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OZET

Yillik 350 milyondan fazla kiside kronik hepatit B hastalig1 tespit ediliyor ve
yaklagik 600.000 kisi bununla iliskili komplikasyonlar olan karaciger sirozu (KC S.)
ve hepatoselliiler karsinom HCC gibi nedenlerle 6lmektedir. Tedavisinde kullanilan
ilaglarm, prognozu tahmin etmede kullanilan parametrelerin yetersiz kalmasi yeni
calismalarin yapilmasina yol agmistir. Bazal ALT seviyesi, cinsiyet, yas, TNF, IFN,
D vitamini reseptorii, Ostrojen reseptorii alfa ve birgok HLA lokusundaki genetik
varyasyonlarin KHB enfeksiyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir. Kromozom 19
iizerindeki I1L28B gen polimorfizminin HCV enfeksiyonunun KVY ve spontan
klirens ile yakindan iligkili oldugu giiniimiizde kabul edilmektedir. Bu gen IFN A
sentezinde gorevlidir. Son zamanlarda HCV enfeksiyonunda oldugu gibi KHB
enfeksiyonunun prognozu, tedaviye cevabi, komplikasyon riski iizerine etkisini
arastiran ¢aligmalar yaymlanmaktadir.

Bu c¢alisma Tirkiye Elazig ili civarindaki KHB hastalarinda; [L28B
polimorfizm taramasi yapmak ve IL28B polimorfizmi ile HB enfeksiyonuna
yatkinlik, viral temizlenme, hastalik progresyonu, viral yiikk ve Kkaraciger
inflamasyonu arasinda iliskinin olup olmadigmin arastirilmak amaciyla yapilda.

Calismamizda KHB (n=117) ve GHB (n=29) gruplar1 IL28B geni
rs12979860 ve rs12980275 gen bolgesi polimorfizmleri agisindan karsilastirildi.
Rs12979860 gen bolgesi polimorfizimi oranlari agisindan bu iki grup arasinda
anlamli bir fark yoktu (p=0,835). Ancak rs12980275 gen bdlgesi polimorfizmi
oranlar1 agisindan gruplar arasinda anlamh farklilik vardi. Hastanin rs12980275 gen
bolgesi A/A olmasmin HBV enfeksiyonunun kroniklesmesinde onemli bir risk
faktorii (p<0.001) iken G/A ve G/G olmasmin HB’nin kroniklesmesine karst nemli
koruyucu bir faktor olarak rol oynadig1 saptanda.

Caligmamizda KHB grubunda IL28B rs12979860 gen bolgesi CC allel sikligi
%56 bulundu. Diinyanin cografi bolgelerine gore bu oran farkli olabilmektedir.

IL28B ekspresyon diizeyi ve HBeAg durumu ile 1L28B gen polimorfizmi
arasinda anlamli bir iligki tespit edilemedi. Fakat daha 6nce yapilan bazi ¢aligmalarda
bu parametreler arasinda iliski tespit edilmistir. Calismamizda rs12980275 ve
rs12979860 gen bdlgelerinde ayn1 anda mutasyon olma ihtimali ¢ok yiiksek bulundu.

Fakat bunun klinik 6nemi belirlenemedi.



Sonug olarak 6zetle ¢aligmamiz bolgemizde bu konuda yapilan ilk ¢aligma
olmasi1 acismmdan Onemlidir. IL28B geni polimorfizmi genotip oranlarmni ortaya
koymas1 bakimindan ilerde yapilacak ¢aligmalara katki saglayacaktir. Ayrica daha
once Ustlinde fazla durulmamig olan KHB ile rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi
iliskisi, c¢alismamizda ¢ikan anlamli sonuglar neticesinde dikkatleri Ttizerine
cekecektir.

Anahtar Kelimeler: Kronik hepatit B, IL28B polimofizm, IL28B ekspresyonu,
Elazig ili, Tiirkiye



ABSTRACT

ASSOCIATION BETWEEN CHRONIC HEPATITIS B PATIENTS

AND 1L28B GEN POLYMORPHISIMS AND GEN EXPRESSION

More than 350 million people are diagnosed for hepatitis B (HB) annually
and about 600.000 people die because of the complications associated with HB such
as schirrosis and hepatocelliiler carcinoma. Drugs used for threatment and parameters
used to predict prognosis of choronic hepatitis B (CHB) are insufficient, this is led
to new studies about this field. It has been shown that; baseline ALT level, gender,
age, TNF, IFN, vitamin D receptor, estrogen receptor alpha and genetic variations of
HLA locus are associated with chronic hepatitis B infection.

Currently it is accepted that IL28B gene polymorphism on chromosome 19 is
closely associated with permanent virologic response and spontaneous clearance of
hepatitis C virus (HCV) infection. This gene is responsible for the synthesis of IFN
A. Recent studies about CHB association with 1L28B are being published as well as
HCV infection.

In this study we investigated IL28B polymorphism ratio and association
between this polymorphism and HBV susceptibility, viral clearence, disease
progression, viral load, and liver inflamation in patients with CHB in Elazig city of
Turkey.

In our study we compared CHB (n=117) and patient group get over hepatitis
B (n=39) groups in terms of IL28B gene polymorphisms of rs12979860 and
rs12980275 genes loci. Between these groups, rs12979860 gene locus polymorphism
rates were not significant (p=0,835). But rs12980275 gene locus polymorphism rates
between these groups were significantly different. We determined that in rs12979860
gene locus; A/A is an important risk factor for HBV infection chronicity (p<0.001)
and the G/A and G/G is an important protective factor against hepatitis B infection
chronicity. In this study IL28B rs12979860 CC gene allele frequency in CHB group
were found %56. This rate may be different according to the world’s geographic
regions.

A significant relationship between IL28B expression level and HBeAg status
and IL28B gene polymorphism was not determined. However, a few studies have

previously identified a relationship between these parameters.

Vi



In our study, mutations in rs12979860 and rs12980275 gene loci at the same
time were found to be very high. But this did not have any clinical significance.

In summary, our study is the first report on this subject in east of Turkey.
IL28B gene polymorphism genotipe rates will be useful for studies in the future
about this subject. In the past; studies were emphasised association between HBV
infection and 1L28B rs12979860 gene locus. However studies about HBV infection
and 1L28B rs12980275 gene locus was not emphasised. It will take attention to this
gene locus after our significant results.

Keywords: Chronic hepatitis B, 1L28B polymorphism, IL28B expression,
Elazig city, Turkey
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1. GIRIS

Kronik hepatit B (KHB) karacigerin hepatit B viriisiic (HBV) ile enfeksiyonu
sonucu olusan bir karaciger hastaligidir. Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO) verilerine
gore yillik 350 milyondan fazla kiside kronik hepatit B hastalifina yakalaniyor
oluyor ve yaklasik 600.000 kisi bununla iliskili komplikasyonlar olan Kc S. ve HCC
gibi nedenlerle 6lmektedir (1). Gilinlimiizde interferonlar ve niikkleoz (t)id analoglar1
KHB tedavisinde kullanilsa da bu ilaglara baglh yan etkiler ve perinatal bulasin
onlenememesi 6nemli sorunlar olarak karsimizda durmaktadir (2-5).

Kullanilan antiviral tedavilerin (niikkleoz (t)id analoglari) ayrica viruslar
tarafindan ilaglara kars1 zamanla direng geliserek antiviral etkilerinin azalmasi ve
viral replikasyon baskilanmasinin yetersiz kalmasi gibi 6nemli dezavantajlar1 da
bulunmaktadir  (6). Tiim bu nedenlerden dolayr kronik hepatit B (KHB)’nin
Onlenmesi, tant ve tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine ihtiya¢ oldugu
aciktir. HBsAg klirensi; KHB aktivitesinin tam ve kesin remisyonuna ve nihai hedef
olan gifaya en yakin duruma isaret eder. Diisiik bazal HBV DNA diizeyi olan KHB
hastalarinda HBsAg seroklirens orani yiiksek bulunmus. Tedavi ile HBV DNA
negatifligi saglanmasmin HBsAg klirens sansimi maksimize etmede ¢ok Onemli
oldugu vurgulanmaktadir (7). Ayrica lamivudin (LAM) + PegIFN a-2a tedavisi ile
HBsAg klirensinde; yliksek bazal ALT seviyesi, bayan cinsiyet, 40 yasindan geng
olmak pozitif prediktif degere sahip bulunmus (8).

Son zamanlarda insanlarda HB enfeksiyonun mekanizmasi ve akibetinin
belirlenmesinde kisinin genetik yapisinin 6énemli rol oyadigi vurgulanmaktadir (9).
HBYV bulagindan sonra virusun temizlenmesini, enfeksiyon progresyonunu, kronisite
indeksini ve antiviral tedaviye cevabin1 kisinin genomundaki allellik
varyasyonlarmin etkiledigi bildirilmistir (10,11)

Tiimor nekrozis faktor, IFN, D vitamini reseptorii, Ostrojen reseptorii alfa ve
birgok HLA (Human Leukocyte Antigen) lokusundaki genetik varyasyonlarin KHB
enfeksiyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (12-16). Ayrica KHB enfeksiyonunda
[L27’nin hem invivo hem invitro ekspresyonunun arttig1 ileri stiriilmiistiir (17).

Kromozom 19 {izerindeki IL28B gen polimorfizminin (tip 3 interferon gama
geni) hepatit C viris (HCV) enfeksiyonunun antiviral tedaviye cevap orani ve

spontan klirens ile yakindan iligkili oldugu giinimiizde kabul edilmektedir.



Interferon A3 19. kromozomda IL28B geni tarafindan kodlanmaktadir. Hiicresel
immun yanitin 6nemli bir mediyatorii olan IFN A’nin hepatit B ve hepatit C
viruslarmi in vivo ve in vitro ortamda replikasyonlarni baskiladigi gosterilmistir.
IFN alfa ve IFN A’nin farkli reseptorler araciliiyla hiicre ile temasa gegtikten
sonraki yolaklart ortaktir (JAK-STAT yolagi). Virusa karsi tedavide kullandigimiz
IFN alfa ve konagin bagisiklik sistemi tarafindan tiretilen IFN A’nin sinerjistik etkisi
oldugu diisiiniilmektedir. IFN A’nin patogenezdeki dnemli yeri yeni yeni anlagilmaya
baslanmistir. IFN A tedavisi i¢in faz 2 ¢alismalar1 devam etmektedir (18-22).

Kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonunda yapilan ¢aligmalarda da diisik HBV
DNA diizeyinin yiiksek serum IL28B diizeyi ile, yliksek HBV DNA diizeylerinin ise
diisiik serum IL28B diizeyi ile birlikte oldugu tespit edilmistir (23). HBV ile HCV
enfeksiyon gec¢is modaliteleri ve patogenezinin bir¢ok agidan benziyor olmasi IL28B
geninin kronik hepatit C de oldugu gibi KHB’de de oOnemli rolii olabilecegi
diistiniilebilir.

Bu calismada Tirkiye Elazig ili civarindaki KHB hastalarinda; 1L28B
polimorfizm taramasi1 yapmak ve IL28B polimorfizmi ile hepatit B enfeksiyonuna
yatkinlik, viral temizlenme, hastalik progresyonu, viral yiikk ve karaciger

inflamasyonu arasinda iliskinin olup olmadiginin arastirilmasi amagland.
1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Kronik Hepatit B
1.1.1.1. Tarihce

Viral hepatit ilk olarak milattan 6nce 5. yilizyilda tanimlanmis, Hippocrates
epidemik  (infeksiyoz) sariligi tarif etmis ve tarih boyunca oOzellikle savaslar
sirasinda bir¢ok sarilik salgini goriilmiistiir. Bu salginlarin ¢cogu muhtemelen hepatit
A virlisiine bagli oldugu halde HBV'nin epidemik bulasi kan ve kan {iriinleri
kullanimmin yaygin oldugu yerlerde gozlenmeye baglamistir (24). Direkt kan ve kan
irlinleri ile bulasan hepatit formu ilk kez 1883 yilinda Lurman tarafindan
tanimlanmis, Bremen’de c¢igek asis1 yapilan 1.289 tersane iscinin 191’inde as1
uygulamasindan sonra bir ka¢ hafta ile 8 ay arasindaki siire iginde sarilik ortaya

¢iktig1 saptanmisg, asilanmamus kisiler ise saglikli kalmiglardir (25).



Hepatit B viriisiiniin tarihgesinde 1965 yili doniim noktasidir. National
Institutes of Health (NIH)'da serum proteinlerinde kalitimsal polimorfizmi arastiran
Blumberg ve arkadaslar1 Avustralyali bir yerlinin serumunda, ¢ok sayida kan
transflizyonu yapilmis bir hastanin serumu ile agar jelde presipitasyon veren bir
antijen bulundugunu gostermisler ve giliniimiizde “hepatit B yilizey antijeni
HBsAg”olarak bilinen bu proteine “Avustralya antijeni-Au antijeni” adini
vermiglerdir. Dane ve arkadaslar1 1970°de  HBV’nin  kismen saflastirilmis
preparasyonlarinin elektronmikroskobik incelemelerinde {ic degisik partikiile
rastlamiglardir. Bunlardan infektif 6zellige sahip, 42 nm capinda olanlara "Dane
partikiili" adi verilmis ve sonraki yillarda, kor antijeni, DNA polimeraz ile viral
DNA tammlanmstir (26, 27). Ozellikle son 40 yildaki gelismeler viriisiin tan,
tedavi ve korunmasinda 6nemli katkilar saglamistir. Bu sayede HBV’den korunmak
icin 1981 yilinda plazma kokenli as1 kullanima sunulmustur. Daha gilivenli olan
rekombinat agilar ise 1986 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir (28).

Kronik Hepatit B’nin Tamm: HBV varligimin ve Kkaracigerde
nekroinflamatuvar aktivitenin 6 aydan daha fazla devam etmesi kronik hepatit B
olarak adlandirilir. HBV DNA’nin anlamh diizeyde 6lciilebilir (>10* kopya/ml)
olmasi gereklidir (29).

Kronik Hepatit B’in Tanisal Kriterleri:

a) HBsAg pozitif > 6ay

b) Serum HBV DNA>20.0001U/ml (10°> kopya/ml), 2.000-20.000 1U/ml
(10%-10° kopya /ml gibi, daha diisiik degerler siklikla HBeAg-negatif kronik hepatit
B’li hastalarda goriiliir.)

c) Siirekli yada aralikli serum transaminaz yiiksekligi

d) Karaciger biyopsisinde orta veya ileri diizeyde nekroinflamatuvar aktivite,

fibrozisin varliginin gosterilmesi.
1.1.1.2. Epidemiyoloji

Hepatit B viriisii enfeksiyonun insidansi ve bulas yollar1 diinya genelinde
farkliliklar gostermektedir. HBV epidemiyolojik olarak diisiik (<%2), orta (%2-7)

ve yliksek (>%8) endemisite bolgeleri olmak tizere {i¢ grupta incelenmektedir (30).



Sekil 1. Diinyada HBV infeksiyonunun dagilimi

Diinyada yilda bes milyondan fazla akut hepatit B olgusu ortaya ¢ikmaktadir.
Hastaligin karacigerde yaratacagi hasar kisinin immiin cevabina gore degiskenlik
gosterir. HBV  akut hastalik olarak baslayip iyilesebilmekte ya da
kroniklesebilmektedir. Akut enfeksiyondan sonra yetiskin hastalarin %5°1 kronik
olarak enfekte kalmaktadir. Akut HBV’de fulminan yetmezlik %1’den az
goriilmektedir. Kronik HBV gelismeriski HBeAg pozitif anneden dogan yeni
doganlarda %90,5 yasm altinda ¢ocuklarda %25-30 ve yetigskinlerde %5 den daha
azdrr (31).

Ulkemizde yapilan c¢ahismalarda hepatit B prevalansmin batidan doguya
dogru gittikce arttig1, Eskisehir, Antalya, Adana, Elazig, Sivas ve Erzurum’da yiiksek
oranlarda bulundugu, Diyarbakir’da HBsAg pozitiflik orant %10’lara ulastigi
bildirilmektedir. Kan dondr ¢alismalarina gére HBsAg pozitifligi lilkemizde yillar
icinde azalma gostermektedir (%5,2’den %2,97°ye). Tiirk Karaciger Dernegi
(TKAD) tarafindan yapilan ve 5.471 kisinin tarandigi bir c¢alismada HBsAg
pozitifligi %4, anti-HBs pozitifligi %32, anti-HBc pozitifligi %30,6 bulunmustur.
HBsAg pozitif olan hastalarda anti-HBe pozitiflik orani da %92,1 olarak saptanmistir
(32-34).



Hepatit B’nin bulas yollari: HBV; perinatal, perkiitan yol, cinsel temas, acik
yara, kesikler araciligiyla ve yakin kisisel temas ile bulasir. HBV, viicut disinda da
uzun siire yasayabilir. HBVenfeksiyonunun kroniklesme ihtimalini arttiran risk
faktorleri arasinda cinsiyet ve hepatit B ile karsilasma yas1 rol oynamaktadir (35).

Hepatit B viriisii ile akut kargilasma sonrasi kiside kronik HBV enfeksiyonu
gelisme riski; HBeAg pozitif annelerden dogan bebeklerde %90 iken, 5 yasin
altindaki ¢ocuklarda %25-30 ve erigkinlerde %5 ten diisiiktiir. Ayrica, immun sistemi
baskilanmis kisilerde akut enfeksiyon sonrasi kronik HBV enfeksiyonu gelisme
ihtimali daha yiiksektir (36).

Kimler olasi hepatit B enfeksiyonu yoniinden incelenmelidir?

