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OZET

Kronik Hepatit B'li Hastalar ile Hepatit B’ye Kars1 Spontan Bagisikhk K azanan
Kisiler Arasinda Programlanms Hiicre Olum Geni Polimorfizimlerinin
Sikhiklarimin ve Etkilerinin Gosterilmes

Giris ve Amag: Hepatit B’nin kroniklesmesinde Programlanmis Hiicre Oliim
Geninde (PD-1) bulunan G7146A ve T7209C tek nikleotid polimorfizimlerin viral
klirense etkisini arastirmay: amagladik.

Gereg ve yontem: Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran
kronik hepatit B tamisi olan 220 hasta ve kontrol grubu olarak 165 spontan HBsSAg
klirensli birey ¢alismaya alindi. Alinan kan 6rnekleri PCR-RFLP yontemi ile galigild.

Bulgular: Kronik hepatit B'li hasta ve spontan HBsAg klirensli kontrol grubunda
PD-1 +7146 G&aA ve +7209 C—T polimorfizimlerin alel frekansi ve genotipler
yonunden karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad: (P>0,05).
Ayrica Protrombin zaman (PTZ), international normalized ratio (INR), trombosit ve
total kolesterol, trigliserid, LDL, yonunden karsilastirilan iki grub arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptamirken (p:0,001), HDL, ALT, AST, GGT, bhilirubin,
albumin, glukoz, Ure, kreatin, |0kosit, hemoglobin, hematokrit, ferritin degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad: (P>0,05).

Sonug: Turk populasyonunda PD-1 geni +7146 G & A ve +7209 C—-T
polimorfizmlerinin hepatit B'nin klirensinde iligkili olmadigin ileri sirebiliriz, fakat
calisma grubundaki bireylerin sayisinin yetersiz olmasi anlamsiz bir iliskiye neden
olmus olabilir. Bu iliskinin daha dogru degerlendirilebilmesi icin daha fazla sayida
hasta ve kontrol grubu ile calisma yapilmas: gerekmektedir. Ayrica PTZ, INR,
trombosit ve lipid parametrelerinin (HDL harig) kronik hepatitli hastalarda karacigerin
sentez fonksiyonundaki bozuklukla iligkili olabilecegi distuntlebilir.

Anahtar sdzcikler: Kronik Hepatit B, PD-1 polimorfizm, Spontan HBsAg klirens



ABSTRACT

Demonstration of The Frequencies and Their Effects of Programmed Cell Death
(PD) Gene Polymorphisms Between Chronic Hepatitis B Patients and individuals
Who Recovered from Hepatits B Virus Infection Spontaneoudly

Introduction and Objective: Programmed cell death-1 (PD-1) plays a critical
role in regulating T-cell function during hepatitis B virus (HBV) infection. The present
study aims to investigate the relationships between the polymorphism of the PD-1 gene
(G7146A and T7209C) and the spontaneous clearance of HBsAg after a HBV infection.

Materials and methods. We used polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) assay to determine the genotype frequency
of two single nucleotide polymorphisms (SNPs) of PD-1 (G7146A and T7209C) in 220
chronic HBV infected patients and 160 control subjects who recovered from HBV
infection spontaneously.

Results: No statistically significant differences were found in the allele or
genotype distributions of the PD-1 G7146A and T7209C polymorphisms among
chronic HBV infected patients and control subjects who who recovered from HBV
infection spontaneously (P>0.05). Also, there were no satistically significant
differences in ALT, AST, GGT, bilirubin, albumin, glucose, urea, creatinine, white
blood cell, hemoglobin, hematocrit, and ferritin between chronic HBV infected patients
and control subjects (P>0.05). However, prothrombin time (PT), international
normalized ratio (INR), platelets, total cholesterol, triglyceride, LDL and HDL levels
were significantly different among chronic HBV infected patients and control subjects
(P=0.001)

Conclusion: Our results demonstrate that the PD-1 G7146A and T7209C
polymorphisms have no major role in genetic susceptibility to spontaneous clearance of
HBsAg after a HBV infection, at least in the Turkish population. Independent studies
are needed to validate our findings in a larger series, as well as in patients of different
ethnic origins. In addition, PTZ, INR, platelets, and lipid parameters in patients with
chronic hepatitis may be associated impairment of liver synthesis function.

Key Words: Chronic hepatitis B, PD-1 polymorphisms, Spontaneous HBsAg clearance



1. GIRIS ve AMAC

Hepatit B enfeksiyonu (HBV) diinyada en yaygin kronik enfeksiyonlardan biri
olup 2 milyardan fazla kisi HBV enfeksiyonuna maruz kalmakta ve 350- 400 milyon
kronik HBV’li birey bulunmaktadir. HBV akut hepatitten (fulminant hepatite bagli
yetmezlik dahil) kronik hepatit, siroz ve hepatoseliler karsinomaya (HSK) kadar bir
dizi karaciger hastaligina neden olan bir DNA virtsudir. Her yil yaklasik 1 milyon Kisi
HBV ileilgili komplikasyonlardan (dekompanse siroz veya HSK ) kaybedilmektedir®.

HBV enfeksiyonun iyilesmesi veya kroniklesmesini belirlemede adaptif
immunitenin merkezi bir role sahip oldugu bilinmektedir. Kronik HBV enfeksiyonlu
kisilerin periferik kanlarindaki ve karacigerlerindeki T hiicreleri fonksiyonel bozukluga
ugramaktadir. HBV  enfeksiyonun immunopatogenezinin  anlasilmas;, HBV
enfeksiyonunun kontrolii ve etkili tedavi stratejilerin gelistirilmesi icin cok dnemlidir®.
T hicreleri ve antijen sunucu hicrelerden eksprese olan pozitif ve negatif
kositimilatorler molekillerin T hicre yamtinda belirleyici oldugu bilinmektedir.
Birgok kositumulator molekil arasinda programii hiicre 6lum reseptori 1 (PD-1) ve PD-
1 ligandlar1 (PD-L1 ve PD-L2) immiin yanitin diizenlenmesi ve ayarlanmasinda nemli
bir yolag: olusturmaktadir. PD-1; 2. kromozomda yer alan (2937.3) ve 288 aminoasitten
olusan CD28/B7 kostimilatér molekil ailesinin tyesi olup tip 1 transmembran reseptor
proteinidir. Virise spesifik T hicre yanmtini etkileyen PD-1, PD-L1 kositimulator
yolaginin apoptozun baslatilmasinda temel mekanizma oldugu distunulmektedir. PD-1-
PD-L yolag1 uyarici ve inhibitér sinyalleri arasindaki dengeyi diizenleyerek mikroplara
kars1 etkili immin yanmit1 ve self-toleransin korunmasinda rol oynar. PD-1 ve onun
ligandlar1 merkezi ve periferal tolerans mekanizmasin etkiler. Bloklanan PD-1- PD-L1
yolaginin inhibitor fonksiyonu, otoimmin hastaliklarin gelismesine katkida bulundugu
ve bu hastaliklarin tedavisinin PD-L1 ekspresyonunu artirarak giderilebilecegi
diistintl mektedir®®,

PD-1-PD-L1 yolag1 konagin savunmasinda gesitli etkilesimlerle mikrobiyal
patojenlerin eradike edilmesinde ve mikrobiyal stratgjilerde immin yamta direng

gostermede merkezi bir yolaktir. Kronik infeksiyona sebep olan birgok mikroorganizma



PD-1-PD-L 1 yolagim kullanarak immtin yanittan kagmaktadir. Birgok calismada kronik
infeksiyon siresince PD-1-PD-L1 yolaginin immin aracilikli doku hasarinda
diizenleyici oldugu sanilmaktadir®®.

