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OZET

Interferonlar antiviral, imminomodilatér ve anti-timoral etkili gicld
sitokinlerdir. Son yillarda sitokinlerin biyolojisindeki gelismeler ve tedavideki olumlu
etkileri gozonine alndifinda immiinomodilatér etkilerinin de degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu amagla caligmamizda; Interferon alfs - 2a (IFNa-2a) tedavisi
uygulanmayan ve yag ortalamas: 35 olan Kronik Hepatit B (KHB)’li 9 hastada, IFNe-
2a tedavisi-uygulanan ve yag ortalamast 35 olan KHB'Li 10 hastada ve yas ortalamas1 22
olan 15 saglikhda, 9-10 MUY/ haftada 3 kez intravenéz uygulanan IFNa-2a'nmn serumda
erigilen dozunun (10 TU/ml) polimorf niiveli 16kosit (PNL) fonksiyonlant (fagositik ve

hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesi) lizerine etkisi in vitro ve ex vivo kosullarda aragtinlmgtir.

PNL'er (1x107 hiicre/ml) saglikli ve KHB'li hastalardan Etilen Diamin Tetra
Asetik Asit (EDTA) i¢ine alinan ventz kandan Ficoll-hypaque gradient santrifiij yontemi
ile ayridmig, canhhk %98 olarak tespit edilmigtir. IFNa-2a'nin, PNL'lerin fagositik
aktivitesi tizerine etkisi; 100 PNL icinde, canh ve olii Candida albicans hicrelerini
fagosite eden PNL'ler sayilarak; hiicre i¢i oldiirme aktivitesi iizerine etkisi ise 100 PNL
i¢inde, PNL tarafindan 6ldiiriilen C. albicans hiicreleri (mavi boyanmig) bulunan PNL’ler
sayllarak % cinsinden ifade edilmigtir.

In vitro kosullarda IFNa-2a (10 TU/ml), saglikh insan PNL'lerinin fagositik ve

hiicre i¢1 6ldiirme aktivitesini etkilememigtir (p>0.05).

In vitro kogullarda IFNo-2a (10 IU/ml), KHB'li hasta PNL'lerinin fagositik
aktivitesini anlamh olarak artirmmg (p<0.001), hiicre i¢i Oldiirme aktivitesini ise
etkilememistir (p>0.05).

In vitro kogullarda IFNa-2a (10 IU/ml) KHB'li hasta PNL'lerinin fagositik

aktivitesini saghkh kontrol PNL'lerine gore anlamh olarak artirmasina (p<0.0005) kargin

hiicre i¢i Oldiirme aktivitesini etkilememigtir (p>0.05).
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IFNe-2a (9-10 MU/haftada 3 kez) tedavisi uygulanan KHB'li hastalarin
tedavilerinin 3. aymnda, ex vivo kosullarda IFNa-2a, hasta PNL'lerinin fagositik
aktivitesini saghkli kontrol PNL'lerine gore anlamli olarak artirmis (p<0.005), hiicre igi
oldiirme aktivitesini ise etkilememigtir (p>0.05).

Calismamizda; Faz I déneminde bulunan KHB’li hastalann tedavisinde kullanlan
IFNa-2a 'mn in vitro kosullarda, serumda erisilen dozu olan 10 TU/ml konsantrasyonu ve
9-10 MU haftada 3 kez uygulanan tedavi dozu ex vivo kosullarda KHB'li hasta
PNLlerinin hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesini etkilememistir (p>0.05). Buna karsin IFN, her
iki deney kosulunda hasta PNL'lerinin fagositik aktivitesini anlamli olarak (p<0.0005,
p<0.005) artirmmgtir.



SUMMARY

IN VITRO AND EX VIVO INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF IFNa-2a
ON PMN FUNCTIONS OF PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS B.

Interferons are strong cytokines which have antiviral, immunumodulator and
antitumoral effects. In recent years, when the biological growths and positive effects on
treatment of cytokines were considered, their immunomodulator effects had to be
evaluated . Therefore in our study, in vitro and ex vivo effects of IFNa-2a in serum
achieved 10 IU/ml concentration, 9-10 MU/thrice weekly/intravenous on PMN functions
were investigated in 9 patients with chronic hepatitis B (CHB) who were not treated
with IFNa-2a in 10 patients with CHB who were treated with IFNo-2a and in 15
healthy volunters.

PMNs (1x10” cells/ml) were isolated by Ficoll-hypaque gradient cenrifuge
method from venous blood with EDTA of patients with CHB and healty volunters.
Viability of PMNs was determined as 98 %. The effects of IFNo-2a on phagocytosis
and intracellular killing activity of PMNs were determined as the percentage of viable
and dead C.albicans ingested per 100 PMNSs.

IFNa-2a (10 IU/ml) did not affect phagocytic and intracellular killing activity of
healthy volunteers’ PMN in vitro (p>0.05).

IFNa-2a (10 IU/ml) increased phagocytic activity of patients’ PMN in vitro
(p<0.001) but, did not affect intracellular killing activity (p>0.05).

IFNa-2a (10 IU/ml) increased phagocytic activity of patients’ PMN compared
with healthy volunteers” PMN (p<0.0005) in vitro, did not affect intracellular killing
activity (p>0.05).



At the 3th month of patients with CHB who were treated with IFNa-2a, IFNo-
2a increased significantly phagocytic activity of PMN of patients ex vivo compared with
healthy volunteers (p<0.005), did not affect intracellular killing activity (p>0.05).

In our study, therapeutic dose (10 IU/ml) and treatment dose (9-10 MUY/ thrice
weekly / intravenous) of IFNa-2a which is used for treatment of patients with CHB at
II. phase, did not affect intracellular killing activity of patients PMN ex vivo (p>0.05).
But it increased significantly phagocytic activity of patients’ PMN in both conditions
(p<0.0005, p<0.005).



GIRIS ve AMAC

Hepatit B Virisi (HBV) Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsinde
yer alan hepatotropik, zarfhi, kismen ¢ift sarmallt bir DNA virisiidiir. Insanda akut
hepatit, kronik hepatit, karaciger sirozu ve hepatoseliiller karsinom (HCC)'un en énembi
etkenidir (18,41).

HBV baglica parenteral (perkiitan), seksiiel, perinatal-vertikal ve horizontal
yollardan kana gegerek karacigere ulagir. Hepatositlerde ¢ogalarak, komsu hiicreleri
infekte eder. Bagigiklik sistemi, infekte hiicreleri 6ldiirerek HBV'yi viicuttan temizlemeye
calistr. HBV infekstyonu meydana geldiginde olgularin % 90 kadannda hi¢ belirti
vermez. Geri kalan % 10 olguda akut hepatit geligir. Erigkinin akut hepatit B olgularmin
yaklastk % 1l'inde fulminan hepatit ve yine pek azinda tastyicihk geligebilir. Kroniklesme
olasih yeni doganlarda % 95, erigkinlerde % 5 civanndadir. Kroniklegen olgularin
onemli bir boliimiinin siroza, siroz geligen olgularm bir boliminin de HCC'ye
donistagi bilinen bir gergektir (19,27,41).

Kronik hepatit, viriisin yeni hepatositleri infekte etme hzinmn, bagigikitk
sisteminin infekte hepatositleri Oldirme mzindan yiitksek olmasina bagh olarak
karacigerde meydana gelen, diisiik siddetli hiicre kaybt ve iltihap ile karakterize edilir.
Kronik olgularda viriis antijenleri karacigerden bagka periferik kan hiicrelerinden
monositler,, B ver T lenfositleri ve polimorf niiveli l6kositlerde (PNL) de
bulunabilmektedir (27,28,33).

Kronik Hepatit B (KHB) tedavisinde yegane timit 15181 olarak interferonlar (IFN)
tizerinde' durulmaktadir. IFN' ler organizmada viriisler, bakteriler, yabanect hiicreler,
yabanct makromolekiiller ve diger bilegsikler tarafindan uyarilan baz hiicrelerde yapilan ve
salgilanan proteinlerdir (19,40).

Organizmada koken aldiklan hiicrelere ve liretilmelerine neden olan uyancilara

gore alfa (o), beta (B) ve gama (y) olmak iizere ii¢ ayr1 IFN tiirii vardir. Alfa IFN” ler



(IFN a), ¢ogunlukla monositler ve transforme B lenfositleri tarafindan baz: antijenler ve
virislerin uyansi ile retilir. KHB infeksiyonlarimn tedavisinde asil amag¢ donigiimsiiz
karaciger hastaliklan (siroz ve HCC) gelismeden 6nce HBV'nin replikasyonunu
baskilamak ve HBV'yi tiimiiyle organizmadan temizlemektir (19,40).

IFN’ ler antiviral, immiinomodiilatér ve anti-tiimoral etkili giiglii sitokinlerdir.
Notrofiller (PNL), makrofajlar, dogal oldiiriicii hiicreler ve sitotoksik T lenfositlerinin
aktivitesini artirarak viriisle infekte olmusg hiicrelerin eliminasyonunu saglarlar. Bu amagla
kullamlan ajanlar arasinda IFNo., immiinoregiilator etkisi ve minimal toksisitesi nedeniyle
KHB infeksiyonlarinda etkinligi g6sterilmis tek ajandir. Su an klinik kullanim yaygin olan
IFNoa -2a genellikie iyi tolere edilir ve yan etkileri basit 6nlemlerle giderilebilir. KHB
infeksiyonunda klasik IFN tedavi semasi 4-6 ay siire ile 4,5-5 MU/gin veya 9-10 MU
olarak haftada 3 kez uygulanmaktadir (5, 19,42,43 ).