* HBsAg pozitif kisilerle cinsel temasta bulunanlar,

* HBsAg pozitif kisilerin 1. derece akrabalari,

* HBsAg pozitif kisiyle ayn1 evde yasayanlar,

* Damar i¢i ilag kullanma aligkanlig1 bulunan kisiler,

* Birden c¢ok cinsel esi bulunan ve cinsel yolla gegen hastalik Oykiisii
bulunanlar,

* Homoseksiieller,

* Hapishanelerde yasayan kisiler,

» Kronik ALT ve AST yiiksekligi bulunan kisiler,

* HCV yada HIV ile enfekte kisiler,

* Diyaliz hastalari,

* Tiim gebe kadinlar,

* Sik kan ve kan tiriinleri alanlar,

 Kan ve kan {iriinleri ile meslegi nedeniyle sik sik temas eden kisiler,

* Bakim ve huzurevlerinde yasayanlar, zeka ve gelisme geriligi olanlar ve
bunlara bakim verenler,

* Kan, plazma, sperm, organ ve doku vericileri,

* Immiin yetersizligi bulunanlar veya uzun siire immiin siipressif tedavi

gorenler (37, 38).
1.1.1.3. Viroloji

Hepatit B viriisii Bulumberg ve arkadaglar1 tarafindan ilk kez 1965 yilinda

“Avustralya Antijeni” adi verilen bir serum proteini olarak rapor edilmistir. Tiim



virion 1970 yilinda elektron mikroskobi goriintiileri ile elde edilmis ve esas
enfeksiy0z partikiil “Dane Partikiilleri” olarak adlandirilmistir. Dane partikiilii 42 nm
biiyiikliigiinde olup, bunun haricinde 22 nm’lik sferik ve 22 x 100-200 nm
biiyiikliigiinde flamentoz partikiiller de elektron mikroskobunda tarif edilmistir.
Takip eden senelerde yapilan ¢aligmalar sonucunda HBV nin proteinleri ve genomik
yapist ortaya ¢ikmustir. HBV, Hepadnaviridae viriis ailesinde yer alir. Diger aile
iiyelerinden farkli olarak sadece insan ve sempanzelerin karacigerlerinde enfeksiyon
olusturmaktadir. Doku tropizmi, genom organizasyonu ve replikasyon stratejisi
acisindan ailenin prototip 6zelliklerine sahip bir viriistiir (39).

Bilinen tiim hayvan viriisleri arasinda en kiiclik olan viriistiir ve genomik
yapist sadece 3200 niikleotidden olusmaktadir. Hepadnaviridae ailesinin iiyeleri
icinde insanlarda enfeksiyon olusturan tek tiirdiir. Ayrica, enfekte hiicrelerde birden
fazla sayida partikiil tipi olusumuna yol agmasi nedeniyle diger hayvan viriislerinden
farkli bir yere sahiptir. HBV'nin, kismen saflastirilmis preparasyonlar1 elektron
mikroskobunda incelendiginde; biiyiikliik, yap1 ve miktar gibi degisik 6zellikleri
bakimindan birbirine benzemeyen ii¢ tip partikiil saptanir:

a) Dane partikiilleri; Yaklasitk 42 nm (42-47 nm.) capinda, enfektif
Ozellikte, tam bir virion yapisinda ve kiiresel sekillidir.

b) Kiiresel partikiiller; Yaklasik 22 nm (16-25 nm.) ¢apinda, i¢inde niikleik
asit bulunmayan ve non-enfektif partikiillerdir.

¢) Tubuler partikiiller; Ozellikle replikasyonun s6z konusu oldugu kisilerin
serumunda bulunan 22 nm. c¢apinda, 50-500 nm uzunlugunda niikleik asit ihtiva
etmeyen, ve non-enfektif partikiillerdir.

Tim partikiil tipleri, enfekte konak serumunda yiiksek miktarda (200-
500mg/ml) saptanabilen, HBsAg adi verilen ortak yiizey antijenine sahip olup

immunojeniktir ve HBs antikorlar1 ile reaksiyon verirler (40-43).
1.1.3.1. Genom Yapisi

Hepatit B viriisii; kismen ¢ift sarmalli, genotipe bagli olarak 3182 ila 3248
niikleotide sahip DNA molekiilii tasir (44, 45). Negatif sarmal 3200 niikleotid,
pozitif sarmal ise 1700-2800 niikleotid uzunlugundadir. Iki sarmal da kovalent bagl
degildir. Negatif sarmal tamamlanmistir ve 9 niikleotidlik fazlaligi bulunmaktadir.

Pozitif sarmal her zaman tamamlanmamistir ve degisken uzunluktadir, sabit bir 5 ucu



bulunur fakat 3 ug¢ degiskendir. Her iki sarmalin 5 ucu arasinda kisa (HBV’iinde
220 baz ¢ifti) bir yapistiric Gist iiste gelen boliim bulunur. Her iki sarmalin 5 ucunda,
10-11 niikleotidlik iki direk-tekrar dizisi (DRI ve DR2) igerirler. 17 bazlik, 5 baslik
iceren bir yapi, pozitif sarmalin 5’ ucuna baghdir. Bir protein, viral RNA polimeraz,
eksi sarmalin 5° ucuna kovalent olarak baghdir (46).Viriisiin genomunda, degisik
proteinleri kodlayan 4 adet ORF (a¢ik okuma bolgesi) bulunmaktadir. ORF’lar
kompakt bir dizayna sahiptirler ve bu nedenle gesitli genler ¢akisabilir. Sonugta ayni
DNA kullanilmasma ragmen farkli viral proteinler kodlanabilir (47). ORF’lar dort
viral gen kodlamaktadirlar; yiizey (S), ¢ekirdek (C), X ve polimeraz (P). Cekirdek
(C) geni, ¢ekirdek niikleokapsid proteini (viral paketlenmede 6nemlidir) ve HBeAg’i
kodlar. Yiizey (S) geni, pre-S1 (L: genis), pre-S2 (M: orta) ve S (S: kiigiik)
proteinlerini kodlar. X geni, X proteinini kodlar, buprotein yeniden aktivasyonda
onemlidir ve hepatik karsinogenezde Onemli olabilir. Polimeraz geni, en genis
ORF’dur (yaklasik 800 aminoasit igerir). Yiizey geni ile ¢akisir ve viral polimerazi
kodlar (48).
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Sekil 2. Hepatit B virusunun Genom yapist (49).



Tablo 1. HBV’nin 8 major genotipi tipi 6zellikleri (50).

Genotip  Subtip Uzunlugu PreS1 Pol Core PC BCP Global Dagihm
A adwz, 3221 119 845 185 Yaygim  Yaygin Bati Avrupa, ABD
aywl degil Hindistan, Orta
(C1858) Afrika
B adwz, 3215 119 843 183 Yaygmm  Yaygin Japonya,Tayvan,Cin
aywl (T1858) ABD, Endonezya
Bj adwz, 3215 119 843 183  Yaygim  Y.degil Japonya
aywl
Ba adwz, 3215 119 843 183 Az Y.degil
aywl
Cc adw2, 3215 119 843 183 Yaygin  Yaygin Dogu Asya, Tayvan
adr, ayr T/C1858 Kore, Cin, Japonya
D aywz2, 3182 108 832 183 Yaygin  Yaygin
ayw3 (T1858)
E ayw4 3212 118 843 183 ? ? Bat1 Afrika
adw, ayw 3215 119 843 183 Yaygm ? Orta ve Giiney
degil Amerika
(C1858)
G adw?2 3248 108 842 195  Cok ? ABD, Avrupa
yaygin
H adw 3215 119 843 183 ? ? Orta ve Giiney
Amerika

PreS1=55 aa, S=226 aa

BCP: Bazal kor promotor mutasyon, Orn; A1762T, G1764A. PC: Prekore
mutasyon, Orn; G1896A.

?: Tamimlanmamis, Yaygin: >%50 izolasyon, Yaygin degil: <%10 izolasyon,

Cok yaygin: Tamamina yakini izole.
1.1.3.2. Replikasyon

Viriistin, DNA  replikasyonu, bir RNA  kalibi araciligi ile
reverstranskripsiyonla olmaktadir. DNA replikasyonu sitoplazmada
gerceklesmektedir. Negatif sarmal, RNA aracindan, pozitif sarmal ise negatif
sarmaldan sentezlenmektedir (51, 52). Viriisiin hiicre yiizeyine tutunmasi ve
muhtemelen reseptdr bagli endositoz ilehiicre i¢ine girmesi ile replikasyon
baslamaktadir. S proteinine 6zgii bazi reseptorlerin (endonexin I, siyaloglikoprotein
gibi) varligi gosterilmis olsa da, HBV'niin hepatositlere tutunmasinda L ve M
proteinlerinin de dnemli oldugu gosterilmistir. In vitro olarak pre-Sl ve pre-S2
bolgelerinde hepatosite spesifik tutunma yerleri gosterilmistir (53).

L proteini, Pre-Sl iiriiniidiir ve karaciger plazma membranina ve mononiikleer

hiicrelere baglanabilmektedir. Mononiikleer hiicrelerde de saptanmaktadir, ancak



HBV'niin bu hiicrelerde aktif olarak replike olduguna dair bir kanit bulunmamaistir. M
ve L proteinleri hepatositlere direkt olarak tutunabilir (53).
HBYV viriisiiniin hiicre i¢ine girdikten sonra replikasyonu i¢in 3 faz tanimlanabilir:

1- RC-DNA (gevsek RNA)’nin niikleusa tasinmasi ve cccDNA olusumu igin
entegrasyon,

2-RNA polimeraz II ile cccDNA’nin transkripsiyonu ve pgRNA
(pregenomik RNA)’nin yapimi

3- pgRNA’dan revers transkripsiyon ile RC-DNA sentezi (54).Viral
RNA’lar; kalip olarak cccDNA'dan, konak hiicre RNA polimerazmin  (RNA
polymerase 1) yardimi ve viral diizenleyicilerin (4 adet promoter; 2 adet enhancer)
etkisiyle sentezlenmektedir. Bu HBV-RNA'larin hepsinin 3' ucunda ayni niikleotidde
(1934. niikleotid) bulunur. Bu RNA’lar C genine ait ORF'den gelen sinyalin
ozelligine gore, mRNA veya genom gorevi gosterirler. HBV'iinde fonksiyonu bilinen
4 mRNA transkripti tanimlanmistir:

1- PreC/C (precore/core) ve polimeraz (pol) proteinlerinin sentezini
saglayan
3.5 kb mRNA,

2- Pre-S1, pre-S2 ve S proteinlerinin sentezini saglayan 2,4 kb mRNA,

3- Pre-S2 ve S proteinlerinin sentezini saglayan 2,1 kb mRNA,

4- X proteinlerini sentezleyen 0,7 kb mRNA.

Pregenom translasyon sirasinda olusur ve kor partikiilii i¢ine yerlesir. Konak
hiicre sitoplazmasinda devam eden replikasyon boyunca 3,5 kb'llk RNA
(+RNA)'dan (-) DNA sarmali sentezlenmektedir (55). Hepatit B yiizey proteinleri,
endoplazmik  retikulumda  Oncelikle  transmembran  proteinleri  olarak
sentezlenmektedir. Oligomerizasyon, molekiil i¢i ve molekiiller arasi distilfid
kopriilerinin olusmasiyla olgunlasir, tomurcuklanma sirasinda membran lipidleri ile
birlikte kor partikiillerini ¢evreleyip hiicre disina c¢ikarlar. HBV replikasyonu
sirasinda  sitoplazmada yeni sentezlenen viral DNA’larin bir kismi cekirdege
taginarak orada stirekli olarak cccDNA havuzu olusturulmasini saglar. Pre-Sl'in hiicre
icinde birikmesinin HBsAg sekresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. HBsAg ise
cccDNA formasyonunu inhibe ettiginden bunun HBV replikasyonunda negatif
feedback mekanizmasi oldugu kabul edilmektedir (41, 42, 45, 53, 56).
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Sekil 2. Hepatit B virusunun hayat siklusu ve replikasyonu (57)
1.1.3.3. HBV Mutantlan

Hepatit B viriisii yiiksek diizeyde virion tliretimi ve yikimi ile karakterizedir.
[laglar ya da immiin sistem tarafindan replikasyon baskilanmadigi takdirde giinde
yaklasik 10" virion meydana geldigi sanilmaktadir. Ancak revers transkriptaz
enziminin diizeltici fonksiyonu olmamasi, yiiksek virion {retimi ile bir araya
geldiginde replikasyonda yiiksek diizeyde hata olusmasma neden olur. HBV
polimerazinin yillik hata oranmin niikleotid basma 1,4-5/10.000 oldugu saptanmaistir.
Bu yiiksek oran retroviruslarla esit, ancak diger DNA viruslarmdan 10* kat daha
fazladir. Mutasyon oldugu durumlarda enfekte kisilerde genetik olarak birbirine
yakin ancak birbirinden farkli olan ve farkli o6zellikler tasiyan varyantlarin bir
kombinasyonu olusur. Enfekte konaktaki virlisten daha avantajh bir 6zellik olusur ise

mutant virus baskin hale gelmektedir (39).
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1.1.3.3.1. X bolgesi mutasyonlarn

X bolgesi mutasyonlari, replikasyonu diizenleyen 6rnegin bazal kor promoter
ve enhancer II, elementleri de ilgilendirebilir. Ciinkii bazal kor promoter bdlgesinin
1742-1802 arasinda ki niikleotidleri, X geni ile cakismaktadir. Sonugta bir arada yer
alan okuma bdlgeleri olusur. A1762T ve G1764 kor promoter mutasyonlari, ayni
zamanda X geninde, xK130M ve xV131I degisikliklerine neden olur. Ilaveten,
bazalkor promoter bolgesindeki neredeyse tiim eklenme ve g¢ikarilmalar, X genine
yer degistirir, sonugta kesik X proteinlerinin olugsmasmna neden olur. Bu c¢
terminalinden yoksun kisa X proteinleri (130-140 aminoasitli) HBx antijeninin

transaktivasyon aktivitesine ihtiya¢ duyar (50).

1.1.3.3.2. Bazal kor promoter/ prekor ve kor bolgelerinde izlenen

mutasyonlar

Hepatit B virilisii genomunun, prekor ve bazal kor promoter bdlgelerindeki
mutasyonlar, HBeAg iiretimini etkilemektedirler. Prekor mutasyonu, 1896.
niikleotidde stop kodonu olusmasma buda HBeAg sentezinin yok olmasina neden
olur. Halbuki bazal kor promoter bdlgesinde 1762 ve 1764 niikleotidlerinde ki
mutasyonlar, pregenomik RNA vyaklasik %70 varligmi siirdiiriirken, HBeAg
sentezinde azalmaya yol agar (50). Her iki tip mutasyonda, HBeAg’nin immiin
toleran etkisinin kaybina neden olarak, ciddi veya fulminan hepatit ile iligkilidir. Bu
iki tip mutasyon ayni kisilerde nitelenmistir ve Ozellikle KHB’li Asya ve
Avrupalilarda siktir ( 58). Ilaveten; bu mutasyonlar, kor gen mutasyonlarma neden
olur, bu da HBV’ne immiinolojik yanit1 etkiler. Kor gen mutasyonlari, sitotoksik T
lenfositlerin HBV’nii tanimasma engel olur ki bu viral klirenste anahtar rol
oynamaktadir. Bu nedenle bu mutasyonlar, HBV’niin immiin kacismna katkida

bulunur ve interferona yanit1 etkilemeleri olasidir (59, 60).
1.1.3.3.3. Polimeraz bélgesi mutasyonlari

Kronik hepatit B tedavisinde niikleotid/niikleozit analoglarmin kullanilmaya
baslamasmin dogal bir sonucu olarak, HBV polimeraz gen mutasyonlarini ihtiva
eden minor benzer suslar olusmustur. Lamivudine karsi antiviral direng, HBV
polimerazin katalitik veya C bdlgesinde, YMDD lokusunda haritalanmistir. Oysa

adefovir dipivoxil direnci, enzimin D ve B bolgesindeki mutasyonlar ile iliskilidir.
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Yeni terminolojiye gore, lamivudin tedavisi siiresince, revers transkriptaz geninde,
rtM2041/VIS (C bolgesi)£rtL180M (B bolgesi) mutasyonlar: tayin edilmistir (50,
61).

1.1.1.4.4. Zarf bolgesi mutasyonlar

Pre-S bolgesi; HBV genomunun en yiliksek diizeyde heterojenite gosteren
bolgesidir.  Pre-S  genindeki nokta  mutasyonlar, delesyonlar  genetik
rekombinasyonlar sonucunda, oOzellikle asemptomatik tasiyicilarda, baskin
popiilasyon olarak Pre-S2 proteinlerini sentezlemeyen viriislerle karsilasilmaktadir.
Pre-S2 bdlgesi, polimeraz proteininin baglayic1 bosluk birakic1  bolgesiyle
cakistigindan, bu bdlgede olusan mutasyonlar enzim aktivitesinde Onemli
degisikliklere neden olmamaktadir. Pek ¢ok Hepatit B asisi, major HBs antijeni
proteinini igerir ve proteinin 99-170. rezidiisiinde lokalize major hidrofilik bolge
immiin yanit1 saglar. HBsAg’nin 145. rezidiisiindeki glisinin arjinine mutasyonu
(HBsAg (sG145R) veya 144. rezidiideki aspartatin alanine mutasyonu (sD144A) as1
basarisizhigi ile iliskilidir (39, 50)

1.1.1.5. Patoloji

Kronik viral hepatitlerde goriilen temel 6zellikler:

1) Portal inflamasyon: Cogunlugunu CD4+T yardimci hiicrelerin
olugturdugu, arada plazma hiicrelerinin bulundugu, yogun mononiikleer hiicre
infiltrasyonu bulunmaktadir (62).

2) Interface hepatit: Parankim ve portal alana ait bag doku smirinda
hepatositlerin ilerleyici hasar1 ve beraberinde lenfohistiositik infiltrasyon vardir.
Sonugta hepatositlerde apopitoz gelisir (63).