Cin'den Feng Lv ve ark. kronik HBV'li hasta grubu ile bu hastalarin saglikli aile
bireylerinden olusan kontrol grubunda PD-1.1 ve PD-1.2 polimorfizmlerinin sikligi ve
aralarindaki iliskiyi arastirmislardir. Kronik HBV enfeksiyonu ile bu polimorfizlerin
arasinda herhangi bir istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamustir (0,0688)".

Isveg’'ten Asad ve ark. tarafindan yapilan bir calismada tip 1 diyabetli (Tip 1
DM) hastalarda PD-1 +7146 G/A polimorfizminin diyabetle iliskisine bakilmis olup
istatistiksel olarak anlaml: bir iliski saptanamamistir®.

Cin'de Zheng ve ark.nmin yaptigi ¢alismada kronik hepatit B’li hasta grubu ile
saglikli kontrol grubu arasinda PD-1 allel ve genotip sikliginin HBV viral yik ve kronik
infeksiyon riski ile iliskisi arastirilmustir. PD-1 +7209 C & T polimorfizminin kronik
infeksiyon riski yoninden allel ve genotip siklig: ile iliskili olmacdig: fakat disik viral
yuk ile ilisgkili oldugu bildirilmistir (Allel ile iliskisi P:0,009 T/C, Genotip sikhig: iliskisi
P:0,005 TT/CC)®.

Bu drneklerde de goruldigu gibi literatirde PD-1 gen polimorfizmi ile ilgili
farkli  sonuclar mevcuttur.  Kronik HBV  enfeksiyonunda immin  klirensin
gerceklesmemesi ile iliskili bazi olaylarin rol aldigi disunuldiginden, bizde bu
calismada PD-1 gen polimorfizminin kroniklesmede rol alip almadigim goéstermek igin
2009-2011 yillarn arasinda Cukurova Universitess Tip Fakiiltess (CUTF) Balcal
Hastanesi Dahiliye Gastroenteroloji poliklinigine basvuran kronik hepatit B’li hasta
grubu ile spontan HBsAg klirensli kontrol grubundan olusan bireylerden alinan kan
orneklerinde PCR-RFLP yontemi ile PD-1 geni Uzerinde bulunan tek nikleotid
polimorfizmlerin (SNP) (G7146A ve T7209C) Turk populasyonunda viral klirense
etkisini aragtirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

Hepatit B viris (HBV) enfeksiyonu halen tim dinyada onde gelen saglik
sorunlarindan biri olup yaklasik 2 milyar kisi virtisle enfektedir. Dinya genelinde 350-
400 milyon kiside kronik HBV infeksiyonu vardir. HBV akut hepatitten (fulminant
hepatite bagli yetmezlik dahil) kronik hepatit, siroz ve hepatoseliler karsinomaya
(HSK) kadar bir dizi karaciger hastaligina neden olan bir DNA virtsidur. Her yil
yaklasik 1 milyon kisi HBV ile ilgili komplikasyonlardan (dekompanse siroz veya
HSK) kaybedilmektedir.(*2)

2.1.Hepatit B Epidemiyolojisi:

HBV enfeksiyonun insidanst ve bulas yollari dinya genelinde farkliliklar
gostermektedir. HBV epidemiyolojik olarak dusik (<%?2), orta (%2-7) ve yiksek (>%8)
endemisite bolgeleri olmak Uizere li¢ gruptaincelenmektedir.

Sekil 1: Dunyada HBV infeksiyonunun dagilim

Sahra alti Afrika, Asya'nin buyik bir bolimi ve Bati Pasifik’te %8-10,

Amazonlar ve Orta ve Dogu Avrupa nin giineyinde % 2-7, Hindistan ve Orta Dogu’' da



% 5 Avustralya, Yeni Zelanda, Kuzey ve Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika da % 2 den az
gorilmektedir®®*?

Dunyada yilda bes milyondan fazla akut hepatit B olgusu ortaya ¢ikmaktadir.
Hastaligin karacigerde yaratacagi hasar kisinin immin cevabina gore degiskenlik
gosterir. HBV akut hastalik olarak baslayip iyilesebilmekte ya da kroniklesebilmektedir.
Akut enfeksiyondan sonra yetiskin hastalarin % 5'i kronik olarak enfekte kalmaktadhr.
Akut HBV’de fulminan yetmezlik % 1'den az gorulmektedir. Kronik HBV gelisme
riski HBeAg pozitif anneden dogan yeni doganlarda % 90, 5 yasin altinda ¢cocuklarda %
25-30 ve yetiskinlerde % 5 den daha azdir***%

Ulkemizde yapilan calismalarda hepatit B prevalansimin batidan doguya dogru
gittikge arttigi, Eskisehir, Antalya, Adana, Elazig, Sivas ve Erzurum'da yuksek
oranlarda bulundugu, Diyarbakir'da HBsAg pozitiflik oram % 10'lara ulastig
bildirilmektedir. Kan dondr calismalarina gore HBsAg pozitifligi Glkemizde yillar
icinde azalma gostermektedir (% 5,2’ den % 2,97'ye). Turk Karaciger Dernegi (TKAD)
tarafindan yapilan ve 5.471 kisinin taranchg: bir galismada HBsAQ pozitifligi % 4, anti-
HBs pozitifligi % 32, anti-HBc Pozitifligi % 30,6 bulunmustur. HBSAg pozitif olan
hastalarda anti-HBe poxzitiflik oran: da % 92,1 olarak saptanmustir®®22.

2.2.Kronik Hepatit B'nin Tammr:

HBV varliginin ve karacigerde nekroinflamatuvar aktivitenin 6 aydan daha
fazla devam etmesi kronik hepatit B olarak adlandirilir. HBV DNA’ nin anlaml: diizeyde
olculebilir (> 10*%kopya/ml) olmas: gereklidir.

2.2.1.Kronik Hepatit B’in Tamsal Kriterleri:
a)HBsA(g pozitif > 6ay
b)Serum HBV DNA>20.0001 U/ml (10° kopya/ml), 2.000-20.0001 U/ml (10*-10 ° kopya /
ml gibi, daha disik degerler siklikla HBeAg-negatif kronik hepatit B’li hastalarda
gordltr.)
c)Surekli ya da intermittan transaminaz yiksekligi
d)Karaciger biyopsisinde orta veya ileri diizeyde nekroinflamatuvar aktivite, fibrozisin

gbzlendigi kronik hepatit



2.2.2Kronik HBV Enfeksiyonun Fazlart:

Kronik HBV enfeksiyonun dogal seyri virts-konakg: etkilesimine dayanarak;
Immiin tolerans, immiin klirens, diisik veya non-replikatif ve reaktivasyon olarak dort
faz1 icermektedir. HBV dogal seyirinde dort faz olmasina ragmen hastalarin timi bu
fazlarin hepsini yasamayabilir. Hastanin hangi fazlar1 yasayacagi veya yasamayacagi
genellikle primer HBV enfeksiyonun edinildigi yaslailiskilidir.