Son yillarda biyolojik yanit degistirici ajan olarak kabul edilen birgok antimikrobik
ilacin diginda, antimikrobik olmayan birgok ilacin insan immiin sistemini olumlu veya
olumsuz yonde etkiledigini gosteren deneysel ¢ahsmalar yapilmaktadir. Ayrica
sitokinlerin biyolojisindeki gelismeler ve tedavideki olumlu etkileri gézoniine alindiginda

immiinomodiilatér etkilerinin de degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bu amagla laboratuvarimizda yaptigimiz ¢ahgmalar ve literatiirlerin 15181 altinda
IFNo~2a' mn serumda erigilen dozunun KHB'i hasta PNL fonksiyonlan (fagositik
aktivite ve hiicre i¢i Oldirme aktivitesi) izerine etkisi in vitro ve ex vivo kosullarda
aragtinlmugtir.
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GENEL BIiLGILER

HEPATIT B VIRUST HAKKINDA GENEL BILGILER

HBYV; serum hepatiti olarak bilinen infeksiyon hastaligmin etkenidir (18, 33). ik
kez 1963 yiinda Blumberg ve arkadaglan tarafindan Avusturalya'lt bir hastamin kaninda
Hepatit B Virlis ylizey antijeni (HBsAg) tammlanmis ve bu antijene "Avusturalya
Antijeni" ad1 verilmigtir (33) .

HBV, Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsinde yer alan
hepatotropik, zarfli, kismen ¢ift sarmalh bir DNA viriisiidiir. Sadece 3200 niikleotidden
olusan genomik yapist nedeniyle bilinen tiim hayvan viriisleri iginde en kiigiik olamdir.
(18,41)

Tam bir HBV partikiiline “Dane partikiili™ ad1 verilir ve 42 nm ¢apinda olup
kiiresel goriinimdedir. Virisin en dig kisminda bagisiklamada 6nem tagtyan Hepatit B
yiizey antijeni (HBsAg) bulunur. HBsAg' nin alt kisminda Hepatit B kor antijeni
(HBcAg) yer-alir. En i¢ kisimda ise ¢ift iplikli DNA'dan olusan yuvarlak bir genom
bulunur. HBV" nin kor kisminda internal ve ortiilii bir antijen olarak Hepatit B ¢ Antijeni
(HBeAg) yer alir. HBeAg bulastinciligin ciddi bir gostergesidir. Niikleokapsid iginde
ayrica DNA'ya bagimh DNA polimeraz bulunur (21,33).

HBV" nin replikasyonu baslica karacigerde gergeklesir (43). Viriis hepatosite girip
kapsidinden aynldiktan sonra viriisin DNA polimerazz DNA' min kaylp pargasim
sentezler ve gekirdekte ¢ift iplikli kapah ¢ember geklinde bir DNA olusur. Bu DNA' nin
bir kism:t hepatosit DNA' st ile biitiinlegirken bir kismu da hiicre RNA polimerazi
tarafindan- mRNA sentezi i¢in bir kalip olarak kullamlir. mRNA sadece protein sentezinde
islev gormekle kalmaz, aym zamanda projeni DNA' siin negatif ipligi igin bir kahp
gorevi de yapar. Bu negatif iplik daha sonra genom DNA' sinin pozitif ipligi iin bir kalip
gorevi yiiklenir. Bu RNA' ya bagimli DNA sentezi sitoplazmada yeni derlenmis virion



ozu iginde gergeklesir. HBV projeni HBsAg igeren zarfiyla beraber hiicre zarnndan
tomurcuklanarak hiicreden salimr (21).

HBV' nin serum igerisinde 30-32°C’ de saklandifinda 6 ay siire ile ve -20°C’ de
donduruldugunda ise yillarca insanlar i¢in infekte edici 6zelligini korudugu gosterilmistir.
Albiimin igerisinde 60°C’ de 10 saat sonra infeksiy6zitesini kaybeder. Kuru sicak hava ile
160°C’ de 1 .saatte ve serum igerisinde 90° C* de 1-20 dak. i¢inde inaktive olur (43).

Tum diinyada yaygin olarak gorillen HBV' ye bagh akut hepatitin ortalama % 5'
inin kroniklestifi, ve bunlarin 6nemli bir boliimiiniin siroza doniistiigi, sirozlu olgularda
da HCC gelisme riskinin oldukga yiiksek oldugu bilinen bir gergektir (41).

HBV' nin 4 ana bulagma gekli vardir: Infekte kan ya da viicut salgilan ile
parenteral temas (perkiitan), cinsel temas, infekte anneden yeni dofana bulagma
(perinatal-vertikal), infekte kisilerle cinsellik igermeyen yakin temas (horizontal) (41).

HBYV hangi yolla viicuda girerse girsin viriis direkt olarak kan dolagimina karigip,
serum albiiminlerine baglanarak bir kompleks olugturur. Bu kompleks viriisii hedef organ
olan karacigere nakleder. Viriis karaciferde hepatositlerin viriise uygun algaglarina
baglanarak bu hiicreleri infekte eder. Viriisler hepatositler igerisinde hizla replike olmaya
baslarlar. Hepatositler igerisinde bir taraftan bol miktarda HBsAg' ler yapilirken, diger
taraftan niukleokapsid igeren tam viriis paftikﬁlleﬁ olusarak kana verilirler (33).

Viris ahmundan 3 giin sonra karacierde viral replikasyon baglayabilmektedir.
Bununla birlikte semptomlarin ortaya ¢ikmast 45 giin veya daha fazla siirede olmaktadir.
Semptomlarin ortaya ¢ikis siiresi kiginin direncine, infeksiyon yoluna, viriisiin dozuna
baglt olarak degisir (33).

Viriisiin 6zgiil serolojik tamsinda genel olarak HBV' nin 2 antijeni (HBsAg,
HBeAg) ve 3 antijenine karst geligmis antikorlar (Anti-HBs, Anti-HBc, Anti-HBe)
kullamhr. HBcAg ise viriyonu pargalayan ve HBsAg' yi uzaklagtiran 6zel teknikler



kullanilarak serumda gosterilebilirr Bununla beraber karacigerde o6zellikle kronik
infeksiyonlarda kolayca gosterilebilmektedir. Ote yandan serumda HBeAg varhd
genellikle karacigerdeki HBcAg varlig ile korelasyon halindedir (43).

HBsAg pozitifliinin 6 ay ve daha uzun bir siire dévam etmesi kroniklegsmenin
oldugunu gosterir. KHB tablosu belirgin klinik bulgular gostermez. Bu olgularda
yorgunluk ve karaciger enzimlerinde yiikkselme gozlenir. Zaman igerisinde siroz ve HCC
gelisimi g6zlenmektedir (33).

KHB tedavisinde su an klinik kullammm yaygin olan ve iyi tolere edilebilen tek
ajan IFN' lerdir (43). 6 aydan uzun siire Alaninamino Transferaz (ALT) diizeyleri
normalin iki katindan daha yiiksek seyreden ve serumda HBeAg veya HBV DNA pozitif
olan KHB'li ¢lgular IFN tedavisine alinabilir (4, 25).

IFN tedavisine yamtta 6nemli bir nokta HBV' nin karaciger diginda perifer kam
mononiklear hiicrelerinde de yerlegebildiidir. Bu nedenle tedaviden basanl bir yanmit
alinabilmesi viriisiin serum, karaciger ve dolasimdaki mononiiklear hiicrelerden tiimiiyle
temizlenmesi sonucunda gelisecektir (43).

INTERFERONLAR HAKKINDA GENEL BILGILER

IFN’ ler, genig bir biyolojik aktiviteye sahip dogal proteinlerdir (4). Ik kez 1957
yilinda Isaacs ve Lindenman, ultraviyole ile inaktive edilen /nfluenza viriisiiniin, civciv

korio-allantoik zannda IFN olugturdugunu gostermiglerdir (46).

IFN’ ler, basta viral infeksiyonlar olmak uzere, kimyasal IFN wuyancilan
(poliriboinisinik asid, fitohemaglitinin), Corynebacterium parvum, bakteri endotoksinleri
gibi baz1 etkenlere kargi hiicrenin yamti olarak sentezlenen, antiviral, antiinflamatuvar,
immiinomodulator ve antiproliferatif (antitiimér) etkili giigli sitokinlerdir (3, 4, 13, 33).



IFN olusumuna yol agan en iyi etken ¢ift zincirli RNA ( ds RNA )’ dir. IFN’ ler
tiire 6zgii (sadece olugtuklart canliya etkili) bir ¢ok etkisi olan sitokinlerdir (4).

IFN’ ler organizmada koken aldiklan hiicrelere ve iiretilmelerine neden olan
uyaricilara gore 3. ana tipe ayrilirlar (3, 4, 10).

1- IFN-alfa (IFN- a) : Cogunlukla monositler ve transforme B lenfositleri

tarafindan bazi antijenler ve viriislerin uyanstyla tiretilir.

2- IFN-beta (IFN-B) : \Virisler ve poliribonikleotidlerin uyans: ile
fibroblastlardan salgilanir,

3- IFN-gama (IFN-y) : Antijen veya fitohemagliitinin gibi mitojenlerin
uyarnisiyla T lenfositlerince salgilanir (4).