3) Lobiiler hepatit veya konfluent nekroz: Farkli alanlarda, 6zellikle santral
yakin yerlesimli ¢cok sayida hepatositi etkileyen nekrozdur. Sonucunda kopriilesme
nekrozlar1 gelisir (64, 65).

Hepatit B hastalarinda, antiHBe olsumu sirasinda, HDV superenfeksiyonu
durumunda, ilag/toksik madde maruziyetinde ve immun yetmezlikli hastalarda da
goriilebilir (66).

4) Fibrozis: Portal stromanin, periveniiler ve periselliiler bag dokusunun

artig1 sonucunda olusur (67).
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Kronik hepatit B’de, hepatositlerin sitoplazmasinda ortaya ¢ikan buzlu cam
gorliniimii en spesifik bulgudur (68). HBsAg’nin, hiicre endoplazmik retikulumu
icerisinde ¢ogalmasi sonucunda olusmaktadir (69).

Hepatit B tanisinda, patolojik olarak aktivite ve fibrozis derecesini gosteren
cesitli skorlama sistemleri gelistirilmistir. Bunlar;

1) Knodell skorlama sistemi,

2) Scheuer skorlama sistemi,

3) Metavir skorlama sistemi,

4) Modifiye Knodell (Ishak) skorlama sistemleridir.

Tablo 2. Scheuer skorlama sistemi (70)

Grade Skor

A)Portal iltihap ve interface hepatitis

Yol veva minimal 0
Yalmzca portal inflamsyon 1
Hafif veya lokalize interface hepatitis 2
Orta derecede veya daha yaygin interface hepatitis 3
Siddetli ve yaygin interface hepatitis 4
B) Lobiiler aktivite

Yok 0
Inflamatuar hiicreler var fakat hepalosilt hasari vok 1
Fokal nekroz veva apopitoz 2
Siddetli hepatosit hasar 3
Kontluent nekroz kiprilesmelerini de iceren vavgin hasar 4
EVRE

Fibrozis izlenmedi 0
Fibriiz doku artim yalmizea portal alanlarda 1
Periportal veva porto-porta septalar var fakat damarlarla iliskisi izlenmivor 2
Bozulmus vapiyva eslik eden fibrozis var fakat agikga siroz degil 3
Sinoz 4
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Tablo 3. Metavir skorlama sistemi (71)

Grade (A7)

Piecemeal nekroz—0 Lobiiler nekroz—0 A=)

Mecemeal nekrozs-0 Lobiiler nekroz-—1 Al

Piecemeal nekroz=(0 Lobiler nekroz=2 A=2

Piecemeal nekroz=1 Lobiiler nekroz=0,1 A=]

Piecemeal nekroz=1 Lobiiler nekrnz=2 A=2

Picoemenl nekroe=2 Lobiiler nekroz=0,1 Hy=7

Piecemeal nekroe=2 Lobiiler nekroe=2 A=3

Piecemeal nekroz=3 Lobiiler nekroz=01,1,2 A=3
Metavir de Aktivite Slkora: Metavir de Fibrozis Skorm:
AD = Aktivite yvok F0 = Fibrozis vok
A1l = Hafif aktivite F1 = Septa olmaksizin portal fibrozis
A2 = Orta aktivite F2 = Birkac septa ile portal fibrozis
A3 = Siddetls aktivite F3= Siroz olmaksizin ¢ok sayida septa ile

F4 = Siroz
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Tablo 4. Modifiye Knodell (Ishak) skorlama sistemi.

A. Periportal or periseptal interface hepatitis (piecemeal necrosis) Skor
Yok 0
Hafif (fokal, birkag portal alanda) 1
Hafif/orta derecede (fokal, portal alanlarin gogunda) 2
Orta derecede (portal traktin veya septamin "50'den az ve devamli) 3
Severe (portal traktin veya septamn 050'sinin tizerinde ve devaml) 4
B. Konfluent nekroz
Yok 0
Fokal konfluent nekroz 1
Bazi alanlarda zone 3 nekroz 2
(Cogu alanda zone 3 nekroz 3
Zone 3 nekroz ve nadir porto-sentral (P-C) kipriilesme 4
Cok savida zone 3 nekroz ve porto-sentral (P-C) kipriilesme 5
Fanasiner veya multiasiner nekroe 0
C. Fokal (spotty) litik nekroz, apopitozis ve fokal inflamasyon
Yok 0
Bir odak veya her 10x objektif biiyiitmesinde birden az 1
Her 10x objektif bliviitmesinde 2-4 odak 2
Her 10x objektif biiviitmesinde 5-10 odak 3
Her 10x objektif biiylitmesinde 10"dan ¢ok odak B!
D. I'ortal inflamasyon
Yok, 0
Hafif, portal alanlarin tiimii veya bazilar |
Orta derecede, portal alanlann tiimii veya bazilan 2
Orta derecede veya siddeti, portal alanlarn tiimii 3
Siddetli tiim portal alanlar +
Fibrozis izlenmedi 0
Bazi portal alanlarda fibriiz genisleme, kisa fibriz septa ile birlikte

veva degil 1
Fortal alanlarm gogunda (ibriz genisleme, kisa fibriz sepla ile birlikle

veva degil 2
Portal alanlarin ¢ogunda fibriz genigleme ve eglik eden nadir

porto-portal (P-I) kipriilesme 3
Portal alanlarda fibriz genigleme ve eslik eden belirgin porto-portal

(P-") ve aymi zamanda porto-sentral (P-C) kopriilesmeler 4
Belirgin (P-P) ve (P-C) kiprillesmeler ve nadir nodiil formasyonu 5
Siroz, agik¢a veya biiyiik olasihkla 6
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1.1.1.6. Klinik ve Dogal Seyir
1.1.1.6.1. Klinik

Hastalarin ¢ok biiyiikk kismi asemptomatiktir. Bu hastalar asemptomatik
tastyic1 olup, tesadiifen yapilan kan kontrollerinde ortaya cikabilir. Inaktif HBV
tastyiciigindan asagida daha detayli bahsedilecektir. Ozgiil olmayan yorgunluk ve
sag Ust kadran agris1 gibi semptomlar bulunabilir. Akut alevlenme durumunda,
sarilik, idrar renginde koyulagsma ve karaci§er yetmezligi semptomlar1 ortaya
cikabilir. Fizik muayenede c¢ogunlukla patolojik bulgu bulunmaz. Hastalik
ilerledikge, erken donem veya kompanse siroz gelisir. Bu donemde hastada,
halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi1 ve giicsiizliik gibi spesifik olmayan yakinmalar
goriilebilir. Ishal veya konstipasyon sik gériilen yakmmalardandir. Bulant, kusma,
karin agrisy, sigkinlik ve hazimsizlik gibi GIS bulgular1 eslik edebilir. Kadmlarda
menstriiel diizensizlikler siktir. Kagsinti ve ciltte kolay morarmalar, D vitamini
malabsorbsiyonu ve sonrasinda kalsiyum eksikligi sonucu gelisen osteoporoz bu
hastalarda siktir. Karaciger hastaliginda; asit, varis kanamasi, sarilik veya
ensefalopati gelismesine dekompanzasyon denilmektedir. Karaciger yetmezliginin
belirtisi olarak kabul edilir. Hepatoselliller fonksiyon bozuklugu veya portal
hipertansiyona bagh olarak gelisir. Genellikle ilk gelisen dekompanzasyon bulgusu
asittir. Asite bagh karm sisligi, nefes darligi ve solunum sikintis1 gelisebilir. Asit
enfeksiyonuna bagli olarak karin agris1 gelisebilir. Bu hastalarin  fizik
muayenelerinde; kompanse sirozlu hastalarda anemiye bagl cilt rengi soluk olabilir,
cilt renginde sararma daha ziyade dekompanze hastalarda goriilir ve skleralarin
sararmasi ciltten once gortlebilir. Periferik vazodilatasyon nedeniyle cilt sicakligi
artmis olabilir. Genislemis cilt damarlarina bagh oriimcege benzemesi nedeniyle
spider anjiomlar goriilebilir. Karin duvarinda vaskiiler kollateraller (kaput medusa)
ve Ozellikle vena cava siiperior (VCS) bolgesinde telenjiektaziler bulunabilir. Tiim
viicut kaslarinda atrofik degisiklikler, kas gii¢siizliigii olabilir. Palmar eritem ve
tenar/hipotenar  bolgelerdeki kas atrofileri sirozlu hastalarda sik  goriilen
bulgulardandir. Comak parmak ve hipertrofik osteoartropati diger el
bulgularindandir. Ensefalopati gelisen hastalarda ellerde kuskanadi ¢irpmasina
benzeyen ve flepping tremor denilen titreme goriilebilir. Karaciger biiylikligi

degiskenlik gostermekle birlikte, genellikle fibroza bagl olarak kiiglilmiistiir. Portal
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HT’nun gelisimini takiben splenomegali sik rastalanan bir fizik muayene bulgusudur.
Erkek hastalarda jinekomasti, hipogonadizm ve impotans, kadinlarda gonadal

yetmezlik ve buna bagli oligomenore, amenore ve infertilite goriilebilir (29).
1.1.1.6.2. Labaratuar bulgulan

Hafif orta ylikseklikte transaminaz bulgular1 en dikkate deger bulgudur.
Inaktif tastyicilarda ve immiin tolerans déneminde transaminaz degerleri normal
smirlardadir. Hastalar sirotik faza ilerledikce AST/ALT oraninda artma goriilebilir.
Anemi  (folik asit eksikligi, hipersplenizm, hemoliz ve kronik kan kaybi),
trombositopeni (hipersplenizm, trombopoetin eksikligi, anti-trombosit antikorlari)ve
16kopeni sik rastlanilan hematolojik bozukluklardandir. Hipoalbuminemi, protrombin
zamaninda ve INR degerinde artma, direkt bilirubin hakimiyetinde hiperbilirubinemi
goriilebilir. Hastalarda fonksiyonel bobrek yetmezligi, iire ve kreatinin degerlerinde
artma, sodyum degerlerinde diisme gelisebilir. Endokrin sistem bozukluklarina bagl

olarak sekonder hiperaldesteronizm goriilebilir (29).
1.1.1.6.3. Serolojik testler

HBsAg: HBV enfeksiyonunun belirtecidir. Akut temastan 1-10 hafta, klinik
semptomlar baglamadan 2-6 hafta 6nce pozitiflesir.

AntiHBs: Notralizan bir antikordur ve enfeksiyondan diizelmeyi gosterir.

HBCcAg ve AntiHBc: HBcAg, intraselliilerdir ve serumda saptanamaz.

AntiHbc-1gM: akut enfeksiyonun seyrinde ilk ortaya ¢ikan antikordur. Anti
HBc-IgG, HBYV ile karsilasildiginin gostergesidir.

HBeAg ve AntiHBe: HBeAg pozitifligi, daima yiiksek viral replikasyona
isaret eder. Genellikle kronik enfeksiyonda HBeAg negatiflesmesi ve Anti-HBe
pozitiflesmesi hastaligin remisyona girdiginin isaretidir.

HBV DNA: Baslica b-DNA ve real time PCR yontemleri ile tayin
edilmektedir. Hastanin inaktif tasiyic1 veya kronik hepatit olup olmadiginin

ayriminda 6nemlidir (29).
1.1.1.6.5. Dogal Seyir

1. Immiin tolerans dénemi: Genellikle vertikal gecisle dogumda ya da erken
cocuklukta alman enfeksiyonla olugmaktadir. Daha nadiren ge¢ cocukluk ve eriskin

donemde de ortaya c¢ikabilmektedir. Muhtemelen konak¢inin immiin sisteminin
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olgunlagsmamas1 nedeniyle yetersiz immiin yanit ya da intrauterin hayatta anneden
gecen HBVantijenlerine karst gelisen immiin tolerans nedeniyle HBV’ii ile enfekte
hepatositlere karsi yetersiz immiin yanit ile karakterizedir. Bu nedenle viriis
alabildigine replike olmakta, fakat immiin yanit olmadig1r igin karacigerde
nekroinflamasyon ve fibrozis gelismemektedir. Hepatositlerde hasar olmadigi igin
transaminaz degerleri normal diizeylerde seyretmektedir. immiin tolerans déneminde
karaciger biyopsisi yapilmasi gerekli degildir. Fakat yapilirsa normal ya da minimal
aktiviteli hepatit gézlenebilir. Bu donemde enfeksiyona karsi immiin yanit olmadig:
icin spontan HBeAg serokon versiyonu ihtimali de ¢ok diisiik olmaktadir ( 20 yilda
yaklagik %15). Yaklagik olarak 10-30 yil siirmektedir (72-76).

2. immiin klirens (temizlenme) donemi ( HBeAg + KHB ): Muhtemelen
viriis yapisindaki bazi degisikliklere bagli ve immiin sistem matiir hale geldikge,
genellikle adelosan dénem veya erigkin yaslarda, HBV antijenlerine karsi immiin
cevap olusmaya baglar. Sonugta immiin aracilikli hepatoseliiller hasar olusmaya
baslar (77, 78).

Hepatoselliiler hasara bagli da transaminaz degerlerinde ylikselme olur. Viriis
ile enfekte hepatosit kitlesi azaldigi icin HBV DNA diizeyinde diisme olur (79).
Immiin tolerans déneminden bu doneme gecis, genellikle yasamm 2. ya da 3.
dekadinda olur. HBeAg varligi, yiikksek HBV DNA diizeyleri, transaminaz yiiksekligi
ve karacigerde aktif inflamasyon ve bazen fibrozis bulgular1 mevcuttur (80).
Hastalarmm bir kismi tamamen asemptomatik olabilirken bazi hastalarda sarilik,
halsizlik ve dekompanzasyon bulgular1 gosteren, akut hepatiti taklit eden ve hatta
fulminan hepatik yetmezlige gidebilen hepatitik ataklar goriilebilir (81). Ataklarin
sonucunda, HBeAg serokonversiyonu ile birlikte hepatik aktivitenin remisyona
girmesi veya bazilarinda sadece serum HBV DNA’sinda gecici azalmalar olabilir.
Hepatit ataklar1 her zaman HBeAg serokonversiyonu ve serumdan HBV DNA
klirensi ile sonu¢lanmaz, bu durum abortif immun klirens olarak tanimlanir. Bu
hastalar aralikli HBV DNA kayb1 ile birlikte, gecici HBeAg kaybi olmadan, tekrar
tekrar bu durumu yasayabilir ve bu da siroz ve HCC gibi komplikasyonlarin gelisme
riskinin artmasina neden olur (80, 82, 83)

Enfeksiyonun alinis yasi, etnisite ve HBV’iiniin genotipine bagl olarak, bu

donemde degisik oranlarda HBeAg spontan serokon versiyonu olusur (yaklasik
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%10-20/y1l, %70-85/ 10 yil). 1leri yas, yiiksek aminotransferaz seviyeleri (>5 X
NUS) ve bazt HBV genotipleri spontan serokonversiyon olasiligini arttirr (83, 84).
Aksine normal veya hafif yiiksek ALT seviyelerinde  (<5XNUS) spontan
serokonversiyon orani <%5’tir (85, 86). Hepatit B viriisii genotip B ile enfekte
kisilerde, genotip C’ye sahip olanlara gére serokonversiyon orani daha yiiksektir,
daha erken yasta olmakta, daha iyi bir viral ve biyokimyasal remisyon goriilmektedir
(87). HBeAg serokonversiyonunu genellikle bir klinik remisyon veya inaktif faz
izler. Serum ALT degerinin normal olmasi, HBV DNA diisiikliigli ve karaciger
histolojisinde iyilesme ile karakterizedir (88). HBeAg serokonversiyonu gelismeyen
kisilerde ilerleyici karaciger hastaligi yoniinden risk artmustir. Hepatitin siiresi ve
hepatit atak sikligina bagl olarak, bu hastalarin yaklasik %12-20’de, 5 yil i¢inde
siroz ve komplikasyonlari ile sonuglanan ciddi karaciger hasar1 gelisebilir (84, 89).
3. Inaktif tasiyieithk dénemi: Immiin temizlenme doneminin sonunda
enfekte hiicre kitlesinin azalmasi, virilisiin replikasyonunu azaltmasi, dolayisiyla
immiin cevabin yatigsmasi sonucunda transaminazlarin normal, viriis replikasyonunun
cok az, nekroinflamatuvar aktivitenin hafif oldugu inaktif tagiyicilik donemi baglar.
Eger immiin temizlenme donemi g¢ok aktif ve uzun siirerse inaktif donemde bile
olsalar hastalar siroz olarak karsimiza gelebilirler (90, 91). Uzun dénem takip
calismalarinda inaktif HBsAg tasiyicilariin %15-24’linde HBeAg negatif kronik
hepatit gelistigi ve bunlarin da %1-17’sinde HBeAg reversiyonu oldugu bildirilmistir
(92-94). HBeAg serokonversiyonu sonrasinda ¢ogu hasta HBeAg negatif/Anti-HBe
pozitif olarak kalir. HBeAg -/ AntiHBe + olan bu kisilerde, genellikle hepatit
stabilize olmus, ALT seviyelerinde normallesme ile HBV DNA’nm tespit edilemez
veya ¢ok disik (<1000 kopya/mL) seviyelere gerilemistir. Bu durum inaktif
tastyicihk durumu olarak adlandirilir  (28). Immiin supresif tedavilerle veya
kemoterapi ile inaktif HBsAg tasiyicilarinda yeniden HBV replikasyonu goriilebilir
(95). Inaktif HBsAg tastyicilarinm kiiciik bir kisminda, tahmini olarak bati
toplumlarinda %0.5-2/y1l, Asya iilkelerinde ise ¢ok daha diisiik olarak %0.05-0.8/y1l
gibi bir oranda ge¢ spontan HBsAg klirensi goriilebilmektedir (96). Tan1 sirasindaki
ileri yas ve izlem esnasinda kalict remisyon, spontan HBSAg seroklirensi ile anlamli
derecede iliskili faktorlerdir (97). Ayrica bir izlem caligmasinda normal ALT

seviyelerinin seroklirens ile iliskili oldugu bildirilmistir (98). HBsAg seroklirensi
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olan kisilerde genellikle karacigerde HBV DNA persistansi olabilmekte fakat buna
ragmen iyilesmis karaciger histolojisi ile birlikte bulunmaktadwr. Eger HBsAg
seroklirensi, geng yasta, siroz gelismeden ve yandas viral enfeksiyon olmadan
olusursa milkemmel bir seyri oldugu belirtilmektedir. Ancak klirens sirasinda sirozu
olan, HCV veya HDV ile yandas enfeksiyonlu kisilerde hastalik ilerlemesi,
dekompanzasyon, HCC ve bunlara bagli 6liim meydana gelebilmektedir (99, 100).