Immiin Tolerans Faz:

Ozellikle dogumda ya da erken cocuklukta alinan enfeksiyonda ortaya
cikmaktadir. Nadiren geg cocukluk ve eriskin donemde de olabilmektedir. Muhtemelen
konakcinin immiin sisteminin olgunlasmamasi nedeniyle yetersiz immiin yanit ya da
intrauterin hayatta anneden gegen HBV antijenlerine karsi gelisen immin tolerans
nedeniyle HBV ile infekte hepatositlere karsi yeterli immin yanit gelismemektedir.
HBV alabildigince replike olmakta, fakat immin yanit olmadigi icin karacigerde
nekroinflamasyon ve fibrosis gelismemektedir. Bu safhada HBeAg pozitif, HBV DNA
dizeyleri cok yiksek ve transaminaz degerleri normaldir. Bu donemde karaciger
biyopsisi yapilmasina gerek yoktur; ancak yapilirsa normal ya da minimal aktiviteli
hepatit gozlenir, aktif hastalik bulgusuna rastlanmaz. Bu dénem genellikle cok dusuk

spontan HBeAg serokonversiyonu ile birlikte 10-30 yil stirmektedir.®*%

Immiin Klirens Faz:

Immiin sistem matir hale geldikge adelosan dénem veya eriskin yaslarda HBV
antijenine kars1 immun aracilikli hepatoselliler hasar olusmaya baslar. Bu donemde
transaminaz dizeyleri yiksek (bazen dalgali asiri yukselmeler gorilebilir), HBeAg
pozitif, HBV DNA yuksek ya da dalgali seyirli ve karaciger biyopsisinde aktif
inflamasyon  bulgular: meveuttur.®°*Y. Bu dénemde bazen hastalar asemptomatik
olabilirken bazen de semptomatik olup akut hepatiti taklit eden ve fulminan hepatik
yetmezlige gidebilen ataklar ile sonuclanabilir. HBeAg serokonversiyonu ile birlikte
hepatik aktivite remisyonagirebilir veyaHBV DNA’da gecici azalma ile sonuglanabilir.
Ancak her alevlenme HBeAg serokonversiyonu ve HBV DNA klirensi ile sonuglanmaz.
Bu hastalar intermittant HBV DNA kaybi ile birlikte tekrar tekrar bu durumu

r (3233

yasayabilirler ve bu da siroz ve HSK gelisim riskini artiri . Bu dbnemde



enfeksiyonun alinis yasina, etnik kokene ve HBV genotipine bagli olarak degisik
oranlarda HBeAg serokonversiyonu meydana gelir.

Bu fazin siresi, alevlenmelerin siklig1 ve siddeti, siroz ve hepatoseltler kanser
(HSK) riskini artirmaktadir. HBeAg serokonversiyonu biyik oranda inaktif HBsAg
tastyiciligina doniismektedir. Az sayida olguda ise kronik hepatit B’ ye donuisdr. 2

inaktif Tasiyia Faz;

Immiin klirens doneminin sonunda infekte hiicre kitlesi ve viriis replikasyonun

azalmasi ile immum cevabin yatismasi sonunda transaminazlarin normal, virds
replikasyonun ¢ok az, nekroinflamatuvar aktivitenin hafif oldugu bir doneme girilir.
Inaktif HBsAg tasiyicihiginda klinik tablo asemptomatiktir. Genellikle 6Gmir boyu strer
ve uzun sireli izlemlerin yapildigi calismalarla prognozun iyi oldugu gosterilmistir.
Ozellikle kronik hepatit B seyrinde tablo ne kadar erken dénemde tasiyicilik formuna
donUsurse, prognozunda o kadar iyi oldugu gosterilmistir.
Inaktif HBsAg tastyicilariin az bir kisminda serum HBsAg Klirensi  (Dusik
prevalansta oran yilda % 1-2, yuksek prevalanstaise oran% 0,05-0,8) olur. Kronik HBV
enfeksiyonu tasiyicilarinda diger populasyona gére HSK gelisme riski 100 kat fazladir.
inaktif HBsAg tasiyicilarinda HSK gelisme riski % 0,5 civarinda bulunmustur®®.,

inaktif HBV Tasiyichg Tamsal Kriterleri:
1-HBsAg+ > 6ay veya HBsAg+ / Anti HBc IgM(-)>6ay
2-HBeAg(-), anti-HBe(+)
3-Serum HBV DNA <2.000 |U/ml(10 * kopya/ml)
4-Sirekli normal transaminaz degerleri
5-Yapilirsa karaciger biyopsisinde normal veya minimal degisiklikler(opsiyonel)

Reaktiyasyon Fazi (HBeAg Negatif Kronik Hepatit B):

Bu fazda HBeAg(-), antiHBe(+), yukselmis transaminaz diizeyi mecuttur. Disik
serum HBV DNA seviyelerine sahip( <2.0001U/ml) ve normal serum transaminaz
dizeyi olan hastalar uygun bir takip olmadik¢a inaktif HBSAg tasiyicisi sinifina
konulmamalidir. Clinkli HBeAg(-) hastalar genis transaminaz dalgalanmalarina sahiptir
ve basvuruda yaklasik % 20-30"unda normal transaminaz seviyesine ragmen histolojik



olarak kronik hepatit vardir. Eriskin inaktif HBSA(g tastyicilarimin uzun dénem takibinde
% 15-24'Ginde HBeAg(-) hepatit gelistigi ve bunlardan % 1-17'sinde HBeAg

reversiyonu oldugunu bildirilmektedir®5%®.

2.2.3.0kult Hepatit B (OBI):
HBsAg negatif bir olguda HBV DNA’nin pozitif bulunmasidir. Anti HBs ve anti
HBc poxzitifligi veya sadece anti-HBc poxzitifligi goriltir®®.

Tablo 1: Kronik HBV'nin Farkh Klinik ve Serolojik Géster geleri®®

HBV DNA HBsAg Total Anti-HBs HBeAg Anti-Hbe
antiHBc

Kronik HBV +++ + + _ + _
KronikHBV ++ + + _ _ +/-
precore varyant
Inaktif tastyic | <1021U/mL + + _ _ +
OB Seropozitif | <10001U/mL _ + +/- +/- +/-
OBI Seronegatif | <10001U/mL -




fmmiin tolerans faz +— Perinatal bulagma

%90-100

Horizontal bulasma=——> HBeAg(+) immUin aktif faz

0 l 9620-40

Anti-HBe serokonversiyonu ™|

%80-90

%10-20
inaktif faz

040,5-1 yﬂﬁ |

HBsAgklirens ~ %20-40— Anti-HBe(+) immiin aktif faz

Sekil 2: HBV infeksiyonunda Dogal Seyir©".



