger
inflamasyonu ve hastalik prognozu arasindaki iliskinin belirlenmesine yardimci
olabilecektir. Calismamizin sonucunda elde edilecek verilerin; hepatit
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enfeksiyonunun progresyonunu 6nleyecek tedbirlerin alinmasi ve yeni gen tedavisi
seceneklerinin gelistirilmesi konusunda yapilacak ¢alismalara yol gosterebilecegi

distiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HepatitB

2.1.1. Virisiin Yapisi

Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis genusunda yer alan, konak
genomuna entegre olabilen, retroviriislara benzer 6zellikler gosteren, RNA araciligi
ile hepatositlerde replike olarak karaciger fonksiyon bozukluguna yol agabilen, 42
nm capinda sferik yapida zarfli DNA viriisiidiir. Lipid zarf yapist konak hiicre
yiizeyinden kazanilmis olup viral yiizey antijeni (HBsAg) bulunmaktadir (8, 16,

17).

2.1.2. Viral Genomun Yapist

HBV’nin ikozahedral niikleokapsid yapisi, ¢ift sarmalli DNA molekiilii
igceren HBV genomunu kapsamaktadir. Niikleokapsid, 240 viral kapsid proteininin
biraraya gelmesi ile olugsmustur ve viral genom DNA'simin tek kopyasi, negatif
zincirin 5' ucunda kovalent baglanmis viral polimeraz enzimi ve protein kinazlar
icermektedir (8). Genom DNA'sinin iki zincirinin asimetrik yapisi kendine 6zgi
essiz bir Ozelliktir. Negatif polariteli iplik tam bir halka olusturur, pozitif polariteli
iplik ise daha kisadir ve degisken uzunlukta bulunmaktadir. Negatif ve pozitif
ipliklerin 5° ucundaki hidrojen baglar1 onlar1 bir arada tutmaktadir. Negatif ipligin
5’ ucunda kovalent olarak baglanmis viral polimeraz ve pozitif ipligin 5’ ucunda

kovalent olarak baglanmis oligoniikleotid formda riboniikleik asit (RNA)



bulunmaktadir. Viral genomun bu yapis1 gevsek sirkiiler DNA (relaxed circular

DNA-rcDNA) olarak adlandirilmaktadir (18).

2.1.3. Diinya’da ve Tiirkiye’de HBV Enfeksiyonu

Diinya niifusunun %30’u HBV ile enfektedir (19). DSO verilerine gore;
2015 yilinda Diinya’da 257 milyon kronik Hepatit B hastasi (tasiyici)
bulunmaktadir ve her yil yaklasik 620.000 enfekte kisi HBV nin neden oldugu akut
enfeksiyon ve siroz ya da HCC gibi ge¢ komplikasyonlar nedeniyle
kaybedilmektedir (4). Bir¢ok iilkede etkin asilama programlarinin uygulanmasiyla
HBYV enfeksiyonlarinin insidansinda azalma olmasina ragmen, heniiz rutin agilama
programina ulagsamayan iilkelerin varli§i ve yas nedeniyle asilama programinin
disinda kalmis olan kitlelerde HBV morbidite ve mortalite ac¢isindan Onemini

korumaktadir (20).

HBYV enfeksiyonunu diinya cografyasi iizerindeki insidansi, HBV tasiyicisi
oranlarina gore li¢ boliimde incelenir: Orta Asya, Giiney Asya, Sahraalt1 Afrika ve
Amazon bolgeleri yiiksek endemisite (>%8); Amerika Birlesik Devletleri, Kuzey
Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda diisiik endemisite (<%?2) ve Tiirkiye’nin de
icinde bulundugu Orta Dogu, Dogu Avrupa, Akdeniz havzasi orta endemisite (%2-

8) bolgeleri olarak bilinmektedir (21).

Endemisite oranlarini ve akut enfeksiyondan kronik forma doniisii viriisiin

kazanim yas1 ve bulas sekli de etkilemektedir. Kroniklesme orani eriskin yas



grubunda %5, yenidoganlarda perinatal temasa bagli olarak %90, 1-5 yas grubunda

ise %20-50 civarindadir (21).

Ulkemizde farkli cografik bolgelerde farkli prevalans oranlari saptanmakta
olup; toplam 3,5 milyon kisi HBV ile enfektedir. Ulkemizde toplumun degisik
kesimlerindeki kisileri kapsayan calismalarda HBsAg pozitiflik orant %0,7-12
(ortalama %y5) olarak bildirilmistir. Calismalarin birbirleriyle karsilagtirilma
giicliigii ile beraber HBsAg pozitifliginin Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde yasayan kisilerde ve bu bolgelerden gb¢ alan yerlerde yasayanlarda

daha yiiksek oranlarda oldugu gozlenmektedir (21).

2.1.4. Immiinopatogenez

HBV enfeksiyonu, akut ya da kronik, semptomatik ya da asemptomatik
olabilir. Bunlardan hangisinin olusacagi bir¢ok faktér yaninda kisinin enfeksiyona
kars1 immiin yaniti ile de iliskilidir (10). HBV temel olarak hepatositleri enfekte
eder. Sitopatik olmayan bir viriistiir ve immiinolojik olaylar bu enfeksiyonun

patogenezinde, seyrinde ve sonucunda 6nemli rol oynamaktadirlar (8).

HBV’ye kars1 ilk savunma, ¢ok kisa silirede devreye giren, dakikalardan
saatlere =~ kadar  siirebilen, dogal bagisitk  mekanizmalar1  tarafindan
gerceklestirilmektedir. Viral enfeksiyon devam ederse edinsel immiin yanit baslar.
Pek cok virlis icin, erken spesifik olmayan dogal immiin yanit ve T ve B
hiicrelerinin aracilik ettigi edinsel immiin yanit birlikte hareket etmektedir (Sekil 1)

(8, 22).



2.1.4.1. Dogal immiin Yanit

Dendritik hiicreler, makrofajlar (Kupffer hiicreleri) ve dogal dldiiriicii
(natural killer (NK)) hiicreler gibi dogal immiin sistem hiicrelerinin aktivasyonu,
savunmanin birinci hattint olusturarak, enfeksiyonun erken déneminde viriisiin

yayilimini geciktirir.

Dogal immiin sistem HBV’ye karsi harekete gectiginde, HBV
replikasyonunun derecesine gére HBV DNAs1, antijenleri (6zellikle HBsAg) ve
proteinleri, dogal bagisiklik sisteminin etki mekanizmalarini ve antiviral sinyal
yolaklarin1 degisik yollarla inhibe etmektedirler; bu durum farkli klinik profillerin
olugsmasina neden olmaktadir. Viriise ait bu yapilar immiin diizenleyici gibi
davranarak kendi replikasyonunu kolaylastirma, dogal bagisik yanittan kagma ve
dolayisiyla  kroniklesme egilimine katkida bulunmaktadir. Bu kagis
mekanizmasindan dolayr HBV proteinleri ve partikiilleri, virlisiin logaritmik
bliyiime fazinda; viicuda girisinden 5 hafta sonra saptanmaktadirlar. Antiviral
tedavi kombinasyonlar1 ile immiin cevap indiiklenerek HBV’ye toleransin

bozulmasi ve HBV eliminasyonunun saglanmasi hedeflenmektedir (23).

Konak-viriis immiinolojik iligkisinin ve viriisiin bagisik yamttan kagis
mekanizmalarimin daha iyi anlagilmasi, kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonlu
hastalarda viriisiin eradikasyonuna yardimci tedavi yontemlerinin gelistirilmesi

acisindan olduk¢a 6nemlidir (23).



Sekil 1. HBV dogal ve kazamilmis immiin yanit(22).

A. Dogal immiin yanit

B. Kazanilmig immiin yanit

Patern taniyan reseptorler (PRR): Dogal immiin yanitin ilk basamagi
‘tanima’ olup PRR yapilar1 viral molekiiler yapilari tanir ve enfekte olmamis kendi
saglam hiicrelerinden ayirir. Patojenlerin taninmasi; dogal immiin yanit1 baglatma,
enfeksiyonu sinirlandirma ve etkili edinsel immiin yanit olusumunu hizlandirmay1
saglamaktadir. Toll-benzeri reseptorler (TLRs), RIG-benzeri reseptorler (RLRs),
NOD-benzeri reseptorler (NLRs), C-tipi lektin 6nemli PRR’lerdendir (23). Viral
enfeksiyonlarda en 6nemli TLR’lerden: TLR-9 mikroorganizma DNA’sinda bol

bulunan metillenmis CpG oligoniikleotidlerini tespit ederken, TLR-3 viral gift



sarmal RNA (dsRNA), TLR-7 ve TLR-8 viral tek sarmal RNA (ssRNA)’y1
tanimaktadir (24, 25). Bu taninma neticesinde viriisiin yok edilmesine yardimci
olacak inflamatuvar mediatorlerin transkripsiyonel ekspresyonunu saglayacak olan
hiicre i¢i sinyal kaskadi c¢alismaya baslar; tip 1 interferonlar (IFNa /B),

proinflamatuar sitokinler ve kemokinler tiretilir (8, 26).

TLR ekspresyonunun azalmasi ve PRR sinyal yolaklarinin inhibe edilmesi
konagin dogal immiin yanitin1 bozarak kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonuna

zemin hazirlamaktadir (23).

Monositler/Makrofajlar: Akut ve kronik karaciger hasarinda monosit
infiltrasyonu biiyiik oranda artar ve karacigere siirekli Kupffer hiicre takviyesi olur.
Monosit alt tipleri klasik CD14 (+) CD16(-) ve klasik olmayan CD14(+)
CD16(+)‘dir. Klasik CDI14(+) CDI16(-) insan monositlerinin  %90-95’ini
olusturmaktadir. Klasik olmayan CD14(+) CD16(+) monositler farklilastiklarinda,
karacigerde kronik ilerlemeyi devam ettiren, yiiksek diizeyde proinflamatuvar
sitokin ve kemokin (TNF-a, IFN-y, IL-6, MIP-1a ve MIP-18) iiretme kapasitesine
sahiptir. Ayn1 zamanda, bu monositlerin, profibrojenik primer insan hepatik stellat
hiicrelerini dogrudan aktive edebildigi gosterilmistir (27). Karacigere yerlesik
makrofajlar olan, intrahepatik l6kositlerin  %15-20’sini  olusturan Kupffer
hiicrelerinin HBV varliginda proinflamatuvar faktorlerden (IL-6, I1L-1, TNF-a)
ziyade profibrojenik ve tolerojenik faktorler (TGF-B) salgilayarak hepatik stellat
hiicrelerini uyarip fibrozise katki sagladig diistinilmektedir. Ayn1 zamanda, viral
hepatit boyunca TRAIL, Fas ligand, granzim B, perforin ve ROS gibi sitotoksik
molekiiller salgilayarak doku hasarina katkida bulunmaktadirlar (22, 28).
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NK/NKT (Natural killer T) hiicreleri: Dogal immiinitenin ana hiicreleri
olan NK hiicreleri HBV nin hepatositlerden temizlenmesinde olduk¢a dnemlidir.
HBV enfeksiyonunun erken doneminde harekete gecerek HBV yayilimini
siirlamaya calisan, edinsel immiin yanitin baglamasina aracilik eden hiicrelerdir.
Dogrudan sitotoksik etki ile ya da immiin sistemin diizenlenmesinde yer alan IFN-
v olmak iizere bircok sitokinin (TNF- o, TGF B, IL-10 vs.) {liretimi ile antiviral
aktivite gostermektedirler. Natural killer grup 2D (NKG2D); NK hiicreleri, NKT
hiicreleri ve CDS (+) sitotoksik T hiicreleri tizerinde eksprese olan aktive edici bir
reseptor olup MHC smif | molekiillerine benzeyen cesitli ligand gruplarina
baglanirlar. NKG2D-ligand etkilesimleri HBV kalicilig1, karaciger hasarinin

gelismesi ve HCC’ye ilerlemede 6nemli bir rol oynar (8, 22).

Tim bu yolaklar HBV enfeksiyonuna bagh karaciger fibrozisinin

onlenmesi acisindan hedef bolgeler olarak degerlendirilebilir.

2.1.4.2. Edinsel Immiin Yanit

CD4 ve CD8 T hiicreleri, B hiicreleri ve antikorlar, HBV kontroliinde
edinsel immiin yanitin 6nemli elemanlaridir. Edinsel immiin yanit diger bir¢ok
viriisiin aksine HBV enfeksiyonlarinda, diisiik viral replikasyon ve dogal immiin

yanitin baskilanmasi nedeniyle maruziyetten 10-12 hafta sonra gelismektedir (22).

Edinsel immiinitenin baglamasi i¢in naif T hiicrelerinin aktivasyonu
gereklidir ve bunun ig¢in de viral peptid-HLA (Human Leukocyte Antigen)

kompleksinin T hiicre reseptorii tarafindan taninmasi ve T hiicre ylizey reseptorii
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ile antijen sunucu hiicrenin yiizeyi lizerindeki kostimiilator molekiillerin etkilesimi
gereklidir. CD4 ve CD8 T hiicreleri hepatit viriislerinin yok edilmesinde isbirligi

icinde hareket ederler (8).

HBYV spesifik CD4 T hiicreleri: Genellikle ‘HBV cor’ epitoplarini hedef
almakta olup enfeksiyondan yedi-on hafta sonra kanda goriilmektedir. KHB
enfeksiyonlu hastalarla karsilastirildiginda, akut HBV enfeksiyonlarinda CD4 T

hiicre cevabi daha gii¢liidiir (22).

HBY spesifik CD8 T hiicreleri: Antijen ve kostimiilatorler ile etkin olan
CD8 T hiicreleri, antijeni ylizeyinde tasiyan enfekte hiicreleri o6ldiirme
yetenegindeki sitotoksik T lenfositlere (STL) farklilasirlar (8, 22). Tim HBV
proteinlerini hedef alabilmekte olup sitolitik ve non-sitolitik efektor fonksiyonlara
sahiptir. Fonksiyonel, siirekli, genis ve poliklonal bir CD8 T hiicre yaniti, HBV
kontrolii i¢in kritiktir (22). Bununla birlikte, HBsAg’ye zayif STL yanitindan
dolay1; kronik hepatitin tiim vakalarinda HBV’nin temizlenmesi gézlenemez. Bu
nedenle, KHB enfeksiyonu i¢in etkili bir tedavi olusturulmasi i¢in HBsAg’e STL

yanitinin zayif olmasinin altinda yatan mekanizmanin anlasilmasi 6nemlidir (8).

KHB ve T hiicre yamiti: Kronik enfeksiyonun ge¢ donemlerinde HBV ye
0zgl T hiicrelerinin miktar: oldukca distiktiir. Siirekli HBsAg maruziyetine bagl
olarak HBV’ye 6zgii CDS8 T hiicreleri yavas yavas fonksiyonlarini kaybetmektedir.
Bu duruma PD1, TIM3 gibi inhibitor reseptorlerin siirekli ekspresyonu da neden

olmakta ve IFN-y ve IL-2 iiretimi ve proliferatif kapasite azalmaktadir (22).
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T helper 17 (Th 17) hiicreler: Th 17 hiicreleri bagta IL-17A olmak iizere
IL-17F, IL-22, IL-21, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler iiretirler. Son ¢alismalar, Th 17
hiicrelerinin, HBV enfeksiyonlarinin patogenezinde rol oynadigin1 gostermektedir.
HBYV ile iligkili akut ve kronik karaciger hasar1 olan hastalarda, karacigerde asiri
bir sekilde gelisen Th 17 yanitlari, karacigere inflamatuvar hiicrelerin
infiltrasyonunu saglayan sitokinler salgilayarak karaciger hasarinin olugsmasina

katkida bulunabilmektedirler (29).

2.1.5. Klinik Bulgular

Akut ve kronik HBV enfeksiyonlar1 cok cesitli klinik bulgularla
seyredebilmektedir. Akut faz subklinik ya da non ikterik hepatitten, ikterik hepatite
hatta bazen, fulminan hepatite kadar degisen durumlarla karsimiza ¢ikarken; kronik
faz, asemptomatik tasiyiciliktan siroz ve HCC’ye kadar degisen tablolara neden
olabilmektedir. Her ikisinde de ekstrahepatik komplikasyonlar goriilebilmektedir

(Sekil 2) (30).

2.1.5.1. Akut Enfeksiyon

HBYV maruziyeti sonrasi inkiibasyon periyodu 1-4 ay kadardir. Bu siirenin
sonunda yaklasik ti¢te iki hastada herhangi bir semptomun goriilmedigi subklinik
ya da anikterik form ortaya g¢ikmaktadir. Immiin sistemin matiirasyonunu
tamamlamamis oldugu bebeklik ve erken ¢ocukluk donemlerinde siklikla bu form

goriilmektedir (20). Semptomatik hepatit, 1 yasindan kii¢iik cocuklarda nadiren, 5
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yagindan kiigiikk c¢ocuklarin % 10'unda ve yetiskinlerin % 30-80'inde
geligebilmektedir. Semptomlar ve sarilik 1-3 ayda kaybolmaktadir. Alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) diizeyleri 1000-2000 IU
/ L'ye kadar ¢ikabilmektedir; tipik olarak ALT, AST den daha yiiksektir. Prognozu
belirlemede protrombin zamani (PT) en iyi belirtectir. Yiiksek PT diizeyleri
karaciger yetmezligine isaret etmektedir. Ilk 6nce anti-HBc IgM olusmakta ve bunu
takiben anti-HBc IgG olusmaktadir. Ayni anda serumda HBsAg ve HBV DNA’da
saptanmaktadir. HBV DNA, HBeAg, HBsAg ve anti-HBc IgM kaybi; anti HBe,

anti-HBs gelisimi bagisiklig1 gostermektedir (30)

2.1.5.2. Kronik Enfeksiyon

Akut hepatit B enfeksiyonu gegiren bir hastada HBsAg pozitifliginin 6 ay
sonunda devam etmesi enfeksiyonun kroniklestigi gostermektedir. Akut HBV
enfeksiyonlu hastalarin  %5-10’u  genellikle kronik HBV enfeksiyonuna
ilerlemektedir. Bu kisilerin yaklasik tigte birinde kronik aktif hepatit gelismektedir;
karacigerin siirekli yikimi, skar olusumu, karaciger yetmezligi, siroz veya primer
HCC ile sonuglanabilir. Ugte ikilik grupta, kronik pasif hepatit gelisir ve daha az
sorunla karsilagsmaktadirlar (Sekil 2). Akut hepatit B’de 1iyilesme yerine
kroniklesmenin olmasina IFN yetersizligi, antijen sunumunda yetersizlik, CD4 T
lenfositlerdeki aktivasyon bozuklugu ve HBV spesifik CD8 T hiicrelerinin dokuda
veya kanda az bulunmasi gibi faktorler neden olabilmektedir (10, 20). Semptomlar
HCC ve siroz olmadig siirece yorgunluk gibi nonspesifik belirtilerdir. Bulanti, sag

iist kadran hassasiyeti, anoreksi, miyalji ve artraljiler nadiren eslik eder.
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Semptomlar ¢ogunlukla hastaligin siddeti, serum AST diizeyleri, biyopsi bulgulari
ile korele degildir. Serum AST diizeyleri normal olabilmekle beraber, kronik aktif
hepatitli hastalarda hafif-orta yiikselmeler goriilebilmektedir. HBsAg pozitif olup;
HBeAg ve HBV DNA pozitifligi sik olarak eslik etmektedir. Hipersplenizm
belirtileri trombosit sayisinda azalma, hepatik fonksiyonlarda bozulma,
hipoalbliminemi, hiperbilirubinemi siroza isaret eder. HBV iliskili kompanse siroz
olgularin %2-5’1 dekompanse siroza ilerleme gostermektedir. Dekompanse sirozun
klinik bulgular1 ve belirtileri arasinda asit, sarilik, hepatik ensefalopati veya varis

kanamasi yer almaktadir (30).