IFN’ ler infeksiyonun ¢ok erken déneminde olusur ve pek gok viriise kars: ilk
diren¢ mekanizmasim olugturur. Hiicreler bir viriisle infekte olduklarinda IFN sentezler
ve salgilar. Salgilanan IFN yayilarak diger hiicrelerin yiizeyindeki 6zgiil algaglara
baglamr. Baglh IFN antiviral etkisini iki yeni enzimin sentezlenmesini kolaylastirarak
gosterir. Yeni sentezlenen bu iki enzim ( protein kinaz ve 2'-5 ' oligoadenilat sentetaz )
virtistin replikasyonu igin gerekli islemlerle gatigir, viral RNA (mRNA) translasyonunu
inhibe eder ve bunun sonucunda protein sentezi engellenir. Aynca infekte olmayan
hiicreler de infeksiyondan korunur (4, 43).

IFN’ lerin immiin. sistem iizerine gesitli etkileri vardir. Bunlar; hiicresel immiinite
ve antikor sentezini diizenleme, antijenlerin ekpresyonunu ve taninmasim artirma, dogal
oldirici hiicrelerin aktivitesini artwma, hiicre yiizeyindeki major histokompatibilite
kompleksi (MHC) antijenlerinin ekspresyonunu artirmadir. Sonuncu etki HBV
infeksiyonu igin gsoyle agiklanabilir. IFN’ ler, hepatosit yiizeyinde MHC smf I
antijenlerini artirarak infekte hepatositin yiizeyindeki viriis antijenlerinin sitotoksik T
hiicreleri tarafindan taninmasim ve infekte hepatositin yok edilmesini saglarlar (4, 8, 10).
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Antiproliferatif etki yoninden IFN' ler normal hiicrede geri doniistimli
(reversibl), neoplazik hiicrede geri doniigiimsiiz (irreversibl) sitostaz yaparlar. Onkojen

viriislerin transforme edici etkisini inhibe ederler (4).

IFN o giiniimiizde KHB infeksiyonunda en etkili ve giivenilir bir ajan olarak
kabul edilmektedir. Viriis replikasyonunu baskilayarak remisyon saglayabilen IFN a,
genellikle iyi tolere edilir ve yan etkileri basit tedbirlerle giderilebilir (3, 4).

Su an klinik kullanimi yaygin olan IFN o’ mn tedavi gemasi 4-6 ay siire ile 4.5 - 5
MU/giin veya 9-10. MU/ haftada 3 kez yapilan uygulamadir (4, 8, 13, 25).

CANDIDA ALBICANS HAKKINDA GENEL BILGILER

Candida albicans, tek hiicreli ve tomurcuklanma ile ¢ogalan, oval bir mayadir.
Deuteromycetes smifinin Blastomycetes alt sinifindan olup; tist solunum yolu, sindirim ve
genital kanal mukozalannin ve derinin normal flora tyesidir (21, 45).

C. albicans ve diger Candida turleri anatomik, hormonal, mikrobiyal veya
immiinolojik ¢evre sartlan degistiinde konakta infeksiyon yapabilirler. Bu yiizden
firsatgt patojen olarak tanimlanirlar (14, 38, 39, 43).

Kandidalar epitel hiicrelerine tutunarak mukoza yiizeylerinde kolonize olurlar. C.
albicans invaziv kandida enfeksiyonlaninda en sik rastlanan etiyolojik etkendir. C.
albicans mukoza yuzeyinde kolonize olduktan sonra tomurcuklanma ile drer.
"Blastospor” adi verilen tek bir yavru hiicre meydana getirir. Tomurcuklanan hiicreler
birbirlerinden aynlmayip ardigtk dizilerek hiflere benzer yapilar (yalanct hifler)
olustururlar (6, 14, 20, 39, 43).

Gram olumlu ozellik gosteren C. albicans hiicreleri, Sabouraud’ un agannda oda
wsisinda inkiibe edildiginde, bakteri kolonilerine benzeyen yuvarlak, yumugak, krem rengi
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ve parlak goriinimlii koloniler meydana getirirler. C. albicans’ 1n 24 saatlik kilturlerinde
tomurcuklanan hiicreler, serum iginde 37° C’ de, 2-3 saat bekletildiinde ¢imlenme
borusu meydana getirirler (6, 14, 16, 20, 21). Misir unlu, Twen 80'li agarda 24° Cde 72
saat i¢inde yalanci hiflerin uglarinda kalin duvarh tek yada bir kag tane klamidospor
olustururlar. Ayrica glikoz ve maltozu fermente ederek asit ve gaz olugtururlar. Fakat
laktozu etkilemezler. Biitiin bu 6zellikler C. albicans’ in aymminda énemlidir (14, 20,
23, 44).

C. albicans’ m neden oldugu her tirlii infeksiyon "Kandidamikoz" olarak
tammlanir. Cok terleme, agin nem, gigmanhk, diabetes mellitus, genis spektrumlu
antimikrobiklerin, kortikosteroidlerin veya bagka immiinosupresif ilaglarin ve
sitotoksiklerin kullammi, viicut direncini kiran kronik hastaliklar, immiin yetmezlik,
uyusturucu bagimliigi, sirekli ven kateteri ve sonda kullannmi gibi kandidamikoz
olusumunu kolaylagtiric1 faktérlerin varhifinda yiizeyel (deri ve mukozal) ve derin
kandidamikozlar olugmaktadir. Candida' lann normal florada bulunmas: nedeniyle
infeksiyonlanin ¢ogu i¢ kaynaklidir (Endojen infeksiyon) (23, 37, 43).

Notrofiller, monositler ve eozinofiller C. albicans infeksiyonlarina karsi
savunmada rol oynarlar. PNL’ lerin savunmadaki rolii yalanci hiflere zarar vermek,
blastosporlan fagosite etmek ve oldiirmektir. Monositlerin in vitro 6ldiirme kapasitesi
PNL’ lerden daha etkilidir (38, 39).

C. albicans’ in PNL’ ler tarafindan alimm 1siya duyarh ve isiya direngli serum
opsoninleri ile artinhir. IgG ve diger serum bilesikleri C. albicans’ 1 opsonize ederler. C.
albicans m hiicre iginde 6ldiirtilmesinden sorumlu en biiyiik mekanizma
miyeloperoksidaz, hidrojen peroksid (H,0,) ve stiperoksid anyon (O,) sistemidir (24,
38, 39).
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FAGOSITOZ HAKKINDA GENEL BILGILER

1. FAGOSITIK HUCRELER

Immiinolojide énemli rol oynayan fagositik hiicreler PNL’ ler (notrofiller,

bazofiller, eozinofiller) ve mononiiklear fagositler (monositler ve makrofajlar)’ dir (17).

1.a. Polimorf Niiveli Likositler (PNL)

Kan dolasgimindaki 16kositlerin % 60-70° ini PNL’ler olusturur. Cekirdeklerinin
¢ok loblu olmasi nedeni ile bu adi, sitoplazmalarindaki bol graniiller nedeni ile de

"graniilosit" adim almuglardir (38).

PNL’ ler kemik iliginde ¢ok mzh olugurlar (dakikada 80 milyon). Kan
dolagimmdaki yasam siireleri 2-3 giindiir (29). Sitoplazmalarindaki graniillerin histolojik
boyalarla farkh boyanmalan nedeni ile nétrofiller, eozinofiller ve bazofiller olarak 3 gruba

aynlirlar (29, 38).

Bu hiicreler antijenler igin 6zgiilliikk gostermezler ancak antikor ve kompleman ile
birlikte akut inflamasyonda mikroorganizmalara karst korunmada Onemli rol
oynamaktadirlar.  Infeksiyonlarda sayilan artan bu hiicrelerin  asil  gorevi

mikroorganizmalan fagosite etmektir (29, 38, 39).

1.a.1. Notrofiller

Insan kan dolagiminda bulunan beyaz kan hiicrelerinin % 60” 1, PNL’ lerin ise
% 90’ 1 olustururlar. Nétrofiller, 10-20 um ¢apinda ve baglantili 3-4 loblu gekirdegi

olan hiicrelerdir. Periferik kanda yan Omiirleri 6-20 saattir, dokularda 4-5 giin kadar
yasayabilirler (1, 29).
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Bu hiicreler igerdikleri graniilleri yoniinden iki tipe ayrilir : Birinci tip hidrolaz,
miyeloperoksidaz ve lizozim igeren azurofilik graniillii, ikinci tip laktoferrin ve baz
lizozim molekiillerini igeren 6zgiil graniilli hiicrelerdir. Olgun nétrofillerin % 80-90” 1

Ozgiil graniiller, % 10-20’ si azurofilik graniillerdir (29, 38, 39).

Bu hiicreler igerdikleri lizozim gibi antibakteriyel etkili maddelerle organizmayi
yabanci antijenlere kargt savunmada gorevli hiicrelerdir. Notrofillerin asil gorevleri
organizmaya giren mikroorganizmalan fagosite etmek, oOldiimmek ve ortadan
kaldirmaktir. Notrofillerin zannda (yiizeyinde) komplemanin C3 komponenti ve Ig G'nin
Fc pargasit ile birlegebilen algaglar bulunmaktadir (1).

Iltihap bolgesinde lokalize olan nétrofiller, uygun sekilde opsonize edilmig
maddelere baglanip onlan sindirir. Fagositozu takiben morfolojik ve biyokimyasal olaylar
da birbiri ardina eklenir. Fosfolipid metabolizmasinda artma, heksoz monofosfat yolunun
belirgin stimiilasyonu ve hidrojen peroksit olusumu fagositozun en 6nemli biyokimyasal

sonuglann igerir (1, 39).