HBV Faktdrleri

Vird Yk >2x10%4

Diger Faktorler Konakca Fektorler

Sirekli alkol tiketi Yag >40

Siirekli sigara icimi Erkek

Aflatoksin maruziyeti Bagisikhik durumu
HCV,HDV HIV Ailehikayes
(koinfeksiyonu) (cirrhosisHCC)
Digerleri BMI, DM etc

karaciger 1
hastaliginin ilerlemes

Sekil 3: HBV Progresyonunu Etkileyen Faktér ler &




2.2.4.Hepatit B Virus Enfeksiyonunda Dogal Seyri Etkileyen Faktorler:

Enfeksiyonun Alindig: Y as;

Kronik HBV enfeksiyonunda dogal seyrin en 6énemli belirleyicisidir. Neonatal
veya erken cocuklukta enfeksiyon daha cok asemptomatik olup yuksek oranda (% 90)
kroniklesmektedir. Erigskin donemde enfeksiyon alindiginda ise kroniklesme oram
duserken, semptomatik olma oram artmaktadir.

HBV Genatipi;

HBV'nin A’dan H’'ya kadar 8 major genotipi vardir. Her bir genotip cografi
olarak farkli bolgelerde agirlik kazanmaktadir. Ulkemizde baskin olan genotip D’ dir.
Pegylated interferon-alfa(PEG-IFN—alfa) ile yapilan bir ¢alismada HBVgenotip A ve
B'de C ve D’'ye gore HBeAg serokonversiyon oram daha yiksek bulunmustur.
Nukleozid analoglariyla yapilan calismalarda HBV genotipi ile tedavi yanit1 arasinda
bir iliski bulunmamustir.%4?

HBeAg/Anti-HBe Antikor Pozitifligi:
Bu husus hentiz tam dogrulanmis olmamakla birlikte HBeAg pozitif kronik
HBV enfeksiyonu olanlar ve/veya gegikmis HBeAg serokonversiyonu olanlarda siroz

ve HSK gelisme riskinin arttig: bildirilmistir®39),

Hepatik Inflamasyon/Fibrosis/Siroz Durumu;

Hastamin basvurudaki karaciger biyopsisinde inflamasyon ve fibrosis durumu
siroz riski ile dogrudan iliskilidir“®®? F3 fibrozisi olan hastalarda siroz riski F1 veya
F2'lilere gbre dort kat fazladr.

Karaciger Hastaliginin Devamli Aktif Olmas;
Y Uksek transaminaz ve HBV DNA seviyeleri, sik alevlenmeler kot prognoz ile
iliskilidir. HBV replikasyonunda persistan dusus iyi seyir gostergesidir. Ancak dustk

HBV diizeyi hastalik ilerleme riskini tamamen ortadan kaldirmazt®*>%.
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Ko-Enfeksiyonlar;
HBV+HDV, HBV+HCV, HBV+HIV ve /veya lc¢lU enfeksiyonlar siroz ve HSK

gelisimini hizlandurir®>%%

M etabolik Faktorler;
Diabetes mellituslu (DM) hastalarda siroz ve HSK riskinin artmis oldugu
bildirilmistir. Ayrica demir yUkinun muhtemelen oksidatif stresi artirarak hastalik

progresyonunu artirabilecegi bildirilmektedir® "

Karaciger Yaglanma Durumu;

Kronik HBV enfeksiyonlu hastalarin karaciger biyopsisinde %20-70 steatoz
prevelans: bildirilmistir®™ "

Non- alkolik yagli karaciger metabolik sendrom (obezite, dislipidemi,
hipertansiyon, insllin direnci) ile iliskilidir. Steatozun siroz riskini  artirdigi
bildirilmektedir.("

ileri Yas;
Basvuruda yasin ileri olmasimin siroz ve HSK insidansim anlamli derecede
artirchgr  bildirilmektedir. Bu ise muhtemelen HBV enfeksiyonu ve Kkaraciger

hastaliginin daha uzun bir dénemdeki varligindandar. """

Erkek Cingyet;

Erkek cinsiyet siroz igin bagimsiz bir risk faktori olarak tammlanmustir.

Farkli cinsiyetlerde fibrosis progresyonunu hangi mekanizmalarin degistirdigi
bilinmemektedir fakat Osrojenin  muhtemelen stallet hicreleri  inhibe ederek
antifibrojenik etki gosterdigi ileri stirtilmiistiir® %589, Kronik HBV tastyicilarinda HSK
riski erkeklerde kadinlara gore 3-6 kat fazladir® %2,

Alkol Kullanim;

Bir calismada en az 10 yil boyunca>60gram/gun alkol kullaum olan HBV'li
hastalarda yalnizca HBV enfeksiyonu olanlara gére HSK insidansinin 2 kat arttigi
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bildirilmistir®. Agir alkol tiketiminin siroz riskini 6 HSK riskini ise 3 kat artirdig:
bildirilmektedir®® 82,

Sigara K ullanimu;
Sigara kullanimu ile ilgili az sayida ve celiskili bildirimler mevcuttur. Bir
calismada sigara icenlerde HSK riski 1,5 kat artircig: bildirirken®®, bir baska calismada

iseiliski bulunmamustir.®?

Karaciger Kanseri icin Aile Oykiisii Varhg;
Ailede HSK olan HBV’lilerde genetik yatkinligi disundirir sekilde HSK riski
artmaktadir.®¥

Aflatoksin:
HBV'li hastalarda aflatoksine maruziyet HSK riskini artirmaktadir“® 52 7989

Anjiotensin | Polimorfizmi;

Renin—anjiotensin sisteminin ana peptidi olan anjiotensinin hepatik stellat
hiicreleri aktive ederek fibrosis yapabildigi ve kronik HBV'li hastalarda anjiotensin
geninin promoter bolgesindeki polimorfizmlerin karaciger sirozu ile iliskili oldugu

gosterilmistir®.

2.2.5.HBV Infeksiyonu Bulasma Yollar1 ve Bulasma Yollarina Gore Risk

Gruplari

Perkitan (parenteral) Bulasma;
Cogul transflizyon yapilan hastalar
Hemodiyaliz hastalari

Damar ici uyusturucu bagimlilari
Dovme (tatug) yaptiranlar

Saglik personeli

Cerrahlar

Dishekimleri
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Hemgireler
Hastabakicilar
Laboratuar teknisyenleri
Ik yarchm calisanlar:

Cinsel Temasla Bulasma
Erkek escinseller
HBV tasiyicilarimin cinsel partnerleri
Hayat kadinlar
Cok partnerli heterosekstieller

Perinatal Bulasma
HBYV tasiyicisi annelerin bebekleri

Horizontal Bulasma
Kalabalik topluluklar halinde kétl hijyen ve distk sosyo-ekonomik durumda

yasayanlar.
Mental 6zurliler

2.2.6.Tedavi ve Prognoz;

Gunumiizde mevcut tedaviler HBV'nin eradikasyonunda tam olarak etkili
degildir. Hastaya tedavi Onerilmeden once tedaviden beklenen yarar, tedavinin yan
etkileri, ilag direnci, hastanin yasi, tercihi ve maliyet disintlmelidir.

Kronik HBV infeksiyonunda tedavinin hedefleri; HBV eliminasyonu veya viral
sipresyon; HBeAg serokonversiyonu, HBV DNA negatiflesmesi, HBSAg kaybi,
transaminazlarin normal degerlere inmesi, karacigerde nekroinflamatuvar aktivitede
azalma, hastaligin dekompanse tabloya donismesini, siroz veya HSK gelismesini
engellemektir. Ancak HBV enfeksiyonunda en kalici ve en glvenli prognoz gostergesi
HBsAg kayb1 ve anti- HBs gelisimidir.