Kronik hepatit B enfeksiyonu birbirini izleyen dort farkli evrede

gelismektedir (20).

Immun tolerans dénemi: Ozellikle perinatal dénemde, organizmanin
viriise kars1 gosterdigi immiin tolerans viral replikasyonun ve viral yiikiin viicutta
oldukca yiiksek diizeyde olmasina neden olmaktadir. HBeAg pozitifligi, yliksek
HBYV DNA diizeyi, normal veya hafif yiiksek ALT seviyeleri ve minimal histolojik
aktivite ile karakterizedir. immiin tolerans nedeniyle immiin yanita bagl karaciger
hasar1 gelismediginden, ALT ve AST diizeyleri ile karaciger biyopsi bulgular

normal sinirlardadir (8, 20).

Immun klirens dénemi: Bu dénemde hepatik aktivite devam etmektedir.
Konagin gosterdigi immiin yanit sonucu HBV DNA diizeyi diiser ve ALT seviyeleri
donemsel alevlenmeler gostermektedir. Bu siirecin sonunda hastalarin bir kisminda,

HBeAg pozitif fazda fibroza ilerleyip siroz gelisirken biiylik bir kisminda HBV
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DNA diizeyi diiser, anti HBe olusur ve inaktif tagiyicilik fazina gecilmektedir.
Inaktif tasiyicilarin %20-30’unda kendiliginden ya da immunsupresyona bagli
olarak, HBeAg serokonversiyonu eslik etsin ya da etmesin, HBV DNA ve ALT

seviyelerinde yiikselme ile birlikte HBV reaktivasyonu gelisebilmektedir (8).

Inaktif dénem: immun yanit déneminin sona ermesi ile baslayan inaktif
donemde HBV DNA diizeyi diisiik pozitif veya negatif diizeye inmektedir. Immun
yanit doneminde c¢ok agir karaciger hasari meydana gelmemisse virolojik
aktivitenin sona ermesiyle beraber histopatolojik diizelme ve ALT seviyelerinin de
normale donmesiyle tipik bir ‘inaktif (asemptomatik) tasiyici’ tablosu ortaya
cikmaktadir (20). Ulkemizde 1998 yilindan itibaren hepatit asisinin ulusal rutin
cocuk asilama programina dahil edilmesi ve sosyoekonomik kosullarda kismi
diizelme ile HBsAg tasiyicilik oram1 %5’lerden %3-4’e kadar gerilemis olup; bu

hastalarin da %80’ini inaktif tagiyicilarin olusturdugu tahmin edilmektedir (8).

American Association for the Study of Liver Disease (AASLD) 2009
rehberine gore; >6 ay HBsAg pozitifligi, HBeAg negatifligi ve anti HBe pozitifligi,
serum HBV DNA diizeyinin <2000 IU/ml olmasi, siirekli normal ALT/AST
degerleri, karaciger biyopsisinde belirgin hepatit bulgularinin olmamasi inaktif

tastyicilik tani kriterleridir (8).

Reaktivasyon dénemi: Inaktif doneme gecen hastalarin biiyiik kismi
inaktif tagiyici olarak Omiir boyu kalirken bir kisminda viral replikasyonun yeniden

baslamasiyla HBeAg negatif kronik B hepatiti gelismektedir. Bu evrede HBV DNA
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diizeyleri genelde onceki iki donemden daha diisiiktiir. ALT diizeyleri dalgalanma

gostermektedir (20).

Iyilesme dénemi: Kendiliginden HBsAg negatiflesmesinin oldugu

donemdir. Daha ileri yaslarda kazanilan enfeksiyonlarda daha sik goriilmektedir.

Bu donem genellikle iyi seyirli olmakla birlikte, 6zellikle ilk 10 yil sirasinda

HBsAg kaybi olan olgularda diisiik diizey HBV DNA pozitifligi siirebilmektedir

(20).

Akut hepatit B

20%:

1%

iyilesme

Fulminan Hepatit

HBsAg(+) >6 ay

En%ﬁ

iyilesme

poliarteritis nodoza

Glomerulonefrit

inaktif HBsAg Kronik persistan Kronik aktif
tastyici hepatit hepatit
Ekstrahepatik bulgular: Siroz

Sekil 2. Akut hepatit B enfeksiyonunun klinik sonuglari (10).
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2.1.5.3. Tedavi Almamis Kronik Hepatit B Enfeksiyonlu Hastalarda

Prognoz

Diinya niifusunun yaklasik % 30'uw HBV ile enfekte olup yaklasik 350
milyonu (% 5-6) kronik persistan tasiyicilar olusturmaktadir. Kronik persistan
enfeksiyon olusma riski HBeAg pozitif anneden bebege perinatal bulas yoluyla
%90; ¢ocuklarda %?20; eriskinlerde %5-10 kadardir. Kronik persistan enfeksiyonlu
hastalarin %10-30’unda siroz ve HCC gelismektedir. Epidemiyolojik faktirler
(hastaligin alinma yasi, alkol kullanin, diger hepatit viriisleriyle koenfeksiyon
gibi); viral faktorler (HBV DNA diizeyi, HBV genotipi, HBV genetik varyantlari
gibi); cevresel faktorler (tedavi, asilama, hijyen, beslenme), konak immiinolojik
ve genetik faktorler enfeksiyonun duyarliligini ve ilerlemesini etkilemektedir(31,
32). KHB'de morbidite ve mortalite olasilig1 siroz gelisimiyle dogrudan iligkilidir.
KHB’nin ilerlemesini birgok faktor etkilemektedir. Yiiksek HBV DNA seviyesi,
Hepatit D viriisii ya da Hepatit C viriisii ile eszamanli enfeksiyon siroza ilerleme
oranini artirmaktadir. Hastalik siirecinde daha siddetli inflamasyon ve fibrozise
sahip olan hastalarin da siroza ilerleme egilimi daha yiiksektir. HBsAg pozitif
hastalarda siroz olmaksizin uzun donem prognoz iyidir. HBsAg negatiflesen
hastalarda ise prognoz daha iyidir. Siroz gelistikten sonra, dekompanse karaciger

sirozu gelisme riski yilda % 20-25 arasinda degismektedir (30).
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2.1.6. Kronik Hepatit B Enfeksiyonunda Tani

KHB enfeksiyonunun tanisi invitro hiicre kiiltiirlerinde {iretilemedigi igin
biyokimyasal, serolojik, molekiiler, patolojik degerlendirmelerle beraber HCV,

HDV, HIV gibi diger hepatit nedenlerinin dislanmasi ile konulmaktadir (8, 33).

Serolojik testler, hastaligin seyrini ve evresini tanimlamaktadir. HBV
enfeksiyonu laboratuvar tanisinda ve enfeksiyonun klinik seyrinde HBV serolojik

belirtegleri arastirilmaktadir (Sekil 3,4).

HBsAg: Semptomlardan 1-2 hafta once ortaya cikar, 2-6 ay varligini
stirdiirdiikten sonra akut enfeksiyonlarda kaybolmaktadir. Kronik enfeksiyonlarda

ise 6 aydan uzun siire varligini devam ettirmektedir (8).

HBeAg: Akut ve kronik enfeksiyonda serumda HBsAg ile ayn1 donemde
goriilmektedir. Bulagtiriciligin, aktif replikasyon ve infektivitenin yiiksek
oldugunun bir gostergesidir. HBeAg, persistan enfeksiyonun olusumu igin
gereklidir. HBeAg diizeyi, dogal seyir sirasinda kendiliginden veya tedavi sirasinda

azalirsa bu yliksek replikatif durumdan diisiik replikatif faza gecisi ifade edebilir
(8).

HBCAQ: genellikle intraniikleer yerlesimli olup aktif hastalik doneminde
ve agsin replikasyon gosteren olgularda sitoplazmada da yaygin olarak
saptanabilmektedir. Ancak HBcAg’ye dolasimda serbest olarak rastlanmadigindan

serumda varligi tespit edilemez (34).
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Anti HBc 1gG: Hepatit B kor antijenine karsi olusan antikordur. Klinik
bulgularla beraber pozitiflesir. Serumda hayat boyu kalir. Akut enfeksiyonlarda,
kronik enfeksiyonlarda ve tasiyicilarda pozitif olabilir. Anti HBs ile beraber dogal

olarak gegirilen enfeksiyona karsi gelisen bagisik yanit1 géstermektedir (8).

Anti HBc IgM: Hepatit B kor antijenine karsi olusan IgM sinifi antikordur.
Klinik bulgularla pozitiflesir; 6-24 ay i¢cinde negatiflesir. Akut veya yeni gegirilmis
enfeksiyonu gosterir (8). HBsAg’nin kaybolup anti HBs’nin belirlenemedigi
pencere doneminde pozitif olup akut enfeksiyonu gdsteren en iyi serolojik

belirtegtir (10).

Anti HBs: HBsAg’ye karsi olusan antikordur. Gegirilmis enfeksiyon ve
asilama sonucu olusan bagisiklikta pozitiflesir. Pencere donemi sonrasi koruyucu

anti HBs antikorlar1 belirir (8).

Anti HBe: HBeAg’ye karsi olusan antikordur. Gegirilmis enfeksiyon ve
kronik enfeksiyonda pozitif olarak saptanir. Anti HBe pozitif olan kronik hastalarda

genellikle HBV DNA diisiik diizeyde ya da negatif olur (8).
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Titre

Semptom

anti-HBe

Total anti-HBc

e

Titre

anti-HBc IgM anti-HBs  *
. /
g
T T T T T Y T 1 — | — |
0 B 12 16 20 24 2B 32 36 52 100
Haftalar
Sekil 3. Iyilesme ile sonuclanan akut HBV enfeksiyonu (35).
HBeAgq anti-HBe
HBsAg
Taotal anti-HBe
anti-HBc IgM
1 I ] I 1) I I 1 ."‘:’ ] l'}(
B 12 16 20 24 28 32 36 52
Haftalar

Sekil 4. Akut HBV enfeksiyon sonrasi kronik HBV enfeksiyonuna ilerleme (36).



KHB enfeksiyonunda 6 ay siiren HBsAg pozitifliginin yani sira Anti
HBs negatifligi ve Anti HBc total/IgG pozitifligi goriilmektedir. HBeAg pozitif
bir hastanin HBV DNA’y1 kaybederek Anti-HBe pozitif hale kendiliginden ya
da antiviral ila¢ tedavisi ile gelmesi, tedaviden sonra olusmasi istenen bir

durumdur (8).

Molekiiler tam1 yontemleri, HBV’nin tespitinden, genotiplerin
belirlenmesi ve antiviral diren¢ genlerinin gdsterilmesine kadar bir¢ok amagla
yiiksek dogrulukla kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle kantitatif olarak viral yiikiin

belirlenebilmesi, HBV tedavisini yonlendirmede biiyiik katkilar saglamistir.

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time PCR (RT-PCR))
yontemlerinin gelistirilmesi, tanisal mikrobiyolojinin her alaninda oldugu gibi
HBV tespitinde de oldukc¢a avantaj saglamistir. Klasik niikleik asit ¢ogaltma
yontemlerinden daha duyarli ve hizli olan RT-PCR yo6ntemlerinde, amplikonun
analizi i¢in reaksiyonu tiipiiniin a¢ilmas: gerekmediginden capraz kontaminasyon
riski daha diisiiktiir. Cogaltilan amplikonlar bu yontemlerde; floresan isaretli
problarin kullanildigi TagMan, molecular beacons, Scorpions gibi yontemler ile
0zgiil olarak, SYBR-Green 1 ve etidyum bromiir gibi DNA’ya baglanabilen boyalar
ile 6zgiill olmayarak gosterilebilir. Farkli floresan molekiillerin, farkli dalga
boylarinda 1s1ma yapmalar1 birden fazla hedefin saptanabildigi multipleks PCR

uygulamalarina da olanak saglamaktadir (8).

Patolojik degerlendirmede karaciger biyopsisi nekroinflamasyon ve

fibroz degerlendirme kullanilabilmektedir. Karaciger sertligini radyolojik olarak
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degerlendiren yontemler (transient elastografi (TE), MR elastografi) fibroz
evrelemesinde en duyarli noninvaziv testlerdir. Bunlar arasinda en yaygin
kullanilan1 TE’dir. Daha diisiik sensitivite ve spesifitesiyle, orta diizeyde tani
dogruluguna sahip olan APRI (Aspartat aminotransferaz to platelet ratio) ve FIB-4
(fibrosis index based on the four factors) karacigerde fibroz ve nekroinflamasyonu

degerlendiren direkt ve indirekt serum belirtegleridir (33, 37).

2.2. HepatitC

2.2.1. Virilis ve Genom Yapist

HCV, Flaviviridae ailesindeki Hepaciviriis cinsinin tek iiyesidir. Yaklagik
50 nm ¢apinda kiiresel yapil1 zarfl1 bir viral partikiile sahiptir. Tek iplikli ve pozitif
polariteli RNA genomu yaklagik 9600 niikleotid uzunluktadir. Bu RNA genomu bir
cekirdek ve glikoproteinler ile sarilmis bir lipidden meydana gelen 30-35 nm
capinda bir kapsit yapisi ile ¢evrilidir. Genomun 5° ve 3’ uclarinda herhangi bir
proteini kodlamayan (NCR: non-coding region ya da UTR: untranslated region)
ancak viral proteinlerin translasyonunda ve viral replikasyonda goérev alan bolgeler
bulunmaktadir. IRES (internal ribosomal entry site) adi verilen ve viral genomun
Okaryotik ribozomun 40S alt iinitesine tutunduktan sonra baska bir translasyon
baslatic1 sinyale gerek duymaksizin ribozom tarafindan okunmasini saglayan bolge
5’NCR i¢inde yer almaktadir. Genomun her iki ucunda yer alan bu kodlanmayan
bolgelerin arasinda viriisiin yapisal ve yapisal olmayan proteinlerini kodlayan bolge

yer almaktadir. Bu kisim viral poliproteini kodlayan tek bir agik okuma
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cergevesinden (ORF) olusmaktadir. ORF’nin bitiminden hemen sonra baslayan
3’NCR yaklasik 80 baz uzunlugunda bir poly (U/UC) segmenti ve iyi korunmug X
kuyruk bolgesi icermektedir. Son iki bdlge RNA replikasyonu i¢in gereklidir.

5’NCR ve 3’NCR’nin X kuyruk bélgesi genomun en korunmus boélgeleridir (8, 38).

2.2.2. Diinya’da ve Tiirkiye’de HCV Enfeksiyonu

HCV enfeksiyonu diinya genelinde yaygin morbidite ve mortalite nedenidir.
Asisinin bulunmamasina ragmen, yeni ¢ikan antiviral ajanlarla HCV’nin 15-20 y1l
icinde eradike edilebilecegi tahmin edilmektedir. Son 20 yilda gelismis {ilkelerde
HCV enfeksiyonu sikligi 6nemli Ol¢iide azalsa da, HCV’ye bagh karaciger

hastaliklarindan 6liimlerde artis olmustur (39).

DSO 2017 raporuna gére diinyada tahmini olarak 71 milyon kronik HCV
enfeksiyonlu kisi vardir. DSO’ye gére 2015 yilinda 1,75 milyon yeni HCV
enfeksiyonu ortaya ¢ikmustir. Yaklasik 399.000 kisi her y1l hepatit C kaynakli siroz

ve HCC nedeniyle 6lmektedir (6, 30).

Diinya genelinde HCV enfeksiyon prevelansinda onemli derecede
heterojenite vardir. Diinyada hemen hemen tiim iilkelerde goriilmektedir. DSO
verilerine gore Dogu Akdeniz ve Avrupa Bolgelerinde prevalans en yiiksek olup
strastyla %2,3 ve %]1,5’tur. Diger lilkelerde HCV prevalansi %0,5 ve %1 arasinda
degismektedir. Dogu ve Orta Asya ile Kuzey Afrika/ Ortadogu yiiksek prevalansa
(>%3.,5); Giliney ve Giineydogu Asya, Sahraaltt Afrika, Orta ve Giiney Latin

Amerika, Karayipler, Avustralya ve Avrupa’nin biiyiik kesimi orta prevalansa
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(%1,5-35); Asya Pasifik, Tropikal Latin Amerika ve Kuzey Amerika diisiik
prevalansa (<%]1,5) sahip bolgeler olup cografi olarak anlamli farkliliklar

gostermektedir (40).

Tirkiye’de HCV prevalansiyla ilgili veriler kan merkezi ve toplum
taramalarindan edinilmistir. Ulke genelinde Tiirk Karaciger Arastirmalari
Dernegi’nin 2008-2011 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada anti-HCV pozitifligi
%0,95 olarak bulunmustur. Viral Hepatitle Savagim Dernegi’nin saha ¢aligmasinda
anti-HCV pozitiflikleri 2008-2011 yillar1 arasinda % 0,4-0,7 olarak tespit edilmistir
(41). Hemodiyaliz hastalari, bobrek transplantasyonlu hastalar ve periton diyalizi
yapilan hastalar anti-HCV pozitifliginin en yliksek oldugu gruptur. Hepatit C
acisindan 6nemli bir risk grubu ve rezervuar olan bu hastalarda Nefroloji ve
Transplantasyon Derneginin ¢alisma raporuna gore anti-HCV pozitifligi
hemodiyaliz hastalarinda %38,5, bdbrek transplantasyonlu hastalarda %38,4 ve

periton diyalizi yapilan hastalarda %4,5 olarak saptanmstir (41).

2.2.3. Immiinopatogenez

HCV insan viicuduna girdiginde once dogal immiin sistem devreye
girmekte ve Tip 1 IFN diretimi ve antiviral hedef genlerin aktivasyonu
gerceklesmektedir. Ancak dogal immiin sistem yeterli gelmemekte ve inkiibasyon
doneminde HCV karacigerde ¢cogalmaya devam etmektedir. Haftalar sonra edinsel
immiin sistem devreye girmektedir. Edinsel immiin sistemin giicii ve kalitest HCV

ilerlemesini belirlemede olduk¢a Onemlidir. Karacigerde HCV spesifik CD8+
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sitotoksik T hiicreleri ve CD 4 T helper hiicrelerinin aktivasyonunda ani azalma

kroniklesmenin belirtisidir (42).