4. HBeAG-negatif kronik hepatit: inaktif déneme giren hastalarm bir
kisminda viriis replikasyonu ve karacigerdeki hiicre harabiyeti yineler. Bu hastalarda
mutant HBV’iine bagl olarak HBeAg negatif kronik B hepatiti geligir. Bircok hasta
degisik stirelerde inaktif tasiyicilik sonrast bu doneme gecerken, bazi hastalar inaktif
doneme girmeden HBeAg serokonversiyonundan sonra dogrudan HBeAg negatif
kronik B hepatiti seklinde seyredebilir. Inaktif tasiyicilarm yaklasik 1/3’iinde HBeAg
reversiyonu olmadan kronik hepatit yineleyebilir. Bu donemde HBV DNA diizeyleri
genelde Onceki iki donemden (immiin tolerans fazi ve immiin klirens fazi) daha
digiiktiir. HBeAg-negatif varyantlarm, HBV genomunda core promotor ve /veya
precore bdlge mutasyonlart mevcuttur. Bu mutasyonlar HBeAg tiretimini durdurur
ancak yiiksek seviyede viral replikasyona neden olur. HBeAg iiretilmesini 6nleyen
en yaygin mutasyon guaninin yerine adeninin geldigi durdurucu bir kodon iiretilen
(Precore codon 28) GI1896A mutasyonudur. Bazi diger core-promoter bdlge
mutasyonlar1 da tanimlanmustir (101-104). Bu evre HBeAg’nin yoklugu, anti-HBe
antikorunun varhg, tespit edilebilir HBV DNA diizeyleri, yiikselmis ALT seviyeleri
ve karacigerin devam eden nekroinflamasyonunun histolojik bulgular1 ile
karakterizedir (105). HBeAg negatif hastalar, genellikle HBeAg pozitif kisilere gore
daha yash (ortalama 36-45 yas) ve basvurularinda sirozlu olma ihtimalleri daha
yiiksektir. Daha diisiik HBV DNA seviyelerine sahiptirler. Bununla birlikte HBeAg
negatif hastalar, hem HBV DNA diizeylerinde hem de ALT seviyelerinde genis
dalgalanmalar gosterebilirler (hastalarin yaklasik %70°1) ve baz1 donemlerde normal
ALT seviyeleri ile tamamen inaktif hastalik goriintiisii verebilirler ki inaktif
tastyictdan HBeAg negatif hastayr aywrabilmek igin seri ALT odlglimleri gereklidir
(106). Kalic1 spontan remisyonnadirdir (%6-15) ve uzun donem prognozu HBeAg
pozitif hastalardan kotiidiir ve siroz gelisme riski HBeAg pozitif olanlara gore iki kat

fazla goriinmektedir. HCC veya hepatik dekompanzasyon gelisebilir. Antiviral
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medikasyonlara yanit verir, ancak kesildikten sonra relaps siktir. Dogal seyri
tamamen anlasilabilmis olmamasma ragmen bugiin kabul goren baglica iki patern
gosterdigidir (101, 105). Birinci patern; hastalarin %30-40’m1 olusturmakta, orta
yilksek HBV DNA seviyeleri ile birlikte siirekli yiiksek ALT seviyelerine sahiptir.
Ikinci paternde ise yukarida bahsedilen dalgali seyreden ALT yiikseklikleri ile
birlikte diisiik veya negatif HBV DNA seviyelerine sahip hastalardir (hastalarin
%45-60’1). Hangi paternde olursa olsun HBeAg negatif kronik hepatit fazina gecen
hastalarda, degisik derecelerde hepatik fibrozis hali hazirda vardir. Kronik HBV
enfeksiyonunun, tani1 konuldugu zamanda yapilan karaciger histolojik ¢aligmalari, bu
hastalarin %50’sinde orta veya ciddi nekroinflamasyon ve fibrozis, %25-40’1nda ise
siroz bulundugunu goéstermistir. Dahasi, spontan kalici remisyon yoklugunda devam
eden hepatit aktivitesi (persistan veya intermitant) ilerleyici fibrozis riskini daha da
artirmaktadir. Bu hastalarda spontan HBsAg klirensi de %0.5-1 yillik insidans ile
nadirdir (107).

Tablo 5. Kronik hepatit B’nin dogal seyri (108).

Enfeksiyonun Serum Karaciger biyopsisi
donemi HRsAg HBeAg HBV DNA ALT

Immun tolerans + + ™1 N Normal minimal
fmmun yanit faz: + +(-)* ™ T Kronik hepatit bulgular1
Inaktif donem + - - N  Normal

Reaktivasyon + - 0 N/TTT  Kronik hepatit bulgulari

*Bu evrenin sonlarinda hastalarin bir kisminda HBeAg (-) olur
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Sekil 3. Kronik hepatit B’nin dogal seyri (108)
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1.1.1.7. Tedavi
1.1.1.7.1. Kronik hepatit B enfeksiyonunda kimler tedavi edilmelidir?

1-Siroz olmayan hastalarda kime tedavi verilmeli;

Hepatit B viriisiit DNA diizeyi 2000 IU/ml veya {istiinde olan ve asagidaki
ozellikleri gosteren hastalar, kontrendikasyon olmadik¢a karaciger biyopsisi
yapilarak tedavi yoniinden degerlendirilmelidir:

1. ALT normalin iistiinde olan hastalar

2. ALT siirekli normal olan hastalardan

a. 35 yas veya lizerinde olanlar,

b. lIleri karaciger hastaligi kuskusu uyandiracak belirtileri olan hastalar
trombosit diisiikliigli, AST>ALT olmasi, globulin yiiksekligi, albumin distikligii,
protrombin zamaninda uzama gibi). Biyopsisinde Ishak skoruna gore histolojik
aktivite indeksi (HAI; Grade)>6 veya Fibrozu (stage)>2 olan hastalara tedavi
verilmelidir (38, 88, 109, 110). ALT seviyesi normal olan olgularda 3-6 ayda bir
ALT kontrolii, 6-12 ayda bir HBeAg kontrolii yapilir (38).

2- Siroz olan hastalarda tedavi;

Dekompanze veya kompanze sirozu olan (klinik veya biyopsi
yapilabilenlerde biyopside siroz ve/veya evresi 5-6/6 olanlar) hastalarda Slgtilebilir.
HBV DNA’s1 olanlara tedavi verilmelidir. Dekompanse sirozlu hastalarda biyopsi
yapilmaz. Kompanse sirozlu hastalarda siroz tanisin1 koymaya yetecek delillerin

varliginda biyopsi yapmaya gerek yoktur (38, 88, 110).
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Tablo 6. Tedavi Yanit: Tanimlamalar1 (111, 112).

Yamt Tamm

Primer vamisizhk Tedavinin 12, haftasinda, HBY DNA dizeyinde < 1 log
[U/ml azalma olmasidar.

Kismi virolojik vamt Nukleoz(t)id tedavisi verilen olgularda ise tedavimin 24.

haltasimda da HBV DNA dizeyinde = 1 log I1/ml azalma
olmasi  fakat real-time PZR ile saptanabilir  dilzeyde
olmasidir.

Virolojik vamt Interferon tedavisi alan olgularda tedavinin 24. haftasinda
HBV DNA diizevinin < 2.000 TU/ml olmasi, nilkleoz(t)id
tedavisi vertlenlerde 1se tedavimin 48, haftada HBYV DNA in
real-time PAR ile saptanmayacak dizeve inmesidir,

Serolojik vanit HBeAg pozitif olouda  HBeAg  serokonversiyonunun
olmasidir.

Bivokimyasal vamt Serum ALT sevivesinin normal araliga gerilemesidir.

Histolojik vanit Fibroz skomnda kétilesme olmaksizin nekroinflamatuvar
aktivite skorunda en az 2 puan diizelme olmasidir.

Tam vamt Bivokmmyasal ve wvuolopk vamtla birhkte HBsAgnm
kaybolmasidir,

Tedavi Sonu Yamt Tedavi hitiminde elde edilen vamittir.

Kaler Yamt Tedavi kesildikten 6-12 ay sonra elde edilen yamittur,

1.1.1.7.2. Kronik hepatit B tedavisinde sonlanim noktalari

Tedavi, virolojik supresyon saglamali, bdylece biyokimyasal remisyon,
histoloji diizelme ve komplikasyonlardan korumaya neden olmalidir. ideal sonlanim
noktasi, HBsAg kaybidir. Ancak giinimiizdeki Anti-HBV ajanlarla nadir elde
edilebilir. Daha gergek¢i sonlanim noktasi, virolojik remisyonun saglanmasi ve
saglanmig remisyonun siirdiiriilebilmesidir.

1) HBeAg (+) ve HBeAg (-) hastalarda, ideal sonlanim noktasi AntiHBs
serokonversiyonu olsun veya olmasin HBsAg kaybinin siirdiiriilmesidir. Bu durum,
kronik hepatit B’nin kesin ve komplet remisyonu ile iliskilidir ve uzun dénem
sonuglar1 iyilestirmektedir.

2) HBeAg (-) hastalarda (baslangicta HBeAg pozitif olup devamli AntiHBe
serokonversiyonu olan veya baslangigta HBeAg negatif hastalar), tedavi ile virolojik
ve biyokimyasal yanitin siirdiiriilmesi tatminkar bir sonlanim noktasidir, ¢linkii
diizelmis prognoz ile iliski gostermektedir.

3) HBeAg (+) ve Anti-HBe serokonversiyon saglanamamis hastalarda ve
HBeAg (-) hastalarda, uzun donem anti viral tedavi altinda, virolojik remisyonun
(duyarli PCR analizleri ile saptanamaz HBV DNA) devam ettirilmesi diger arzu

edilen sonlanim noktasidir (113).
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1.1.1.7.2. Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan ilaclar:

a. Interferon a: interferonlar; antiviral, antiproliferatif ve immiinomodiilator
etkili dogal sitokinlerdir. Tedavi 6ncesinde ALT’ nin yiiksek olmast ve HBV DNA
diizeyinin diisiik olmas1 en 6nemli yanit belirtegleri olarak goriilmiistiir. Ayrica HBV
genotipi ve HBeAg pozitifligi de tedaviye yanitta onemli goriinmektedir. Gribe
benzer semptomlar, halsizlik, nétropeni, trombositopeni, psikiyatrik bozukluklar ve
otoimmiin hastalik alevlenme riskleri bulunmaktadir. Ozellikle sirotik zeminde
hepatik alevlenmelere ve dekompanzasyona neden olabilir. Standart interferon alfa
9-10 MU/haftada 3 giin/4-6 ay, peg ile interferon alfa2a 180 pg/hf/48 hafta ve pegile
interferon alfa 2b 1,5 ng/hf/48 hafta dozlarinda kullanilmaktadir (100).

b. Lamivudin: Bu molekiil 2°-3 dideoksi 3’-tiyasitidin’in negatif enatiomeri
olan bir sitozin analoguolup, DNA zincir sentezini bloke ederek HBV
replikasyonunu durdurur. Viriisiin pregenomik RNA’s1 ve mRNA’larinin sentezini
saglayan, kapali, kovalen ve sirkiiler (ccc)-DNA yapisina etkisi olmamaktadir.
Sonugta, viriis replikasyonu bloke oldugu halde viriis hepatositler i¢erisinde varligini
devam ettirebilmektedir (29). HBeAg (+) nai ve hastalarda, 1 yillik tedavi
sonrasinda, HBeAg serokonversiyonunun yaklasik %16-18 civarinda oldugu
gosterilmistir (114-116). HBeAg (-) hastalarda, 1 yillik tedavi sonrasi viral DNA
stipresyonu; %60-70arasinda gosterilmistir, ancak tedavi kesimi sonrasinda %90
relaps goriilmektedir (6, 117, 118).

Kompanze ve dekompanze karaciger sirozlu hastalarda, hastaligin seyrini
venak ile gidisi yavaslattigi, HCC gelisiminin daha diisiik oldugu gosterilmistir (119
-121). Lamivudine kullaniminda, 1 yil i¢inde mutasyon gelisimi yaklasik %20’dir ve
bu oranin 4-5 yilin sonunda %70-80’lere kadar ¢iktig1 gosterilmistir (122, 123). Bu
mutantlarin, polimeraz enziminin aktif katalitik bolgesindeki YMDD dir.

c. Adefovir dipivoxil: Adenozin monofosfat analogunun 6n ilact olup
niikleotid analogudur. Aktif formu, hem revers transkriptazi hem de DNA polimerazi
inhibe ederek HBV DNA zincirinin sonlanmasina neden olmaktadir. HBeAg (+)
hastalarda, plaseboya gore; histolojik iyilesme, ALT normalizasyonu ve HBV DNA
slipresyonunun istatistiksel olarak anlamli oldugu ve 1 yillik tedavi sonrasinda
HBeAg serokonversiyonunun %12 oldugu faz III ¢aligmalari ile gosterilmistir (124).
HBeAg (-) hastalarda, 10 mg/giin/48 hafta kullanildiginda, %64 histolojik yanit,
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%72 ALT normalizasyonu, %51 DNA negatiflesmesi gosterilmistir (125). N236T
(asparajin—treonin) ve A181V/T (alanin—valin ve alanin—treonin)mutasyonlari
tanimlanmistir (126, 127). Faz 11l ¢alismalarinda, HBeAg (-) hastalarda, sirastyla 1-
2-3-4 ve S.yilda genotipik direng oranlar1 %0, %3, %11, %18 ve %29 olarak
bildirilmistir (128). Faz III ¢alisgmalarinda 10 mg/giin adefovir ile plasebo arasinda
yan etki agisindan fark goriilmemisken, kompanze KC hastalig1 olanlarda, transplant
listesindeki hastalarda ve post-transplant hastalarda nefrotoksisite bildirilmistir
(129).

d. Entekavir: 2-deoksiguanozin’in karbosiklik analogu olan niikleozid grubu
genetik bariyeri yiiksek gii¢lii bir antiviral ilagtir. HBV replikasyonunu 3 basamakta
inhibe etmektedir; HBV DNA polimeraz, revers transkriptaz tizerinden negatif DNA
sarmalinm yapimi ve pozitif DNA sarmalinin yapim1 (130). HBeAg (+) hastalarda,
48 hafta 0.5 mg entekavir kullanimi sonucunda histolojik yanit %72, DNA
negatiflesmesi %67 ve biyokimyasal yanit %68, HBeAg serokon versiyonu %21
bulunmustur (131). HBeAg (-) hastalarda, 48 hafta 0.5 mg entecavir kullanimi
sonucunda; histolojik yanit %70, virolojik yanit %90 ve biyokimyasal yanit %78
saptanmustir  (132). Naive HBV hastalarinda entekavire direng gelisimi 5. yilin
sonunda olduke¢a diisiik olmasma ragmen (%]1.2), lamivudine direngli hastalarda
entekavire direng gelisiminin 5. yilin sonunda %50’lere kadar ¢iktig1 goriilmiistiir
(133). Bu farkin nedeni, entekavir direnci gelisiminin, 6ncelikle lamivudin direng
mutasyonlarmin ~ (180. ve 204. aminoasitlerde) olusmasi ve ardindan ikincil
mutasyonlari ortaya ¢ikmasiyla 2 basamakli bir secilim modeli izlemesi oldugu
gosterilmistir (134, 135).

Yapilan ¢esitli calismalarda, viral genomun rt1169, rtT184, rtS202 ve rtM250
pozisyonlarinda meydana gelen entekavir ila¢ diren¢ mutasyonlarinin, lamivudine
diren¢ mutasyonlar1 yoklugunda, entekavir ilag duyarliliginda c¢ok az miktarda
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (134-137).

e. Telbivudin: Timidinin L deoksi modifikasyonu olan niikleozid analogu bir
antiviraldir. Fosforilasyon sonrasi, aktif formu HBV-DNA polimeraz tarafindan
sentezlenen DNA zincirine katilabilmek igin timidin ile yarigmaktadir (138). HBeAg
(+) hastalarda 600 mg/giin 1 yillik tedavi sonrasinda; HBV DNA negatiflesmesi
%060, ALT normalizasyonu %77, HBeAg kayb1 %26 olarak saptanmistir. HBeAg (-)
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hastalarda 600 mg/giin/1 yil kullanimi sonucunda; HBV DNA negatiflesmesi %88,
ALT normalizasyonu %74 bulunmustur (138, 139). YMDD motifindeki mutasyonu
se¢mektedir ve gliniimiizde sadece M2041 mutasyonu gézlenmistir (140). HBeAg
(+) hastalarda 1. ve 2. yilin sonunda genotipik direng oranlar1 sirasiyla %5 ve %25,
HBeAg (-) hastalarda; %2.3 ve %10.8 bulunmustur (138, 139).

f. Tenofovir: Tenofovir, adefovir gibi bir asiklik niikleotit analogudur. Ancak
daha az nefrotoksik olmasi sayesinde giinde 300 mg kullanilabilmesi, daha giiglii bir
antiviral olarak kullanimina imkan saglamistir (141). HBeAg (+) hastalarda, 300
mg/giin/48 hafta kullanimi sonucunda; HBV DNA negatiflesmesi %76, ALT
normalizasyonu %068, histolojik yanit %74, HBeAg serokonversiyonu %21 ve
HBsAg kaybi %3 saptanmistr. HBeAg (-) hastalarda, 300 mg/giin/48 hafta
kullanim: sonucunda; saptanamaz HBV DNA %93, ALT normalizasyonu %76,
histolojik yanit %72 bulunmustur. Higbir hastada HBsAg kaybi gozlenmemistir
(142). Tenofovir hem yabanil tip, hem de entekavir ve lamivudine direngli suslara
kars1 antiviral aktivite gOsterebilmektedir (143). Yapisal agidan adefovire ¢ok
benzemesine ragmen adefovir i¢in tanimlanan rtA181T/V mutantlarininin tenofovir’e
duyarl oldugu ve rtN236T mutantinin ise tenofovire duyarli oldugu fakat bunun
azalmis bir duyarlilik oldugu gosterilmistir (144, 145). Tenofovire bagli Fankoni
sendromu, bobrek yetersizligi, osteomalazi ve kemik dansitesinde azalma
bildirilmistir (146).