1.a.2. Eozinofiller

Periferik kan lokositlerinin % 2-5 ini olugtururlar. Eozinofiller, asidik eozin
boyasi ile kirmizi, Romanovsky boyast ile sartya boyanan graniilleri ile karakterizedir (29,
32).

Eozinofiller kemik iliginde olgunlagir. Yann omirleri kanda ¢ok kisa (1 saat),
dokuda biraz daha uzundur (1 hafta). Bu hiicreler yaklagik 12 pm ¢apinda, yuvarlak,
notrofillere nazaran daha az fagositoz yetenegi olan hiicrelerdir ve antijen-antikor

komplekslerini fagosite etme ozelligine sahiptirler (1, 29, 32).

Eozinofiller atopik alerjide, helmint infeksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar ve bu
infeksiyonlarda sayilan artar (29).
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1.a.3. Bazofiller

Periferik kanda bulunan 16kositlerin % 0.2’ sini olugturan, oval ve elektrondan
yogun biiyiik graniillere sahip hiicrelerdir. Bu graniiller bazik metilen mavisi boyasi ile
koyu mavi renkte boyamrlar (32).

Bazofiller kemik iligi kokenlidir ve 8-12 pm ¢apmndadirlar (1, 38). Graniillerinde
heparin, histamin, anafilakside yavas etkiyen madde (SRS-A) ve anafilakside eozinofil
kemotaktik faktér (ECF-A) gibi maddeler bulunur (29, 38).

Bazofiller fagositik hiicreler degillerdir (32). Bu hiicreler parazitlere karg
bagigiklikta rol oynarlar (38).

2. FAGOSITOZ

Fagositoz, mikroorganizmalar da dahil olmak tizere yabanci maddelerin, fagositik
hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alinarak pargalanmasi ve sindirilmesidir (17).

Invazyonla derin dokulara ya da dogrudan kan veya lenfatik sisteme giren
mikroorganizmalan ortadan kaldirmada en etkili yol fagositozdur (43).

Dokularda sabit bulunan makrofajlar ve kandaki monositler ile nétrofiller daha
¢ok, eozinofiller ise daha az oranda fagositoz yapmaktadir. Fagositoz olayinda;
antikorlar, aktif kompleman ve duyarl T lenfositleri de rol oynamaktadir (29).

Mikroorganizmalar, fagositik hiicrelere zayif da olsa direkt olarak
baglanabilmektedir. Ancak kuvvetli baglanabilmeleri igin genellikle aract molekiillere
ihtiyag duymaktadirlar. Opsonize olan mikroorganizmalar fagositik hiicrelere kolayca
baglanmaktadir. Opsonizasyon, komplemanin C3b pargast veya mikroorganizmaya 6zgiil
olusan antikorlar ile ya da hem komplemanin C3b pargast hem de antikorlar ile
olmaktadir (29).
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Sitokinlerin 6zellikle interlokin -1 (IL -1), interlokin -3 (IL - 3) ve tiimor nekroz
faktorii - alfa (TNF - o)’ min sahmm, fagositik hiicrelerin kemik iligi ana hiicrelerinden
hem daha fazla sayida olgun sekle doniigmelerine hem de bu hiicrelerin fagositik
fonksiyonlarinin artmasma neden olur. Bu sitokinler, aym zamanda C3b (CR1) ve IC3b
(CR3) algaglanimn fagositik hiicre yiizeyinde daha fazla miktarda belirmesine ve boylece
komplemanla opsonize olmus mikroorganizmalarin daha kolay fagosite edilmesine olanak
saglar (43).

Inflamasyon bélgesine kemotaksi ile gelen notrofiller fagosite edilecek olan
yabanci parcacifi uygun algaglar aracihg: ile tamr. Notrofiller dogrudan ya da
opsoninlerin yardimu ile yabanci pargacia tutunur, ¢ikardiklan yalanci ayaklarla hiicre
igine aldiklan pargacif1 "fagozom" ad: verilen bir kesecik igine hapsederler. Kisa bir siire
sonra notrofil sitoplazmasinda bulunan lizozom graniilleri, plazma zan yapisindaki
fagozom igine girerler. Graniiller, iglerinde bulunan lizozom enzimlerini fagozom igine

bosaltirlar. Lizozom adli sitoplazmik graniillerin fagozom zan ile birlesmesi (fizyon)

fagolizozom yapismi olusturur. Iki zann birlesmesi sirasindaki enzimatik aktivite
siiperoksit (02" ) olugumu ile sonlanir (29, 43) (Sekil i.1.).

Sitoplazmik zar

—: Cekirdek

- Fagozom:
‘olusumiu’

Sekil i.1. Fagositoz Mekanizmasr . :

atilim
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3. MIKROORGANIZMALARIN HUCRE ICINDE OLDURULMESI

Fagositler mikroorganizmalar 2 yolla 6ldiiriir. Birinci yol oksidatif metabolizma
patlamasidir. Oksijene bagimh 6ldiirme mekanizmasi adi verilen bu yolla hidrojen
peroksit ve mikroorganizmalar oldiiriicii diger maddeler uretilir. Ikinci yol ise oksijene
bagimli olmayan 6ldiirme mekanizmasi adim alr. Bu mekanizmada fagositoz, diger
mekanizmadan farkh olarak toksik maddelerin graniillerden fagozom igine bosaltiimastyla
da sonuglanir (29).

3.a. Oksijene Bagimh Oldiirme Mekanizmas::

Bu mekanizma igin lizozom graniillerinin flizyonuna gereksinim yoktur (29).
Fagosite edilmis mikroorganizmalarin, fagozomlar iginde oldiirilmesi esas olarak,
siiperoksit-miyeloperoksidaz sisteminin kombine galigmast ile baganlir (16). Metabolik
solunum patlamasi, oksijeni hiicre i¢i oldirme aktivitesi i¢in gerekli olan aktif
metabolitlere ¢evirmek igin, stimiile fagositler tarafindan kullanilan bir seri enzimatik
reaksiyondur (23). Bu zorlu ve adeta patlayici nitelikteki metabolik degisme, NADPH
oksidaz denen ve istirahatteki fagositlerde uyur durumda bulunan bir enzimin

aktivasyonu ile baglar (16).

Fagozomun olugmasiyla notrofil zanndaki oksidaz enzimleri, indirgenmis

nikotinamid adenin diniikleotid (NADPH- NADH) ya da sitokrom b558 aktive olur ve
plazma zarina bagh oksijen molekiilii indirgenerek siiperoksit anyonu (O, ), hidrojen
peroksit (H,0,), tekli oksijen (‘O,) ve hidroksil (OH) kokleri olusur. Bitiin bunlar
kuvvetli mikrop oOldiiriicii maddelerdir. Daha sonra lizozom granillerinin fagozoma
agilmasiyla igeriye miyeloperoksidaz girer. Halojen molekiillerinin varlig: ile hipoklor

(OCY) denilen toksik maddeler olusur (38).

Oksijene bagimh 6ldiirme mekanizmas: kimyasal denklemlerle asagida gorildigi
gibi olmaktadir (16, 38).

o A i LR BT
PR RTIMEY ORY BT



heksoz monofosfat yolu
Glikoz + NADP———+————— Pentoz fosfat + NADPH

O, patlamas1 ve stiperoksit
radikal olugumu

oksidaz

NADPH +20, ——>20, +NADP'+H"
siiperoksit dismutaz
20, + 2Hy ——— > H,0,+0, Hidrojen peroksit olugunm
0, + HyOp —> OH + OH +'0,
miyeloperoksidaz

HyOp + €I ——— 5 HOCI+OH Potent halid olugunm

dokularda
HOC! + RNHy ————— RNHC! + HyO Potent kloraminlerin olugnmu

Toksik Molekaller: O, Siiperoksit anyonu, "0, tekli oksijen, OH ~ ve OH hidroksil serbest kok,

H,0, hidrojen peroksit, OC1 ~ hipoklor.

Ozetle miyeloperoksidaz, H,0,, halojenler ve asit pH, antibakteriyel, antiviral,
antifungal ve antimikoplazmal etki gosterir (38). Oksijene bagimh olan bu fagositik
oldiirme, 6zellikle Gram olumlu mikroorganizmalar igin gegerlidir (29, 43).

3.b. Oksijene Bagimhi Olmayan Oldiirme Mekanizmas:
Bu mekanizmada; lizozom icindeki lizozim, laktoferrin, katyonik proteinler gibi
cesitli maddeler bakterilerin dig zar proteinlerini pargalar, bu tiir 6ldiirme daha ¢ok Gram

olumsuz mikroorganizmalar ve anaeroplar igin gegerlidir. Mikroorganizmalann sindirimi

fagolizozom iginde tamamlanir (29, 43).
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GEREC VE YONTEM

1. GERECLER

1.1. Hasta Grubu

GATA Infeksiyon Hastaliklan ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi ve Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigi'nde takip ve tedavi
edilen IFN a-2a tedavisi uygulanmayan ve yag ortalamasi 35 olan 9, IFN a-2a tedavisi
uygulanan ve yag ortalamasi 35 olan 10 KHB’li hasta ¢aligmamza alinmgtir.

1.2. Mikroorganizma:

Bu ¢aligmada, C. albicans ATCC 10231 standart sugu kullamlmigtir.