2.2.3.1. Dogal immiin Yanit

Viral enfeksiyonlara karsi ilk savunma hattidir. Dogal immiin sistemin
hiicresel komponentlerinin diizenlenmesi ve aktivasyonunda ve antiviral yanitin

indiiklenmesinde interferonlar kritik rol oynamaktadir (42).

Interferon ile uyarilmis genlerin (ISG) gii¢lii uyarimma ragmen dogal
immiin yanit HCV’nin tamamen temizlenmesi i¢in yeterli degildir. Ayrica HCV

enfekte ettigi hiicrelerdeki antiviral efektor proteinlerin ekspresyonunu ve islevini

inhibe edebilmektedir (42).

2.2.3.2. Kronik Hepatit C enfeksiyonunda konak immiin yaniti

Kronik HCV enfeksiyonunda ISG ekspresyonu

Kronik HCV enfeksiyonunda viriis heniiz tam bilinmeyen mekanizmalarla

dogal ve kazanilmis immiin yanittan kagmaktadir (42).

ISG indiiksiyonu bireyler arasinda 6nemli farkliliklar gostermektedir. IFN
sisteminin aktivasyon diizeyini belirleyen diger faktorlerle ilgili bilgilerimiz

sinirlidir (42).

Tim diger IFN subtiplerinin aksine, IFNA1, IFNA2, IFNA3 ve son

zamanlarda tespit edilen IFNA4 messenger RNA (mRNA) karaciger biyopsilerinde
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tespit edilebilmektedir. Tespit edilen diisiik mRNA miktarinin, kronik HCV
enfeksiyonunda ISG'lerin indiiksiyonu ig¢in yeterli biyoaktif protein iiretip
tiretmedigi bilinmemektedir. IFNA sinyalleri, kronik hepatit C (KHC) hastalarinda

temel ISG indiiksiyonunun giiglii adaylarindandir (42).

2.2.3.3. Edinsel immiin yanit

Kronik HCV enfekte hastalarin biiyiik bir kism1 HCV spesifik nétralizan
antikor ve T hiicre cevabina ragmen persiste kalmaktadir. T hiicre cevabi karaciger
hastaliginin  ilerlemesine neden olabilmektedir. Edinsel immiin yanitin
basarisizligina neden olarak gesitli mekanizmalar ortaya atilmaktadir (Sekil 5).
Ornegin, viral tiiriimsiiler (Quasispecies) yetenegi, nétralizan antikor ve T hiicre
cevabindan kagis1 desteklemektedir (43). HCV glikoproteinlerinin yiiksek dansiteli
lipoprotein ve scavenger reseptor Bl (SCARBI) ile etkilesimi nétralizan
antikorlardan korunmayi saglayabilmektedir (44). HCV’nin hiicreden hiicreye
transfer yoluyla nétralizasyondan kagtigi da belirtilmistir (45, 46). HCV spesifik T
hiicre cevabinin basarisizligi, T hiicre tilkenmesi ve viral kagis mutasyonlari ile de
ilgilidir.

Kronik HCV enfekte hastalarin ¢ogunda, yine de, viriise spesifik T hiicreleri
karacigerde oldukca zengindir (47). Viral kacis mutasyonlar1t HCV Kkronisitesi
ile; kacis mutasyonlarinin olmamasi viral klirens ile iliskili goriinmektedir.

Viral kagisa, sinirli CD 4+ T hiicre cevabi, T hiicre reseptor ¢esitliliginin sinirh
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olmasi, CD 8+ T hiicrelerin fonksiyonel degisimi, belli viral bolge mutasyonlari

neden olabilmektedir (42).

Kronik HCV enfeksiyonunun en belirgin 6zelligi, antiviral sitokin salgilama
ve proliferasyon yetenegi bozulmus CD8+ T hiicrelerinin varligidir. T
hiicrelerindeki azalma, PD-1, CTLA-4, TIM-3 gibi inhibitér reseptorlerin
upregiilasyonu ve CD127’nin diisiik eskpresyonu ile iligkilidir. Yiiksek PD-1
ekspresyonu varliginda intrahepatik HCV spesifik CD8 + T hiicreleri apoptozise
ugramaktadirlar. CD4+ T hiicre yardiminin eksikligi veya Treg (T regiilator) veya
sitokinlerin etkileri de viriis spesifik CD8+ T hiicrelerinin tiikenmesine katkida
bulunmaktadir. Kronik HCV enfeksiyonlarda HCV spesifik CD4+ T hiicre

cevabinin zayif oldugu gézlenmistir (42).

Bu sonuglar, birkag farkli mekanizmanin HCV'ye spesifik T hiicre islev
bozukluguna katkida bulundugunu ortaya koymaktadir; ancak, bu farkli yollarin her
birinin goreceli katkisinin gelecekte netlestirilmesi gerekmektedir. Antiviral
tedavinin katkis1 da net degildir. Akut enfeksiyonda Peg-IFN tip I tedavisi, viriise
spesifik CD8+ T hiicre fonksiyonlarini diizeltsede; kronik enfeksiyonlarda Peg-1FN
tip I tedavisinin CD8+ T hiicrelerinin fonksiyonuna katkisi olmamistir. Ayni
zamanda, IFN i¢cermeyen direkt antiviral tedaviler CD8+ T hiicre fonksiyonlarini
diizeltmektedir. Farkli antiviral adaylarla yapilan daha ileri caligmalarinda
dogrulanmasi gerekmesine ragmen, bu sonuglar devam eden replikasyonun
dogrudan HCV'ye 6zgii CD8 + T hiicre basarisizligina katkida bulunabilecegini

gostermektedir (42).
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Sekil 5. Viriise 6zgii CD8+ T hiicrelerin basarisi ve basarisizhigi (42).

A. CD8+ T hiicreler sitolitik (perforin) ve non sitolitik mekanizmalarla (IFN-y) viral
replikasyonu inhibe etmektedir. CD4+T hiicre yardimi gerekmektedir. Notralizan
antikorlar viriisiin hepatositleri enfekte etmesini uyarabilmektedir

B. HCV enfeksiyonunda viral kagis inhibitdr reseptorlerin uyarilmasina baglh T hiicre
tikenmesi gibi birgok farkli mekanizma ile edinsel immiin yanit basarisizliga

ugrayabilmektedir

2.2.4. Klinik Bulgular

HCV enfeksiyonlarinin dogal seyri viral ve konaga ait faktorlere bagh
olarak kisiler arasinda biiyiik farkliliklar gosterir. Akut HCV enfekte hastalar %50-
90 asemptomatik olup %15’1 kendiliginden iyilesmekte, %70’inde viriis persiste
kalmakta ve kronik enfeksiyon gelismektedir. Kronik fazda kendiliginden HCV

Klirensi zordur; 10-40 yilda hastalarin %20’sinde siroza ilerleme olabilmektedir.
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Hastalarda karaciger yetmezligi (%6) ve HCC (%1-4) gelisme riski artmaktadir

(Sekil 6) (10, 42, 48).

Kronik HCV ve kompanse sirozda karaciger transplantasyonu olmaksizin 5
yillik sagkalim iyi olmakla beraber (%80), dekompanse siroz (%50) ve HCC’de

belirgin sekilde diismektedir (49).

Akut HCV
| enfeksiyonu —[l
T TO%,
16% 15% {}
iyilesme ve viral Hizl baglangigli Persistan
klirens siroz enfeksiyon
| 40

Asemptomatik

17

—

Kronik hepatit

—

6% 20% 4%
Karaciger Siroz HCC
vetmezligi

Sekil 6. Hepatit C enfeksiyonunun klinik sonuclar: (10).

2.2.4.1. Akut Enfeksiyon

HCV maruziyeti sonrast dogal immiin yanittan kacabilen viriislar i¢in
inkiibasyon stiresi 6-120 giin olup bu siirede ALT yiikselmesi ve semptomlarin
ortaya cikisi goriilmektedir. Klasik seyirde preikterik donem (transaminazlarda

artis ve prodromal belirtiler, 1-2 hafta), ikterik donem (sarilik, 4-6 hafta) ve
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iyilesme donemi ile enfeksiyonun dogal seyri tamamlanir. Hastalarin %75’inde
asemptomatik seyir goriiliirken, akut enfekte hastalarin %80’i kronik HCV
enfeksiyonuna ilerlemektedir. Viral ve konaga ait faktorler kroniklesmede g¢ok
onemlidir (Tablo 1). Virlise maruziyetten 1-2 hafta sonra HCV RNA kanda
saptanmakta ve bunu ALT, AST, bilirubin seviyelerinde yiikselme izlemektedir.
HCV antikorlar1 (anti-HCV) genellikle 8 haftadan sonra pozitiflesir ve akut ile
kronik hepatiti birbirinden ayirmada kullanilamaz. Akut HCV enfeksiyonu
tanisinda altin standart, daha 6nce negatif olan anti-HCV’nin pozitiflesmesi, HCV

RNA pozitifligi ve ALT yiiksekligidir (10, 30, 50).

2.2.4.2. Kronik Enfeksiyon

Kronik HCV enfeksiyonu 6 aydan daha uzun siireli HCV RNA
pozitifligidir. HCV enfeksiyonu bir kez kroniklesince genellikle on yillarca devam
etmektedir. Serum HCV RNA seviyeleri sabit; serum ALT seviyeleri
semptomlardan bagimsiz olarak dalgalanma gdstermektedir. Karaciger
biyopsilerinde inflamasyon derecesi de zamanla degismektedir. Hastalarin
%20’sine  yakininda zamanla siroza ilerleyen fibrozis gelismektedir.
Nekroinflamatuar karaciger hasari, fibrozisin derecesi, serum ALT diizeyi ve serum

HCV RNA diizeyi arasinda zay1f iligki vardir (30, 49).

Kronik HCV enfeksiyonunun dogal seyri {lizerine etkili birgok faktdr vardir
(Tablo 2). Viral faktorler (genotip, subtipler ve quasispesies) ve konak faktorleri
(bulas sekli, semptomlarin varligt veya yoklugu, baslangi¢ immiin cevabi)

hastaligin dogal seyrinde rol oynamaktadirlar (48, 49).
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Kronik persistan hastalik, 10-15 yil icerisinde kronik aktif hepatite, 20 yil
sonra ise siroza (kronik vakalarin %20’si) ve karaciger yetmezligine (sirozlu

olgularin %20’si) ilerlemektedir (10).

Tablo 1. HCV enfeksiyonunun kroniklesmesiyle ilgili faktorler (49)

Akut HCV enfeksiyonunun asemptomatik seyri

ileri yas

Erkek cinsiyet

Siyah tenli olmak

Immunsupresyon

Koenfeksiyon

Genotip 3 dis1 genotip

I1L-28B polimorfizmi

Akut HCV sirasinda

Yiiksek viral yiik

HCYV yapisal proteinlerine kars1 ndtralize eden antikorlarin yiiksek diizeyde olmamasi
HCV baglandiktan sonra hiicre girisini notralize edecek konak yanitinin olmamast

HCV’ye 6zgii CD4 Thiicre yanit siirekliliginin olmamasi

Tablo 2. Kronik HCV’de fibrozis gelisimi iizerine etkili faktorler (49)

Baslangig fibrozisinin ileri olmasi

ileri yas >40

Alkol kullanimi

Koenfeksiyon (HBV,HIV)

Immunsupresyon

Metabolik karaciger hastaligi

Insiilin rezistansi, nonalkolik steatohepatit, diabetes mellitus, obezite, kilo alim, hiperlipidemi

Sigara kullanimi

Serum ALT diizeyinin yiiksek seyretmesi

Erkek cinsiyet
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2.2.5. Kronik Hepatit C Enfeksiyonunda Tani

2.2.5.1. Genel laboratuvar testleri

Biyokimyasal testler: ALT, AST, GGT, ALP, albumin, globulin, total
bilirubin. Tanida biyokimyasal yontemlerle karaciger hasarinin gosterilmesi
onemlidir. Serum transaminazlarinin yiiksek olmasi genellikle inflamasyon ve
fibrozis ile uyumlu olmakla birlikte, normal olmasi karaciger hasarinit diglamaz
(33).

Hematolojik testler: Tam kan sayimi, Protrombin zamani (33)

2.2.5.2. Serolojik Testler

Anti HCV: Tanimlanmus risk faktorii saptanan olgularda tarama testi olarak
kullanilir. Anti HCV testi i¢in 3. veya 4 kusak ‘Enzim immiinoassay’ (EIA) testleri
kullanilmalidir. Rekombinant olarak elde edilen kor, NS3, NS4, NS5 antijenlerine
kars1 serumda antikor arastirilir; semikantitatif 6l¢tim yapar ve sonuglar negatif ya
da pozitif seklinde verilir. 3.kusak EIA testlerinin anti HCV saptama duyarlilig1 ve
ozgilligii >%99’dur. Bu test virlis alindiktan sonra ilk 3-4 hafta siiresince ve
bagisiklig1 baskilanmislarda negatif bulunabilir. Bu nedenle belli hasta gruplarinda
HCV RNA calisilmas1 daha dogrudur. Anti-HCV, kisi HCV ile karsilastiktan
sonraki en erken 8.haftada pozitiflesir, hastalarin ¢ogunda 2 ile 6 ay arasinda
pozitiflesmektedir. HCV’ye kars1 gelismis bu antikorlar koruyucu degildir. Anti-
HCV pozitifligi uzun yillar pozitif kalir, kendiliginden ya da tedavi ile HCV’nin

klirensinden sonra giderek azalip 5-20 yil sonra kaybolabilir (33, 49).
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2.2.5.3. Virolojik Testler

HCV RNA (Ger¢ek zamanh PCR): Viriis alindiktan 1-2 hafta i¢inde
genellikle saptanmaktadir. Viremiyi gostermek agisindan kalitatif RNA testleri
yeterli olmakla birlikte, tedavi planlanan hastalarda ve tedavi takibinde HCV RNA
kantitatif olarak belirlenmelidir. RT-PCR, dall1 zincirli PCR ve benzer tekniklerle
genomun tespiti ve kantitasyonu, HCV tanisinin dogrulanmasi ve antiviral ilag
tedavisinin bagarisinin izlenmesinde altin standarttir. Genetik yontemlerin susa
Ozgulliigli daha azdir ve seronegatif kisilerde HCV RNA’sin1 tespit edebilmektedir.
Tedavi alan hastalarin ¢ogunda 6 ay icinde HCV RNA negatiflesmektedir (Sekil 7)

(33, 51).

En az 6 aydir anti-HCV ve HCV-RNA pozitifligi olan Kkisilerde KHC
tanis1 konulur. Baz1 KHC olgularinda tek basina HCV-RNA pozitifligi olabilir

(Sekil 8) (33).
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Titre
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Sekil 7. fyilesme ile sonuclanan akut HCV enfeksiyonu (52).

anti- HCV
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012 3 4561234
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Sekil 8. Akut HCV enfeksiyon sonrasi kronik HCV enfeksiyonuna ilerleme (52)
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Viral genotip testleri: Tedavi siiresi ve tedaviye yanit olasiligini belirlemek

i¢in tedavi 6ncesi genotip ve subtip tayini yapilmalidir (33).

2.2.5.4. Radyolojik Testler (Ultrasonografi)

2.2.5.5. Fibrozis evresinin belirlenmesi

Baslangigta noninvazif metodlarla (Fibroscan Elastografi, MRI elastografi
Biyomarkerlar (Fibrotest, APRI vb.) saptanmaktadir. Fibrozis derecesi noninvaziv
yontemlerle saptanamayan (yapilamadigi veya klinik durumla uyumsuz
sonuc¢landigr durumlarda) veya ilave etyolojisi olan hastalarda karaciger biyopsisi

onerilmektedir (33, 49).

2.3. Sitokinler

Sitokinler, kiiciik proteinler (5-20 kilodalton (kDa) agirliginda) olup yiiksek
afiniteli reseptorlerine baglanarak, parakrin ve otokrin tarzda bolgesel etki gosteren
hiicre i¢i sinyal proteinleridir. Makrofajlar, lenfositler, mast hiicreleri, endotelyal
hiicreler, fibroblastlar ve stromal hiicreler sitokin sentezleme kapasitesine sahiptir.
Genellikle cakigan fonksiyonlara sahip olup, bir¢ok sitokin tek bir etkinlik
gosterirken; tek bir sitokin birden fazla hiicre tipine etki ederek ¢ok sayida etkinlige
neden olabilmektedir. Bir sitokin, diger sitokinlerin sentezini etkileyebilmektedir.
Sitokinler immiin yanitta ihtiya¢ duyuldugunda iiretilmektedirler ve depolanmazlar.

Sentezleri gen transkripsiyonu tarafinda baslatilir ve mRNA’lar1 kisa dmiirliidiir.
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Sitokinleri kodlayan genler, birbirinden ¢ok az farkli ama biyolojik olarak 6nemli
aktiviteye sahip proteinler elde etmek icin varyantlar {iretebilmektedirler.
Infeksiyon, inflamasyon, kanser ve travma durumlarinda reseptdrleri aracihigiyla

konak immiin cevabini diizenlemektedirler (11, 53, 54)

Sitokinler fonksiyonlarina veya kaynagina gore farkli kategoriler hallinde
gruplandirilabilmektedirler. Dogal immiin yanitta TNF-o, IL-1, IL-6, IL-10, I1L-12,
tip 1 interferonlar (IFN-a ve IFN-B) etkin sitokinler iken, kazanilmis immiin yanitta
IL-2, IL-4, IL-5, TGF-B ve IFN-y olduk¢a 6nemlidir. T helper 1 hiicreler IL-2, IL-
12, IFN-y ve TNF- a sentezleyerek hiicresel immiin cevabi diizenlerlerken; T helper
2 hiicreler tarafindan salinan TGF B, IL-4, IL-10, IL-13 ve IL-28 gibi sitokinler

humoral immiin cevabin diizenlenmesinden sorumludur (11, 54).

Sitokinler paylasilan yapisal homolojileri gdzoniine alinarak ailelere
smiflandirilabilmektedir. IL-1 ailesi, Tip 1 sitokin (hematopoetin) ailesi, Tip 2
sitokin (interferon) ailesi, TNF ailesi, IL-17 ailesi ve kemokinler olarak
siiflandirilan alt1 ailenin {iyeleri birbirine homoloji gosteren reseptorlere
baglanmakta ve hiicresel yanitlart etkin kilmak amaciyla benzer sinyal yolaklarini

kullanarak biyolojik etkilerini ger¢eklestirmektedirler (53).