Kronik HBV' nin tedaviye yanitimin degerlendirilmesinde;
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Biyokimyasal Yanit;
Transaminazlarin normal degerlere dismesidir.

Virolojik Yant;
HBV DNA’nin saptanamayacak diizeye inmesi (<10° kopya/ml), HBeAg pozitif

olanlarda antijen kaybidr.

Histolojik Yanit;
Baslangigtaki karaciger biyopsisine kiyasla histolojik aktivitenin en az 2 puan

azalmasidir.

Tam Yant;

Biyokimyasal ve virolojik yanitin yam sira HBsAg kaybidir.

Kronik HBV tedavisinde HBV DNA’da en az 2 log;olU/ml kadar bir disme ya
da 20.000 1U/ml’ nin altina inmesine *‘kismi yanit’’, HBV DNA 24. haftada 2log;o’ dan
fazla diugmuyorsa buna ‘primer cevapsizlik’’, tedavi siresi iginde HBV DNA’nin
1log;o’ dan fazla yikselmesi ise ‘*virolojik breakthrough’ olarak adlandirilmaktir.

Kronik hepatit hastasina hangi asamada tedavi verilecegi Onem tagsir.
Transaminazlar1 normal, immin tolerans ya da inaktif tasiyici fazinda olan Kisiler tedavi
aday1 degildir.

Kronik hepatit B ile ilgili tedavi klavuzlarinin 6nerilerine gore; Kronik HBV'li
HSK icin yiksek riskli 40 yasin Ustii Asyal1 erkekler ve 50 yasin tstti Asyal1 kadinlar,
sirozlu Kisiler, ailede HSK oOykusl olanlar, 20 yasin Usti Afrikalilar ve aralikli ya da
sirekli ALT yuksekligi ve/veya HBV DNA >2, 0001U/ml olanlarda her 6-12 ay araile
ultrasonografi ve AFP ile taranmasi Onerilmektedir. HBeAg - pozitif kronik hepatit B’li
hastalarda ALT dizeyinin normalden 2 kat yuksekligi ya da karaciger biyopsisinde
ortalsiddetli hepatit tablosu varligi ve HBV DNA >20,000 1U/ml olmasi durumunda
tedavi distnulmelidir. Kompanse karaciger hastaligi olan hastalarda spontan HBeAg
serokonveriyonu agisindan tedavide 3-6 ay beklenilmesi 6nerilmektedir. Hastada ikter,
ALT alevlenmesi varliginda hemen tedaviye baslanmalidir. ALT diizeyi siirekli normal
ya da hafif artis (normalin iki katindan az ALT artis1) gosteren hastalarda genellikle
tedavi dusuntlmemelidir. Transaminaz diizeyleri dalgal1 seyir ya da hafif artis gosteren,

14



40 yas Ustl hastalarda karaciger biyopsisi yapilmalidir. Karaciger biyopsisinde
ortalsiddetli inflamasyon veya fibrosis varliginda tedaviye basglanmalidir. HBeAg-
pozitif, serum HBV DNA yuksek fakat ALT seviyesi normal hastalarda; 3-6 ay araile
ALT duizeyinin takibi, yikselmesi durumunda daha sik araile ve HBeAg her 6-12 ayda
bir izlenmelidir. HBeAg pozitif, HBV DNA>20, 0001U/ ml olan hastalar 3-6 aylik
takipden sonra ALT seviyesi normalin Ust simrimin 1-2 kat1 yiksek ise ya da HBeAg
pozitif, HBV DNA>200001U/ ml ve hasta 40 yasin Uzerinde ise karaciger biyopsisi
yapilmas: ve ortalsiddetli inflamasyon varliginda ya da 6nemli fibrosis varliginda tedavi
distnulmelidir.

HBeAg pozitif, HBV DNA>20,0001U/ml 3-6aylik takiblerinde ALTdeki artis
normalin st sinirinin 2 katindan yuksek ise tedavi distntlmelidir.

HBeAg negatif, anti-HBe-pozitif, normal ALT dizeyi olan ve HBV
DNA<2,000iU/ml inaktif hepatit B tasiyicilarinda, ilk yil 3ay ara ile daha sonra her 6-
12ayda takip Onerilmektedir. Kronik HBV tedavisinde ALT normal ya da hafifce
yiksek(<2 kat) HBV DNA10%-105 kopya/ml arasinda seyreden hastalarda karaciger
biyopsisi yapilmasi ve hastalik aktivitesine gore tedavi karar: verilmelidir ©8).

Kronik HBV enfeksiyonu olan ve HBV DNA'’si yuksek, transaminazlart normal
kisilerde durum tartismalidir. Yapilan bir calismaya gore ALT slrekli normal olan
kisilerin % 24'de karaciger biyopsisinde evre 2-4 fibrosis saptanmistir. Bu nedenle
ALT nin Gst simir1 kadinlarda<19 1U/L, erkeklerde<30 IU/L normal kabul edilmesi
gerektigi ve bu kisilerde karaciger biyopsinin yapilarak anlamli fibrosis varsa tedavi
baglanmasi gerektigi vurgulanmustir. Bu kisilerde erken ve gerekli olmayan bir zamanda
tedavi baglanirsa uzun vadede direng problemlerinin ortaya c¢ikmast kagimlmaz
olacaktir. Ancak ALT'si normal kisilerde sinsi giden ve oynamalar gosteren bir viremi
olabilecegi, bu hastalarda ilerleyici ciddi histolojik hasar bulunabilecegi distunilirse
erken tedaviye alinmasi avantajli olacaktir®”. Sirotik evrede kronik hepatitB’de hem
dekompansasyonu 6nlemek hemde diger komplikasyonlaridan korunmak icin HBV
DNA duzeyinin cut off degeri daha asagi ¢ekilmelidir. Dekompanse sirozlu hastalarda
da transplant oncesi verilecek nikleozit/nikleotid analogu tedavisi evrelemeyi iyiye
dogru degistirmekte ve hemde komplikasyonlar: 6nlemektedir.
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Mevcut tedavi segenekleri (interferon, pegile interferon, lamivudin, adefovir,
entekavir, telvibudine, tenofovir) kalici bir HBSAg serokonversiyonu saglamaktan
uzaktrr. Interferon (IFN) ile saglanan HBeAg ve HBV DNA yantlan
niikleotit/nikleozid analoglar ile saglanandan daha kalici olmakla birlikte oran oldukca
dusuktar. Antiviral tedavi ile viral klirens saglamak guctir. Bunda replikatif aracilarin
kovalent bagli cembersel DNA’nin (covalently closed circular-cccDNA) rolt byktr.
Konak genomu igin bir havuz olustururlar ve re-enfeksiyon olmadan replikasyonu
yeniden saglarlar. Bu enfektif aracilarin eradikasyonu cok zordur. Antiviral tedavi ile
saglanan viral yikte azalma T hiicre yanitinda belli 6lciide diizelemeye yol agsa da viral
eradikasyon saglamaya yetmez.