Tablo 7. Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan pegile interferon ve niikleoz (t)id

analoglar1 (NAs)’nmn avantaj ve dezavantajlar1 (113).

(PEG-)IFN NAs
Belirli siire Giiglii antviral etki
) Direng olmamasi Iyi tolerans
Avantajlar: 12 aylik tedavi ile yiiksek oranda Oral kullanim

AntiHBe ve AntiHBs serokonversiyonu

Hafif antiviral etki Belirsiz siire
Dezavantajlan Diisiik t.ole.:rags Direng riski

Yan etki riski Uzun doénem giivenilirliginin

Cilt alt1 injeksiyon bilinmemesi
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Tablo 8. HBV tedavisinde onaylanmis oral antiviral ilaglar (147).

Lamivudine Adefovir Entekavir Telbivudine Tenofovir
Onay yili 1998 2002 2005 2006 2008
Pediatrik onay 2-17y 2-17y >16y > 16y >18y
Klirens Renal Renal Renal Renal Renal
Doz (mg/giin)
GFR> 50ml/dk
30-49 ml/dk 100 mg/g 10 mg/g 0.5 mg/g 600 mgg 300 mg/g
10-29 ml/dk 50 mg/g 10 mg/2 giin ~ 0.5mg/2 glin 600 mg/2 giin  ( 48 saat
Diyaliz 15-25 mglg 10 mg/3 gin 0.5 mg/3 giin 600 mg/3giin  (72-96 saat
10 mg/g 10 mg/hf 0.5 mg/hf 600 mg/hf haftalik
Potansiyel YE T dozda ? hayvan Hayvan modeli
nefrotoksisite model solid nefrotoksisite
timor
Lisans 1 yil YE Plasebo benzer  Plasebo benzer  Lam benzer Evre % CPK, ADF benzer
1 y1l %7

Piyasa YE Nadir 5 yilda Thmal Miyopati Nefrotoksisite

miyopati, nefrotoksisite  edilebilir

ndropati, %3-8

pankreatit
Gebelik C C C B B
Siite Gegis Evet ? ? Evet Evet

Tablo 9. Oral antiviral ilaglarda gapraz direng (112).
M2041 L180M Al181T/V N236T L180M + L180M +

+M204V M204 V/I M204VM

+1169T +T184G
+V173L + S2021/G
+M250

LAM R R | S R R

LdT R R S S R R

ETV I/IR | S S R R

ADV S S R R S S

TDF S S S I S S

LAM: Lamivudin, LdT: Telbivudin, ETV: Entekavir, ADV: Adefovir, TDF:

Tenofovir
1.1.2. IL28B Polimorfizmi ile Hepatit B ve Hepatit C’nin liskisi

1.1.2.1. “Genome —wide association studies (GWAS)" ve Kisiye Ozgii

Tedavi

Biitlin insanlarm DNA dizisi %99,9 oraninda aynidir. Yiizde 0.1 oraninda
yani 3x10° niikleotide esdeger genetik farklilik insanlar arasindaki farkliliklar1 saglar.

Bir populasyonda iki yada daha fazla farkli fenotiplerin varligina polimorfizm denir.
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Mutasyon ise DNA yada kromozom yapisinda sonradan veya ailesel gegisle aktarilan
degisikliklerdir. Insan genomunda ortalama olarak polimorfizmlere 1331 bazda bir
rastlanmaktadir. Bu da 3.2 milyar baz iceren insan DNA‘sinda 2.4 milyon baz
farkhilig1 anlamina gelmektedir. ikibin iki yilinda baslayan “International Hap Map
Project” ile Asya (Japonya, Cin), Afrika ve Amerika olmak {izere 4 farkli
popiilasyondan alinan 269 DNA Ornegiyle harita tamamlandi. Hap Map insanlarin
yaygin genetik varyantlarindan meydana getirilmis bir katalog olarak diisiiniilebilir.
Elde edilen bilgi 300.000-600.000 arasinda genetik varyasyon modelini igerir. Elde
edilen verilerle bu agamada hastaliklarin tan1 ve tedavisi, farmako genetik, genetik
gostergelerin bulunmasi ve adli tipta kullanilmak iizere ¢alismalar devam etmektedir
(148).

Toplumlarda yaygin goriilen genetik dizinin yaninda ayrica bunlarin
varyasyonlar1 bulunmaktadir. Polimorfizmler, mutasyonlardan toplumda daha
yiiksek siklikta farkli alleller olarak bulunmalariyla ayrilabilirler. Mutasyonlar
hastalikk nedeni olabilirler ancak polimorfizmler hastalik nedeni degildir ancak
hastaliga yatkinlik nedeni olabilirler. Kan grublar1 ve Rh faktorii polimorfizme
verilebilecek orneklerdir. Bu varyasyonlar1 4 gruba ayirmak miimkiindiir. Bunlar tek
niikleotid polimorfizmi  (Single Niikleotid Polimorphism  (SNP), insersiyon,
translokasyon, delesyon olarak sayilabilir. Polimorfizmler i¢inde en sik goriileni tek
niikleotid polimorfizmidir. Tek niikleotid polimorfizmlerini 2 grupta incelemek
miimkiindiir. Sessiz SNP gen fonksiyonlarmi ve kalitilan 6zelligi etkilemezler. Cogu
SNP bu gruptadir. Diger SNP‘ler ise protein dizisinin 6zelliklerini degistirebilir.
Bir¢ok SNP tiirlinlin hastaliklara yatkinlik ve tedaviye yanit oranlar1 ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Diyabetes mellitus, ateroskleroz ve bazi kanser tipleri buna

ornek verilebilir (149).
1.1.2.2 interferon Hakkinda Genel Bilgi

Interferonlar 1957 yilinda bulunan ilk sitokinlerdir. Temel olarak 3 gruba
ayrilirlar ve kendilerine 6zgii reseptorleri vardir. Bu gruplar asagidaki tabloda

verilmistir (150).
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Tablo 10. IFN’larin siniflandirilmasi (151).

Tipl IFN Tip2 IFN Tip 3 IFN

IFN-o: a-1, o-2, a-4, o -5,

a-6, IFN- vy IFN- X1/IL-29
o-7, a-8, a-10, - a13, a-14, IFN- A2/IL-28A
a-16, 0-17, a-21 IFN- A3/IL-28B
IFN- B

IFN-x

IFN-&

IFN-8

IFN-¢*

IFN-r*

IFN-C (limitin)

Interl6kin-28B, IL-28A ve 1L-29 ile beraber interferon-10 ailesinin alt
grubunu olusturur ve tip III interferonu [ (interferon lambda 3 (IFNA-3)] kodlar. Bu
sitokinler viral infeksiyon veya bakteriyel etkilesimleri takiben ozellikle dentritik
hiicrelerden olmakla beraber tiim cekirdekli hiicrelerden dretilir ve etkilerini IL-
28R1/IL-10R2 reseptor kompleksi araciligiyla gosterirler

Interlokin 28B geni IFN-A3’ii kodlamaktadir. Ayn1 ailenin diger iiyeleri olan
IFN-A1 IL29 tarafindan, IFN- A2 ise IL28 A tarafindan kodlanmaktadir. Bu ii¢ gen de
19. kromozomda birbirine yakin olarak kodlanmaktadir. Tip 3 interferonlarin
molekiiler yapisi IL-10 siiper ailesine benzer. Ama fonksiyonel olarak anti-viral
aktivitede bliyiik rol oynayan tip 1 IFN ailesine benzerler. Hiicre virus ile temas
ettigini baz1 tanima reseptorleri araciligiyla hisseder (TLR-1: tool like receptors-1 ve
RIG-1: retinoik acid inducible gene-1). Bu reseptorler Onciiliik ettigi kaskad
neticesinde “interferon response factor” IRF -3 ve 7 iiretilir. Onemli nokta interferon
A2-3 ve interferon alfa IRF 7 aracihifiyla eksprese edilirken interferon A1 ve
interferon B IRF 3 ve 7 ‘nin her ikisinden de faydalanir. interferon alfa/ B ve
interferon A sonug olarak JAK —STAT yolunu harekete gecirerek antiviral hiicresel
yanitin elemanlarmi yani ’interferon stimulated genes (I1SGs)” indiikler. Interferon
alfa/beta ve interferon A her iki grupta birbirinden tamamen farkli transmembran
reseptorlere baglanirlar (151-157).

- Interferon o, /B interferon o reseptdr kompleksi (IFNAR)

- Interferon A IL28B —Ralfa/IL-10R2 reseptdr kompleksi ile baglanir.

Her iki reseptoriinde ikincil habercisi JAK-STAT yolu aragligiyla hiicresel

antiviral aktivitenin Onemli iiyesi “’interferon stimulated genes (ISGS)” iretimi
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baslar. Bu iki reseptdr arasinda viicutta bulunduklar1 yerler konusunda farkliliklar
vardir. IL28 —Ralfa/IL-10R2 reseptor kompleksi hepatositlerde, epitelyal hiicrelerde
ve plazmositoid dentritik hiicrelerde bulunurlar. Oysaki IFNAR genis bir sekilde
birgok dokuda yer almaktadir. interferon A’nin hiicredeki baskin kaynagi dentritik
hiicreler, makrofajlar (Kupfer hiicreleri ), karaciger sinuzoidal endotelyal hiicrelerdir
(158). Onemli ve akilda tutulmasi gereken nokta spontan ve tedavi iliskili yanitin
artmasindan sorumlu varyasyon IL28B geninin interferon kodlayan bolgesinde
degildir. Buna yakin lokalizasyondaki sessiz kodonlardadir. Ancak biitiin
varyantlarda aymi iligki saptanmamistir. Sadece bazi varyantlarda bu iliski

saptanabilmistir (Sekil 3).

&
) (®)
@ O IFN-a
Viruses @ @
@ —oaoReRd
« ¥, S i

V4 TRIF
Mitochondria -
T O TLR3
S |RF3 Dz,b
Viral RNA
Endosome
sﬂfz IRF3}®

=

S

Nucleus
=X

Sekil 4. Interferon alfa/beta ve Interferon gama sinyal yolaklar: (159)

(IFN: interferon, MAVS: mitochondrial anti-viral signaling protein, RIG-I: retinoic acid-inducible
gene I, TRIF: Toll-IL-1 receptor domain-containing adaptor inducing IFNb, IRF: interferon-response
factor, TLR: toll-like receptor, IFNAR: IFN-a receptor complex, Jak: janus kinase; TYK: tyrosine
kinase, STAT: signal transducers and activators of Transcription, ISG: interferon-stimulated genes.)

1.1.2.3. 1L.28B Polimorfizmi - Hepatit C iliskisi

Hepatit C viriis (HCV) infeksiyonu, Diinya genelinde toplam 170 — 200

milyon kisiyi etkileyen, bu havuza her yil 3-4 milyon yeni olgunun eklenmesine
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neden olan ve kronik karaciger hastaligiin baslica nedenlerinden birisi olan kiiresel
bir saglik sorunudur ve karaciger transplantasyonunun en sik nedenidir. Diinyada
HCV infeksiyonunun ortalama sikligi %3 civarindadir (160, 161).

Ulkemiz HCV infeksiyonu agismndan orta endemisite bdlgesinde yer
almaktadir ve yapilan ¢esitli kohort calismalarma gore HCV sikligi %1-%2,4
arasinda degigmektedir. Diinyada tespit edilen 6 genotip bulunmaktadir, en yaygin
genotip, genotip-1’dir ve yapilan c¢aligmalarda iilkemizde goriilen hepatit C
infeksiyonlarinin neredeyse tamamina yakini genotip-1 ile olmaktadir (162). Bu
grup hastalarda tedavi yanitinin diger genotiplere gore daha kotii oldugu
bilinmektedir (163).

Konaga ait genetik faktorlerin kronik HCV infeksiyonunun dogal seyri ve
tedavi yanit1 iizerinde rol oynayabilecekleri uzun zamandir iizerinde durulan ve
arastirilan bir konu olmakla birlikte, bununla ilgili objektif sonuglar ¢ok yakin
zamana kadar elde edilebilmis degildi. Son zamanlarda yapilan genetik c¢alismalar
Hepatit C viriisii genomunda IL-28B genine yakin alanda saptanan SNP’nin 6zellikle
genotip-1 ile infekte bireylerde, tedavi cevabi lizerinde etkili oldugunu ortaya
koymustur (164, 165).

Interlokin 28B Genine yakm alanda saptanan SNP’nin yalnizca tedavi yaniti
iizerinde degil, ayn1 zamanda viriisiin spontan klirensinin saglanmasi iizerinde de
etkili oldugunu diisiindiiren sonuglar elde edilmistir (166). HCV infeksiyonunun
seyri sirasinda konak faktorlerinin incelenmesine yonelik olarak yapilan ‘Genome-
wide association” (GWAS) calismalarinda, hepatit C tedavisine cevapla ilgili tek
niikleotide ait polimorfizmler (single nucleotid polymorphisms —SNPs)
bulunmustur. IL-28B’nin tedaviye yanit ile en fazla iliski gosteren SNP varyantlar1
rs12979860 ve 1rs8099917°dir. Bu SNP’ler 19. kromozom iizerinde IL-28B’yi
kodlayan genin 3 kilobaz (kb) ve 8 kb yukarisinda (upstream) saptanmustir. Kalici
viral yanitla iligkili bulunan bu SNP’ler disinda 6 baska SNP daha bulunmaktadir;
ancak bunlarin etkinlikleri rs12979860 etkinligi olustugunda ortadan kalkmaktadir.
Sonugta bu SNP’lerin kalic1 viral yanitla olan iliskisi, IL-28B ile iliskili genomik
bolgelerin IFN cevabi ile yakin iligkili olduguna isaret etmektedir (164, 166, 167).

IL-28B polimorfizminin viral yiik ile iligkisi: IL-28B polimorfizminin

HCV-RNA diizeyi ve viral yiik {izerine etkileri, ¢esitli ¢aligmalarla arastirilmistir. Bu
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caligmalarda, tedaviye daha iyi yanit veren rs12979860 C/C varyant1 tasiyan
hastalarda HCV-RNA diizeyinin daha yiiksek oldugu, HCV-RNA diizeyinde en
belirgin azalmanin ise yine bu varyanti tasiyan hastalarda meydana geldigi
gorlilmiistiir (164, 168).

Interlokin 28B polimorfizmi olan kronik hepatit C’li hastalarda viral yiikiin
daha fazla olmas1 ve viral yiik ne kadar fazla ise tedaviye cevabin artmasi1 IL-28B
polimorfizmi bulunan hastalarin tedaviye daha iyi cevap verecegini diisiindiiriir
(169).

Irklar ve IL-28B polimorfizmi arasindaki iliski: Hepatit C infeksiyonunun
tedaviye yanit1 wklara 6zgii farklhiliklar gostermektedir. Farkli etnik gruplarin
tedaviye yanitini inceleyen ¢alismalarda rs12979860 C/C alleli tagima siklig1 yiiksek
popiilasyonlarda tedavi basar1i oraninin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Dogu
Asyalilarda C/C allel goriilme sikligi %95, Avrupalilarda %75, Afrikalilarda %42
bulunmugtur. Bu bulgular Asyalilarda tedaviye yanitin yiiksek olmasmin nedenini
aciklayabilir (164,169, 170).

IL-28B polimorfizmi ve spontan klirens: IL-28B polimorfizmi akut ve
kronik viral hepatitin spontan klirensi iizerinde de etkili bulunmustur. Spontan
klirens tespit edilenlerde C/C allel siklig1 daha yiiksek orandadir. C/C allellilerde
spontan klirens %52 iken, C/T allellilerde %26, T/T allellilerde ise %22 olmustur. Bu
anlamda HCV infeksiyonunun dogal klirensi ile iligkili bulunan en 6nemli ve en
giiclii genetik etkinin IL-28B polimorfizmi oldugu ileri siiriilmektedir (18, 164).

IL-28B  polimorfizmi  ve genotip-1 olan hastalarda peg-
interferon/ribavirin tedavisine yamt: Peginterferon (PeglFN)/Ribavirin tedavisi
alan hastalarda tedaviye yanit oranlarma bakildiginda iki olumlu allel tasiyanlarda
(C/C genotip), diger iki alleli tasiyanlara gore (C/T ve T/T genotip) daha yiiksek
bulunmustur. Yapilan farkli ¢alismalarda C/C alleli tasiyan genotip-1 hastalarda
kalic1 viral yanit oran1 %70’lere kadar ulasmaktadir (164, 165, 171).