HBYV enfeksiyonlarinda bir¢ok sitokin gérev almaktadir. IL-28, 1L-10 gibi
sitokinler enfeksiyonun seyrini degistirebilmektedirler. Her ne kadar bu sitokinlerin
enfeksiyon patogenezindeki rolleri tam olarak bilinmese de kronik HBV
enfeksiyonu ile 6nemli sitokinleri kodlayan genlerdeki polimorfizm arasindaki

iligki arastirilmaktadir (11).
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IL-28B: Interlokin 28B (Interferon A3), IL-28B geni tarafindan kodlanan
simif 2 sitokindir. IL-28A, 1L-28B ve IL-29 genleri kromozom 19913 olarak
haritalanan kromozomal boélgede yerlesik olup birbiriyle iligkili sitokinleri eksprese
etmektedirler. IFNA proteinleri, IL-28A, IL-28B ve IL-29 genleri tarafindan kodlanir
(Sekil 9) I1L28, IL-28A reseptorii (IFNA R1) ve IL10RB (receptor binding)
reseptoriine baglanarak tip 1 IFN ve IL-10 ailesi arasinda da iliskiyi saglayabilir.
Tip III interferonlar (IFNAL (IL29), IFNA2 (IL-28A) ve IFNA3 (IL-28B) seklinde
adlandirilan) virtisle enfekte hiicreler ve dogal immiin sistemin merkezi hiicreleri
makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan tretilmektedir. Viral enfeksiyonlar bu
gen ailesinin ekspresyonunu uyarabilmektedir. Bu IFN’ler ortak reseptor sinyali
tizerinden iletimi saglamaktadirlar. Viral enfeksiyonlar da viriise ait patojenle
iligkili molekiiler patternler (PAMP) ile uyarilan TLR bagimli yolak ve RIG-1’in
uyardig sitozolik yolak anahtar transkripsiyon faktor NF-kB ve interferon regiilator
faktor (IRF) 3’1 uyarmaktadirlar. Aktif haldeki NF-xB ve IRF3, Tip 1 ve 3 IFN
genlerinin promoterlerinde yanit elementlerine baglanmaktadirlar. IFN’lar,
yiizlerce genin transkripsiyonel olarak aktive edilmesiyle antiviral etkiye neden
olmaktadir. IFN’lar hiicre ylizeyinden niikleusa sinyaller gondermek i¢in JAK-
STAT yolagim kullanmaktadir. Tiim IFN’lar STAT1’i uyararak ISG’leri aktive
etmektedirler. Tip I ve III IFN’lar ayrica STAT1, STAT2 ve IRF9 yolagimni igeren
interferon ile uyarimis gen faktor 3 (ISGF3)’i aktive ederek interferon ile
uyarimis yanit elementlerine (ISRE) baglanmaktadir (Sekil 10). IFNA’lar, kronik

hepatit hastalarinda ISG uyarimi agisindan olduk¢a Onemlidir. Viral

38



enfeksiyonlarda mononiikleer hiicrelerin IL-28 ve IL-29 {iretimini tetikledigini ve

bunun da viral enfeksiyona karsi koruma sagladigini gosterilmistir (8, 11, 42).

chrif (q13.2) Sp13 dopiasy T 13191 ] [Fpioes Fossl B 2

_—""-‘-r.
/'?:n;;gum O IFHAAS (IL-28
Sequence with IL2868 (IL-288) IFH-AZ {IL-284) IFH-RA{IL-29)
L i . __Fmw
/’J e - \\ —

HE—1 -

Sekil 9.Kromozom 19 iizerinde IFNA genlerinin lokalizasyonu (55).

39



Typel Type lll Type ll

IFNM (IL-20)
IFNA2 (IL-28A)
IFNE |eng IFNA3 (IL-28B)
IFNw IFNA IFNy
IFN
IFNas OJ’ b 0% °
383 IL-1orR2_8

O Q‘. IFNLR1 | o L
IFNAR2e _ . ¥ .
IFNAR1 OOC OO ch)of\ O «® IFNGR2
£ Tl e .

Sekil 10. IFN sinyalizasyonu ve JAK-STAT yolag (42).

2.4. Polimorfizm

2.4.1. Genome Genel Bakis

Ortalama 75-100 trilyon hiicreye sahip olan yetiskin bir insanin her bir
somatik hiicresi, bir haploid seti anneden (22+X/X), bir haploid seti babadan
(22+X/Y) olmak iizere toplam 46 tane diploid (2n) siki paketlenmis ‘kromozom’
denilen DNA dizisine sahip olup, organizmaya ait bu DNA dizi bilgisinin biitiiniine

‘genom’ denilmektedir (56). 22 tane otozomal kromozom ve 1 tane cinsiyet (X/Y)
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kromozomundan olusan insan iireme hiicrelerindeki (yumurta veya sperm) haploid
genom, yaklagik 3.5 milyar baz dizisine sahiptir. DNA yapisindaki bazlar Adenin
(A), Timin (T), Guanin (G) ve Sitozin (S) olup, bir baz ve sekerin (deoksiriboz), bir
fosfat grubuna baglanmasiyla olusan yapiya niikleotid denmektedir. Cift sarmalll
ve lineer yapida olan DNA molekiiliinde, birbirine anti paralel iki DNA ipligindeki
adenin timinle ve sitozin guaninle esleserek hidrojen baglariyla bir arada tutulmakta

ve pH=4-11 arasinda kararl bir yapida bulunmaktadir (57, 58).

Kalitimin temeli olan ve DNA’nin en kii¢clik birimini olusturan gen,
kromozomda birbiri ardma diizenlenlenmektedir. insan genomu ortalama 20.500
gen icermektedir. Bir genin topladigi bilginin bir protein molekiiliinde ifade

edilmesine ‘gen ekspresyonu’ denilmektedir (56, 59).

Protein aminoasitlerin olusturdugu peptid dizilerinden meydana gelir.
Aminoasitler bir merkezi karbon ile birbirine bagli amino ve karboksil grubu igerir.
Insanda, merkezi karbon ile baglantili &zel yan zincirlerle birbirinden ayirt
edilebilen 20 farkli aminoasit tirli vardir. Dogrusal polipeptid zinciri, bir
aminoasitin amino grubunun digerinin karboksil grubuna baglanmasiyla olusur.
Her aminoasit kodon denilen ii¢ ardisik baz tarafindan kodlanir. Dért RNA bazi ve
her bir kodondaki ii¢ baz pozisyonu ile toplam 64 olast kodon vardir.
Aminoasitlerin ¢ogu i¢in birden fazla kodon bulunmaktadir. Ayrica, UAA, UGA,
UAG olmak iizere ii¢ tane stop kodonu vardir. Normalde proteinin 6zgiilliigiinii
belirleyen aminoasit say1 ve sirasindaki degisiklik, proteinin net elektrik yiikiinii
degistireceginden bu durum proteinin yap1 ve fonksiyonuna olumlu, notr veya
olumsuz sekillerde yansiyabilir (57, 58).
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DNA kalibindaki genetik yazilimin RNA zincirine aktarilmasina
transkripsiyon denir. Transkripsiyon islemi, hedef genden birkag yiiz baz gifti
yukarda bulunan promotor denilen spesifik DNA dizilerine enhancer (arttirici) ve
transkripsiyon faktorlerinden olusan baslangi¢ faktorlerinin baglanmasiyla baslar.
RNA polimeraz protein kodlayan mRNA’y1 sentezlemek iizere bu bdlgeye
baglanir. DNA dizisindeki adenin timinle; sitozin guaninle diizenli bir sekilde
eslesmektedir. DNA’ya ait iki iplikten sadece sense (5°-3") ipligi protein
sentezlemek icin DNA koduna sahiptir. Anti-sense DNA ipligi (3°-5’) ise istenen
RNA sentezi i¢in kalip olarak gorev goriir. Bir DNA dizisinden RNA sentezleme
islemi olan transkripsiyon, ekzonlar ve intronlardan olusan dogrusal bir pre-mRNA
zincirinin senteziyle sonuglanir. Pre-mRNA’ya ait intronlar eksize edilir ve ekzon
uclari splaysing (birlestirme) denilen islemle biraraya getirilir; 5’ ucuna metillenmis
guanin (Gm-cap), 3’ ucuna adenin zincirleri (poliadenilasyon) eklenir ve proteinler
i¢in olgun, kararli mRNA olusur. Bu olaya RNA Processing (RNA Islenmesi) denir
(Sekil 11). mRNA molekiilii, protein sentezi i¢in nukleustan endoplazmik
retikuluma gecer ve burada protein sentezi icin kalip gorevi goriir. Bu olaya
translasyon denir. Translasyon, ribozomal proteinlerin (6karyotik iniSiasyon
faktorleri-eIFs) mRNA 5’ ucuna baglanmasiyla baslar. ilk asamada, eIFs 1A ve elF
3 baslatic1 faktorleri, 40S’lik ribozomal alt birime baglanarak, GTP ile kompleks
halde bulunan eIF 2 ve baglatict metiyonil tRNA nin da bu komplekse dahil olmasi
saglanir. Okaryotik mRNA ribozomal proteinler aracilifiyla ribozoma tasinr.
40S’lik ribozomal alt birim daha sonra AUG (Adenin, Urasil, Timin) baslatici

kodonunu bulmak icin mRNA molekiiliinii tarar. AUG baslatict kodonuna
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ulagildiginda, baslatic1 faktorlerin yardimiyla GTP hidrolizi tetiklenerek, 60S’lik
ribozomal alt birim 40S’lik birim ile birleserek 80S’lik baglama kompleksi olusur.
Ribozomun biiyiik alt iinitesinde bulunan P bdlgesinde, metiyonin tasiyan tRNA
yerlesmis ve mRNA iizerindeki ilk kodon AUG ile eslesmis durumdadir. Bu esnada
ribozomun A bdlgesi ve buna karsilik gelen ikinci kodon bog durumdadir. Uygun
amino-a¢il tRNA, ribozomun A bolgesinde kodonla kompleks yapinca, yiliksek
enerjili GTP hidrolizi ile protein sentezi devam eder. Ribozom, aminoasitleri
polipeptid zincirine ekler ve mRNA {izerinde bir kodon ilerler. Bu hareket
esnasinda ribozomun A bolgesinde bulunan peptidil tRNA P boélgesine gelir.
Yiiksiiz RNA, P bolgesinden E bolgesine gecer. Ribozomun A bolgesi diger
aminoagcil tRNA nin baglanmasi i¢in hazir hale gelmis olur. Stop kodonuna kadar
devam eden polipeptid zincir elongasyonu ribozomun A bolgesinde kesilir (Sekil

12) (57, 58).
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Sekil 11. A) Genomun yapist B) Transkripsiyon C) Post-transkripsiyonel modifikasyon (57).
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Sekil 12. Okaryotik bir hiicrede transkripsiyon ve translasyon (60).

Homolog (es) kromozomlar iizerinde ayni bolgede yer alan, ayni genin
kodlanmasindan sorumlu birbirine alternatif DNA dizilerine ‘allel’ denilmektedir.
Genlerin kromozomlar tizerindeki fiziki haritasi ise ‘lokus’ olarak belirtilmektedir.
Bir kiside belirli bir lokusta birbirinin ayni allellere sahip olunmasi homozigotluk,
birbirinden farkli allellere sahip olunmasi ise heterozigotluk olarak
isimlendirilmektedir. Kromozomlar {izerinde birbirleriyle sikica bagli lokuslardaki
allel kombinasyonlari haplotip olarak ifade edilmektedir (Sekil 13,14). Haplotipler

birbirlerine ¢ok yakin yerlesimli olup, aralarinda rekombinasyon biiyiik 6l¢iide
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olas1 degildir ve bu lokuslardaki alleller sonraki kusaklara birlikte aktarilmaktadir

(57, 61, 62).

a Gen lokusu

Aleller: A,B,C,a,b,c
Genotip: Ala, B/b, Clc
Haplotip: ABC, abc

Om
oo

Sekil 13.Kromozom ciftinde allel, genotip ve haplotip modeli(63).

TNP NP L e
a TNPler 1 ] i)
Kromozom]l AACACGCCA.... TTCGGGGTC.uue AGTCGACCG...s
Kromorom?2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....
Komozom3 AACATGCCA,... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG.,...
Kromoszomd AACACGCCA.... TTCGOGGTC.... AGTCCACCG. ...
L | -
T — ~

b Haplotip Bioklan vy
Haphtpl CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haokotip2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haoltp3 CCCGATCTGTGATACTGGTG

Hypbktpd TCGATTCCGCGGTTICAGACA

C TagTHP'ler

O\D =
O\ -
o\n «

Sekil 2. TNP, Haplotip, Tag TNP*

a. TNP'ler: 4 farkh insana ait aym dart o TNP'ler. Dizinin ¢og 3u aym ragmen var

oldugu 3 farkl baz gdsterilmistir. Her TNP 2 allel olasih@ina sahiptir. 1. TNP'te C ve T alleleri mevcuttur.

b. Haplotip Bloklan: Haplotip bloklan yanyana TNP'lerin kombinasyonudur. Ornek olarak 20 THP blogu temsili olarak gasterilmektedir,
panel a’daki 3 temsili TNP b’de Bu panelde i iryeleri genelde 1-4 haplotipini géstermektedir.

c. Tag TNP'ler: Bu 20 TNP icerisinden 3 tanesi 4 Haplotipi olarak Eger bir A-T-C deseni var ise
bu drnek haplotip1 olarak saptamir. {The International HapMap Project, December 2003).

Sekil 14. TNP, Haplotip, Tag TNP(64).
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Genomun yaklasik %1,5’u gen kodlayan bolge olup, transkripsiyon ve
translasyon ile eksprese edilen fonksiyonel DNA dizilerini olusturmaktadir (57).
Insan Genom Projesinin 2003 yilinda tamamlanmasi ve DNA temel baz dizisinin
elde edilmesiyle herhangi iki kisinin genomunun %99,9 ayni oldugu, genomun
ancak %0,1’inin bireyler arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir (64). Birgok
gen icin, genellikle bir popiilasyondaki bireylerin ¢ogunda mevcut olan yabanil tip
(wild-type) veya yaygin allel olarak isimlendirilen tek bir hakim allel vardir ki

normal allel olarak da bilinmektedir (65).

2004 yilindan sonra yeni nesil dizileme teknolojileri ile tiim genomdaki
varyasyonlarin netlestirilebilmesi icin biiyiik 61¢ekli genom dizilim verisine ihtiyag
duyulmus ve bu amacgla ‘1000 Genom Projesi’ kapsaminda bes ana popiilasyon
grubunda (Avrupa, Dogu Asya, Bati Afrika ve Amerika kokenli popiilasyonlar)
ozellikle genomik bolgede yer alan %95’in iizerinde ve allel frekansi %1 ve
tizerinde olan varyantlarin (polimorfizm) karakterizasyonu c¢aligilmigtir. Ayrica
DNA’nin kodlama bélgesinde %0,1’in altinda olan allel frekanslar1 da

kataloglanmustir (64).

2.4.2. Genetik Varyasyonlar

Insan genomu, normal hiicresel fonksiyonlarin devamu igin gerekli tiim
genetik bilgiye sahiptir. Bu nedenle, DNA diziliminin varyasyonlar: hiicre ve
organlarin normal fonksiyonunu etkilemenin yani sira bireyler arasinda fiziksel

ozelliklerin degisimine de katkida bulunur (57).
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Stirekli hasar ve onarim dongiisiinde olan genomik DNA’daki ¢ogu hasarlar
cesitli tamir mekanizmalariyla onarilmaktadir. Tamir mekanizmalarindaki

basarisizlik genetik varyasyonlarin ¢ogunun ana nedenidir (66).

Genetik varyasyonlar {i¢ alt gruba ayrilabilir (57):

. Yapisal (kromozomal) varyasyonlar

> Kopya Sayis1 Varyasyonu (KSV)

> Kromozomal Translokasyonlar ve Inversiyonlar
o Epigenetik varyasyonlar
o DNA dizilim varyasyonlari

> Insersiyon ve Delesyonlar

> Tekrar dizileri
> Tek niikleotid polimorfizmi (TNP=  Single Nucleotide

Polymorphism SNP)

24.2.1. Tek niikleotid polimorfizmi (TNP=SNP)

Bir popiilasyonda bir gen lokusunda iki veya daha fazla nispeten yaygin allel
(frekans1 % 1’in {izerinde olan allel) varliginda bu lokusta polimorfizm oldugu
sOylenir (Sekil 15,16). TNP’leri genomda en sik goriilen DNA varyasyonlar1 olup,
ortalama olarak her 200 ila 300 baz c¢iftinde bir gdzlenir, ancak TNP'lerinin
genomdaki dagilimi esit degildir (57-59, 66). Bununla birlikte, TNP olarak kabul
edilen ¢ogu varyant allel popiilasyonda yeterince sik olmayip, bazilar1 sadece tek

bir ailede bulunacak kadar nadirdir ve “6zel” allel olarak bilinir (65).
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Sekil 15. Tek Niikleotid Polimorfizmi (TNP-SNP)(67).

Mutasyon ve polimorfizm anlam olarak birbirine ¢ok yakin olmakla
birlikte populasyonda %1 veya daha fazla siklikta goriilen DNA dizi varyasyonlari
polimorfizm olarak, %1’den daha nadir olanlar ise mutasyon olarak
siiflandirilmaktadir, ancak bu varyasyonun ne tiir bir degisiklige neden oldugu,
genomun ne kadar biiyiik bir kisminin bu degisiklige dahil oldugu ve birey lizerinde

kanitlanabilir bir etkiye sahip olup olmadigi1 da bu ayrimda degerlendirilmektedir

(58, 65, 66).
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Chr2
copyd

Chr2
copy2

Chr2
copyd

Chr 2
copy2

Chr2
copyd

Chr2
copy2

Individual 1

«+ CGATATTCCTATCGAATGTC. .
«+ GCTATAAGGATAGCTTACAG. .

++ «CGATATTCCCATCGAATGTC., .
.. .GCTATAAGGGTAGCTTACAG. .

Individual 2

... CGATATTCCCATCGAATGTC. .
++ GCTATAAGGGTAGCTTACAG..

«+  CGATATTCCCATCGAATGTC. .
«+ GCTATAAGGGTAGCTTACAG. .

Individual 3

.. .CGATATTCCTATCGAATGTC. ..

++ GCTATAAGGATAGCTTACAG. .

++ .CGATATTCCTATCGAATGTC. .
++ GCTATAAGGATAGCTTACAG. .

Chr2
copy !

Chr 2
copy2

Chr2
copy!

Chr 2
copy2

Chr2
copyl

Chr 2
copy2

Individual 4

«+ . CGATATTCCTATCGAATGTC.
.+ .GCTATAAGGATAGCTTACAG.

++ +CGATATTCCCATCGAATGTC.

.. .GCTATAAGGGTAGCTTACAG. ..

Individual 5

.

.. .CGATATTCCCATCGAATGTC. .

++ .GCTATAAGGGTAGCTTACAG.

++ +CGATATTCCTATCGAATGTC.
.+ +GCTATAAGGATAGCTTACAG.

Individual 6

.. .CGATATTCCCATCGAATGTC. ..

++ GCTATAAGGGTAGCTTACAG.