2.2.6.1. Kronik Hepatit B Tedavisinde Kullamlan laglar

interferon —Alfa (IFN-alfa);

Antiviral, antiproliferatif ve immunmodulator etkilidir. Konagin hiicresel immun
yanitint guglendirir, viral DNA sentezini inhibe eder ve antiviral enzimleri aktive eder.
HBV ile enfekte hepatositlere karsi hiicresel immiin yanit1 Klas | histokompatibilite
antijenlerinin ekspresyonunu artirarak ve yardimci T lenfositler ile dogal olduricl
lenfositleri uyararak abartili hale getirir. interferon tedavisinin avantgjlari; tedavi
siresinin belirli olmasi, tedaviye direncli mutantlarin gelismemesi ve kalici yanmitin daha
uzun sureli olmasidir. Ancak IFN’lar dnemli yan etkilere sahip ilaglardir ve tedavinin
birakilmasina yol acabilirler. Dekompanse karaciger hastaligi olanlarda kullamiimaz. Bu
nedenlerle tedavi siresinin belirli olmasini isteyen, genc ve gebe kalmay: planlayan,
viral yuki dustk, transaminazlar: yiuksek hastalarda iyi bir tedavi secenegidir. Standart
interferon yerini yarilanma Omrd daha uzun olan pegile interferona (PEG-IFN)
birakmigtir.  PEG-IFN’ler; interferon molekiline polietilen glikol eklenmesiyle
molekiltn yart 6mrinin uzatilmasi ve daha uzun siireli etki saglanmistir. PEG-1FN alfa
2ave 2b olmak Uzere iki tipi vardir.

interferon Tedavisinin Yan Etkileri;

Standart IFN ve PEG-IFN tedavisinde yan etki profili benzerdir. En sik rastlanan
yan etkiler influenza benzeri hastalik bulgulari, ates, titreme, basagrisi, halsizlik, kas
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agrilari, enjeksiyon yerinde reaksiyon, anksiyete, depresyon, intihar tesebblisl, sac
dokilmesi, kilo kaybi, istahsizliktir. Otoantikorlarin gelisimine neden olabilir. IFN’ler
miyelostipresiftir, belirgin notropeni (<1000/mm® ve trombositopeni( <50.000/mm>
nadirdir. Ozellikle sirotik zeminde hepatik alevienme ve dekompansasyona neden
olabilir.

Antiviral Tlaglar;
Lamivudine, adefovir, entekavir, telvubidine, tenofovir gibi antiviral ilaglar
HBV replikasyonunu baskilamada kullamlmaktadir.

Lamivudine;

Kronik HBV tedavisinde ilk kullanima giren L-nikleozit analogudur. Bir siklik
niikleozit analogu olan lamivudine intrasellller hepatosit kinazlar tarafindan fosforile
edilerek aktive metaboliti trifosfata donisur. Bu form, HBV polimerazin dogal substrati
olan nikleotit trifosfatla yarismaya girerek polimeraz enzimini bloke edip viral
replikasyonu engeller. Bu ilaca karsi zaman icerisinde diren¢ gelisimi kronik HBV
tedavisinin temel konularindan biridir. Polimeraz geninin revers transkriptaz proteini
Uzerindeki C ve B bolgelerindeki mutasyonlar lamivudine direncinden sorumlu temel
mutasyonlardir. Tirozin-methionin-aspartat-aspartat (YMDD) motifi Uzerinde gelisen
diren¢ genellikle metionin’in valin ya da izol6sine donusimi seklindedir (rtM204V/
vertA181T/V). Diger bir primer mutasyon rtA181T/V'dir. Bugine kadar lamivudine 5
farki  direng paterni  saptanmustir.  Bunlar  rtM2041,  rtL180M+rtM204V,
rtL180M+rtM204l, rtV 173L +rtL 180M+rtM 204V, rtL80V/I *rtL 180M+rtM 204!’ dir.

Lamivudine direnci ile ilgili risk faktorleri arasinda; tedavi siiresinin uzunlugu,
tedavi onces yuksek HBV DNA yer almaktadir. Genotipik direng bir yil lamivudine
alan hastalarda % 14-32, tedavinin 5. yilinda % 50-60 lara yiiksel mektedir®.

Adefovir;

Revers transkriptaz ve DNA polimerazi inhibe ederek HBV DNA zincirinin
sonlanmasina neden olur. Adefovir direncinin ilk yillarda disik olmasina ragmen, 5
yilda % 29'lara ciktig: bildirilmektedir®. Adefovir direnc mutasyonlarindan sorumlu
gen bolgeleri DNA polimerazin D bdlgesinde bulunan rtN236T ile B bolgesinde
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bulunan rtA181V/T mutasyonlaridir. Adefovir direnci igin risk faktorleri suboptimal

viral supresyon ile lamivudine direncidir.

Entekavir;

2-deoksiguanozinin bir karbosiklik analogudur ve konak hiicre selller kinazlar
tarafindan fosforillenerek aktif form olan entekavir trifosfat formuna donisur. HBV
replikasyonunu 3 ayri1 basamakta inhibe etmektedir. Bunlar; HBV DNA polimeraz
primerlerinin olusumunun inhibisyonu, pregenomik RNA’dan HBV DNA’nin negatif
zincirinin  reverz transkipsiyonu ve HBV DNA pozitif zincirinin sentezinin
inhibisyonudur. Entekavir direncinin gelismesi icin lamivudine direng mutasyonlarinin
yamnda (rtN204V, rtL180M) HBV polimerazda ek mutasyonlarin (rtl169T,
rtT84S/A/I/ILGICIM, rtS202G/C/l, rtM2051/V) da olmast gerektigi bildirilmistir.
Nukleozit naiv hastalarda 5.yilda entekavir direnci % 1,2 iken, lamivudin direngli
hastalarda entekavir direnci 1. yilda % 6, 2.yilda % 15, 3.yilda % 35, 4.yilda ise % 43
olarak bildirmektedir®.

Tenofovir Disoproxil Fumarat;

Bir asiklik nukleotit analogudur. Tenofovir ileilgili klinik deneyimler HIV/HBV
koenfekte hastalar ile lamivudin direncli HBV hastalarindadir. HBV/HIV koenfekte iki
hastada DNA polimerazin B domaininde rtA194T mutasyonu ile olusan tenofovir
direnci saptanmistir®. Ancak bu mutasyonun tenofovirin etkinligini azaltici yonde bir
etkisinin olup olmadig1 net olarak belirlenmemistir.

Lamivudin direncli mutantlarin(rtM2041/V, rtL180M ve rtL173M) tenofovire
duyarli olduklar1 bilinmektedir. Adefovir direncinden sorumlu mutasyonlardan ise
rtA181V/T direncinden tenofovir etkilenmezken, rtN236T direnci varlhiginda ise
tenofovire duyarlilik azalmasi bildirilmektedir. Klinik olarak tenofovir direncinden
bahsedilmemektedir.