1.3. Besiyerleri:

Kat1 besiyeri: Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Difco
Sivi besiyeri:  Sabouraud Dextrose Broth (SDB) Difco

1.4. Tamponlar:

0.1IM PBS ( Phosphate Buffered Saline Solution ) (pH:7.2)

Na(Cl 8g

KCl 02g
Na,HPO, 115g
KH,PO, 04g
Distile su 1000 ml.
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HBSS ( Hanks’s Balanced Salt Solution ) (pH:7.4)

Na(Cl 8g

KCl 04g
Na,HPO, 0.048 g
KH,PO, 0.06g
MgS0,4.7H,0 0.1g
Glikoz lg
NaHCO; 0.35g
Fenol Kirmzisi 17 mg.
Distile su 1000 ml.

1.5. Cozeltiler

0.1 g/ml EDTA

% 0.9 NaCl

% 1 BaClZZHZO
% 1 H,S0,

1.6. Boyalar

Tripan Mavisi (% 0.5)
Metilen Mavisi (%0.01)

1.7. interferon

Aktif maddesi IFNa-2a olan Roferon-A (3Mio IU/Iml) Roche Miistahzarlar
Sanayii A.S. tarafindan saglanmugtir.
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1.8. Mc. Farland Tiipleri

Standart bulaniklik elde etmek igin laboratuvarimizda hazirladigimiz Mc Farland
1 standart tiipii esas alinmig olup; 0.1 ml %1 BaCl,’e, 9.9 ml %1 H,SO; ilave edilerek

hazirlanmigtir (38).

1.9.Kimyasal Maddeler

EDTA (Sigma)
NaCl (Merck)
KCl (Merck)
Na,HPO, (Merck)
KH,PO, (Merck)
MgS0,.7H,O (Merck)
NaHCO; (Merck)
Glikoz (Merck)
Tripan Mavisi (Merck)
Metilen Mavisi (Merck)
Fenol Kirmizis1 (Merck)
Ficoll -Hypaque (Sigma)
Polymorphprep (Nycomed)
BaCl, (Merck)
H,S0, (Merck)

1.10. Kullamilan Arag ve Aygitlar

Hassas Terazi (0.0001 g Bosch)
Kaba Terazi (0.1 g Mettler)
Etiiv (EN 500 Niive)
Pastor Firim (Electro-mag)
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Otoklav

Santrifiij

Vorteks

Mikroskop
Buzdolab:

Derin Dondurucu
Otomatik Pipetler
Cam Pipetler

Pastor Pipeti

Thoma Lamu
Enjektorler

Steril Membran Filtre
pH Indikatorii
Silikon kaplt deney tiipleri
Petri Kutulan

(Kermanlar)

(NF-815 Niive)

(Kermanlar)

(Olympus BH)

(Argelik 475T)

(Bosch)
5-50u1,50-200u1,200-1000ul (Scorex)
0.5,1,2,5,10 ml.(Prescicolor)
Marenfeld

Labart

2.5,5,10,20 ml.(Becton Dickinson)
0.22-0.45 pm (Milipore)

0-14 (Merck)

(Becton Dickinson)

(Anubra)
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2.YONTEMLER

2.1. IFN a-2a (Roferon-A) 'nin Hazirlanmasi

Deneyde kullamlan IFNo-2a (Roferon-A) Roche Miistahzarlari Sanayii A.$
tarafindan saglanmstir. IFN a-2a flakonu (3Mio IU/1ml), HBSS i¢inde seri sulandirimlar
yapilarak deneyde kullanilan doz olan 10 IU/ml’ ye ayarlanmgtir.

2.2. PNL Elde Edilmesi

20-25 yag grubu saghklilardan ve KHB’ 1i hastalardan alinan 10 ml venéz kan,
i¢inde 0.1 g/ml EDTA bulunan silikon kapl tiiplere aktarilmigtir. Alinan kan 2500 rpm’de
30 dak. g¢evrilmigtir. Siirenin bitiminde tiipiin dibine ¢éken eritrositler ile tiipin st
kisminda bulunan plazma arasinda, sarimsi beyaz renkte goriilen tabaka (buffy coat)
pastor pipeti ile alimp, i¢inde 2.5 ml Ficoll-hypaque ve 2.5 ml Polymorphprep bulunan bir
tiipe konularak 3000 rpm'de 30 dak. gevrilmistir (38, 47). Islem sonunda tiipiin dibine
coken eritrositler ile en wstteki monosit tabakasinin arasinda kalan PNL’ler yine pastor
pipeti ile bagka bir tiipe almmigtir. PNL’ ler daha sonra 3 kez 2000 rpm'de, 3 m! (buz
soguklugunda) PBS ile yikanmigtir (22). Son agamada PNL’ ler Ca** ya da Mg*t
icermeyen HBSS ile 1x107 hiicre/ml olacak sekilde siispansiyon haline getirilmistir (7,
35, 38).

2.3. PNL Canhilik Deneyi
Lokositlerin canlhlik tayini igin, % 0.9 Fizyolojikk Tuzlu Su (FTS) iginde
hazirlanmig % 0.5 tripan mavisi kullanilmustir. Bir hacim PNL siispansiyonu, bir hacim

tripan mavisi ile esit oranda kanstinilmistir. Oda 1sisinda 5 dakika bekletilip, mikroskop
altinda, boya almayan hiicreler sayilmugtir (26, 38).
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2.4. IFNa-2a'nn Polimorf Niiveli Lokositlerin Fagositik ve Hiicre I¢i
Oldiirme Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bu ¢aligmada agagidaki yontemler kullamlmgtir (2,26)

2.4.1. Candida albicans Kokeninin Hazirlanmasi

PNL’ lerin fagositik ve hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesinin degerlendirilmesinde, PNL’
ler iginde boyali ve boyasiz goriiniimleri mikroskopta iyi izlendiginden C. albicans
kokeni kullanilmigtir.

C. albicans kokeninin SDA besiyerine pasaji yapilarak 24 saat 37° C’de inkiibe
edilmigtir. Inkiibasyonun sonunda tireyen maya kolonilerinden, SDB besiyerine tekrar
pasaj yapilmig ve 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun bitiminde, deneylere
baglamadan 1 saat 6nce bu pasajda iireyen maya kiiltiiriinden SDB besiyerine tekrar pasaj
yapilmig ve 37° C’de 1 saat inkiibe edilmigtir (30, 34). Sonraki agsamada 1 saatlik bu
kiiltiir, besiyeri bilegenlerinin maya hiicrelerinden uzaklagtinlmas: i¢in 2000 rpm’de 10
dakika gevrilerek 2 kez FTS ile yikanmigtir. Son agamada ise maya hiicrelerinin canlilif
metilen mavisi (% 0.01) boyama yontemi ile saptanmug ve maya hicrelerinin sayist
HBSS iginde 1x107 maya/ml (Mc Farland 1’e gore) olacak sekilde sulandirilarak maya
siispansiyonu hazirlanmugtir (2,26, 31, 35).

2.4.2. C.albicans'imn Opsonizasyonu
Mc Farland 1’ e gore ayarlanan C. albicans siispansiyonu ayn bir tiip iginde

saglkl kisilerden elde edilen taze insan serumu ile ( 4/1) 37° C’ de 30 dakika opsonize
edilmistir (2,26, 30).
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2.4.3. IFNa-2a'nm Saghkh PNL'lerinin Fagositik ve Hiicre I¢i Oldiirme
Aktivitesi Uzerine In Vitro Etkisi

IFN «a-2a’ mn saghkh PNL’ lerinin fagositik ve hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesi
lizerine in vitro etkisi 2 ayn seri tiipte aragtinlmgtir.

C. albicans kokeninin hazirlanmasi ve opsonizasyonu 2.4.1. ve 2.4.2'de

anlatildig: gibi yapilmigtir.

1. Seri

(Kontrol) ~ Saghikh PNL’ler (300u1) + HBSS (300ul) + C.albicans (400pl)
(1x107 hiicre/ml) (1x107 maya/ml)

2.Seri

Saglikli PNL’ler (300ul) + IFNa-2a (300ul) + C.albicans (400pl)
(1x107 hiicre/ml) (10 TU/ml) (1x107 maya/ml)

2.4.4. IFNa-2a’ nin IFNa-2a Tedavisi Uygulanmayan Kronik HepatitB’ li
Hasta PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre i¢i Oldiirme Aktivitesi Uzerine In
Vitro Etkisi

IFNo-2a- (10 IU/ml)’mn, IFNa-2a tedavisi uygulanmayan KHB’li hasta
PNL’lerinin fagositik ve hiicre igi oldiirme aktivitesi lizerine in vitro etkisi 2 ayn seri

tiipte aragtirlmugtir.

C. albicans kokeninin hazirlanmasi ve opsonizasyonu 2.4.1. ve 2.4.2'de
anlatildig: gibi yapilmustur.
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1.Seri
(Kontrol) ~ KHB’li PNL’ler (300ul) + HBSS (300ul) + C.albicans (400ul)
(1x107 hiicre/ml) (1x107 maya/ml)

2.Seri
KHB’li PNL’ler (300u1) + IFNa-2a (300pl) + C.albicans (400pl)
(1x107 hiicre/ml) (10 IU/ml) (1x107 maya/ml)

2.4.5. IFNa-2a’ nin, Saghkli ve IFNa-2a Tedavisi Uygulanmayan Kronik
HepatitB’ li Hasta PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre i¢i Oldiirme Aktivitesi
Uzerine in Vitro Etkisi

IFNa-2a (10 1U/ml)’nin, saglhkh ve IFNa-2a tedavisi uygulanmayan KHB’li
hasta PNL’lerinin fagositik ve hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesi {izerine in vitro etkisi 2 ayn

seri tiipte aragtirilmigtir.