++ .CGATATTCCTATCGAATGTC.
.+ .GCTATAAGGATAGCTTACAG.

.

Sekil 16. Kromozom 2’ye ait bireyler arasinda tek niikleotid polimorfizmi(68).

1000 Genom Projesi kapsaminda bes atasal gruptan (Bati Afrika, Dogu

Asya, Giiney Asya, Avrupa ve Amerika) 26 populasyondan 2500 kisinin genom

dizileri agiga ¢ikarilmigtir. Sonugta bu projede 81 milyon TNP, 3,4 milyon

insersiyon ve delesyon ve 68 bin daha biiyiik yapisal varyantlar olmak iizere farkl

genomik varyantlarin kataloglanmas1 saglanmistir. Farkli populasyonlardan

bireylerin nadir ve sik goriilen varyantlarda farkli profiller tasidigir ve diisiik

frekansli varyantlarin dikkate deger oranda cografik farklilasma gdosterdigi

belirlenmistir (64, 69).

2.4.2.1.1. Tek niikleotid polimorfizm tipleri

Standart diziye sahip tek bir allelin olmadig1, standart kabul edilebilecek 2,

3 ve daha fazla referans DNA dizisi varliginda polimorfizm olarak kabul edilen bu
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varyantlarinin ¢ogunun zararsiz oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bunlarin i¢inde
hastaliga yatkin hale getiren, ila¢ duyarliligini degistiren patojenik varyantlar da

vardir (66).

Genetik varyasyonlar, DNA’nin protein kodlayan ve kodlamayan
bolgelerinde, ekzon-intron baglant1 bolgelerinde (splays bdlge), promotor
dizilerinde veya regiilator genlerde bulunabilir. Patojenik olan varyantlar,
genellikle DNA nin kiigiik bir kismini kapsayan kodlama dizisinde ya da regiilator
dizilerde goriilmekle birlikte, dogrudan bir hastalia neden olmaktan ziyade

hastaliga yatkinlig1 degistirirler (66).

Yanhs anlamh (missense) varyasyon: Bir protein kodlayan gen
dizisindeki tek bir niikleotid degisimi kodlanan aminoasiti degistirebilir
(nonsinonim varyasyon) ya da degistirmez (sinonim, sessiz varyasyon).
Nonsinonim varyasyonun etkisi kismen yeni ve eski aminoasit arasindaki kimyasal
farkliliklara baglhdir. Asidik, bazik, polar ya da nonpolar yapidaki bir aminoasidin

ayni siniftan bir aminoasitle yer degistirmesi daha az etki olusturmaktadir (66).

Bazi aminoasitler belirli bir proteinin isleyisi (bir enzimin aktif bolgesi) i¢cin
kritiktir. Bazilar1 proteinin ii¢ boyutlu yapisinin korunmasinda 6nemlidir. Globiiler
proteinlerde nonpolar aminoasitler li¢ boyutlu yapida i¢ tarafa yerlesmeye meyilli
olup, dizideki herhangi bir varyasyon ti¢ boyutlu yapiy1 etkileyebilir. Ancak ¢ogu

aminoasit degisimi genel olarak protein fonksiyonunu etkilemez (66).
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Anlamsiz (nonsense) varyasyon: Varyasyon sonucu aminoasit kodlayan
bir kodonun stop kodona doniismesi, mRNA transkriptinin translasyonunun erken

sonlanmasina neden olmakta ve genin ifadelenmesini 6nlemektedir (66).

Sessiz (sinonim) varyasyon: Gergeklesen tek niikleotid degisimi liretilen
aminoasidi degistirmedigi i¢in herhangi bir fenotipik etki olusturmaz. Ekzon-intron

baglant1 bolgeleri ve regiilator bolgelerdeki varyasyonlar ise splaysingi etkileyebilir

(66).

Ekzon-intron baglanti (splays) bolge varyasyonlari: Splays bolgeleri
hemen hemen degismez dizilere (5’-ucunda GU, 3’-ucunda AG) sahip olup, bu
bolgedeki bir niikleotid degisimi ekzon-intron kesim bdlgesinin splaysozomlar
tarafindan taninmasini 6nleyerek normal pre-mRNA splaysingini kesintiye ugratir.
Intron dizisi i¢indeki herhangi bir varyasyon ile genellikle gercek splays bolgesinin
giicii azalir (splaysing regiilatorlerinin etkisiyle) ve bitisik kriptik splays bdlgesi
devreye girebilir. Kriptik splays bolgesi primer transkript i¢inde bulunan gercek
splays bolgesine benzeyen diziler olup, ancak onlar kadar iyi tanimlanmamaislardir.
Bu tiir varyasyonlar intron bolgesinin kismi ya da tamamen degismesine veya ekzon

atlamaya neden olabilmektedir (57, 66).

Cerceve kaymasi (frameshift) varyasyonlari: Baslangi¢c kodonu AUG ile
baslayan translasyonel okuma cergevesi dizisinde kodonu tamamlayic1 sayida
olmayan (3 ve katlar1) eklemeler ve ¢ikarmalar ¢erceve kaymasina neden olur.
Boylece, erken stop kodonu devreye girerek translasyonu erken sonlandirabilir

veya olusan hatali protein proteolitik yikima ugrayabilir (66).
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Gen ekspresyon diizeyini etkileyen varyasyonlar: Regiilator dizide bir
varyant, transkripsiyon faktorleri, enhancerlar, silencerlar gibi transkript iligkili
proteinlerin baglanma afinitelerini etkileyerek genin transkripsiyon diizeyini
degistirebilir. Gen iiriinii normal olsa bile ¢ok az ya da ¢ok fazla iiretilerek fenotipe
yanstyabilir. Bu durum promotor bolge niikleotid degisimlerinde siklikla goriiliir

(57, 66).

2.4.2.1.2. Hastaliklara duyarlilikta TNP ve 6nemi

Tek niikleotid polimorfizmleri dogrudan hastaliga neden olmamakla
beraber, kisinin belli bir hastaliga olan yatkinhigini etkileyebilmektedirler (64).
Alzheimer hastaligina kalitsal duyarlilikla iligkili genlerden biri olan APOE
(Apolipoprotein E) geni bu durumu agiklamak agisindan 6nemlidir. E2, E3 ve E4
olmak iizere ii¢ olas1 allele sahip olan APOE geni, dort ekzon ve ii¢ introndan
olusmaktadir. Hastaliga karsi koruma sagladigi disiiniilen APOE2 alleli
populasyonda nadir olup, C—T (Argl58Cys) nokta mutasyonuna sahiptir. APOE3
alleli (Cys112, Argl58) populasyonda daha yaygin bulunup, hastaliga karsi notral
etkiye sahiptir. APOE4 allelinde T—C (Cys112Arg) nokta mutasyonu bulunur ve
populasyonda bulunma siklig1 %25-30’dur. Alzheimer hastaligi i¢in tani testinin ve
APOE genotipleri popiilasyon taramasinin klinik faydalarinin degerlendirildigi
verilere gore; 65-74 yas araligindaki Alzheimer hastalikli bireylerde demans orani
yaklasik %60 ve bu bireylerde E2/E4 veya E3/E4 allel siklig1 yaklasik %75 iken,
E4/E4 allel siklig1 yaklasik %98 olarak; Alzheimer hastaliginin goriilme sikligi %3

olan ayn1 yas grubundaki asemptomatik bireylerde, E2/E4 ve E3/E4 allel siklig
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yaklasik %6 ve E4/E4 allel siklig1 yaklasik %23 olarak bildirilmistir (65). Ancak
bu durum E4/E4 alleline sahip bireylerde her zaman Alzheimer gelisecegi ve E2/E2
alleline sahip bireylerde hi¢bir zaman Alzheimer hastalifi ortaya ¢ikmayacagi

anlamina gelmemektedir(64).

Kompleks hastaliklarda hastalik olasilig1 birgok gendeki bir¢ok varyantin
kombinasyonu ile birlikte belirli ¢evresel faktorlerin varlig ile belirlenmektedir
(70). Dolayisiyla kompleks hastaliklarda tek bir TNP’nin siurli etkisi nedeniyle,
iligkili birgok genin kombinasyon etkisinin degerlendirildigi genetik profile

bakilmalidir (71).

Genetik haritalama teknigi ile yapilan genom capinda iliskilendirme
cahismalar1 (GWAS), insan genomuna yayilmis birden fazla genetik varyantin
tamamindaki genetik belirtecleri hizli bir sekilde es zamanli tarama imkani
saglamaktadir. Genomda farkli sikliklarda ve boyutlarda goriilen varyasyonlar, gen
bolgelerinin yerlerini konumlandirmada giiglii birer arag olarak kullanilmakta ve bu

nedenle genetik belirte¢ (marker) olarak adlandirilmaktadir (64, 70-72).

Alzheimer hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, diyabet gibi
mendelyen kalittm modelinin izlenmedigi kompleks, multifaktoriyel veya
poligenik kalitim gdsteren hastaliklarin genetik etyolojisinin arastirilmasinda
kullanilan GWAS sonucunda olusturulan TNP haritalar1 olduk¢a 6nemlidir. Son
birka¢ yilda koroner arter hastaligi, tip 2 diyabet, inme, multipl skleroz, meme

kanseri, bipolar bozukluk, romatoid artrit ve Alzheimer hastaligi gibi kompleks
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hastaliklarla iligkili olan bir¢ok gen GWAS ile basarili bir sekilde tanimlanmigtir

(64, 70, 71).

Iliskilendirme calismalar1 genellikle vaka- kontrol ¢alismalar1 olup, belirli
bir genetik varyasyonun saglikli kabul edilen kontrol gruplarina gore hastalardaki
siklig1 degerlendirilmektedir. Belirli hastaliklarda 6nemli dl¢iide daha sik goriilen
varyasyonlarin kendilerinin dogrudan hastaliga neden olmayip hastalikla iliskili
oldugu disiiniiliir ve hastalikla ilgili gii¢lii bir belirtectir (71, 72). Bu sekilde,
1400°den fazla tekrarlanabilir genetik lokusu iceren 100.000’den fazla TNP’nin

binlerce hastalik ve 6zellik ile iligkisi kataloglamistir (70).

Hastaliklar1 6nleme, tespit ve tedavi etme konularinda arastirmacilara yeni
stratejiler sunma amaci olan GWAS, o6zellikle astim, diyabet, obezite, kalp
hastaliklari, zihinsel hastaliklar gibi sik goriilen kompleks hastaliklara ait genetik
varyasyonlarin arastirilmasi agisindan 6nemlidir. Ayrica elde edilen verilerin
analizi ile ‘kisisel tip” ad1 verilen tiim saglik sorunlarinin bireysel diizeyde en etkin
yolla ¢6ziilmesi amaglanmaktadir. Bu dogrultuda yapilacak olan aragtirmalar, hasta
olan kisinin en kisa siirede, en etkin yollarla tedavi edilmesini, hastaliga
yakalanmadan gelecekte kendisinde olusabilecek hastaliklarin 6n goriilmesini, bu
hastaliklara kars1 ‘kisisel koruyucu tibbin’ gelistirilmesini saglayacaktir (64, 72).
Ayrica  GWAS, potansiyel klinik kullanimlari disginda yeni patofizyolojik

mekanizmalara 1s1k tutabilir (71).
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2.4.2.1.3. TNP ve Farmakogenetik 6nemi

Famakogenomik: Bir ilaca cevapta genoma ait yapilarin roliinii belirtir

(73).

Farmakogenetik: Bir ilaca verilen yanitta genetik varyasyonun roliinii
belirten farmakogenomigin bir alt dalidir. DNA polimorfizmi veya kodlayici bolge

varyantlarini belirtir (73).

Ilag-ilag etkilesimleri, ilag-gida etkilesimleri, cinsiyet, yas, hastalik durumu,
gebelik gibi birgok faktorlerin yani sira genetik faktorler de kisiler arasinda ilaglara
cevabin degiskenlik gostermesine neden olur. Bu nedenle bir hastaligin teshisi,
Oonlenmesi ve tedavisi ile ilgili kararlar alinirken kisinin genetik profilinin

belirlenmesi olduk¢a dnemlidir (73).

Bir ilaca yanitta farmakogenetik etkiler ilacin farmakolojik &zelliklerini

etkilemesine dayanilarak ayrilir:
Ila¢ farmakokinetigi iizerine etki

Farmakokinetik: ~ ilacin  emilimi, dagilimi, dokuya gegmesi,
biotransformasyonu ve atilimi seklinde viicudun ilaca etkilerini belirtir. ilag
metabolize eden enzimleri ve ilag transport proteinlerini etkileyen genetik

varyasyonlarin ilaca olan etkisini aragtirmaktadir (73)

Sitokrom P450 ailesi ila¢ metabolize eden enzimlerin tipik 6rnegi olup,
farkl1 sitokrom izoenzimlerini kodlayan 58 farkli insan sitokrom geni gosterilmistir.

Sitokrom enzim aktivitesi genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenerek, asir1 hizli
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metabolizanlar, hizli metabolizanlar, normal metabolizanlar ve zayif

metabolizanlar olarak dort sekilde aktivite gosterir (73).
Farmakodinami iizerine etki

Farmakodinami: Bir ilacin tedavi hedefine biyokimyasal ve fizyolojik
etkileridir. flacin viicuda etkilerini belirtir. Genetik varyasyonlar, ila¢ hedefini veya

hedefin bilesenlerini etkileyerek ilag etkisini degistirebilirler (73).

flag emilimini, metabolizmasim1 ve aktivasyonunu reseptdr diizeyinde
etkileyen genetik faktorlerin agiga ¢ikarilmasi ve kisisel tibbi yaklasim, ilag dozunu
belirleme yan1 sira yan etkileri azaltma agisindan olduk¢a nemlidir. Bu durum
morbidite ve mortaliteyi azaltmaya yonelik olup maliyet diisiiriicii etkinlige de

sahiptir (73).

2.4.2.1.4. TNP lokalizasyon tanimlanmasi

13 2

‘rs’ numarasi: Bir referans SNP numarasi veya “rs”, Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi (The National Center for Biotechnology Information, NCBI)
tarafindan, ayni lokalizasyonda bulunan SNP'lerin bir grubuna (veya kiimesine)
atanan bir tanimlama etiketidir. NCBI’e gonderilen birden fazla SNP (kisaca “ss”
olarak adlandir, her birine tek bir ss sayisi verilir) ayni pozisyonda ise, bu ss sayilari
bir refSNP kiimesine (kisaca “rs” olarak adlandirilir) gegirilir. rs numarasi her bir

TNP’i icin spesifiktir. Bir rs numarast bir dizi ilizerinde bir veya daha fazla

pozisyona sahip olabilir (tekrarlanan bdlgede bulunan TNP’i gibi). Bir birey i¢in
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bir genotipe atifta bulunuldugunda, rs sayisi ile birlikte gézlenen alleller de (yani

AJA, AIT veya T/T) belirtilmelidir (74).

Lokalizasyon: TNP’lerinde niikleotid degisimini belirtirken, referans
dizinin degisim olan niikleotidinin sayis1 yazilir. Daha sonra degisen niikleotidler
belirtilir. Degisiklikler ">" sembolii ile gosterilir. Ornegin; 1997G> T tanimu,
‘referans dizinin 1997. niikleotidinde ‘G’nin ‘T’ ile yer degistirmesini’ ifade

etmektedir (75, 76).

2.4.2.1.5. Genom proje veritabanlari

Insan Genom Projesi ile ortaya ¢ikan verilerin bilgisayar ortamina
taginmasiyla 1988 yilinda NCBI kurulmustur. Boylece, blinyesinde TNP’leri ve
diger varyasyonlarin tutuldugu (Database of Short Genetic Variations-dbSNP,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) NCBI veri tabani olusturulmustur (64).

Genom verilerinin tiim detaylariyla bir arada tutuldugu en O6nemli ve
kapsamli veri tabanlarindan bir digeri Ensembl (EBI), “The European
Bioinformatics Institute” (EMBL-EBI) projesidir. Bu veri tabaninda 3 milyar bazlik
insan genom bilgileri diger mevcut biyolojik verilerle birlestirilerek internet
tizerinden herkesin kullanimina sunulmaktadir. Siirekli giincellenen bilgilerle
mevcut veriler, karsilastirmali genomik, varyasyonlar ve diizenleyici verileri

icerecek sekilde genisletilmektedir (64).

Genome Browser (University of California, Santa Cruz, UCSC) insan

genomu ve diger birgok organizma genomu i¢in resmi, referans ve taslak DNA
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dizilerini igeren bir veri tabanidir. Buradan tek niikleotit varyasyonlarina, bilinen
gen dizilerine, tahmini gen dizilerine, genlerin ekspresyonlar: ile ilgili bilgilere,

tiirler arasi karsilastirmali bilgiye ve daha bir¢oguna erisilebilmektedir (64).

2.4.2.1.6. TNP analiz yontemleri

PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism-Parca

Uzunluk Kesim Polimorfizmi) yontemi

Genetik varyasyon ve mutasyonlarin nedenini arastirmak i¢in kullanilan

nispeten basit, ucuz ve dogru konvansiyonel bir tekniktir (77).

PCR-RFLP yontemi, restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimlerinin
kesfedilmesi sonrasinda rekombinant DNA teknolojisindeki gelismeler ile
kullanilmaya baglanmigtir. Herhangi bir doku materyalinden elde edilen genomik
DNA’larin fragmentlere ayrilmasina dayanan bu yontemde kullanilan RE
enzimleri, ¢ift iplikli DNA’da 6zgiil niikleotid dizilerini tantyarak DNA’nin her iki
ipligini bu DNA dizilerinin i¢indeki spesifik bir bolgeden veya yakin bdlgelerden
kesmektedir. RE enzimlerinin biiyiik bir kism1 bakterilerden, ¢ok az kismi da viriis

ve Okaryotlardan izole edilmistir (58, 78).

Kandan izole edilen genomik DNA, jel elektroforezi ile kontrol edildikten
sonra ilgilenilen DNA kisimlarina 6zgiil komplementer diziler igeren primerler
yardimiyla PCR kullanilarak c¢ogaltilir. PCR ile cogaltilan bolge uygun RE

enzimleri ile kesilir. Polimorfik bolgenin PCR ile ¢cogaltilip RE enzimi ile kesilmesi
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sonucu elde edilen DNA pargalar1 etidyum bromid ile boyanmig poliakrilamid ya
da agaroz jelde yiiriitildiikten sonra ultraviole 15181 altinda incelenir ve

biiyiikliiklerine gore analiz edilir (Sekil 17) (58, 78).