IL-28B polimorfizmi ve genotip-2 ve genotip-3 olan hastalarda
peginterferon / ribavirin tedavisine yamt: 1L-28B polimorfizmi farkli genotipler
tizerinde farkli etki gosterir. Genotip-1 hastalarn aksine genotip-2 ve genotip-3 olan

hastalarda tedavi sonrasi kalic1 viral yanit {izerine IL-28B polimorfizminin etkinligi
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simirlidir. Tedavi sonrasi takiplerde sadece hizli virolojik yanit saglanamayan hasta
grubunda kalict viral yanit ile iliskili bulunmustur (172, 173).

IL-28B polimorfizmi ve proteaz inhibitorii/peginterferon / ribavirin iiglii
tedavisine yamit: Kronik hepatit C hastalarinda yiiksek viral yiik, siyah ik, ilerlemis
fibrozis varlig1 gibi tedaviye yanitin zor oldugu durumlarda pegIFN / RBV tedavisine
telaprevir veya boceprevir eklenmesi ile kalict viral yanit oranlarinda artis
gorilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Telaprevir + peglFN / RBV alan hastalarda
kalict viral yanit, IL-28B rs12979860 C/C genotipi tasiyan hastalarda %83, T/T
genotipi tastyanlarda %32 olarak saptanmistir. Proteaz inhibitorleri, PegIlFN ve
Ribavirin ile kombine edildiginde 1L-28B C/C ve T/T genotipine sahip hastalarda
belirgin iyilesme ve kalic1 viral yanitta anlamli yiikselme goriilmektedir (174-176).

IL-28B rs12979860 C/T polimorfizmi ile siroz ve HCC iliskisi: HCV’ye
bagh siroz hastalarinda, hafif siddette hepatit C infeksiyonu veya HBV iliskili siroz
olan hastalarla karsilastirildiginda IL-28B rs12979860 T/T genotipi daha sik
goriilmektedir. Yine benzer sekilde HCC olan hastalarda da T/T genotipi daha siktir.
Ozellikle HCV’ye bagli siroz olgularinda T/T genotipine sahip olanlarda HCC
gelisme riskinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (177).

1.1.2.4. Hepatit B —IL28B Polimorfizm iliskisi

Ikibindokuz yilindan beri IL-28B ile HCV enfeksiyonu arasindaki iliskiyi
gosteren 380 den fazla yayin yapilmisken hepatit B ile iliskisini arastiran yayinlar
cok daha az sayidadir. Hepatit C ile IL28B iligkisi tanimlandiktan sonra hepatit B ile
de benzer bir iliski olabilecegi diisiiniilerek bu konuda caligmalar yapilmistir.
Yapilan bir caligmada 203 kronik B hepatitli, 203 hepatit B tastyicis1 ve 203 saglhikh
bireyde IL28B polimorfizmi varyantlarma (rs12979860, rs12980275, rs8099917)
bakilarak viral replikasyon ve spontan klirens oranlar1 arastirilmistir. Sonugta her ii¢
grupta da yanit oranlari igin istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir (178).
Diger bir ¢calismada PEG IFN alfa ile tedavi edilmis 205 HBeAg (+) kronik B
hepatitli hastada 1L28B gen polimorfizmleri  (rs12979860 ve rs12980275) ile
HBeAg serokonversiyonu arasindaki iligki arastirilmistir. Tedavi sonu yanit oranlari
her iki polimorfizm igin de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001).
Benzer iliski yine her iki polimorfizm ile HBsAg klirensi i¢in de bulunmustur

(p=0.042). Bu c¢alismanin bir diger Onemi hasta gruplarin1 genotiplerine gore
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incelemis olmasidir. Hepatit B Genotip A olan hasta grubunda iyi alleller baskin iken
genotip D ‘ye dogru kotii allel sikliginimn arttig1 goriilmiistiir. Bu veriler genotip A’l
hastalarda hastaligin daha iyi seyirli olmasinin IL28B polimorfizmi ile ilskili
olabilecegini diigiindiirmistiir (179).

Asyal1 popiilasyonda IL28B genotipi (rs12979860) agisindan daha onceki
calismalarda %80 civarinda CC genotipi tespit edilmis. Yine 96 Asyali hepatit B
hastasinda yapilan bir ¢aligmada 48 hafta peg-IFN kullanimi sonucu HBsAg klirensi,
HbeAg serokonversiyonu acisindan degerlendirildiginde kontrol grubuna gore
anlamli bir fark tespit edilememistir (180).

Yapilan ¢alismalarda ¢eliskili sonuglar vardir. Bununla birlikte genotip D ile
enfekte olanlarda IL28B ile HBsAg klisensi ve HBeAg serokonversiyonu arasinda
iliski saptanirken genotip gozetmeden yapilan ya da diger genotipleri igeren
calismalarda iliski tespit edilememistir. Buda virus genotipi ile IL28B genotipinin
iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. Onemli ¢alismalardan bazilar1 asagidaki tabloda

verilmistir.

Bu calismada; Tiirkiyenin dogusunda (Elazig, Bingdl, Tunceli ve Mus
ilinden gelen hastalar1 da kapsamaktadir) kronik hepatit B tanis1 alan hastalarda
IL28B polimorfizm taramasi yapmak ve IL28B polimorfizmi ile kronik hepatit B
enfeksiyonuna yatkinlik, viral temizlenme, hastalik progresyonu, viral yiik ve

karaciger infalamasyonu arasindaki iliskiyi gdstermek amac¢lanmustir.
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Tablo 11. Son Zamanlarda Yapilan IL28B ile Kronik Hepatit B arasindaki iligkiyi

gosteren ¢alismalar (181).

Referanlar Katilan HBeAg HBV Tedavi Sonug ve TL-28B ile
genotipi iliskisi
Lampertico 101 hasta Neg. %92 D IFN-a. veya HBeAg negatif ve HBV
ve ark. Peg-IFN-q. genotip D olan hastalarda
major allel homozigot
olmak HBsAg Klirensinde
anlamli farklilik
olusturmaktadir.
(p<0.039)
Sonneveld ve 205 hasta Pozitif A/B/C/D Peg-1FN-02a HBeAg serokon
ark veya Peg-IFN-  versiyonunda major allel
02b+ lamivudin  homozigot olmak HBsAg
klirensinde anlamli farklilik
olusturmaktadir (p<0.001).
Wu ve ark. 512 hasta Pozitif B/C Peg-IFN-02a + Kalici viral yanit olanlarda
niikleozid minor allel daha siktir
analogu (p=0.003)
Tseng ve ark. 115 hasta Pozitif B/C Peg-IFN-02a IL28B genotipi ile 6 aylik
(6-12 ay) tedavi sirasinda HBeAg
serokonversiyonu arasinda
iliski yoktur (p=0.928)
de Niet ve 95 hast 46 neg. Ve Bilgiyok Peg-IFN-02a +
ark. 49 pozitif adefovir (48 1L28B genotipi ile HBeAg

hafta)

serokon versiyonu ve
HBsAg klirensi arasinda
iligki yoktur
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Hastalar

Firat Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji poliklinigine Ekim 2011 ile
Ekim 2012 tarihleri arasinda bagvuran 117 kronik hepatit B tanisi almig hasta ve
gecirilmis hepatit B sonucu bagisiklik kazanmis 29 kisi kontrol grubu olarak

calismaya alindu.
2.2. Cahsmaya katilma kriterleri

1) Kronik Hepatit B grubu i¢in 6 aydan uzun HBs-Ag pozitif olmak, Anti-
HBs Ag negatif olmak. Bunui yaninda IL 28B geni ile iliskisini arastirabilmek admna
daha Onceden karaciger biopsisi yapilmis olmak, Anti-HCV, Anti-HIV, diizenli
bakilmis HBV-DNA, HBeAg, Anti HBeAg, AST, ALT, karaciger ultrasonu,
endoskopi gibi verilere sahip olmak.

2) Kontrol grubu i¢in hepatit B enfeksiyonunu gegirdigi anlasilan; HBSAg (-
), Anti-HBs Ab (+) ve Anti-HBc IgG (+) olmak

3) Her iki grup i¢in 18 yasindan biiyiik olmak

2.2.1. Cahismadan dislanma Kriterleri:

1) Hepatit C, HIV gibi diger viriislerle enfekte olmak

2) Bilinen malignitesi olmak

3) Agrr sistemik hastaligi olmak

4) Baska aktif enfeksiyon bulgular1 olmak.

Calismaya alinan hastalar ve kontrol grubundan periferik vendz kandan
yaklasik 3cc kan alindi. Tibbi Genetik laboratuvarmda DNA izolasyon Kiti
(purelink™ genomik DNA kitleri) ile DNA izolasyonu yapildi. Calisma yapilana
kadar hasta DNA’lar1 -20 derecede saklandi. Daha sonra Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi ~ Hastanesi  Tibbi  Genetik  Laboratuvarmda  Roche  marka
magnacompactomatik izolasyon cihazi ile RNA izolasyonu yapilarak 6rnekler -80
dercede saklandi.

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu (invitrogen™ PureLink™ genomik
DNA kitleri)

Benmari 55 °C sicakliga hazirlandi. Mikrosantrifiij tiiptine 200 pl kan 6rnegi
koyuldu. Yirmi pl Proteinaz K eklendi, 20 pl RNAaz eklendi, 10-15 sn
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vortekslendikten sonra 2 dk oda sicakliginda bekletildi, 200 pl lizis tamponu eklenip
karigtirildiktan sonra 10-15 sn vortekslendi. Karigim 55 °C’de 10 dk bekletildi.
Ependorflardaki karigim dondiirme siitunlarina aktarildi. On bin rpm’de 1 dk
santrifiij edildi. Toplama tiipii yeni tiipe aktarildi. Bes yliz mikrolitre yikama
tamponu 1 eklendi. 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipii yeni tiipe
aktarildi. 500 pl yikama tamponu 2 eklendi. On bes bin rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Toplama tiipleri atilip yerine 1,5 pl’lik mikrosantrifiij tiipii eklendi. Besyiiz
mikrolitreeliisyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 1 dk beklendikten sonra 15000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 mikrosantrifiij tiiplerinde saf DNA elde

edilnilmis oldu.
2.2.3. mRNA’nin Magnacompact ile izolasyonu

Edtal tiiplere alman kan ornekleri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Laboratuarinda magnacompact’a 100 pl kan olarak yiiklenip 100 ul RNA
elde edildi. Once cihaza kartuslar okutturulup yerlestirildi. Tip trayslar yerlestirildi.
Kan ornekleri sample tiiplere alindi. Yirmi ul RNAaz sample tiiplerine yerlestirildi.
Eliisyon tiipleri de cihaza yerlestirildi. Program diizenlendi ve calisma baslatildi.

Calisma sonunda eliisyon tiiplerde 100ul RNA elde edilmis olundu.
2.2.4. IL28B rs12979860 genotipinin saptanmasi

Kan orneklerinden elde edilen genomik DNA’lar, IL28B geninde TNP
gosteren rs12979860 genotipini tespit eden primer dizilerini igeren "Light Mix”
(TIB Molbiol GmbH, Almanya) amplifikasyon karisimi ve “Light Cycler Fast Start
DNA Master Hybridization” problar1 (Roche, Almanya) kullanilarak LightCycler
2,0 (Roche Applied Science, Almanya) cihazi ile gogaltilmistir. Bes mikrolitre 6rnek
DNA’s1 final hacim 20 pl olacak sekilde 1.6 ul Mg?CI2 soliisyonu (25 mM), 2 ul
reagent mix (primer ve prob), 2 ul Roche master mix ve 9.4 pl steril deiyonize su ile
karigim hazirlanmistir. Liyofilize kontrol DNA’lar ( IL-28B allel C, allel T ve allel
C/T) her reaksiyon i¢in 10° hedefe es DNA icerecek sekilde steril deiyonize su ile
sulandirilmigtir.  LightCycler cihazinda PCR kosullari, 95 °C’de 10 dakika
denatiirasyon, 95 °C’de 5", 60 °C’de 10", 72 °C’de 15" olacak sekilde 45 dongiiliik
hedef DNA ¢ogaltilmasi, 95 °C’de 20", 40 °C’de 20" ve floresan 1s1manin devami ile

birlikte 1smin 85 °C’ye yiikselmesi ile erime egrisi analizi ve 40 °C’de 30" sogutma
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ile tamamlanmustir. Uriinlerin erime egrisi ve erime noktas1 (Tm) analizleri yine ayn1
cihazda yapilmistir. rs1297986000 genotip bdlgesi icin PCR sonuglar1 Simple Probe
probu ile kanal 530°da analiz edilmistir. rs12979860 SNPs i¢cin drnekler kanal 530°da
wild type homozigot allel (T/T) i¢in 51.4 °C, heterozigot allel (C/T) igin 51-59 °C,
homozigot variant allel (C/C) igin 59.2 °C’de pik veren standartlar ile birlikte
degerlendirilmistir. rs12979860 SNPs i¢in kullanilan negatif kontrollerde herhangi

bir pik gézlenmemistir.
2.2.5. 1L28B rs12980275 genotipinin saptanmasi

Kan Orneklerinden elde edilen genomik DNA’lar, IL28B geninde TNP
gosteren rs12980275 genotipini tespit eden primer dizilerini iceren °’LightMix”
(TIB Molbiol GmbH, Almanya) amplifikasyon karisimi ve “LightCycler Fast Start
DNA Master Hybridization” problar1 (Roche, Almanya) kullanilarak LightCycler
2,0 (Roche Applied Science, Almanya) cihazi ile ¢ogaltilmistir. Bes pl 6rnek
DNA’s1 final hacim 20 pl olacak sekilde 1.6 pul Mg2CI2 soliisyonu (25 mM), 2 ul
reagent mix (primer ve prob), 2 ul Roche master mix ve 9.4 pul steril deiyonize su ile
karisim hazirlanmistir. Liyofilize kontrol DNA’lar ( IL28B allel A, allel G ve allel
A/G ) her reaksiyon i¢in 10° hedefe es DNA icerecek sekilde steril deiyonize su ile
sulandmrilmistir.  LightCycler cihazinda PCR kosullari, 95 °C’de 10 dakika
denatiirasyon, 95 °C’de 5", 60 °C’de 10", 72 °C’de 15" olacak sekilde 45 dongiiliik
hedef DNA ¢ogaltilmasi, 95 °C’de 20", 40 °C’de 20" ve floresan 1ig1manin devami ile
birlikte 1s1m1in 85 °C’ye yiikselmesi ile erime egrisi analizi ve 40 °C’de 30" sogutma
ile tamamlanmustir. Uriinlerin erime egrisi ve erime noktas1 (Tm) analizleri yine ayni
cihazda yapilmistir. rs12980275 genotip bdlgesi icin PCR sonuglari SimpleProbe
probu ile kanal 530°da analiz edilmistir. rs12980275 SNPs i¢in 6rnekler kanal 530°da
wild type homozigot allel (G/G) i¢in 51.4 °C, heterozigot allel (G/A) igin 51-59 °C,
homozigot variant allel (A/A) igin 59.2 °C’de pik veren standartlar ile birlikte
degerlendirilmistir.

rs12980275 SNPs i¢in kullanilan negatif kontrollerde herhangi bir pik

gbézlenmemistir.
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2.2.6. IL28B Geninden Eksprese olan mRNA Diizeyini Olgme Yéntemi

Elde edilen RNA’lar nanodrop sayesinde Olgiilerek ¢cDNA eldesi i¢in esit
konuma getirildi. Elde edilen RNA’lar 10 pl tizerine 1 pl H20, 1 pl Random
hexamer primer, anchored-oligo (Dt) 18 primer ile karistirilarak 0.2°lik ependorf
tiiplere koyularak PCR protokiiliinde 65 decede 10 dk beklenildi “transcriptor first
strand cDNA synthesis” kit kulanilarak RNA’larin iizerine eklenilmesi i¢gin bir miks
hazirlandi. Burada 4 ul miksde deoxynucleotide miks, transcriptor RT reaction buffer
(5x), 0,5ul protector RNAaz inhibitor, 0.51a’dan birakilarak elde edilen PCR iiriiniin
istline 7 pl eklenir sonra PCR’ye yen1 protokol hazirlanir, 37dercede 60 dk ve 65
dercede 10 dk protokolii ile 0,2’lik tiipler PCR’ye konularak tekrar calistirilarak
cDNA’lar elde edilir. Daha sonra lightcycler TAqMan master kiti ile miks hazirlanir,
bu miks hazirlanmadan once kutudaki enzimden 10 pl alinarak reaksiyon miks
iizerine konulur. Sonra bir tiip alinarak miks hazirlanir. Saf sudan 10 pl, reaksiyon
miksten 4 pl ve 137626 lot numarasina ait IL28B ekspresyon assay’den 1 pl
alinarak miks hazirlanir sonra bu miks kapiller tiiplerine 15 pl dagitilir tizerine 5 ul
RNA brrakilarak cihazin karoseline yerlestirilir. Daha sonra lightcycler PCR
protokolii hazirlanir denatiirasyon 95 dercede 10 dk 1 cycles, cycling 95 derecede 10
sn 62 derecede 30 sn 55 cycles, cool: 40 derecede 30 sn 1 cycles olarak ayarlandi. Bu
calismada G6PDH detection miks kontrol olarak kullanilmistir. Her 6rnek igin tek
tek kontrol kullanip, ¢calisma kontrol amacl tekrar edilmistir. Elde edilen sonuglar

lightcycler rolatif kantitasyon yazilim programi sayesinde diizenlenip girilmistir.
2.3. Histopatolojik Degerlendirme

Evreleme ve derecelendirme daha oOnceden Modifiye Knodell “Ishak

Skorlama Sistemi” ‘ne gore degerlendirildi. Retrospektif tarama yapildi.
2.4. Virolojik Degerlendirme