2.2.7.Hepatit B Virusin Molekiiler Yapis ve Immiinoloji:

HBV, hepadnaviridae ailesinin orthohepadnavirus cinsinde yer alan
hepatrotropik, zarfli ve kismen cift (% 70), kismen tek iplikli (% 30) ¢embersel
DNA'’dan olusan bir DNA virusudir. Viral genom sadece 3200 niikleotidden olusan 42
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nm ¢apinda, kiresel sekilde, ortada cekirdek (cor), etrafinda zarf (ylizey antijeni) olan
komplet virls (dane partiktll)) veya sadece zarf proteininden olusan iginde nukleik asit
bulunmayan non-infektif kiiresel ve ttbiler yapilardan olusur.** ® HBV’de genetik
bilgi uzun sarmal Uzerinde kodlanmistir ve S, C, X ve P diye isimlendirilen dort degisik
protein kodlayan nikleik asit dizising(ORF) sahiptir. S geni, ylzey proteinlerini kodlar,
Uzerinde pre-S1, pre-S2, S olmak Uzere U¢ bdlge bulunur. C geni, kor antijenini
(HBcAg) kodlar, Uzerinde pre-C ve C bolgeleri bulunur. X geni, HBxAQ'yi kodlar,
hiicresel ve viral genlerin transaktivasyonunda darol oynar.
P geni ise DNA Polimerazi kodlar, reverstranskriptaz fonksiyonuda vardir.

DNA

_» ONA Polimerzi

3 Forkh Yizey
Antijeni Formu

s
LI Pnin Tamal Vanie: Dis Kabuk

Sekil 4HBV Temd Yapia®

Virlisiin hepatosite tutunmasini organize eden genomun pre-S1 ve pre-S2
bolgeleridir. Virls hepatosite girdikten sonra viral DNA ile nikleokapsid viryondan
ayrilir ve hepatosit cekirdegine tasinir, kovalent bagli cembersel DNA (covalently
closed circular-cccDNA) meydana gelir. Bu basamak viral genom replikasyonunun ilk
ve en Onemli asamasidir. ccc-DNA’ dan konak hiicre RNA’st yardimu ile viral RNA’ lar
salgilanir. viral Messenger RNA' lar ¢ekirdekten sitoplazmaya gecer ve burada yeniden
HBV DNA sentezlenir. Olusan HBV c¢ekirdegi sitoplazmada sentezlenen kilif antijeni

ile sarilir ve komplet virlis yapilmis olur. Komplet viris ve yapilan kilif antijenleri
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hiicre disina veya kana verilir. Ayrica sentezlenen virs yeniden nukleus igine girerek
hticre iginde reenfeksiyonun stirmesini saglar.

Normal immitin yanit: olan kisilerde HBV infeksiyonunu takiben hepatosite giren
HBV’'nin immin sistem tarafindan tamnmasi gerekir. Virusla temastan sonra
hepatositten salinan IFN alfa ve gama, major histokompatibilite kompleksi (MHC) klas
| ve II'yi uyarir. MHC Kklas |, HBV'nin hticre icindeki antijenik yapilarim hepatosit
yiizeyindeki CD8" T hiicrelerine tanitir. Daha sonra Fas ligand, sitokinler ve perforinler
aracilig1 ile infekte hepatosit apoptoza ugratilir ve yok edilir. MHC Klas Il iss HBV'nin
plazma HBcAg ve HBeAg gibi antijenik yapilarimi makrofajlar tizerindeki CD4™ T
hiicrelerine sunar ve onlar1 hassas hale getirir. CD4" T'lerden IL 2, 4, 6, 10, TNF- a ve
INF- y salinr. Immiin aracili eliminasyon mekanizmalar: enfekte hicreleri ortadan
kaldirarak enfeksiyonun sonlanmasini sagliyabilecegi gibi kronik nekro-inflamatuvar
aktiviteye ve karaciger kanserine de neden olabilir®”.

Konagin hiicresel ve humoral immuinite unsurlarina ragmen bir grup hastada
HBV kroniklesir. Enfeksiyonun alindig1 yas, viral yuk, genotip ve konagin genetik
yapisi gibi birgok faktdr kroniklesmede rol almaktadir. T hiicre yamtindaki yetersizlik
kronisite ile iliskilidir. Transgenik farelerde HBeAg'nin T hlcrelerini tolerojen hale

getirdigi gozlenmistir, bu kroniklesme yoniinde sitokin imbalans: olusturmaktadir®®.
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Sekil 5HBV Genomik Y apia®

2.2.8.PD-1 Gen Polimorfizmi:

PD-1 geni; programli hiicre 61tm reseptort 1 (PD-1) 2937.3 kromozomda yeralan
288 aminoasitten olusan CD28/B7 kostimulatér molekul ailesinin Uyesi olup tip 1
transmembran reseptor proteinidir. PD-1; CD4'T hiicreleri, CD8'T hiicreleri, CD*25
hiicreleri, dogal olum hicreleri ve aktive olmus monositlerden eksprese olan ayni
zamanda CD279 olarak adlandirilan bir reseptérdiir®2%). T hiicre reseptor (TCR) veya
B hicre reseptor sinyalleri PD-1 ekspresyonuna neden olarak TNF ekspresyonu
artirmaktadir. PD1 iki liganda sahip olup bunlardan PD-L1’in ekspresyonu, PD-L2

(ayrica B7-DCve CD273 olarak adlandirilir) ligand ekspresyonuna gore cok fazladir®

103,107, 108) - pp.|2, dendritik hiicreler (DC), makrofajlar ve kemik iliginden tiireyen
mast hiicrelerinden eksprese olur.®®” Buna zit olarak PD-L1 (ayrica B7-H1 ve CD274
olarak adlandirilir) morin T hicreleri, B hicreleri, dendritik hicreler, makrofajlar,
mezankimal kok hicrelerinden ve kiltire edilmis kemik iliginden tlreyen mast

hiicrelerinden eksprese edilir™” 1%, PD-L1 ekspresyonu aktive edildikten sonra ileri
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derecede diizenlenmeye ugrar. Farelerdeki PD-L1 ekspresyonu insanlardakinden daha
fazladir. Farelerde PD-1 hematopoietik olmayan hticre tiplerinden eksprese olur. Bu
hicreler vaskiler endotel hicreler, epitelyum hicreler, kas hlcreleri, hepatositler,
pankreas hiicreleri ve beyin astrosit hiicreleridir. Ayrica plasenta ve gozden de eksprese
olmaktadir.****)PD-L1’in lenfoid olmayan dokularda yar: reaktif T ve B hiicrelerinin
ve inflamatuvar yanitin diizenlenmesinde rol oynadigi dustinilmektedir. IFN-a, IFN-f
ve I[FN-y PD-L1’in regulasyonunu artirirken, PD-L2’ nin regiilasyonunu azaltir, IL-4 ve
granulosit-makrofgj  koloni-uyarici  faktér (GM-CSF) PDL2'nin  ekspresyonunu
dendritik hicrelerde uyarirken, IL-10 monositlerde PD-L1'in ekspresyonuna neden
olur.M214) PD-1 reseptérii bir hiicre yiizey monomeri olup iki tirozin-temelli sinyal
motifi iceren bir stoplazmik alandan ve tek imminglobulin degisken-benzeri alandan
ibarettir. ™38 T hiicre ya da B hiicre reseptorleri PD-L1'e baglandiginda bir inhibitor
sinyal donusturiicti olarak gorev yapar. Immiinoreseptor tirozin-temelli anahtar
motifinde yerlesmis bulunan ikinci tirozin rezidtlerinin fosforilasyonu fosfataz SHP-2
(protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11) ve SHP-1 (Src homology region 2
domain-containing phosphatase-1)’'in PD-L1'in stoplazmik alamnda toplanmasini
saglar. Fosfotazlarin toplanmast T ve B hiicre reseptorlerince aktive edilen efektor
molekillerin (fosfatidilinositol-3-hidroksil kinaz gibi) defosforilasyonuna énclltik eder.
Ilave olarak, PD-L1 sinyalleri CD-28 aracihig: ile aktive olan fofatidilinositol-3-
hidroksil kinaz aktivasyonunu azaltarak Akt kinazin fosforilasyonunu, glukoz
metabolizmasini ve yasamsal protein Bcl-x.- nin gen ekspresyonunu baskilar. PD-L1
ekspresyon miktari, baglanma derecesi, T hiicre aktivasyonu ve sitokin Uretim sayisi
PD-L1'in ligandlar1 ile diizenlenir. PD-L1 ve PD-L2’ nin fonksiyonunun sadece T hiicre
aktivasyonu Uzerindeki etkileri anlasilmaya baslandi. Bazi in vitro ¢alismalarin sonucu
bu iki ligandin T hiicre proliferasyonu ve sitokin Uretimini inhibe ettigi yoninde olup,
diger calismalar da ise PD-L1'in T hicre aktivasyonunu artirdigi yontindedir. Bu
tartismal1 sonuglarin sebebi heniiz belli olmayip bunun sebebinin PD-L-immiinglobdilin
kaynasma proteinin agonist yada antagonist olarak degerlendirilmesinden
kaynaklanmaktadir. PD-L1 ve PD-L2 cift yonlt sinyallere sahip olabilmektedir. Bunun
aydinlatiimasi icin aym hicre tiplerinde ve T hicreleri Uzerindeki fonksiyonel