Genomdaki TNP’ler, bir RE enziminin kesim bolgesini ortadan kaldirabildigi
gibi yeni bir kesim bolgesi de olusturabilmektedir. RFLP, RE enzimleri kesim
noktalarinda olusan varyasyonlar nedeniyle gerceklesen parca uzunluklarindaki
farkliliklarin analizine dayal bir yéntemdir (64). Ornek olarak, bir TNP bolgesine
ait ATGTGAGTCACTACTCTCAA CI/T ATTGCCATGCCCCTGCCTTA kismi
dizideki T alleli spesifik bir RE enzim kesim bdlgesi iken; C alleli i¢in bu durum
s6z konusu degildir. Dolayistyla, bu TNP bolgesine sahip PCR iiriinii C alleli
varliginda RE enzimi i¢in spesifik kesim bolgesi olmadigindan kesilemeyecek ve
olusacak enzim kesim iiriinleri uzunluk farkliliklar1 gosterecektir. Kesim islemi
sonrasinda yapilan jel elektroforezinde T alleline sahip bireylerde iki DNA bandi,
C alleline sahip bireylerde tek DNA band1 ve heterozigot bireylerde tic DNA bandi

gortilecektir (79).
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Sekil 17. PCR-RFLP yontemi ile genotip tayini(80).

Gerg¢ek zamanh PCR yontemi

Ger¢ek zamanli PCR yontemi, amplifikasyon ve tespiti ayn1 anda
belirlemeyi saglayan bir yontemdir. PCR 1ile ¢cogaltilan DNA nin es zamanli olarak
sensitif ve spesifik kantitasyonuna dayanan ger¢cek zamanli PCR yontemi,
TNP’lerinin yiiksek verimle genotiplendirilmesinde oldukga etkilidir (81, 82). Bu
yontemde PCR c¢ogaltiminin goriiniir hale getirilmesi ve monitorize edilmesini
saglayan floresan isaretli prob ve boyalar (TagMan probe gibi) ile polimorfizmin
tespiti yani sira sayisal degerlere ulasilabilmesi avantaji saglanmaktadir. Kolay
dizayn1 ve optimizasyonu ile standart protokolii olmasindan dolay1 bu yontem, hem
allelik diskriminasyon hem de ekspresyon profilinin olusturulmasinda kolaylikla

kullanilmaktadir (82).
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TagMan yontemi, ¢ogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer olan ve
floresan isaretlenmis tek zincirli bir prob igermektedir. TNP analizinde normal ve
mutant allele uyum gosteren iki farkli TagMan probu kullanilmaktadir. Floresan
isaretli probun 5' ucunda “reporter boya” (mutant allel i¢cin VIC; normal allel igin
FAM) ve 3’ ucunda “quencher boya” (TAMRA) baghdir. 3’ ugtaki baskilayici
TAMRA boyast 5' wugtaki FAM/VIC boyasinin sinyal olusturmasini
engellemektedir. Amplifikasyon sirasinda her bir prob TNP nin iki allelinden birine
baglanir. Probun bagli oldugu bolgeye gelindiginde Taqg DNA polimeraz enzimi
5'—3 ekzoniikleaz aktivitesi ile FAM/VIC’i probdan ayirmaktadir (Sekil 18).
Hedef bolgede hibridize olmus problarin amplifikasyonu arttikca, reporter boyanin
aci18a ¢cikmastyla birlikte 1s1ma dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan
es zamanli olarak tespit edilmektedir. Mutant ya da normal allelin, heterozigot ya
da homozigot bulunmasina bagl olarak elde edilen sonuglar yorumlanmakta, hasta

ve kontrol grubunun allelik dagilimi ve genotipleri belirlenmektedir (81, 82).

% ‘ EAM Quencher
=3 VI reporter ? Qs reporter A ?

% | GGAC/EEGTGT.., Allele 2 probe
$$ ...GGACCGTGT..' Allele £ probe t111111
..... CCTGGCACA... Alele 1 DNA CCTGG CACA ... Alele 1 DNA
hybridize non-hybridize
VIC m ; Quencher
mpcner* ? , Quencher

.. GGAC GT GT. I Allele 1 probe = /

11ttt
CCTGACACA... Allele 2 DNA

LGGACTGTGT.. | Allele 2 probe
CCTGACACA... Al 2DNA

hybridize

non-hybridize

Sekil 18. RT-PCR ile DNA amplifikasyonu(83).
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DNA dizileme yontemi

Otomatik DNA dizileme icin giiniimiizde floresan dideoksi zincir
sonlandirma (Sanger) yontemi kullanilmaktadir. “Yeni nesil’ ya da ‘kitlesel paralel’
dizileme yontemleri denenme ve gelistirilme asamasindadir. Yeni nesil dizileme
yontemlerinden pirosekanslama, yiiksek dogruluk, kullanim kolaylig1 ve
tekrarlanabilirlik 6zelliklerinden dolayr olduk¢a avantajhidir. Kitlesel paralel
dizileme yontemi ise yiiksek duyarlilik, dogruluk ve genotipleme performans: ile
tek bir ¢alismada birden fazla Ornekten binlerce TNP’nin analiz edilebilmesi

acisindan onemlidir (61, 84, 85).

Microarray yontemi

DNA microarray’leri belirli bir pozisyondaki bir genom dizisinin, niikleik
asit hibridizasyon yontemi ile belirlenmesinde kullanilabilmektedir. SNP
microarray’ler bireylerde ve popiilasyonlarda genetik varyasyonu belirlemek i¢in
kullanilan 6zel bir ¢esit DNA microarray tipidir. Adli tip ¢alismalarinda, genetik
cesitlilik ve genetik hastaliga yatkinliktan sorumlu oldugu diisliniilen TNP’leri
belirlemede kullanilabilmektedir. Gen ekspresyon diizeyinin Ol¢iilmesine imkan
saglamasi 6nemli avantajlarindandir. Microarray yontemi ile kisa siirede ve pratik
olarak binlerce genin analizi otomasyona dayali sistemlerde yiiksek dogrulukla
yapilabilmektedir. Bu yontem ile elde edilen sonuglarin gegerliligi,
tekrarlanabilirligi ve giinliik hayatta uygulanabilirligi konusunda calismalar hizla

devam etmektedir (86).
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2.4.2.2. Viral enfeksiyonlar ve TNP

Genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalar1 ve aday gen yaklagimlart ile viral
enfeksiyonlara karsi duyarliligin veya direncin degisimine etki eden insan gen
varyantlar1 tanimlanmaktadir. Tanimlanan genetik faktorler arasinda virlis giris
reseptorlerini kodlayan genler, reseptér modifiye edici enzimler ve dogal ve edinsel
immiinite ile iligkili proteinler bulunmaktadir (Sekil 19). Viral hastaliklara
duyarlilik veya direngle iligkili genler fonksiyonel olarak siniflandirilabilir.
Enfeksiyona direngle ilgili gen varyasyonlar1 genellikle viriis giris reseptorleri,
koreseptorler ve reseptdr modifiye edici enzimlerle iliskilidir. Spesifik sitokinlerin
cok veya az iliretimine neden olan varyantlar ise siklikla viral hastaligin siddeti
tizerine etkilidir. Viriislin taninmasi, viral yanit i¢cin gereken sinyaller ve T hiicre
cevabinin baglamasi gibi viral enfeksiyona dogal ve edinsel immiin yanitta genetik
varyasyonlar bir¢cok viral enfeksiyonun siddetinin degismesi ile iliskilidir.

Immunite iligkili genlerin ¢ogu insanlarda oldukga polimorfiktir (87).
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Sekil 19. Spesifik viral hastaliklara duyarhlik veya direncle iliskili genetik varyantlarin genel
kategorisi. Viral hastaliklarin konak genetik belirleyicileri, iliskili proteinlerin farkl hiicresel
fonksiyonlari temel alinarak siniflandirilmaktadir(87).

Viral enfeksiyonlara duyarlilik veya direngle iliskili genetik faktorlerin
tanimlanmasinda aday gen yaklagimu stratejisi bagarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Aday genler in vitro deneylerle veya tiim genom yaklagimlari (GWAS) gibi biiyiik
capli genetik taramalarla belirlenen biyolojik uygunluga gore secilmektedir. Yakin
zamanda kullanima giren bir bagka yaklasim da tiim ekzon dizilemedir (whole
exome sequencing). Ancak bu teknik kodlanmayan bdlge DNA varyantlarinin

tanimlanmasinda uygun degildir (87).

Viral enfeksiyonlara duyarlilik veya direng gelisimiyle iligkili olan insan
genetik varyantlart hakkindaki bilgilerimiz giderek artmakla birlikte, bu
varyantlarin etkilerinin nedensel mekanizmalari hala bir¢ok durumda tam acgikliga

kavusturulamamistir. Bu durum, kisisellestirilmis as1 ve tedavi gelistirilmesi ile
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viriis direnci, kontrolii ve eradikasyonu agisindan da oldukc¢a dnem tagimaktadir

(87).

IL-28B (IFNA3) geni ve polimorfizmleri

IL-28B (Interleukin 28B) geni 19. kromozomun uzun kolunda gq13.2 bant
bolgesinde bulunmakta olup, IFNA3 (Interferon Lambda-3) geni olarak da
bilinmektedir (8,11). Alt: ekzondan olusan IL-28B geni, Tip | interferonlarla iliskili
bir suif 11 sitokin reseptor ligandidrr. Bu ligandlar, JAK/STAT sinyal sistemlerinin

aktive edilmesi ve mikrobiyal defansa cevapta kritik bir rol oynamaktadirlar (88).

IFNA, giiclii antiviral yanitlart olusturmak igin JAK-STAT ortak reseptor
sinyal sistemi {izerinden calismaktadir. Uretim merkezi dendritik hiicreler olup,
IFNA reseptorleri hepatositler ve B hiicrelerinde eksprese edilmektedir. In vitro ve
in vivo modeller ile IFNA’larin, HBV ve HCV viriisleri dahil olmak tizere birgok
viral enfeksiyonu kontrol etmede rol oynayan immiin yanitta 6énemli oldugu,
hepatosit hiicrelerinde ise HBV ve HCV replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir

(42, 89-91).

Kromozom 19 iizerinde IL-28B gen yakinlarinda tanimlanmis pek cok TNP
bulunmaktadir. Bu TNP’ler i¢inde ¢alismamizda arastirilan rs12979860, rs8099917

ve rs12980275 TNP’leri Sekil 20°de gosterilmistir.

rs12979860, IL-28B geninde bilinen ilk TNP olup, genin upstream

bolgesinde yerlesiktir. HCV ile enfekte olmus hastalarda antiviral tedavinin
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etkinligi, enfeksiyonun spontan klirensi ve tedaviye yanitta prognostik bir faktor

oldugu diistintilmektedir (8, 92, 93).

rs8099917, IL-28B geninin upstream bolgesinde yerlesiktir. rs12979860
polimorfizmi ile birlikte kalict viral yanitin giiclii belirteclerindendir. Ayni
zamanda tedavi sirasinda erken viral kinetikle de siki iliskili olduklar

diistiniilmektedir (13, 93).

rs12980275, IL-28B geninin downstream bdlgesinde yerlesik olup, az
sayida calismada hepatitlerle iligkisi arastirilmistir. Kalici viral yanitla iliskili
oldugunu gosteren meta-analizler bulunmakla birlikte, mekanizmasi heniiz net

degildir. Karaciger yaglanmasi ile iligkisi de aragtirilmaktadir (93-95).

— r54803217
re368234815 (s5469415590)
IFNA3
L2838
3~ v '
3’9'?3-1'?34 39°735'611  39'T738TAT 39743165
39'734'220 39'739'154

Sekil 20. Kromozom 19°da IFN-13/4 gen lokusu ve tanimlanmis TNP’ler(42).

Minor Allel Frekans1 (MAF); tanimlanan TNP’lerinin popiilasyonda nadir
goriilen allellerinin frekansidir. Toplumda yaygin goriilen polimorfizmi nadir
varyantlardan ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Belirli bir popiilasyonda ikinci en
yaygin allelin meydana geldigi frekans1 belirtmektedir. Ortak genetik varyasyonlari

tanimlamak i¢in insan genetik varyasyonlarinin en detayli katalogunu gelistirmeyi
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amaglayan 1000 Genome Projesinde 0,05 (% 5) veya daha yiliksek bir MAF olan
polimorfizmler hedeflenmistir. Mayis 2013’te yayinlanan 1000 Genom Projesi Faz
3 verilerine gore rs12979860 polimorfizmi T alleli, rs8099917 polimorfizmi G

alleli, rs12980275 polimorfizmi G alleli mindr allelleri olusturmaktadir (64, 96).

2.4.2.2.1. HBYV enfeksiyonlar1 ve TNP

HBV enfeksiyonunun klinik ilerlemesi bireyler arasinda oldukga farklilik
gostermektedir. HBV enfeksiyonunun olusum riskini, klinik ilerlemesini, persistan
HBV enfeksiyonuna ve HCC’ye ilerlemeyi, asiya veya tedaviye verilen yaniti,
anneden bebege HBV gecisine duyarliligi etkileyen bir¢ok konak genetik faktorleri
tanimlanmakla birlikte, calismalarda enfeksiyonun prognozu iizerine konak genetik
faktorlerinin olasi etkileri ile iliskili tutarsiz sonuglar bulunmaktadir. Calisilan etnik

gruplarin farkliligi bu duruma neden olabilmektedir (11, 31, 97).

Sitokinler, antioksidan enzimler (nitrik oksit sentaz, manganez siiperoksit
dismutaz, glutatyon S-transferaz) ve diizenleyici proteinler (6rn. kemokin reseptori
5 (CCRS), D vitamini reseptorii (VDR), Ostrojen reseptdrii, mannoz baglama
lektini) HBV enfeksiyonu klinik seyrinde rol oynayabilir ve bu proteinleri
kodlayan genlerin polimorfizmleri ¢esitli ¢alismalarda degerlendirilmektedir (98).
Endojen mediyatorleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin, hastalar arasindaki

klinik farkliliklarin altinda yatan neden olabilecegi diisiinilmektedir (31).

Major histokompatibilite kompleksinde (MHC) yer alan HLA sinif I ve 11

genlerindeki genetik varyasyonlarin HBV enfeksiyonlar iizerindeki rolii, enfekte
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bireylerde kapsamli olarak incelenmistir. HLA siif II varyasyonlarinin 6zellikle
persistan HBV enfeksiyonu, hastaligin ilerlemesi ve HBV iliskili HCC ile giiglii bir

baglantisi oldugu gosterilmistir (97).

Bir transkripsiyon faktorii olan STAT4 geninin {iriiniiniin, interlokin-12 ve
tip I IFN'dan IFN-y diretimini artirarak immiin yanitta kritik bir rol oynadigi
bilinmektedir. STAT4’{in {igiincii intronunda bulunan bir TNP’nin, HBV iliskili

HCC riskini artirdig1 gosterilmistir (97).

2012 yilinda HBV igin reseptor olarak tanimlanan SLC10A1 (NTCP) geni,
enfeksiyona yanit1 diizenlemede potansiyel roliinden dolayr yeni bir aday gen
olarak gosterilmistir. Asya populasyonlarinda bulunan bir SLC10Al varyanti
(S267F) KHB enfeksiyonuna direngle iliskilendirilmistir. Hidrofilik yapidan
hidrofobik yapiya degisim SLC10Al-ligand etkilesimlerini, dolayisiyla HBV niin

hiicre i¢ine girisini etkileyebilmektedir (87).

Sitokinler hiicrelere viral baglanmada, enfeksiyona konak immiin cevabin
diizenlenmesinde, karacigerde patolojik degisikliklerin gelismesinde ve antiviral
tedavinin etkinliginde rol oynamaktadirlar. Sitokin ve kemokin reseptorlerinin
genlerine ait TNP’leri ile HBV enfeksiyonuna duyarlilik veya enfeksiyonun dogal
seyri arasindaki iliskiyi belirlemeye yonelik cesitli ¢alismalar bulunmaktadir.
Sitokin gen polimorfizmlerinin HBV'ye kars1 inflamatuvar yanit sirasindaki sitokin
diizeyini degistirdigi ve bodylece kronik HBV enfeksiyonunun klinik seyrini
etkiledigi diisiiniilmektedir (98). Ozellikle, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, IL-28B,

IFN-y, TNF-a, TGF-£1 gibi sitokinleri kodlayan genlerin polimorfizmleri ile VDR
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ve CCRS gibi diizenleyici molekiiller, HBV enfeksiyonlarinin farkli tablolarindan

sorumlu olabilmektedirler (11, 31).

IL-8: IL-8, mitojenik ve anjiyogenik fonksiyonlari ile kronik enflamatuar
hastaliklar ve tiimorler ile iliskilendirilmistir. IL-8 genine ait polimorfizmin HBV

ile iliskili siroz i¢in koruyucu olabilecegini belirten ¢alismalar bulunmaktadir (31).

IL-6: HBV enfeksiyonuna karst immiin yaniti diizenleyen onemli bir
sitokindir. KHB enfeksiyonlarinda IL-6 diizeyi anlamli olarak artmaktadir. Ancak,
bazi ¢alismalarda KHB ile IL-6 gen polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski

olmadig1 gosterilmistir (31).

IL-28B: Hepatositlerde HBV replikasyonunu azalttigindan KHB
hastalarinda potansiyel yeni bir tedavi ajan1 oldugu disiliniilmektedir. IL-28B
genindeki bazi polimorfizmlerin IL-28B fonksiyonlarini diizenleyerek viral yiiki
ve karaciger inflamasyonunu azalttigt ve HBV enfeksiyonunun ilerlemesini
onledigi bilinmektedir. Baz1 ¢calismalarda, IL-28B genindeki bazi TNP’leri kalici
virolojik yamit ve HBV Kklirensi ile iligkili bulunurken, bazilar1 bunu
desteklememigstir. Bir kisim arastirmaci, TNP’lerinin karaciger naklinden sonra
karaciger fonksiyon bozuklugu veya HBV enfeksiyon rekiirrensi agisindan iyi bir
prediktif faktor olabilecegini ileri siirmektedir. Bazi ¢aligmalarda da kronik HBV
enfeksiyonunda IL-28B polimorfizminin IFN tedavi gidisatinin giivenilir bir
belirleyicisi oldugu gdsterilmistir. Bu sonuglarin genetik alt yapi, etnik gruplarin
farkliligi, oOrneklem biiyiikliigli, uygulanan tedavi rejimleri ve c¢alisilan

populasyonun heterojen olmasi nedeniyle farklilik gosterebilecegi tahmin
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edilmektedir (11, 31). IL-28B geni polimorfizmlerinin kronik HBV enfeksiyonuna

duyarhigi ve HCC gelisim riskini etkileyebildigi de diisiiniilmektedir (99).

HBV gibi yaygin goriilen enfeksiyonlarda hastaligin  gidisatinin
belirlenmesi, asiya ve tedaviye verilen yaniti etkileyen genetik alt yapinin
anlasilmasi yani sira kronik hepatit veya HCC gelisme riski bulunan kisilerin tespit
edilerek hastalik olusmadan bu risk faktorlerinin elimine edilmesi ve yeni tedavi
stratejilerinin belirlenmesi ile dnleyici ve koruyucu yaklasimlarin planlanmasi halk

sagligi a¢isindan 6nem arz etmektedir (31).