Hepatit B zarf antijeni (HBeAg), HBsAg, Anti-HBsSAg ve anti delta-total,
Anti- HCV testleri “enzyme linked immiinosorbent assay” (ELISA) yontemi ile
calisiimis. HBV DNA testi COBAS AmpliPrep/ COBAS Taqman 96 sistemi
(Roche) ile galisilmig. Kitin dinamik 6lgtim araligi 20 TU/mL-170.000.000 1U/mL

arasindadir. Retrospektif tarama yapildi.
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2.5. istatistiksel Analiz

Veri setinin analizinde SPSS 16 (Statistical Package for the Social Sciences,
version 16, (SSPS Inc, Chicago, IL, USA) istatistik paket programi kullanildi.
Numerik veriler Ortalama+SD olarak ifade edilirken, kategorik veriler yiizde olarak
ifade edildi. Numerik verilerin degerlendirilmesinde independent t testi ve one-way
Anova testi kullamldi. Kategorik verilerin degerlendirilmesinde ise X* testi

uygulandi ve p<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

40



3. BULGULAR

3.1. Genel Popiilasyon
3.1.1. rs12979860gen bolgesi polimorfizmi

Kronik hepatit B grubundan (n=89 ) rs12979860 gen bdlgesi igin, 46 kisi
homozigot (C/C), 38 kisi hetrozigot (C/T), 5 kisi homozigot mutant (T/T) genotipi
tespit edildi. GHB olan kontrol grubunda (n=22) ise 11 kisi homozigot (C/C), 9 kisi
hetrozigot (C/T), 2 kisi mutant tespit edildi. Bu ac¢idan her iki grup arasinda gen
mutasyonlar1 agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (p=0,835).

rs12979860

60,00% -
51,70% 50,00%
50,00%

42,70%

40,00%
mC/C

30,00%
mC/T

20,00% =TT

10,00%

0,00%

Kronik Hepatit B Gegirilmis Hepatit B

p=0,835

Sekil 5. rs12979860 gen bdlgesi polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki oranlar

Tablo 11. rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubunun

karsilastirmas1 (X7 testi).

rs12979860 c/C CcIT TIT Toplam

n % n % n % P
Kronik Hepatit B 46 51,7 38 42,7 5 56 89 %100 0,835
Gegirilmis Hepatit B 11 50,0 9 40,9 2 9,1 22 %100
Toplam 57 47 7
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3.1.2. rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi

Kronik hepatit B hastalarinda ( n=87) rs12980275 gen bdlgesi homozigot
A/A sayis1t 52 (%59,8), heterozigot (G/A) sayis1 34 (%39,1), homozigot mutant
(G/G) sayisi ise 1 (%]1,1) kisidir. Buna karsin GHB (n=26) grubunda homozigot
(A/A) sayst 1 kisi (%3,8), heterozigot (G/A) sayist 11 kisi (%42,3), homozigot
mutant  (G/G) sayis1 14 (%53,8) kisidir. Iki grup arasinda rs12980275 gen
bolgesinde genotip agisindan anlamli farklilik bulunmaktadir (p< 0.001).

70,00% -

59,80%

60,00% -

53,80%

50,00% -

40,00% - mA/A
mG/A

" G/G

30,00% -
20,00% -

10,00% -
1,10%

0,00% -

Kronik Hepatit B Gegirilmis Hepatit B

p< 0.001
Sekil 6. 1s12980275 gen bolgesi polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki

oranlari.

Tablo 12. rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubunun

karsilastirmast (X2 testi).

rs12980275 AIA G/A G/IG Toplam p
n % n % n %

Kronik Hepatit B 52 59,80 34 39,10 1 1,10 87 %100

Gegirilmis Hepatit B 1 380 11 42,30 14 53,80 26 %100 <0,00

Toplam 53 45 15 1

3.1.3. 1L28B Gen Ekspresyonu (mRNA Diizeyi)

Interlokin 28B geninde hangi polimorfizm olduguna bakmaksizin bu genden
hasta ve kontrol gruplarmda IL28B gen ekspresyonu diizeyleri agisindan T test ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda ortalamalar acisindan anlamli fark tespit

edilmedi.
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Tablo 13. Hasta ve kontrol gruplarmm IL28B gen ekspresyonu diizeyleri agisindan
karsilastirilmasi (T-test).

Grup N Ortalama Std. sapma Std. Hata ort.
Hasta 95 2,6823 8,39663 ,86148
Kontrol 22 1,8150 3,02216 ,64433

3.2. Kontrol Grubu

3.2.1. Kontrol Grubunda rs12979860 Gen Bélgesi Polimorfizmine Gore

Gen Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Kontrol grubunda 1rs12979860 gen bdlgesinde C/C, C/T yada T/T
genotiplerine gore IL28B gen ekspresyon diizeylerinin nasil etkilendigine
bakildiginda bu ii¢ grubun ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktu
(p=0.350).

Tablo 14. Kontrol Grubunda rs12979860 Gen Bolgesi Polimorfizmine Gore
Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastiriimas: (One Way ANOVA).

rs12979860 N Ort. deger Std. sapma p
IL28B CiC 9 0,73 1,25
ekspresyon CIT 7 3,54 3,50 0,350
TIT 1 ,00
Total 17 3,25

Ayn1 gen bolgesinin CC genotipine sahiplerin ile CT+TT sahip olanlarin
ekspresyon diizeyi ortalamasi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik
yoktu (p=0.138).

Tablo 15. Kontrol Grubunda 1s12979860 Gen Bolgesi CC ile CT+TT
Polimorfizmine Gore Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmast  (One Way
ANOVA).

N Ort. Std. sapma p
cC 9 ,7300 1,25930
CT+TT 8 3,1000 4,35573 0,138
Toplam 17 1,8453 3,25272
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3.2.2. Kontrol Grubunda rs12980275 Gen Bélgesi Polimorfizmine Gore

Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Kontrol grubunda rs12980275 gen bolgesinde A/A, G/A, G/G genotiplerine
gore IL28B gen ekspresyon diizeylerinin nasil etkilendigine bakildiginda bu {i¢
grubun ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktu (P=0,315)

Tablo 16. Kontrol Grup’unda rs12980275 Gen Bdlgesi Polimorfizmine Gore

Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmas: (one-way Anova testi).

rs12980275 N Ort. Deger Std. sapma P degeri
A/A 1 ,00
G/A 7 1,39 3,12 0,315
IL28B ekspresyon
G/G 12 1,99 3,08
Total 20 1,68 2,97

Ayn1 gen bolgesinin AA genotipine sahiplerin ile AG ve GG sahip olanlarin
ekspresyon diizeyi ortalamasi karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik
yoktu (p=0.865)

Tablo 17. Kontrol Grup’unda rs12980275 Gen Bolgesi AA ile AG+GG
Polimorfizmine Gore Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmas: (one-way Anova
testi).

N Ort. Std. sapma p
AA 1 ,0000
AG+GG 19 1,7705 3,03019 0,865
Toplam 20 1,68 2,97582

3.3. Hasta Grubu

3.3.1.  rs12980275 ile rs12979860°nin  genotiplerinin  Ki-kare

karsilastirmasi

Her iki polimorfizm bolgeside tespit edilen hastalarin sayist 79 kisi,
bunlardan her iki gende homozigot olan, heterozigot olan, homozigot mutant olanlar
X2 testi ile karsilastirildr ve iki mutasyon arasinda anlamli bir iliski tespit edildi

(p=0,001).
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Tablo 18. rs12980275 - rs12979860 gen bolgelerinin polimorfizmlerinin iliskisi (X?
testi).

rs12979860
cic CIT TIT Toplam 0
AJA 41 4 2 47
rs12980275 GIA 0 31 0 31
GIG 1 0 0 1 <0001
Toplam 42 35 2 79

3.3.2. rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi
3.3.2.1. rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi

Cinsiyet ile Rs12979860 gen bdlgesi C/C, C/T, T/T genotipleri a¢isindan Ki-
kare testi ile karsilastirildiginda iki grup arasinda bu gen bolgesi polimorfizmleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,295).

Tablo 19. rs12979860 gen bdlgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi (X testi).

Rs12979860 C/iC CIT TIT Toplam P
Erkek 22 24 4 50
44% 48% 8% 100%
Kadin 23 12 1 46
63,9% 33,3% 2,8% %100 0,295
Toplam 45 36 5 96

3.3.2.2. rs12979860 gen bolgesi polimorfizminin HBsAg diizeyleri ile
iliskisi

Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) ortalama diizeyleri ile Rs12979860 gen
bolgesi C/C, C/T, T/T genotipleri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (p=0.664).
Tablo 20. rs12979860 gen bdlgesi polimorfizmi ile hepatit B hastalarinda HBsAg

diizeyleri ortalamalar iligkisi (oneway Anova test).

N HBsAG p
C/C 45 3166 mg/dl
CIT 36 2887 mg/dI
TIT 5 2883 mg/dl 0,664
Total 86 3033 mg/dl
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3.3.2.3. rs12979860 gen bolgesi polimorfizminin kronik hepatit B

hastalarinda hepatosteatoz yiizdeleri ile karsilastiriimasi

Hastalara tan1 kondugu andaki yapilan karaciger biopsilerindeki hepatosteatoz
oranlar1 yaglanma <%5 ise hafif, %5-30 arasinda ise orta, >%30 ise siddetli
yaglanma olarak kabul edildi. Rs12979860 gen bdlgesi polimorfizmi ile iliskisi olup
olmadigma bakildi.Rs12979860 gen bdlgesi C/C, C/T, T/T genotipleri ile
hepatosteatozu olanlar karsilastirildi. Ki-kare testi ile gruplar arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunamad: (p=0,615).

Tablo 21. rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi ile kronik hepatit B hastalarinda
hepatosteatoz yiizdeleri iliskisi (X? testi).

Yag Yiizdesi
<%5 <%5-30 >%30 Toplam
rs12979860 c/C 33 %76 10 %24 0 %0 43
CIT 26 w72 9 %25 1 %3 36
T/T 4 %100 O %0 0 4
Toplam 63 19 1 83 0,615

3.3.2.4.rs12979860 gen bolgesi polimorfizminin HBeAg ile iliskisi

Hepatit B zarf antijeni (HBeAg) ile rs12979860 gen bélgesi C/C, C/T, T/T
genotipleri arasinda Ki-kare testi ile gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p=0,701).
Tablo 22. rs12979860gen bolgesi polimorfizmi ile hepatit B hastalarinda HBeAg
iligkisi (X? testi).

Cc/C CcIT T/IT Toplam p
] 36 26 4 66
Negatif
%54 %39 %7 %100
HBeAg
9 10 1 20
Pozitif 0.701
%45 %50 %5 %100
Toplam 45 36 5 86

3.3.2.5. rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi ile karaciger sirozu iliskisi

Hasta grubunda toplam 12 kisi siroz hastasiydi. Bunlardan 7 tanesi
rs12979860 gen bolgesi C/C, 3 kiside C/T, 2 kiside T/T olarak tespit edildi. Gruplar
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Ki-kare testi ile karsilastirildiginda, aralarinda istatiksel olarak anlamli farklilik

yoktu (p=0,145).

Tablo 23. rs12979860 gen bolgesi polimorfizminin karaciger sirozu ile
karsilastirilmasi (X7 testi).

kc.s
Toplam
Yok Var p
rs12979860 C/C 38 %85 7 %15 45
CIT 33 %92 3 %8 36 0,145
T/T 3 %60 2 %40 5
Total 74 12 86

3.3.2.6. rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi ile kronik hepatit B tanisi
ilk kondugundaki HBV DNA diizeyleri iliskisi

Hepatit B virtisi DNA diizeyleri agisindan hastalar 3 gruba ayrildi,
rs12979860 gen bolgesi C/C, C/T, T/T genotipleri icin sirast ile <10* kopya/ml
olanlar. 10*-10" kopya/ml arasi olanlar ve >10" kopya/ml olanlar karsilastirildi. Bu
gen bolgesi polimorfizmi hasta ilk tan1 aldigi andaki HBV DNA diizeyi ile iliskili
bulunmad: (p=0,891).

Tablo 24. rs12979860 gen bolgesi polimorfizminin hastanin ilk tani aldigi andaki
HBV DNA diizeyi ile karsilastirilmast (X? testi).

HBYV DNA baslangi¢
<10* 10* - 10" aras1 >10’ Toplam
rs12979860 CiC 6 %13 22 %48 17 %37 45
CIT 6 %17 17 %48 12 %35 35
TIT 1 %20 2 %40 2 %40 5
Toplam 13 41 31 85

3.3.2.7. rs12979860 gen bolgesi polimorfizminin IFN tedavisine cevapla
iliskisi

Bir yillik IFN tedavisiyle negatiflesenler, 1 yildan daha fazla IFN tedavisiyle
negatiflesen, IFN tedavisine cevapsiz olan hastalarin rs12979860 gen bolgesi C/C,

C/T, T/T agisindan yapilan karsilagtirmada X-kare) gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p=0,913).
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Tablo 25. rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi ile hepatit B hastalarmm IFN
cevabinn iliskisi (X? testi).

IFN
Bir yildan uzun
Bir yil almms siire almg p
negatiflesmis  negatiflesmis Cevapsiz Toplam
rs12979860 C/C 2 %15 1 %7,5 10 %775 13
cT 1 %11 1 %11 7 %78
TT 1 %33 1 %33 1 %33 3 0,913
Toplam 5 3 18 25

3.3.3.rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi
3.3.3.1. rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi

Cinsiyet ile rs12980275 gen bolgesi A/A, G/A, G/Ggenotipleri agisindan. Ki-
kare testi ile karsilastirildiginda gruplar arasinda bu gen bdlgesi polimorfizmleri

acisindan istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,295).

Tablo 26. rs12980275 gen bdlgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi (X testi).

rs12980275 AIA G/IA G/IG Toplam p
Erkek 26 21 1 48
54,2% 43,8% 2,1% 100%
Kadin 25 11 0 36 0,295
70% 30% 0%
Toplam 51 32 1 84

3.3.3.2. rs12980275 gen bdolgesi polimorfizminin HBsAg diizeyleri ile
iliskisi
Hepatit B yiizey antijeni ortalamalariyla rs12980275 gen bolgesi A/A, G/A,

G/Ggenotipleri agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak

anlamli bir fark yoktur (p=0,909).

Tablo 27. rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi ile hepatit B hastalarimda HBsAg
diizeyleri ortalamalart iliskisi (One-Way ANOVA test).

N HBSAG p
A/A 51 2917 mg/dl
G/IA 32 2863 mg/dI
GIG 1 3491 mg/dl 0,909
Toplam 84 2903 mg/dl
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3.3.3.3. rs12980275 gen bolgesi polimorfizminin kronik hepatit B

hastalarinda hepatosteatoz yiizdeleri ile karsilastiriimasi

Hastalara tam1 kondugu andaki yapilan karaciger biopsisilerindeki
hepatosteatoz oranlar1 yaglanma <%?5 ise hafif, %5-30 arasinda ise orta, >%30 ise
siddetli yaglanma olarak kabul edildi. Hepatosteatozun rs12980275 gen bolgesi
polimorfizmi ile iligkisi olup olmadigna bakildi.Rs12980275 gen bolgesi A/A, G/A,
G/G genotipleri ile hepatosteatozu olanlar karsilastirildi. Ki-kare testi ile gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0,763).

Tablo 28. rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi ile kronik hepatit B hastalarinda
hepatosteatoz yiizdeleri iliskisi (X? testi).

Yag yiizdesi
<9%5 <9%5-30 >9630 Toplam
rs12980275 A/A 37 %77 11 %33 0 48
GIA 24 %75 7 %21 1 %4 32 0,763
G/G 1 0 0 1
Toplam 62 18 1 81

3.3.3.4. rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi ile karaciger sirozu iliskisi

Hasta grubunda toplam 12 kisi siroz hastasiydi, bunlardan 7 tanesi
rs12980275 gen bolgesi A/A, 4 kiside G/A, 1 kiside G/G ¢ikt1, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p=0.915).

Tablo 29. rs12980275 gen bolgesi polimorfizminin karaciger sirozu ile
karsilastiriimast (X testi).

kc.s p
Yok Var Toplam
rs12980275 AIA 44 7 51
GIA 28 4 32 0,915
G/G 1 1 2
Toplam 73 12 85

3.3.3.5. rs12980275 gen bdlgesi polimorfizmi ile kronik hepatit B tanisi
ilk kondugundaki HBV

3.3.3.5.1. DNA diizeyleri iliskisi
Hepatit B virlis DNA diizeyleri agisindan hastalar 3 gruba ayrildi, rs12980275
gen bolgesi A/A, G/A, G/Ggenotipleri igin siras1 ile <10* kopya/ml olanlar. 10* - 10
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kopya/ml arasi olanlar ve >10" kopya/ml olanlar karsilastirild. Bu gen bolgesi
polimorfizmi hasta ilk tani aldig1 andaki HBV DNA diizeyi ile iliskili bulunmadi
(p=0.147).

Tablo 30. rs12980275 gen bolgesi polimorfizminin hasta ilk tani aldigi1 andaki HBV
DNA diizeyi ile karsilastiriimas: (X? testi).

HBYV DNA baslangi¢
<10* 10*- 10" arast >107  Total
rs12980275 AlA 6 %l1 23 %45 22 %44 51
G/IA 6 %19 15 %48 10 %33 31
G/G 1 %33 1 %33 1 %33 3
Total 13 39 33 85
3.3.3.5.2. rs12980275 gen bolgesi polimorfizminin IFN tedavisine cevapla

iliskisi
Srrasi ile bir y1l IFN tedavisi ile negatiflesenler, bir yildan daha uzun siire IFN
tedavisi ile negatiflesenler, IFN’a cevapsizlar seklinde 3 grup hasta Rs12980275 gen

bolgesi A/A, G/A, G/G i¢in Ki-kare testi ile karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (p=0,693).