C. albicans kokeninin hazirlanmasi ve opsonizasyonu 2.4.1. ve 2.4.2'de

anlatildif gibi yapilmugtir.
1.Seri

(Kontrol) Saghkli PNL’ler (300pul) + IFNa-2a (300ul) + C.albicans (400pl)
(1x107 hiicre/mi) (10 TU/ml) (1x107 maya/ml)

2.Seri

KHB’li PNL’ler (300ul) + IFNa-2a (300ul) + C.albicans (400pl)
(1x107 hiicre/ml) (10 IU/ml) (1x107 maya/ml)
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2.4.6. IFNa-2a’ nin Saghkhh ve IFNoa-2a Tedavisi Uygulanan Kronik
Hepatit B’ Ii Hasta PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre i¢i Oldiirme Aktivitesi
Uzerine Ex Vivo Etkisi

IFNa-2a’mn, saghkl ve IFNa-2a (9-10 MU/haftada 3 kez) tedavisi uygulanan
KHB’li hasta PNL’lerinin fagositik ve hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesi tizerine ex vivo etkisi 2

ayn seri tiipte aragtinlmigtir.

C. albicans kokeninin hazirlanmasi ve opsonizasyonu 2.4.1. ve 2.4.2'de

anlatildig gibi yapilmgtir.
1.Seri

(Kontrol)  Saglikli PNL’ler (300ul) + IFNa-2a (300ul) + C.albicans (400ul)

(1x107 hiicre/ml) (10 IU/ml) (1x107 maya/ml)
2.Seri
Ex vivo KHB’li PNL’ler (300ul) + IFNa-2a + C.albicans (400ul)
(1x107 hiicre/ml) (9-10 MU/ml) (1x107 maya/ml)

Hazirlanan seri tiipler 37°C’de opsonize maya ilave edilmeden calkalayici etiivde
30 dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda her bir deney tiipiine 400ul opsonize
maya hiicresi (1x107 maya/ml) konulup, aym ortamda tiipler tekrar 37° C’de 30 dak.
inkiibe edilmigtir. Her bir tiipteki son hiicre yogunlugu 5x106 PNL/ml ve 5x106 maya/ml
olmugtur. Inkiibasyonun 25. dakikasinda her bir tiipe fagosite olan ve PNL'ler tarafindan
olduriilen mayalann boyanmasi i¢in 1 ml metilen mavisi (% 0.01) ilave edilmigtir.
Inkiibasyonun 30. dakikasiin sonunda her bir tiipten lam-lamel arasi preparat
hazirlanmig, 100 adet PNL i¢inde fagositik ve hiicre i¢i Oldiirme aktivitesi gosteren
PNL’ler mikroskop altinda (x 40 biiyiitme) sayilmigtir.
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Fagositik aktivite tayininde; 100 adet PNL iginde canh (boya almayan) maya
hiicrelerini fagosite etmig olan PNL' ler sayilmis, hiicre igi 6ldiirme aktivitesi tayininde ise
100 adet PNL iginde fagosite olan maya hiicrelerinden PNL' ler tarafindan éldiiriilen
(mavi boyanmig) maya hiicreleri sayilarak sonuglar % cinsinden ifade edilmistir (2,26,
30).

2.4.7. IFNa-2a Tedavisi Uygulanan Kronik Hepatit B’li Hastalarin Tedavi
Oncesi ve Tedavilerinin 3. Aymda Biyokimyasal, Histolojik ve Virolojik

Laboratuvar Bulgularmin Degerlendirilmesi

IFN a-2a (9-10 MU/ml) tedavisi uygulanan KHB’li 10 hastann tedavi éncesi ve
tedavilerinin 3. ayindaki biyokimyasal, histolojik ve virolojik laboratuvar bulgulan,
GATA Infeksiyon hastaliklan ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi ve Marmara Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigi laboratuvarlarindan temin edilmistir.

28



BULGULAR
2.2.3. PNL’ lerin Elde Edilmesi ve Canliik Deneyi:

Her bir saghkh ve KHB’li hastadan alinan kandan 5x106 PNL/ml elde edilmig ve
canli PNL sayist % 98°den biiyiik bulunmustur (Resim 1).

s

Resim 1. PNL’ler (x 40 biiyiitme)
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2.4.3. IFNa.-22’ min Saghikh PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre I¢i Oldiirme
Aktivitesi Uzerine In Vitro Etkisi:

IFNo-2a serumda erigilen konsantrasyonda (10 IU/ml), saghkh PNL’ lerinin
fagositik ve hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesini etkilememigtir (p>0.05). (Tablo 1). (Resim 2,
3).

Tablo 1. IFNo-2a (10 TU/ml)’nin Saglikh PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre I¢i Oldiirme
Aktivitesi Uzerine In Vitro Etkisi.

Deney PNL + ila¢ Fagositik aktivite Hiicre ici 5ldiirme
Grubu aktivitesi
(%) (%)

n Saglikli PNL

41.88 +£9.87 6.75 + 6.06

(Kontrol)
" Saglikli PNL
+ 42.44 1+ 12.98* 488+3.69*

IFNa-2a (10 IU/ml)

Degerler yiizde oram * standart sapma olarak sagliklilarda 15 ayn deney
ortalamalan alinarak verilmigtir.

*p>0.05 Paired t testi

n= 15 (Saglhkh grup)

30



Resim 2: IFNo-22'min PNL' lerin Fagositik Aktivitesi Uzerine Etkisi. (x 40 biiyiitme).

Resim 3: IFNa-22'nin PNL' lerin Hiicre I¢i Oldiirme Aktivitesi Uzerine Etkisi. (x 40

biyiitme) (Olii C. albicans hiicreleri metilen mavisi ile mavi boyanmus).
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2.4.4. IFNa-2a’ nin IFNa-2a Tedavisi Uygulanmayan Kronik HepatitB’ li
Hasta PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre Ici Oldiirme Aktivitesi Uzerine In
Vitro Etkisi

IFNa-2a (10 IU/ml), serumda erigilen konsantrasyonda, IFNa-2a tedavisi
uygulanmayan KHB’li hasta PNL’ lerinin fagositik aktivitesini anlamh olarak artirmug
(p<0.001), hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesini ise etkilememigtir (p>0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. IFN o-2a (10 IU/ml)’nin, IFN «o-2a Tedavisi Uygulanmayan KHB’li Hasta
PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre I¢i Oldiirme Aktivitesi Uzerine In Vitro Etkisi.

Deney PNL + lag Fagositik aktivite Hiicre i¢i 8ldiirme
Grubu aktivitesi
(%) (%)

n KHB’li hasta PNL

59.33 £ 17.31 44412383

(Kontrol)
n KHB’li hasta PNL
+ 70.67 £ 21.14** 433+371*
IFNa-2a (10 TU/ml)

Degerler yiizde oram + standart sapma olarak ve KHB’li hastalarda 9 ayn deney
ortalamalan alinarak verilmigtir.

*p>0.05, **p<0.001 Pairedt testi

n= 9 (IFNa-2a tedavisi uygulanmayan KHB’li hasta grubu)
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2.4.5. IFNa-2a’ nim, Saghkh ve IFNa-2a Tedavisi Uygulanmayan Kronik
HepatitB’ li Hasta PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre i¢i Oldiirme Aktivitesi
Uzerine in Vitre Etkisi.

IFNa-2a (10 IU/ml), KHB’li hasta PNL’ lerinin fagositik aktivitesini saghkh
PNL’ lerinin fagositik aktivitesine gore anlamh olarak artirmmg (p<0.0005), hiicre igi
oldurme aktivitesini etkilememigtir (p>0.05) (Tablo 3).

Tablo 3. IFN a-2a (10 IU/ml)’nin, Saghkl ve IFN a-2a Tedavisi Uygulanmayan KHB’li
Hasta PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre I¢i Oldiirme Aktivitesi Uzerine In Vitro Etkisi.

Deney PNL + ilag Fagositik aktivite Hiicre ici 6ldiirme
Grubu aktivitesi
(%) (%)

n! Saglikli PNL

+ 4244+ 1298 4.88 + 3.69

IFNa-2a (10 TU/ml)
n2 KHB'li hasta PNL
+ 70.67 £ 21.14 ** 433+371*

IFNa-2a (10 TU/ml)

Degerler ylizde oramt t standart sapma olarak ve sagliklilarda 15, KHB'l
hastalarda 9 ayn deney ortalamalan alinarak verilmigtir.

* p>0.05, ** p<0.0005, Unpairedt testi
n!= 15 (Saglikh grup)

n’= 9 (IFNa-2a tedavisi uygulanmayan KHB'li hasta grubu)
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2.4.6. IFNo-2a’ min Saghklh ve IFNa-2a Tedavisi Uygulanan Kronik
Hepatit B’ Ii Hasta PNL’ lerinin Fagositik ve Hiicre I¢i Oldiirme Aktivitesi
Uzerine ExVivo Etkisi

IFNa-2a, (9-10 MU/ml), ex vivo kogullarda KHB’li hasta PNL’ lerinin fagositik
aktivitesini, in - vitro kosullarda IFNa-2a (10 IU/ml) ile muamele edilen saghkh
PNL’lerinin fagositik aktivitesine gore anlamh olarak artinrken (p<0.005), hiicre i¢i
oldiirme aktivitesini etkilememigtir (p>0.05) (Tablo 4).