2.4.2.2.2. HCV enfeksiyonlar1 ve TNP

Akut HCV enfekte hastalar %50-90 asemptomatik olup %15’
kendiliginden iyilesmekte, %70’inde viriis persiste kalmakta ve kronik enfeksiyon
gelismektedir. Kronik fazda kendiliginden HCV klirensi zordur; 10-40 yilda
hastalarin  %20’sinde siroza ilerleme olabilmektedir. Hastalarda karaciger
yetmezligi (%6) ve HCC (%]1-4) gelisme riski artmaktadir (10, 42, 48). Benzer risk
faktorlerine sahip bireylerde HCV enfeksiyonunun karaciger hastaligina ilerleme
oranlar1 degiskenlik gostemekte ve genetik alt yapmin bu duruma katki sagladigi

diistiniilmektedir (93).

HIV/HCV koinfekte hastalarda yapilan bir ¢alismada, farkli biyolojik
fonksiyonlarda sorumlu oldugu bilinen sitokin (/FNA3, IFNA4, TNF, IL15 ve

CXCL9-11) ve sitokin reseptor genleri (IL7R ve TLR8) ile metabolizma ile iligkili
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genlerdeki (PNPLA3 ve GSTM1) TNP’lerinin enfeksiyonun karaciger hastaligina

ilerlemesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (93).

PNPLAS3 (Patatin-Like Phospholipase Domain-Containing Protein 3) geni
yag ve karaciger dokularinda lipaz aktivitesine sahip bir protein sentezlemektedir.
Kronik karaciger hastaliginda karaciger fibrozisi ile iliskilendirilmistir. PNPLA3
geninde fonksiyon kaybina neden olan rs738409 polimorfizmi, HCV enfeksiyonlu
hastalarda progresif karaciger fibrozisine ilerlemeyi hizlandirabilmektedir (93,

100).

FTO (Fat Mass- and Obesity- Associated) geninin fizyolojik fonksiyonu
tam bilinmemekle birlikte, viicudun enerji ve kilo dengesini saglama gorevi oldugu
distiniilmektedir. FTO geni rs9939609 polimorfizminde, A allelinin genin
ekspresyonunu artirarak metabolik hastaliklara yatkinlik olusturdugu gosterilmistir

(93, 101).

TNF-a (Tumor Necrosis Factor-Alpha) geninin hepatik stellat hiicrelerini
uyararak karaciger fibrozisini etkileyebildigi bilinmektedir. Bu gendeki rs361525
polimorfizmi A allelinin baz1 ¢alismalarda yiiksek siroz riski ile iligkili oldugu

belirtilmistir (93, 102).

TLR-8 (Toll-Like Receptor 8), bagisiklik sisteminin kritik bir pargasi olup,
evrimsel olarak korunmus bir gendir. Cift iplikli RNA yapisini taniyan hiicre ici
reseptorleri kodlayarak viicudun RNA viriislerinden temizlenmesinde rol alir. TLR-
8’in dogal immiin yanitin degisimi ve HCV infeksiyonuna duyarlilikla ilgili oldugu

diistiniilmektedir (93, 103, 104).

72



IL-28B (IFNA3) genindeki polimorfizmlerin (rs8099917, rs12979860 ve
rs12980275) kesfi, kronik HCV enfeksiyonunda pegylated interferon alpha
(PeglFNo) ve ribavirin (RBV) kombinasyon tedavisine cevabin yani sira
kendiliginden ya da tedavi ile indiiklenmis HCV klirensi ile iliskili olan konak-virtis
iletisiminde ve hastaligin kroniklesmesinde etkili oldugu bilinen genetik faktorler,
kisisel IFN cevabini daha iyi anlamamizi saglamistir (105-107). Karaciger
hastaliginin ilerlemesinde ¢evresel ve viral faktorler yani sira ilgili genetik
polimorfizmlerin belirlenmesi hastaligin seyrini izleme ve tedavi se¢imi i¢in
bireysel stratejilerin planlanmasi agisindan dnemlidir (48, 93).

Bu ¢alismada, Tiirk toplumunda IL-28B gen polimorfizminin HBV ve HCV
enfeksiyonunun gidisatina etkisi ve IL-28B serum diizeyi ile HBV ve HCV

efeksiyonunun iligkisinin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Malzemeler, Sarf Malzeme, Cihazlar

Q1Asymphony DSP Virus/Patojen Midi Kit (Qiagen GmbH, Qiagen Strasse 1,
ALMANYA)

Artus HCV QS-RGQ Kiti (Qiagen GmBH, Qiagen Strasse 1, ALMANYA)
Artus HBV QS-RGQ Kiti (Qiagen GmBH, Qiagen Strasse 1, ALMANYA)
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, ALMANYA)

Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Molecular probes by Life Technologies, ABD)
TagMan 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, ABD)
Nuclease Free Water (Geneall Biotechnology, KORE)

Real Time SNP Problari

rs8099917 (Applied Biosystems by Life Technologies, ABD)

rs12979860 (Applied Biosystems by Life Technologies, ABD)

rs12980275 (Applied Biosystems by Life Technologies, ABD)

Human IL-28B (Interleukin 28B) ELISA Kit (Elabscience, ABD)

Steril distile su (Biochrom, ALMANYA)

Otomatik pipet seti (Capp, DANIMARKA)

10 pl steril pipet ucu (Capp, DANIMARKA)

100 pl steril pipet ucu (Capp, DANIMARKA)

200 pl steril pipet ucu (Capp, DANIMARKA)

1000 pl steril pipet ucu (Capp, DANIMARKA)

1000 ml meziir (Borucam, istanbul, TURKIYE)

Reaktif Kiiveti (Origami, Capp, DANIMARKA)
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1,5 ml mikrotiip (Capp, DANIMARKA)

1,5 ml mikrosantrifiij tiip (Biologix, CIN)

2 ml toplayic tiip (Qiagen GmbH, ALMANYA)

QlAamp Mini Spin Column (Qiagen, ALMANYA)

0,5 ml Qubit® assay tiipleri (Life Technologies, ABD)

0,1 ml PCR kuyucuklu 96’lik mikroplak (Applied Biosystems by Life
Technologies, ABD)

Vortex (MRC Mini Centrifuge, ALMANYA)

Is1 blogu (Benchmark Digital Heat Block, ABD)

Santrifiij cihaz1 (Hettich Zentrifugen, ALMANYA)

The Applied Biosystems® StepOnePlus™ (Applied Biosystems, ABD) Real
Time PCR

ELISA yikayict (Mindray, CIN)

ELISA okuyucu (Tecan, ISVICRE)

3.2.  Hasta Gruplan

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Molekiiler Viroloji Laboratuvarina gesitli
kliniklerden Nisan-Aralik 2017 tarihleri arasinda HBV DNA veya HCV RNA rutin
analizi i¢in soguk zincire uygun sekilde EDTA’l1 Vacutainer tiipii ile gonderilen
periferik vendz kan orneklerinden 1 ml alinarak DNA izolasyonu ve ardindan RT-
PCR yontemiyle TNP analizi yapilmak iizere -80°C’de saklandi. Kalan kisim 3000
rpm’de 3-5 dk santrifiij edildikten sonra plazma kismi alinarak, 700 ul plazma

ornegi HBV DNA veya HCV RNA Kkantitatif RT-PCR (qRT-PCR) ¢alisilmak
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tizere; 100 pl plazma 6rnegi ELISA yontemiyle IL-28B sitokin diizeyini belirlemek
tizere ayrildi. Toplu sekilde ¢alisilmak tizere 6rnekler DNAaz ve RNAaz icermeyen

steril tliplerde -80°C’de saklandi.

HBYV ile enfekte ve kronik HCV enfeksiyonlu hastaya ait 130 6rnek ile
saglikli kontrol grubuna ait 70 6rnek c¢alisma kapsamina alindi. Tiim g¢alisma

ornekleri asagidaki 6zelliklere gore 5 gruba ayrildi (Tablo 3-4):
1. Grup: KONTROL GRUBU 70 ORNEK
2. Grup: KRONIK HEPATIT B (KHB) ENFEKSIYONLU 49 HASTA
3. Grup: ASEMPTOMATIK KRONIK HBV TASIYICISI 15 HASTA

4. Grup: VIRAL YUK POZITIF KRONIK HCV ENFEKSIYONLU 31

HASTA

5. Grup: VIRAL YUK NEGATIF KRONIK HCV ENFEKSIYONLU 35

HASTA

Tablo 3. Kontrol grubuna ait ézellikler

Kontrol grubu
n=70

Seronegatif Enfeksiyonu gecirerek  Asi ile bagisikhik

Alt gruplar bagisiklik kazanmis kazanmis
n=24
n=29 n=17
HBsAg (-) HBsAg (-)
E HBsAg (- . .
Viral belirtegler - ,gn??i:rcv (3 90) Anti HBs (+) Anti HBs (+)
Anti HBc (+) Anti HBc (-)
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Tablo 4. HBYV ile enfekte veya kronik HCV enfeksiyonlu hastalara ait 6zellikler

HBV ile enfekte hasta Kronik HCV enfeksiyonlu

hasta
n=64 =66
. . Asemptomatik Viral yiik Viral yiik
Kl::;:el:(:iilgztlﬁ B kronik HBV pozitif kronik  negatif kronik
Alt gruplari =49 tasiyicisi HCV HCV
n=15 n=31 n=35
HBsAg (+) HBsAg (+)
Viral HBYV DNA >2000 HBYV DNA <2000 En az 6 aydir En az 6 aydir
belirtecler IU/ml IU/ml veya negatif ~ AntiHCV (+)  Anti HCV (+)
ve HBeAg (+) ya da (-) HBeAg (-) HCV RNA (+) HCVRNA(-)
molekiiler Anti HBe (+) ya da (-) Anti HBe (+) HBsAg (-) HBsAg (-)
ozellikler Anti HIV (-) Anti HIV (-) Anti HIV (-) Anti HIV (-)
Anti HCV (-) Anti HCV (-)

Hasta gruplarina ait 6zel tanimlar:

1. Kronik HBV enfeksiyonlu hastalar, diisiik viral yiik (<10° 1U/ml)
ve yiiksek viral yiik (>10° 1U/ml) olarak alt gruplara ayrildi.

2. Kronik hepatit B enfeksiyonlu ve asemptomatik KHB tasiyici
hastalar i¢in ‘HBV ile enfekte hasta’ tanimi kullanildi.

3. Viral yiik pozitif kronik HCV ve viral yiik negatif kronik HCV
hastalari i¢in ise ‘kronik HCV enfeksiyonlu hasta’ tanimi kullanildi.

4, Kronik HCV enfeksiyonlu hastalar ve HBV ile enfekte hastalarin

hepsine ise ‘viral hepatitli hasta’ tanim1 kullanildi.

Calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan

19.01.2017 tarih ve 01 karar no. ile onay verilmistir.
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3.3. HBV-DNA ve HCV-RNA varh@

3.3.1. Niikleik asit ekstraksiyonu

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Molekiiler Viroloji Laboratuvarinda, HBV-
DNA veya HCV-RNA gRT-PCR rutin analizi i¢in génderilen ve -80°C’de tutulan
plazma Ornekleri oda sicaklifina getirildikten sonra vortekslendi. Viral niikleik
asitlerin tam otomatik ve eszamanli saflastirilmasi i¢in manyetik partikiil
teknolojisinin kullanildigi QIAsymphony DSP Virus/Patojen Midi Kit (QIAGEN,
Almanya) ekstraksiyon kiti kullanilarak QIAsymphony SP cihazinda iiretici

firmanin 6nerileri dogrultusunda niikleik asit ekstraksiyonu gerceklestirildi.

3.3.2. HBV-DNA tespiti ve kantitasyonu

Saflastirilan 6rneklerin in vitro amplifikasyonu i¢in Artus HBV QS-RGQ
Kiti (QIAGEN, Almanya) ile RT-PCR cihazi kullanilarak (Rotor-Gene Q, Corbett
Research, Avusturya) fretici firmanin Onerileri dogrultusunda HBV-DNA
amplifikasyonu ve kantitasyonu gerceklestirildi. Bu diagnostik test kiti, HBV
genomunun 134 bp kor bolgesinin amplifikasyonunu spesifik olarak
gerceklestirmektedir. Her calismada, 5 kantitasyon standardi ve bir negatif kontrol
ornegi kullanilarak floresan 1sima miktarindaki artisla PCR {irtinlerinin varligi
belirlendi. Testin analitik duyarhligi 10,2 IU/ml, lineer arah@ 31,6-2x107

IU/ml’dir.
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3.3.3. HCV-RNA tespiti ve kantitasyonu

Saflastirilan 6rneklerde Artus HCV QS-RGQ Kiti (QIAGEN, Almanya)
kullanilarak RT-PCR cihazinda (Rotor-Gene Q, Corbett Research, Avusturya)
tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda HCV-RNA nin in vitro amplifikasyonu ve
kantitasyonu gerceklestirildi. Bu diagnostik test kiti ile ters transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu kullanilarak HCV genomunun 240 bp’lik bir bolgesinin spesifik
amplifikasyonu saglanmaktadir. Her PCR calismasinda, 4 kantitasyon standardi ve
bir negatif kontrol 6rnegi kullanilarak floresan i1gima miktarindaki artigla PCR

tirtinlerinin varlig1 belirlendi. Testin analitik duyarliligi 21 TU/ml, lineer aralig

35,0-1,77x107 IU/ml’dir.

3.4.  1L-28B gen polimorfizminin belirlenmesi

3.4.1. Genomik DNA Izolasyonu

3.4.1.1.Spin Kolon Y&ntemi ile Periferik Kandan Genomik DNA Izolasyonu

EDTA’l tiiplerde -80°C’de tutulan 1000 pl kan 6rnekleri oda sicakligina
getirildi.
QlAamp DNA Blood Mini Kiti (QIAGEN, Almanya) ile tiretici firma

Onerileri dogrultusunda izolasyon islemi asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine 20 ul QIAGEN Proteaz (Proteinaz
K) soliisyonu konuldu.

2. Uzerine 200 ul kan &rnegi eklendi.
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3. 200 pl buffer AL ilave edilerek mikrosantrifiij tlipliniin kapagi
kapatildi ve maksimum hizda 15 sn vortekslendi ve 6nceden hazirlanan 1s1 blogunda
56°C’de 10 dk inkiibe edildi.

4. Mikrosantrifiij tiipii 3-4 sn santrifiij edildi.

o. Uzerine 200 ul etanol (%96-100) eklendi ve maksimum hizda 15 sn
vortekslendikten sonra 3-4 sn santrifiij edilerek karigimin tiipiin altina toplanmasi
saglandi.

6. Karisim 2 ml toplayici tiip igerisine yerlesik spin kolona (QIAamp
Mini Spin Column, Qiagen, ALMANYA) aktarildi. Spin kolon 8000 rpm’de 1
dakika oda sicakliginda santriflij edilerek hiicresel artiklarin pellet olusturmast
saglandi. Bu kisim atildiktan sonra spin kolon, 2 ml toplayici tiipe yerlestirildi.

7. Spin kolonlarin tizerine 500 pl buffer AW1 eklendi ve 8000 rpm’de
1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Toplayici tiip altindaki siv1 atildi ve spin
kolon 2 mI’lik yeni bir toplayici tiipe yerlestirildi.

8. Spin kolonlarin iizerine 500 ul buffer AW2 eklendi. 14000 rpm’de 2
dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Toplayic tiip altindaki sivi atildi ve spin
kolon yeni bir 2 ml’lik toplayici tiipe yerlestirildi ve 14000 rpm’de 1 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi.

9. Toplayict tiipteki sivi atilarak spin kolon temiz 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve tlizerine 200 pl buffer AE eklendi. Oda
sicakliginda 1 dakika bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek

genomik DNA elde edildi.
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3.4.1.2. Genomik DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Omneklerdeki genomik DNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in Qubit®
dsDNA HS Assay ( Life Technologies, ABD) Kiti kullanildi ve sonuglar Qubit 2.0

Fluorometer (Invitrogen, ABD) cihazi ile 6l¢iildii.

Qubit® dsDNA HS Assay Kiti floresan Ol¢limiine dayanarak DNA
konsantrasyonunu dogru ve kolay sekilde belirleyen bir sistemdir. Test 10 pg/uL to

100 ng/uL arasindaki konsantrasyonlari yiiksek dogrulukla 6l¢gmektedir (108).

1. 0,5 ml ince duvarli Qubit® assay tipleri (500 tiip, Life
Technologies) standartlar (2 standart) ve her bir 6rnek icin bir tane olacak sekilde
hazirlandi.

2. Her standart ve 6rnek i¢in ayr1 200 pl ¢alisma soliisyonu Qubit®
dsDNA HS Reagent 1/200 oraninda Qubit® dsDNA HS Buffer’da seyreltilerek (1
ornek icin 1 pl Qubit® dsDNA HS Reagent; 199 pl Qubit® dsDNA HS Buffer)
plastik bir tiipe hazirlandi.

3. Her standart ve 6rnek i¢in Qubit® assay tiipiin son hacmi 200 pl
olacak sekilde (190 pl ¢alisma soliisyonu, 10 pl Qubit dsDNA HS Standart 1; 190
ul calisma soliisyonu, 10 pul Qubit dsDNA HS Standart 2; 199 pl calisma soliisyonu,
1 pl 6rnek) hazirland:.

4. Tiim tiipler 2-3 sn vortekslendikten sonra oda sicakliginda 2 dakika

inkibe edildi.
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5. Standart 1 ve 2 sirayla Qubit 2.0 Fluorometer cihazina yerlestirildi.
Her biri i¢in okuma tamamlaninca (yaklasik 3 saniye) cihaz iki standart arasindaki
iliskiye dayal1 bir konsantrasyon verisi olusturdu.

6. Orneklere ait tiipler sirayla Qubit 2.0 Fluorometer cihazinda numune
haznesine  yerlestirildi.  “Curve-fitting”  algoritmasina  goére  Orneklerin

konsantrasyonu belirlendi.

3.4.2. 1512979860, rs8099917 ve rs12980275 Tek Niikleotid

Polimorfizmlerinin (TNP) RT-PCR Yo6ntemi ile Belirlenmesi

Tek niikleotid polimorfizmlerinin belirlenmesi icin TagMan SNP
Genotyping Assay (Applied Biosystems, ABD) Real Time PCR kiti kullanildu.
Calisma yapilincaya kadar Real Time PCR Kitinin TagMan 2X Universal PCR

Master Mix bileseni +4'C’de; diger bilesenlerin tiimii -20°C’de bekletildi.

3.4.2.1.YoOntemin Esaslar

TagMan SNP Genotyping Assay Real Time PCR Kiti gesitli floresan
boyalar yardimiyla TNP’leri saptamaya olanak saglamaktadir. Bu yontemde,
PCR’m asamalarindan biri olan uzatma (extension) sirasinda ¢ift isaretli bir
floresan probunu par¢alamak i¢in Taq Polimeraz’in 5’-ekzoniikleaz aktivitesinden
yararlanilir. Cogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer normal ve mutant allele
uyum gosteren ve floresanla isaretlenmis iki farkli TagMan probu kullanilir.