Tablo 31. rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi ile hepatit B hastalarmmin IFN

cevabimumn iligkisi (X° testi).

IFN
Bir yildan uzun
Bir yil almus siire alms

negatiflesmis negatiflesmis Negatiflesmemis Toplam P
rs12980275 A/A 1 %7 1 %7 12 %86 14
GA 1 w11 1 %11l 7 %78 9

0,693
GG 1 w3 1 w33 1 %
Toplam 3 3 20 25
3.3.3.5.3. rs12980275 gen bolgesi polimorfizminin HBeAg ile iliskisi

Hepatit B zarf antijeni ile rs12980275 gen bolgesi A/A, G/A, G/G genotipleri
agisindan. Ki-kare testi ile karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p=0,807).
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Tablo 32. rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi ile hepatit B hastalarinda HBeAg
iliskisi (X3-kare testi).

HBeAg p
Negatif Pozitif Toplam
rs12980275 A/A 38 %74 13 %26 51
G/IA 23 %71 9 %29 32
GIG 1 %50 1 %50 2 0,807
Toplam 62 23 85
3.3.3.6. 1L28B ekspresyonu
3.3.3.6.1. IL28B ekspresyon diizeyi-Cinsiyet iliskisi

Calismaya hasta grubunda 70 erkek 43 kadin alindi, erkeklerin yas ortalamasi
42.6+18.4 kadmlarin ortalamasi 41.1£19,6) olarak tespit edildi. IL28B ekspresyon
diizeyleri acisindan dagilim araligi erkek ve kadinlarda benzerdi ve ortalamalari

acisindan yapilan T test ile iki grup arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0,915)

Tablo 33. Cinsiyet - IL28B ekspresyon diizeyi iliskisi (T-test).

Cinsiyet N Ortalama p
IL28B ekspresyon Erkek 53 2 6826 p=0,915
Kadin 39 2,8768
3.3.3.6.2. IL28B ekspresyon diizeyi-HBeAg iliskisi

Hasta grubundan HBeAg negatif olanlarin sayis1 69, pozitif olanlarin sayisi
23 idi. Bunlarm IL28B ekspresyon diizeyleri agisindan dagilimlar: esitti (p=0.23).
HBeAg negatif ve pozitif olanlarin IL28B ekspresyon diizeyleri ortalamalar1 T-test
ile karsilastirildiginda anlamli fark olmadigi goriildii (p=0,212).
Tablo 34. HBeAg - 1L28B ekspresyon diizeyi iliskisi (T-test)

HBeAg N ortalama p
IL28B ekspresyon Negatif 69 3,4071 0,212
Pozitif 23 0,8385
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3.3.3.6.3. IL28B ekspresyon diizeyleri ortalamalan ile rs12979860 gen

bolgesi polimorfizminin karsilastirilmasi

Interlokin 28B ekspresyon diizeyi ortalamalar1 ile rs12979860 gen bdlgesi
polimorfizmi C/C, C/T, T/T genotipleri acisindan One-Way ANOVA testi ile {i¢ grup
seklinde ve T- test ile CC ile CT+TT ikili grup halinde karsilastirildiginda gruplar
arasinda ortalamalar asisindan anlamli bir fark yoktu (p=0,377).

Tablo 35. rs12979860 gen bolgesi polimorfizminin IL28B ekspresyon diizeyleri
ortalamalari ile karsilastiriimas: (One-Way ANOVA testi)

N Ortalama Std. Sapma  p
IL28B ekspresyon  C/C 42 3,4276 8,40989
CIT 33 1,5464 4,90946
TIT 5 0,1220 06301 0,377
80 2,4450 6,90374

Total

Tablo 36. CC genotipi ile CT+TT genotipinin IL28B ekspresyon diizeyi
karsilastirmas1 (T-test).

rs12979860 N Ort. Std. sapma P
IL28B ekspresyon CcC 42 3,4276 8,409 0,182
CT+TT 38 1,3589 4,591

Tablo 37. CC genotipi ile TT genotipinin IL28B ekspresyon diizeyi karsilastirmasi
(T-test).

N Ort. Std. sapma p
CcC 42 3,4276 8,40989
TT 5 ,1220 ,06301 0,389
Toplam 47 3,0760 8,00627

3.3.3.6.4. IL28B ekspresyon diizeyleri ortalamalan ile rs12980275 gen

bolgesi polimorfizminin karsilastirilmasi

Interlokin 28B ekspresyon diizeyleri ortalamalar1 ile rs12980275 gen bolgesi
polimorfizmi A/A, G/A, G/G genotipleri One-Way ANOVA testi ile ii¢ grup
seklinde ve T- test ile AA ile AG+GG ikili grup karsilastirildiginda ortalamalar
arasinda anlamli bir fark yoktu (p=0,199).
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Tablo 38. rs12980275 gen bolgesi polimorfizminin IL28B ekspresyon diizeyleri
ortalamalari ile karsilastiriimas: (One-Way ANOVA testi).

N Ortalama Std sapma P
A/A 48 3,5814 8,64652
G/A 31 0,7723 1,78677
IL28B.expresyon G/G 1 0,02 - 0,199
Toplam 80 2,4483 6,90277

Tablo 39. AA genotipi ile GA+GG genotipinin IL28B ekspresyon diizeyi
karsilastirmasi (T-test).

rs12980275 N ort Std. sapma p
AA 48 3,5814 8,64652 0,072
IL28B ekspresyon
GA + GG 32 0,7488 1,76274
Toplam 80 6,90277

Tablo 40. AA genotipi ile GA+GG genotipinin IL28B ekspresyon diizeyi
karsilastirmas1 (T-test).

N Ort. Std. sapma p
AA 48 3,5814 8,64652
GG 1 ,0200
0,685
Toplam 49 3,5087 8,57110
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4. TARTISMA

Kronik hepatit C’de viriisiin genotipi, HCV-RNA diizeyi, fibrozis evresi,
alkol ve etnisite gibi faktorler hastaligin spontan klerensi ve tedaviye alinacak
cevabin tahmininde giiclii prediktor faktorler olarak kabul edilmektedir (168, 170).
Bu faktorlerden baska son zamanlarda hepatit C’li hastalarda yapilan ¢alismalarda
IL28B geni polimorfizmi hepatit C’nin klirensinde ve tedaviye cevabmin tahmininde
halihazirda kullanilan faktorlerden ¢ok daha {istiin olarak gosterilmistir. Hepatit C
enfeksiyonunda rs12979860 polimorfizminin C/C genotipinin diger genotiplere gore
cok daha olumlu yanit alinmasiyla iligkili oldugu kabul edilmektedir (168). Bu
verilerin bir¢ok farkli etnik gruplar ve popiilasyonlar i¢in de gegerli oldugu teyit
edilmistir (170, 182, 183).

Kronik hepatit B enfeksiyonunun remisyonuna HBsAg klirensi isaret eder.
HBsAg seroklirensi diisiik bazal HBV DNA diizeyi, yiiksek bazal ALT seviyesi,
bayan cinsiyet, 40 yasindan geng olmak ve IFN tedavisi almak HBsAg klirensinde
pozitif prediktif degere sahiptir. HBsAg klirens sansin1 maksimize etmede tedavi ile
HBV DNA negatifligi saglanmasinin ¢ok 6nemli oldugu vurgulanmustir (7, 8).
Ayrica IFN, TNF, D vitamini reseptorii, dstrojen reseptorii alfa ve bircok HLA
lokusundaki genetik variasyonlar KHB enfeksiyonu ile iligkilidir  (12-16). KHB
tedavisinde de IFN tedavisinin KHC’de oldugu gibi énemli etkinlige sahiptir. Bu da
IL-28B gen polimorfisminin KHB’nin tedavisinde de onemli bir prediktor faktor
olabilecegini telkin etmektedir. Son zamanlarda HB enfeksiyonunda da KHC’de
oldugu gibi hastalik progresyonunun, kronisite endeksinin, antiviral tedaviye cevabin
hastanin genetik yapisi tarafindan 6nemli derecede etkilendigi bildirilmektedir (9-
11).

Caligmamizda KHB  (n=117) ve GHB (n=29) gruplar1 IL28B geni
rs12979860 ve rs12980275 gen bdolgesi polimorfizmleri acisindan karsilastirildi.
Rs12979860 gen bdlgesi polimorfizimi oranlar1 agisindan bu iki grup arasinda
anlamli bir fark bulunamadi (p=0.835). Buna gore rs12979860 gen bdlgesi
polimorfizmi HB enfeksiyonunun spontan klirensinde etkili degildi. Fakat
rs12980275 gen bolgesi polimorfizmi oranlar1 agisindan gruplar arasinda anlaml
farkliik  vardi. Hastanin rs12980275 gen bolgesi A/A  olmasmmin HBV

enfeksiyonunun kroniklesmesinde 6nemli bir risk faktorii (p<0.001) iken G/A ve
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G/G olmasinin HB’nin kroniklesmesine karsi 6nemli koruyucu bir faktor olarak rol
oynadig1 tespit edildi. Bir baska deyisle G alleli spontan klirensde pozitif prediktif
degere sahiptir. Bunun mekanizmasi bilinmemektedir yani G alleli HB
enfeksiyonunun kroniklesmesinden koruyucudur fakat bunun nasil oldugu heniiz
tespit edilmemistir. Bizim sonuglarimizin aksine Wanyu ve ark. (23) saglikli, KHB
ve GHB hasta gruplarin1 kapsayan ¢alismalarinda rs12980275 gen polimorfizmi
oranlar1 agisindan gruplar arasinda farklilik olmadigmi bildirdiler. Calismamiz ile
Wanyu ve arkadaglarinin sonuglarinin farkli olmast virusun genotipinin veya
hastalarin etnik kokeninin farkli olmasina baglanabilir. Ciinkii yukarda bahsedilen
calismanin hasta popiilasyonu Asyalilardan olugmaktadir. Asya kokenli hastalarda
HB enfeksiyonu ¢ogunlukla genotip D disindaki (Genotip A, B, C) genotipleriyle
olusurken bizim ¢aligmamiza katilan popiilasyonun %90 civarinda genotip D ile
enfekte oldugu bilinmektedir (50). Ayrica bu Asya popiilasyonu ile yapilan
calismada IL28B gen ekspresyonu serum diizeyleriyle viral yiik arasinda ters
korelasyon oldugu bildirilmistir. Fakat ¢alismamizda IL28B ekspresyonu ile viral
yiik arasinda iliski tespit edilmedi.

Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada HBeAg (+) KHB hastalarinda peg-1FN
tedavisi sonras1 HBeAg serokon versiyonu ile 1L28B polimorfizmleri (rs12980275
ve 1s12979860) arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur. Calismada
CC alleli %77, CT alleli %19 ve TT alleli %4 siklikta bulunmustur. S6z konusu bu
Asya popiilasyonu hastalar1 i¢eren ¢alismada HBeAg serokon versiyonu CC alleli
bulunan grupta CT/TT grubuna goére 3 kat daha fazla bulunmustur (2.89, %95 ClI,
1.15-7.8, p=0.024). Bu ¢alismada dikkati ¢eken bir diger bulgu genotip A, B ve C ‘de
A’dan C ‘ye dogru gidildik¢e tedavi cevabinin azalmakta oldugu tespit edilmistir.
Ancak genotip D’de IL28B rs12979860 ve rs12980275 polimorfizmleri ile HBeAg
serokon versiyonu arasinda anlamli iliski bulunamamistir (p>0.05) (179). Bu
bulgular farkli popiilasyonlar ve cografik bolgeler acisindan interferon tedavisine ¢cok
degisen oranda cevap alimmasinda etnik olarak CC allel sikliginin ve enfekte olunan
virusun genotipinin farkli olmasmnin énemli rol oynadig: goriisiinii desteklemektedir
(184).

Asyalilarda C/C allel goriilme siklig1 %95, Avrupalilarda %75, Afrikalilarda

%42 bulunmustur  (185). Caligmamiz Tirkiye’nin Dogusunda bulunan Elazig ili
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cevresi hasta popiilasyonunu igermektedir. Calismamizda IL28B rs12979860 gen
bolgesi CC allel siklig1 %56 bulundu.

Li ve ark. (23)’'nin yaptigi caligmada IL28B’nin serum diizeyleri KHB
grubunda GHB grubuna goére daha diisiik bulunmus. Zoe ve ark. (186) saglikli
popiilasyonda CC genotipi ile CT ve TT genotipinden daha fazla IL28B gen
ekspresyonu olurken HCV ile enfekte bireylerde bunun tam tersine CC genotipi daha
az eksprese oldugunu gostermisler. Bizim g¢alismamizda IL28B gen ekspresyon
diizeyleri acisindan KHB ve GHB gruplar1 arasinda anlaml farklilik yoktu. Ayrica
hem KHB hem GHB grubu kendi i¢lerinde IL28B gen ekspresyon diizeyleri
rs12979860 i¢in CC, CT, TT veya rs12980275 icin AA, GA, GG genotiplerine gore
karsilastirildi anlaml farklilik bulunamadi. Yani IL28B ekspresyon diizeyi ile IL28B
gen polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki tespit edilmedi. IL28B geni ekspresyon
diizeyi cinsiyetle ve viriisiin HBeAg durumu ile de iliskili bulunmadi.

Calismamizda hasta grubunda her iki SNP’sine de bakilan 79 hastanin 41°1
aynt zamanda CC ve AA, 31’1 ayn1 zamanda CT ve GA tespit edilirken, ayni
zamanda TT ve GG olan hasta ise yoktu. Yani rs12980275 ve rs12979860 gen
bolgelerinde ayni1 anda mutasyon olma ihtimali ¢ok yiiksek bulundu (p=0.001).
Fakat bunun Klinik bir yansimasi ise goriilemedi.

Hepatit C de rs12979860 CC genotipinin IFN’a daha iyi cevap verdigi ve
KVY’1in daha yiiksek oldugu konusunda fikir birligi vardir. Fakat bu konuda KHB
icin yapilan son calismalarda celigskiler mevcuttur. Yakin zamanda literatiirde KHB
hastalarinda IL28B polimorfizmi ile IFN tedavisine yanit ve viral klirens konusu
izerine bir¢ok ¢alisma yayimnlandi. Lampertico ve ark. (187) 101 HBeAg negatif
(biitiin hastalar HBV genotip D) KHB hastasinda IL28B rs12979860 CC genotipinin
IFN tedavisine yanitta, KVY ve HBsAg klirensinde CT + TT genotipine gore
anlamli derecede olumlu etki yaptigmi gostermisler. Sonneveld ve ark. (179) 203
HBeAg pozitif (HBV genotipi belirtilmemis) KHB hastasinda CC genotipinin IFN
tedavisine cevapta pozitif prediktor olarak gostermislerdir. Aksine Cinde 512 KHB
(HBV genotip B ve C) hastas1 (188), Tayvanda 115 HBeAg pozitif (HBV genotip B
ve C) hasta (189) ve Almanyada 95 HBeAg pozitif ve negatif hasta ile yapilan ii¢
ayr1 caliymada PeglFN tedavisine yanit ile IL28B polimorfizmi arasinda anlamli

iliski bulunmamustir (190). Bu ¢eliskilerin sebebi ¢alisma yapilan hasta
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popiilasyonunun homojen olmamasi, konagin baska genetik faktorlerinin KHB
seyrini etkilemesi, HBV’nun c¢aligmalardaki genotip farkliligi ve bazi caligsmalar
HBeAg pozitif hastalar ile bazilart HBeAg negatiflerle bazisi ise HBeAg goz oniinde
bulundurmadan yapilmis olmasi sonucu olmus olabilir. ileride yapilacak
calismalarda homojen hasta grubu ele alinarak yapilirsa bu konuda daha net bilgi
sahibi olabiliriz. Bizim yaptigimiz ¢aligmada IFN tedavisi alan 25 KHB hastasinda
rs12979860 SNP’sinde CC genotipi olmak ya da rs12980275 SNP’sinde AA genotipi
olmak tedaviye cevap bakimindan pozitif prediktor deger olarak bulunmadi.

Calismamiz bdlgemizde bu konuda yapilan ilk calisma olmasi agisindan
onemlidir. IL28B geni polimorfizmi genotip oranlarini ortaya koymasi bakimindan
ilerde yapilacak ¢aligmalara faydali olacaktir. Ayrica ¢aligmamizda rs12979860 ve
rs12980275 SNP’lerinin ayn1 zamanda mutasyona ugrama oranlarmimn yiiksek olmasi
bizim su an bilmedigimiz 6neme sahip olabilir. Litaretiirdeki HB iliskili ¢aligmalarda
yalniz rs12979860 SNP polimorfizmine bakilmis fakat calisjmamizda buna ilave
olarak rs12980275 SNP polimorfizmi de ¢alisildi. Rs12980275 SNP’de AA veya GA
genotipine sahip bireyler HBV ile enfekte olduktan sonra anlamli derecede daha
fazla kroniklestigi tespit edildi. Bu polimorfizmin spontan klirenste 6nemli oldugu
bulundu. Bu c¢alismada KHB hastalarinda cinsiyetin, HBsAg diizeyinin,
hepatosteatoz yiizdelerinin, HBeAg, KC sirozu oranlarinin, tan1 anindaki HBV DNA
diizeylerinin her iki SNP ile de iligkisi bulunamadi.

Sonug olarak KHC’nin aksine KHB’de IL28B gen polimorfizmi agisindan
sadece rs12980275 SNP’leri agisindan anlamli fark tespit edildi. KHC’de oldugu gibi
KHB enfeksiyonunda enfeksiyonun akibetinin saptanmasinda tedaviye cevabin
belirlenmesinde farkli gen poliforfizimleri iizerinde yapilacak calismalar prediktor

faktorler olarak klinik uygulamaya girebilir.
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