Table 4. IFN a-2a'mn, IFN a-2a Tedavisi Uygulanan KHB’ li Hasta PNL’ lerinin
Fagositik ve Hiicre I¢i Oldiirme Aktivitesi Uzerine Ex Vivo Etkisi.

Deney PNL + lag Fagositik aktivite Hiicre i¢i dldiirme
Grubu aktivitesi
(%) (%)

n! Saghkli PNL

. + 4244+ 1298 4.88 +3.69

IFN¢-2a (10 TU/ml)
n? KHB'li hasta PNL

+ 619+ 12,97 ** 39+289*

IFN@-2a (9-10 MU/ml)

Degerler yiizde oram + standart sapma olarak ve sagliklilarda 15, KHB’ li hastalarda
10 ayn deney ortalamalan alinarak verilmigtir.

*p>0.05, **p<0.005 Unpairedt testi
nl= 15 (Saghkh grup)

n2= 10 (IFNa-2a tedavisi uygulanan KHB'li hasta grubu)
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2.4.7. IFNa-2a Tedavisi Uygulanan Kronik Hepatit B’ li Hasta’larin Tedavi
Oncesi ve Tedavilerinin 3.Aymda Biyokimyasal, Histolojik ve Virolojik

Laboratuvar Bulgularmm Degerlendirilmesi.

IFNa-2a, (9-10 MU/ml), tedavisi uygulanan KHB’li hastalarin tedavilerinin 3.
aymda serum HBV DNA, ALT ve AST dizeyleri, tedavi oncesi degerlerle
kargilagtinldifinda, serum HBV DNA diizeyinde azalma, ALT ve AST diizeylerinde
normallesme gézlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. IFN o-2a Tedavisi Uygulanan KHB’ li Hastalann Tedavi Oncesi ve
Tedavilerinin 3.Ayinda Biyokimyasal, Histolojik ve Virolojik Laboratuvar Bulgularinin
Degerlendirilmesi (n=10).

Laberatuvar Bulgulari Tedavi Onecesi Tedavinin 3. Ayx
HBV DNA (pg/ml) 183.25 + 10.89 20+35
hibridizasyon ile
HBeAg pozitif/negatif 4/6 4/6
HBsAg porzitif/negatif 10/0 10/0
Karacigerde histolojik Orta derecede fibrozis ve Karaciger biyopsisi
aktivite nekroinflamatuvar aktivite yapilmiyor
ALT (U/L) 100 £8.04 42.33 +£22.05
AST (U/L) 92+7.11 35.25+1.78
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TARTISMA

KHB infeksiyonu siroz, HCC ve 6liime yol agan énemli bir karaciger hastaliidir.
Diinya nifusunun % 5’ HBV tasiyicisidir. Diinya Saghk Orgiitii tarafindan KHB
infeksiyonu, 6liim nedenleri arasinda dokuzuncu sirada gosterilmektedir. Tagtyicilarin %
40-70’inde aktif viral replikasyona ait belirtiler vardir. Bu kisiler - progresif karaciger
hastalig riski en yitksek olan grubu- olustururlar. Ciinkii bu tagiyicilarin % 15-20’sinde S
yil iginde siroz geligmektedir. Kronik aktif hepatiti takiben siroz. gelisen kisilerde ise 5
yillik yagsam oram % 55°dir (40).

KHB infeksiyonunun siroz ve olim gibi 6nemli sonuglara yol agmasi, tastyict
olanlarda olmayanlara gére 200 kat daha fazla HCC gelisme riskinin olmas: ve tedavi
edilmeyen hastalarmn infeksiyon kaynag1 olmasi nedeni ile viral replikasyon gostergelerine
sahip KHB. infeksiyonlu hastalarin tedavi edilmesi gerekmektedir. Bilindigi gibi tedaviden
beklenen sonug, viriis replikasyonunu baskilayarak viriisii elimine etmek ve histolajik
progresyonu Onlemektir. Diger bir deyisle kronik karaciger hastalifinda remisyonu
saglamak ve infektiviteyi azaltmaktir (28, 40).

Bu amagla kullamlan ajanlar arasinda IFNc., immiinoregiilator etkisi ve minimal
toksisitesi nedeni ile KHB. infeksiyonlarinda etkinlii gosterilmis tek ajandir. 10 yili agkin
siiredir ¢esitli doz ve siirelerde KHB infeksiyonunun tedavisinde kullanilan IFNo’min
yiiksek dozda kullamimasimn daha etkili oldugu kabul edilmektedir. Ancak yiiksek doz
ile beraber yan etkilerinin sikhifi ve siddetinin artmasi tedavinin etkin bir sekilde
uygulanmasini engellemektedir. Bu nedenle optimal tedavi dozu konusunda halen gériig
birligi saglanamamugtir. Tedavide standartize edilmeyen bir difer parametre ise tedavinin
stiresidir. ‘On alt1 ¢aligmayr igeren bir aragtrmada 3, 4 ve 6 ay siire ile uygulanan
tedavilerin etkinligi arasinda belirli bir fark saptanamamustir. Biitiin bu belirsizliklere
ragmen bugin ideal tedavi igin kabul edilen parametreler; tedavinin yitksek dozda
verilmesi, yan-etkilerinin minimal olmasi, tedavi siiresinin de bunlan saglayacak bigimde
diizenlenmesidir (40).
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Tedavi ile HBV’nin tamamen yok edilmesi veya replikasyonunun
durdurulmasmin, KHB’li hastalarda, hastalifin siroza doniigimiinii engelleyebildigi,
sirozlu hastalarda ise HCC geligimini azaltti§1 bilinmektedir (8).. Uzak Dogu’dan bildirilen
iki ayn ¢aligmada IFNo’nin KHB'’li hastalarda HCC gelismesini anlamlr derecede azaltti§1
gosterilmigtir (15).

IFN’lerin hiicre metabolizmas: iizerinde dogrudan; immiin sistem iizerinde ise
hiicresel immiinite ve . antikor sentezini dilzenleme, antijenlerin ekspresyonu ve
tamnmasim artirma, dogal oldiiriicii hiicrelerin aktivitesini artirma gibi dolayh etkileri
vardir, Her iki etki de, interferon molekiillerinin hiicre yiizeyi algaclarina
baglanmalarindan kaynaklanmaktadir; bunlar gen transkripsiyonunu, translasyonunu veya
her ikisini de regiile eden intraseliiler sinyallerde tetik islevi gortir (10).

IFN’ler genis biyolojik aktiviteye sahip dogal proteinlerdir. Cesitli indiikieyicilerin
varhginda salgilanirlar ve gesitli hicrelerde bulunan algaglanina baglanarak antiviral ve
immiinomodiilator etkilerini baslatirlar. Immiin sistemi pek ¢ok yabanci etkenle savagmak
iizere uyarirlar. Immiinoglobulin sentezini regiile ederler. Makrofajlar, dogal éldiiriici
hiicreler ve sitotoksik T hiicrelerinin aktivitesini artirarak viriisle infekte olmus hiicrelerin
eliminasyonunu saglarlar (5, 10).

IFN’lerin en iyi anlagilmig olan dogrudan etkinligi, uyarilmis hiicre tarafindan 2’-
5’ A sentetaz enziminin iretilmesidir (uyan bir viriis, antijen veya IFN’nin kendisi
olabilir). Bu enzim bir endoniikleaz enzimi ile viral RNA’y1 bozarak viral replikasyonu
inhibe eder. Bu sistemin, viriisle infekte olmamug hiicreler Uzerinde IFN’nin
antiproliferatif etkisini etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir. Ancak bagska pek ¢ok
enzim sistemleri, hiicre proliferasyonunu inhibe etmek veya. farkhlagmasini izlandirmak
lizere uyarlabilmektedir. IFN'nin onkojen ekspresyonu iizerindeki dogrudan etkileri de
tanimlanmugtir. Bu etkiler, timor biiytimesinin regiilasyonuna igik tutabilir (10).

HBV infeksiyonunda akut viral hastahktan iyilesme ya da hastabifin
kroniklesmesinden, konafin immiin yanitt sorumlu olabilmektedir. HBV infeksiyonlu
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olgularda viriisiin kendisi hepatositlere sitotoksik etkili degildir. Karaciger hiicre hasan
konakginin immiinolojik reaksiyonlarina bagh olmaktadir. In vitro ¢ahgmalarda; akut ve
kronik HBYV ile infekte karaciger hiicre hasarninin nedeninde immiin mekanizmalarin rol
oynadi disiiniilerek, HBsAg’ye maruz kalan kigilerde T lenfositlerinin proliferatif yamit:

incelenmigtir (36).

Konak¢mmin immiin yanitt HBV infeksiyonundan hemen sonra olugmakta ve
HBV’ye kargt erken immiin yamtin olugmasi viriisiin - intrahepatik yayilimm
siurlamaktadir. HBV’nin birgok antijenik komponentine karg immiin yamtlar
aragtinlmgtir (36).