Floresan isaretli probun 5' ucunda ‘“reporter (raportér) boya” (Mutant allel i¢in
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VIC; Normal allel i¢cin FAM) ve 3’ ucunda “quencher (baskilayici) boya”
(TAMRA) baghdir. 3’ ugtaki baskilayict TAMRA boyasi, 5' ugtaki FAM/VIC
boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir. Amplifikasyon sirasinda her bir
prob TNP’nin iki allelinden birine baglanir. PCR’mn primer uzatma (extension)
asamasinda probun bagli oldugu bolgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi
5'—3 ekzoniikleaz aktivitesi ile FAM/VIC’i probdan ayirmakta ve bu sirada
reporter, quencher’in baskilayici etkisinden kurtuldugu icin floresan sinyal aciga
cikmaktadir. Hedef bolgede hibridize olan problarin amplifikasyonu arttik¢a 1g1ma
dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es zamanli olarak hassas bir
bicimde tespit edilmektedir. Elde edilen sonuglar, mutant ya da normal allelin
heterozigot ya da homozigot bulunmasina bagl olarak yorumlanmakta, hasta ve

kontrol grubunun genotipleri ve allelik dagilimlari belirlenmektedir.

3.4.2.2. Kitin Caligma Prensibi

TagMan SNP Genotyping Assay Real Time PCR Kkiti ile IL-28B gen
bolgesinde analiz edilen rs12979860, rs8099917 ve rs12980275 TNP’lerine ait
veriler Tablo 5°te bulunmaktadir.

HotStar Taqg DNA Polimeraz enzimi “thermus aquaticus’ isimli yiiksek
1siya dayanikli bir bakteriden elde edilen enzim olup, 94 kDa’luk rekombinant
DNA polimerazin modifiye edilmis bir formudur. Bu enzimin 95°C’de 15 dakika
siiresince yapilan inkiibasyon sonucunda aktif forma doniisme 6zelligi ile islem

sirasinda ¢ikabilecek sorunlarin 6niine gecilmektedir (110).
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Tablo 5. rs12979860, rs8099917 ve rs12980275 TNP’lerinin verileri(109)

TNP Dizi Pozisyonu Genotipler Alleller VIC FAM

TTTTGTTTTCCTTTCTGTGAGCA

rs8099917  AT[G/T]TCACCCAAATTGGAACC  39252525T>G TT/TGIGG  GIT G T
ATGCTGTA
TGAACCAGGGAGCTCCCCGAAG

rs12979860 GCG[C/T]GAACCAGGGTTGAATT  39248147C>T CC7CT/TT CIT C T
GCACTCCGC
TGAGAGAAGTCAAATTCCTAGA AAAG/G

rs12980275 AAC[A/G]GACGTGTCTAAATATT  39241143A>G G AIG A G

TGCCGGGGT

Optimizasyon islemlerinde sadece DNA miktar1 iizerinde degisimlerle

optimal DNA miktar1 belirlendi. Standart termal dongii kullanildu.

3.4.2.3. Protokol

Tiim kit bilesenleri kullanmadan 6nce oda 1s1sina getirildi. Her bir 6rnek i¢in

hazirlanan PCR karisimi Tablo 6’da bulunmaktadir. Calisilacak 6rnek sayis1 kadar

1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine hazirlanan karisim homojenize edildikten sonra

her bir reaksiyon i¢in 9,25 pl olacak sekilde 96 kuyucuga dagitildi. Son olarak 6rnek

DNA lar1 her bir kuyuya numara sirasiyla pipetaj yapilarak eklendi. Negatif kontrol

icin DNA 0rnegi yerine “niikleaz free su” kullanildi. Kontaminasyonu 6nlemek i¢in

tizerleri 6zel mikroplak kapaticisi ile sikica kapatilarak The Applied Biosystems®

StepOnePlus™ (Applied Biosystems, ABD) Real Time PCR Sistem cihazina

yerlestirildi.
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Tablo 6. RT-PCR Reaksiyonu bilesenleri

Reaksiyon karisim Kullanilan Miktar (ul)*
Primer/Probe Mix 0,5 ul

TagMan 2X Universal PCR Master Mix Sl

Niikleaz free su 3,75 ul

Ornek DNA 0,75 ul

Toplam Hacim 10 pl

* Degerler yalnizca bir 6rnek i¢in verilmistir.

3.4.2.4. Sistemin Programlanmasi

Hazirlanan ornekler rs8099917, rs12979860 ve rs12980275 analizi i¢in
“The Applied Biosystems® StepOnePlus™ (Applied Biosystems, ABD) Real Time
PCR Sistem” cihazina yerlestirildi. PCR kosullari; 60°C 30 sn., 95°C 10 dk., 95°C
15sn., 60°C 1 dk. olacak sekilde gergeklestirildi. Son iki basamak 40 dongii olarak

yapildi (Tablo 7, Sekil 21).

Tablo 7. RT-PCR Dongiileri

Basamaklar Hedef Is1 Siire Dongii
Pre PCR plak okuma 60°C 30 sn
Polimeraz enzim aktivasyonu 95°C 10 dk Bekleme
Denatiirasyon 95°C 15 sn 40
PCR Baglanma/Uzatma 60°C 1 dk 40
Post PCR plak okuma 60°C 30 sn
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Pre-PCR Read {Holding Stage) Holding Stage Cycling Stage IPost—PCR Read (Holding Stage)
MNumber of Cycles
["] Enable AutoDelta
Starting Cycle:
100 —| 95.0°C 95.0°C
10:00 100%  “pp15 \m
75 —| i ) 4
§00°C 100%% ] B e sooc 600°C
+ H
50— 00:30 = B oo 0% oo
oo =]
25 —| I—_W
o
Step1 Step 1 Step 1 Step 2 Step 1

Sekil 21. Incelenen ii¢c TNP bolgesi icin Real Time PCR Protokolii (111).

Sistemin dogru calisabilmesi igin;

Calismaya ‘ad’ verildikten sonra ‘Genotipleme’ islemi isaretlendi. TagMan
Reaktifleri ile Standart hizda (~ 2 saat) bir ¢caligma olacagi bilgileri kontrol edildi.
Calisilacak olan TNP ‘rs’numarasi girilerek kaydedildi. Allel 1 ve Allel 2 bilgileri
kaydedildi. Kullamlacak filtre ciftleri secildi (VIC ve FAM). Ornek ve negatif
kontrol igeren kuyucuklar tanimlandi. Her bir kuyucuktaki reaksiyon voliimii
bilgileri kaydedildi. Standart termal dongii bilgileri kontrol edildikten sonra 96

kuyucuklu mikropleyt cihaza yerlestirilerek reaksiyon baslatildi.

3.4.2.5. Analiz

Sonuglarin analizi SDS software version 2.3 (ABI/Life Technologies) ile
gerceklestirildi. Allel farklilik grafikleri, GraphPad Prism version 5.0°da

olusturuldu.
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3.5.  ELISA Yontemi ile IL-28B Sitokin Diizeyinin Belirlenmesi

Human IL-28B (interleukin 28B) ELISA Kit (Elabscience, ABD)
kullanilarak sandvi¢ ELISA yontemiyle ¢alismaya alinan plazma 6rneklerinde IL-

28B konsantrasyonu arastirildi.

3.5.1. Reaktiflerin Hazirlanmasi

1. Tiim reaktifler kullanim dncesi oda sicakligina getirildi.

2. Yikama Tamponu: 30 ml konsantre yikama tamponu distile su ile
750 ml’ye tamamlandi.

3. Biyotinle isaretlenmis Antikor Calisma Soliisyonu: Stok tiip
kullanilmadan &nce santrifiij edildi. 120 pl konsantre Biyotinle Isaretlenmis
Antikor {izerine 12 ml Biyotinle Isaretlenmis Antikor Diluent eklenerek 1/100
oraninda bir ¢aligma soliisyonu elde edildi.

4. Konsantre HRP Konjugat Calisma Soliisyonu: 120 ul konsantre
HRP Konjugat tizerine 12 ml HRP Konjugat Diluent eklenerek 1/100 oraninda bir
calisma soliisyonu elde edildi.

5. Standart Caliyma Soliisyonu: Standart 10000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Uzerine 1,0 ml Referans Standart&Sample Diluent soliisyonu
eklendi.10 dakika kadar yukar1 asagi hareketlerle tamamen ¢oziinmesi saglandi.
1000 pg/ml ¢alisma soliisyonu hazirlanmis oldu. Seri diliisyonlar ile bir diliisyon

gradienti olusturuldu: 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 0 pg/ml.
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6. Diliisyon Yontemi: 7 tane 1,5 ml’lik mikrotiip hazirlandi. Her tiipe
500 pl Referans Standart&Sample Diluent soliisyonu eklendi. Madde 5°te
hazirlanan 1000 pg/ml’lik ¢aligma soliisyonundan 500 pl pipetle alind1 ve ilk tiipe
eklenerek karistirildi ve 500 pg/ml’lik ¢alisma soliisyonu elde edilmis oldu. Ayni1
sekilde ilk tiipten 500 pl pipetle alinarak siradaki tiipe aktarildi ve bu tiipte 250
pg/ml’lik calisma soliisyonu elde edilmis oldu. Bu yontemle 6 tiip seri diliisyon
olusturuldu; 7. tiipe sadece 500 pl Referans Standart&Sample Diluent soliisyonu

eklendi ve “blank” olarak kullanild.

3.5.2. ELISA Asamalari

1. IL-28B’ye spesifik antikorlarla kapli 96 kuyucuklu mikro ELISA
plaklar1 kullanildu.

2. Oda sicakligindaki 6rnekler numara sirasina gore dizildi.

3. Seri diliisyon yontemi ile hazirlanan standart calisma soliisyonlari

100’er pl ilk 8 kuyucuga eklendi. Ornekler numara sirasiyla 100’er pl diger
kuyucuklara eklendi. Plak iizeri 6zel bir kapatici ile kapatildi ve 37°C’de 90 dakika
inkiibe edildi.

4. Yikama yapilmadan her kuyucuktaki sivi mikropipet ile
uzaklastirildi. 100 ul Biyotinle Isaretlenmis Antikor Calisma Soliisyonu
kuyucuklara eklendi. Plak iizeri 6zel bir kapatici ile kapatildi. Hafifce sallayarak

karistirildi. 37°C°de 1 saat inkiibe edildi.
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5. Yikama cihazina yerlestirilen plak her bir kuyucuk her defasinda 350
ul yikama tamponu ile yikanacak sekilde 3 kez yikandi. Yikama sonrast sert sekilde
kurutma kagidi ile kurutuldu ve kalan su damlaciklar1 uzaklastirildi.

6. 100 ul HRP Konjugat Caligma Soliisyonu kuyucuklara eklendi. Plak
lizeri dzel bir kapatici ile kapatildi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

7. Yikama cihazina yerlestirilen plak her bir kuyucuk her defasinda 350
ul yikama tamponu ile yikanacak sekilde 5 kez yikandi. Yikama sonras sert sekilde
kurutma kagidi ile kurutuldu ve kalan su damlaciklar1 uzaklastirildi.

8. 90 ul Substrate Reagent kuyucuklara eklendi. Plak tizeri 6zel bir
kapatici ile kapatildi. Isiktan koruyarak 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Bu asama
sonunda kuyucuklarda mavi renklenmeler basladi.

9. 50 pl Stop Soliisyonu kuyucuklara eklendi. Kuyucuklarda mavi
renklenmeler sar1 renklenmelere doniistii. Plak 1siktan korunarak hemen 15 dakika

onceden acilarak 1sitilan ELISA okuyucu cihazina yerlestirildi.

3.5.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Kuyucuklarda olusan absorbans degerleri, ELISA okuyucusunda 450 nm’de
spektrofotometrik olarak Olgililerek degerlendirildi. Standart egri, IL-28B
standartlar1 kullanilarak olusturuldu. Orneklere ait 1L-28B diizeyleri, standart egri

tizerinde igaretlenerek, sitokin diizeyleri pg/ml cinsinden belirlendi.
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3.6. istatistiksel Analiz

Calisma sonunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS software
version 20 analiz programi kullanilarak yapildi. Parametrik degiskenler ortalama ve
standart sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasinda 1L-28B geni rs12979860,
rs8099917 ve rs12980275 polimorfizmleri genotip, allel ve haplotip frekanslarinin
karsilagtirilmasinda ki-kare testi kullanildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli olarak kabul edildi. OR (odds ratio=goreceli olasiliklar orani) ve %95 CI
(gliven aralig1) degerleri binary lojistik regresyon testleri kullanilarak analiz edildi.
Gruplar arasinda IL-28B plazma diizeylerinin karsilagtirilmasinda ise ANOVA testi
(one-way analysis of variance) kullanildi. Post Hoc analiz i¢in Bonferroni testi

uygulandi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma gruplarimiza ait cinsiyet, yas, ALT, AST degerleri Tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 8. Kontrol ve hasta gruplarinin demografik verileri

Viral yiik

Kronik Asemptomatik ozitif Viral yiik
Kontrol hepatit B kronik HBV P . negatif kronik
. kronik
n=70 enfeksiyonlu tasiyicisi HCV HCV
(%) n=49 n=15 n=31 n=35
0 0 - 0
(%) (%) (%) (%)
13 (42) 23 (65,7)
Cinsivet 33(47,1)Kadin 25 (51) Kadin 6 (40) Kadin Kadin Kadin
4 37 (5,9) Erkek 24 (49) Erkek 9 (60) Erkek 18 (58) 12 (34,3)
Erkek Erkek
Yas 53,08 16,27 45,18+13,58 58,331£12,26 47+£21,41 52,37+13,81
ALT
38+43 59+104 34+21 77+53 23+18
(1U/L)
AST
+ + + + +
(U/L) 31£22 4360 37t21 74+108 26*£13

Yas, ALT, AST degerleri Ortalama+Standart Sapma seklinde hesaplanmistir.

IL-28B geni rs12979860, rs8099917 ve rs12980275 polimorfizmlerine ait

genotiplerin, RT-PCR cihazindan elde edilen sonuglarina ait grafikler Sekil 22-

24°de gosterilmistir.
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Allelic Discrimination Plot
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Sekil 22. IL-28B rs12979860 polimorfizmine ait genotiplerin sonug grafigi. C/C (kirmizi) dogal
genotip olup, C/T (yesil) heterozigot, T/T (mavi) homozigot genotipleri gostermektedir. (The
Applied Biosystems® StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Singapur) ger¢cek zamanh PCR
cihazi kullamilmstir).

Allelic Discrimination Plot
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Sekil 23. 1L-28B rs8099917 polimorfizmine ait genotiplerin sonuc¢ grafigi. T/T (mavi) dogal
genotip olup, T/G heterozigot, G/G (yesil) homozigot genotipleri gostermektedir. (The Applied
Biosystems® StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Singapur) gercek zamanh PCR cihazi
kullanilmistir).
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Allelic Discrimination Plot
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Sekil 24. 1L-28B rs12980275 polimorfizmine ait genotiplerin sonu¢ grafigi.A/A (kirmmzi) dogal
genotip olup, A/G (yesil) heterozigot, G/G (mavi) homozigot genotipleri gostermektedir. (The
Applied Biosystems® StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Singapur) gercek zamanh PCR
cihazi kullanilmstir).

1. Kontrol grubu ile viral hepatitli hastalar arasinda 1L-28B rs12979860,
rs8099917 ve rs12980275 polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslar1 arasindaki
iliski

Calismamizda kontrol grubu ile viral hepatitli hastalar arasinda 1L-28B
rs12979860, rs8099917 ve rs12980275 polimorfizmlerinin genotip ve allel
frekanslar1 arasindaki iliskiye ait veriler Tablo 9’da gosterilmistir. rs12980275AG
genotipi kontrol grubunda viral hepatitli hasta grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeylerde yiiksek olarak bulunmustur (p=0,04). Kontrol grubu ile viral
hepatitli hastalar arasinda rs12979860 ve rs8099917 polimorfizmleri genotip ve

allel frekansi agisindan istatistiksel olarak anlamli diizeylerde fark bulunmamastir.
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Tablo 9. Kontrol grubu ile viral hepatitli hastalar arasinda 1L-28B rs12979860, rs8099917 ve

rs12980275 polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslar1 arasindaki iliski

Viral
Kontrol hepatitli
pollilrjr;cznff?zm n=70 hasta OR %95Cl p degeri
(%) n=130
(%)
rs12979860
Genotip
CC 24 (34,3) 58 (44,6) 1 Referans
CT 40 (57,1) 59 (45,4) 1,638 0,879-3.053 0,11
TT 6 (8,6) 13 (10) 1,115 0,380-3,278 1
Allel
C 88 (62,9) 175 (67,3) 1 Referans
T 52 (37,1) 85 (32,7) 0,822 0,535-1,263 0,37
rs8099917
Genotip
TT 44 (62,9) 69 (54,8) 1 Referans
TG 26 (37,1) 55 (43,6) 0,741 0,407-1,351 0,32
GG 0(0) 2(1,6) - - 0,52
Allel
T 114 (81,4) 193 (76,6) 1 Referans
G 26 (18,6) 59 (23,4) 1,340 0,800-2,246 0,26
rs12980275
Genotip
AA 24 (35,3) 61 (47,3) 1 Referans
AG 40 (58,8) 56 (43,4) 1,815 0,974-3,384 0,04
GG 4 (5,9) 12 (9,3) 0,847 0,249-2,887 1
Allel
A 88 (64,7) 178 (69) 1 Referans
G 48 (35,3) 80 (31) 0,824 0,531-1,279 0,38

OR, odds ratio (goreceli olasiliklar orani); CI, giiven aralig

2. Kontrol grubu ile HBV ile enfekte hastalar arasinda |L-28B
rs12979860, rs8099917 ve rs12980275 polimorfizmlerinin genotip ve allel

frekanslar arasindaki iliski.

Kontrol grubu ile HBV ile enfekte hastalar arasinda 3 Tek Niikleotid
Polimorfizmi (TNP) genotip ve allel frekansi arasindaki iliskiye ait veriler Tablo

10°da gosterilmistir. rs12979860CT genotipi ve T alleli kontrol grubunda HBV ile
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enfekte hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeylerde daha yiiksek
tespit edilmistir (sirasiyla p=0,01 ve p=0,04). rs12979860CC genotipi ise,
hastalarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek belirlenmistir (p=0,01)
(Tabloda gosterilmemistir). rs12980275AG genotipi ve G alleli kontrol grubunda
HBYV ile enfekte hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeylerde daha
yiiksek tespit edilmistir (sirasiyla p=0,003 ve p=0,04). rs12980275AA genotipi ise
HBYV ile enfekte hastalarda kontrol grubuna gore anlamli diizeylerde yiiksek olarak

belirlenmistir (p=0,006) (Tabloda gosterilmemistir).

Kontrol grubu ile HBV ile enfekte hasta grub