Gyllenhammar ve ark. (12), saghkh insanlarda N-formyl methionyl-leugyl-
phenylalanine (IMLP) ya da Lokotrien B4 ile uyanlnug notrofillerin fagositozu {izerine
rekombinant IFN o-2a’nin (10-20.000 IU/ml) modiilatér etkisini siiperoksit anyon
olusumu, B-glukuronidaz ve lizozim salinminda artig ile gostermiglerdir. Aym
aragtirmacilar S. aureus’un fagositozu ile indiiklenen chemiluminescence (CL)’in IFN a-
2a (20.000. TU/ml) ile inhibe oldugunu, fMLP ve LTBA4 ile uyanlan ve 1.000 TU/ml IFN
o-2a ile muamele edilen nétrofillerin CL’sinde doza bagimh bir artigin oldugunu
gozlemiglerdir. Aym aragtincilar IFN o-2a’nmn 10-20.000 IU/ml konsantrasyonlarimn
spontan olarak stimille olmus notrofil kemotaksisini etkilemedigini gostermiglerdir.
Aragtinicilar bu ¢aligmalarinda; IFN o-2a’nin in vitro kosullardaki nétrofil ortamina fMLP
ve LTB4 eklendiginde CL, siiperoksit anyon iiretimi ve lizozomal enzim salhmmnin
artirdigimi gostermiglerdir. Bu aragtumada S. awreus ile indiiklenen ve spontan olarak
stimiile olmus nétrofillerde aym IFN dozlaninin PNL fonksiyonlarim azalttifn veya
etkilemedigi gorulmigtir.

Ohmann ve ark. (27)’mn yaptiklant ¢aligmada bir cins sifirda viriise bagh olarak
olusan solunum hastaligina karsi saghkh sifirlarda en yiiksek serum seviyesindeki (106
U/kg) rekombinant bovin interferon alfa-1 (rBoIFN-al) ve rekombinant bovin interferon
gama (rBolFN-Y)’'mn intravenéz (iv.) ve intramiiskiiler (im.) enjeksiyonundan sonra

profilaktik etkisini ve bazi lokosit fonksiyonlarindaki degisikligi in vitro ve in vivo
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kosullarda degerlendirmiglerdir. Aragtincilar bu ¢aligmalarinda her iki rBolFN
enjeksiyonundan 4, 8, 12 saat sonra PNL gogiiniin baskilandigim, buna kargin stiperoksit
anyon Uretiminin ve PNL sayilarimin anlamh olarak arttifim saptarmglardir. Ayrica aym
aragtiricilar in vivo kosullarda rBoIFN-ec1’ in bir etki gostermedigini ya da sinirda bir etki
gosterdigini; daha digik serum konsantrasyonundaki rBoIFN-y ( 10* U/kg)’ nin ise;
PNL’ lerin gogiinii anlamh olarak baskiladiim bildirmiglerdir. Aragtincdar; rBoIFN-o.1’
in PNL’ lerin go¢ii iizerine olan in vitro ve in vivo- etkilerindeki farkhhklan da
saptamiglardir. Bu farkliliklarin IFN’ler tarafindan uyanlan diger faktorlerin modilasyonu
yﬁz&nden\n}eydana‘ gelebilecegini digiinerek, rBolFN’lerin -antiviral aktivitelerine - ek
olarak PNL fonksiyonlan tizerine olan etkilerinin de aragtmlmasi gerektigini ileri

stirmiiglerdir.

HBYV, infekte ettigi hepatositin zarinda major histokompatibilite (MHC) suuf I
antijenleri;zm sunulmasii  azaltarak hiicreyi IFN’ye kargt duyarsiz kdar. KHB'L
hastalarda IFNo sentezinin azaldigmun gésterilmesi nedeniyle antiviral ve
immiinomodiilator etkileri bilinen IFNe’nin tedavide uygulanmasimn hastadaki viriis
replikasyonunu durdurulabilece@i diginilmistur (42).

Bazi aragtinedar, KHB’li hastalann periferik mononiiklear hiicreleri ve.
hepatositlerinde HBV- genomunun, IFNo. sentezinin yetersizlifine neden oldugunu, bu
durumun HBYV persistansinda rol oynadigim bildirmiglerdir (9).

Biitiin IFN’ler, hiicre yiizeyinde MHC simf I antijenlerinin belirlenmesini stimiile
ettikleri gibi, sayillanim artirarak infekte hepatositlerin yiizeyindeki viriis antijenlerinin
sitotoksik T hiicreleri ve fagositik hiicreler tarafindan taninmasim ve infekte hiicrenin yok
edilmesini saglarlar (4). Lokosit [FN’sinin HBV DNA’sim azalttigi ve buna bagh olarak
hastanmn karaciger hasaninda diizelme gozlendigi bildirilmigtir (11).

KHB infeksiyonunu erigkin yagta edinen hastalarda serum ALT dizeyleri
artmaktadir. Bu hastalarda viral replikasyonun kendilifinden kaybolmasi (HBeAg

negatiflii), infeksiyonu erken yagta edinen hastalara oranla daha yavas olmaktadir (5).
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IFN’nin KHB’de serokonversiyonu (HBeAg’nin kaybolup, anti-HBe’nin
olugmasi) saglama oram, gesitli caligmalara gore gok degigskendir (% 15-61). Bu oranlar
tedavi edilmeyen olgulara gore yiiksek bulunmugstur (% 5-7). Ug-dért ay siire ile 5
MU/giin veya 10 MU/haftada 3 kez IFN kullanilan tipik olgularda kalic1 yanit % 30-40
bulunmugtur. Ulkemizde yapilan ¢ahgmalarda da % 30-50 oraninda yamt alinmigtir.
Begyiiz elli iki hastadan olugan 9 randomize kontrolli ¢aligmamn analizinde; tedaviden
sonraki ilk yilda HBeAg negatiflesme oram % 45.6, kontrollerde % 9.1 bulunmustur.
Sekizyiiz otuz yedi hastadan olusan 15 randomize kontrollii diger bir ¢aligmamn
analizinde, HBV-DNA / HBeAg / HBsAg kaybi, tedavi grubunda % 37 /33 / 7.8,
kontrol grubunda ise % 17 / 12/ 1.8 oramnda bulunmugtur (p<0.001) ve IFN’nin anti-

HBe olusumu ve serum ALT diizeylerinin normallegmesi tizerine énemli etkisinin oldugu

gosterilmigtir (4).

IFNo kronik HBV infeksiyonunun kabul gormiis tek tedavi yontemidir. Ug-alti
ay siire ile tedavi edilen hastalar arasinda HBV DNA’smin ve HBeAg’nin kaybolmasi
kontrol grubuna oranla % 20°den fazladir; bunun yanmnda HBsAg’nin kaybolmasi sadece
% 5-6 daha fazladir. Ancak tedavi sirasinda veya tedaviden hemen sonra HBeAg’nin
kayboldugu hastalarda takip eden 5-7 yi iginde genellikle HBsAg negatiftir. Serum ALT
diizeyi normal ve dolagan viriis yiikii fazla olan hastalarin, IFN tedavisine verdigi yanit
dusiktir. - IFN tedavisinin sirozu, son donem karaciger hastaligim ve HCC’nin
ilerlemesini durdurup durdurmadig tam olarak agiklik kazanmamgtir. Ancak HBeAg’ nin
tedavi ile veya kendiliinden kaybolmas: hastalifin iyilesmesinin géstergesidir (5).

Cahigmamizda IFN o-2a, in vitro ve ex vivo kosullarda saglikh ve KHB’li hasta
PNL’ lerinin hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesini etkilememistir (p>0.05). In vitro kosullarda
IFN o-2a’nin (10 IU/ml); tedavi uygulanmayan KHB’li hasta PNL’ lerinin fagositik
aktivitesini hasta kontrol PNL’ lerine gére anlamh olarak artirdig (p<0.001) ve bu artigin
saghikli PNL fonksiyonlarina gére daha fazla oldugu saptanmstir (p<0.0005). Ex vivo
kosullarda IFN a-2a’mn;, tedavi uygulanan KHB’li hasta PNL’ lerinin fagositik
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aktivitesini ise saglikli kantrol PNL’ lerine goére anlamh olarak artirdifi saptanmugtir

(p<0.005).

Cahgmamzda da gorildiagi gibi IFN’nin, KHB’Li hasta PNL’ lerini aktive ve
stimiile ederek antijenin tamnmasim ve fagositozunu kolaylagtirdifi anlagilmaktadir.
Biitiin IFN’lerin hiicre yiizeyinde bulunan MHC sinif I antijenlerinin belirlenmesini
stimille ettigini digiindigimiizde tedaviye eklenen IFN, caligmamizda muhtemelen
hepatositlerde azalan IFN miktarrm ve MHC sif I antijen sayisim artirmig, PNL
fagositozunu stimiile ederek viral antijenlerin kaybma ve hastaligin iyilesmesine yardimei
olmustur. |

Sonug olarak; ¢alismamizda Faz II doneminde bulunan KHB’li hastalarin
tedavisinde kullanilan IFN e-2a (10-IU/ml) in vitro ve ex vivo kosullarda hasta PNL’
lerinin hiicre igi 6ldiirme aktivitesini etkilememis buna kargin, her iki deney kosulunda
PNL’ lerin fagositik aktivitesini anlaml olarak (p<0.0005, p<0.005) artirmigtir.

Caligmamzda IFNo-2a, (9-10 MU/ml), tedavisi uygulanan KHB’li hastalarin
tedavilerinin 3. ayinda serum HBV DNA, ALT ve AST diizeyleri, tedavi oncesi
degerlerle kargilagtinldiginda, serum HBV DNA diizeyinde azalma, ALT ve AST

diizeylerinde normallegsme gozlenmigtir .
Bu bulgulann 15181 altinda IFN’nin KHB’li hastalarn tedavisine immiinoterapotik

bir yaklagim getirebilecegini ve tedavi siiresinin uzamas: (6-12 ay) ile daha olumlu
yamtlar (HBeAg ve HBsAg’nin negatiflesmesi) alinabilecegini diiglinmekteyiz.
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