etkilerinin arastirilmasi ve kiyaslanmasi igin daha ileri calismalar gerekmektedir'4*®

118)
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2.2.8.1.PD-1-PD-L Fonksiyonunun Tolerans ve Otoimmiuinitedeki RolU:

PD-1-PD-L yolag: uyarici ve inhibitor sinyaller arasindaki dengeyi diizenleyerek
mikroplara kars1 etkili immin yanita ve self-toleransin korunmasinda rol oynar. PD-1
ve onun ligandlart merkezi ve periferal tolerans mekanizmasini etkiler. Bu yolak
timositlerin olgunlasma safhalarinda karar verici role sahiptir. PD-L1 timusun
korteksinde genis bir sekilde eksprese edilirken, PD-L2'nin  ekspresyonu
kisitlidur.($20:115)

PD-1, CD4 ve CDS8"in her ikisininde (-) olan timositlerden eksprese edilir.
Yeniden diizenlenen T ve B hicre reseptor genlerini igeren timositlerin segimi igin
gereklidir. PD-1 ekspresyonu CD4 ve CD8'in herikisininde (+) oldugu timositlerin
Uzerindeki T hticre reseptorlerine baglandiktan sonra upregule olur ve PD-1 TCR sinyal
esiklerinin kontrolu yoluyla a, B TCR’lerinin segimine katkida bulunur. PD-1 iki yonli
davranarak pozitif secimi artirabilir veya negatif secime katkida bulunabilmektedir™®).
PD-1 eksikliginin farelerin otoimmuin fenotipi Uzerine etkisi merkezi ve periferik
toleransi bozabilmektedir. "8

PD-1 ligand ekspresyonu plasenta ve gz gibi immuin-ayricalikli alanlart immin
yanittan korumaktadir. Insanlarda, PD-L1 plasental sinsitiotrofoblastlardan fazlaca
eksprese olurken PD-L2 plasental vaskiler endotel hilicrelerden eksprese olmaktadir.
PD-L1 ayrica plasental eksomlardan eksprese olarak T hiicre aktivasyonunu inhibe
etmektedir.

PD-L1 ekspresyonu plasentada artan oksijen ile upregule olurken azalan oksijen
miktar: ile hizlica son bulur. PD-L1 fonksiyonu plasentada fetal-maternal toleransi
gelistirmektedir. PD-L1’e kars1 Uretilen antikorlarin verilmesi, plasentaya gecisi artan T
hiicreler ile iligkili olarak allojenik fetuslarin diistik oramini artirmaktadir. 1019120
Yapilan calismalarda PD-1-PD-L1 etkilesimleri aktive olmus T hticrelerden korunan
gbzdeki immun ayricalikli alanlar igin bir anahtar role sahiptir. PD-L1 kornea, iris ve
retinada eksprese olurken PD-1 ve PD-L2 buralarda eksprese olmazlar. PD-1 veya PD-
L2 ye spesifik antikorlarin inhibe edilmesi sonucu kornea doku reddinin hizlandigi
gorulmektedir. T htcre aktivasyonunu in vitro PD-L1-imminglobilin flizyon proteini
inhibe eden nakil edilen korneanin in vivo daha uzun siire canli kalmasin sagladig: ve
tamamen inflamatuvar htcre infiltrasyonunu inhibe ettigi saptanmustir. Y UrGttlen
calismalar. PD-1'in perifer CD8" T hiicre toleransinda 6nemli oldugunu ve bu yolagin
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self-resktif T hicre yanitimin inhibisyonunda PD-1 inhibitor sinyallerini tetikleyerek
otoimmin hastaliklarin  iyilestirilmesinde yararli  bir  strateji  olabilecegini
gostermektedir. Otoimmunite fare modeli ¢alismalarinda PD-1 ve ligandlarinin immun
duzenleyici roltnun énemli oldugu ve nonobese diabetik (NOD) farelerdeki calismada
PD-1 ve PD-LY'in inhibisyonunun (fakat PD-L2 degil) hizli ve daha da kotllesen
diyabete neden oldugu ve cok fazla CD4" ve CD8" T hiicrelerinin IFN-y ve tiumor
nekroz faktor sentezledigi yonundedir. Birgok veriye gore antikorlarca bloklanan PD-1-
PD-L1 yolagimin inhibitor fonksiyonu, otoimmiin hastaliklarin gelismesine katkida
bulundugu ve bu hastaliklarin tedavisinin  PD-L1 ekspresyonunu artirarak

(121-125)

giderilebilecegi dustntlmektedir.

2.2.8.2.Enfeksiyon Hastalklarinda PD-1-PD-L 1 Etkilesimleri

PD-1- PD-L1 yolag: konak savunmasinda cesitli etkilesimlerle mikrobiyal
patojenlerin eradike edilmesinde ve mikrobiyal stratgjilerde immin yamta direng
gostermede merkezi bir yolaktir. Kronik infeksiyona sebep olan birgok mikroorganizma
PD-1- PD-L1 yolagim kullanarak immiun yamttan kagmaktadir. Birgok calismada
kronik infeksiyon siresince PD-1- PD-L1 yolaginin immiin aracilikli doku hasarinda
duzenleyici oldugu samlmaktadir.

Karaciger enfeksiyonlu fare modelinde PD-1 ekspresyonunun sirekli bir sekilde
T hiicre fonksiyonu ile iliskili olarak hasarli doku bolgesinde arttigi gosterilmistir®®).
PD-1- PD-L1 yolag: inhibe edilen farede adenoviris infeksiyonun ¢ok hizli bir sekilde
eradike edildigi fakat cok hizl1 hepatoselller hasarin gerceklestigi, buna karsin PD-1-
PD-L1 yolag1 mevcut olan farede boyle bir durumun olmadig: gosterilmistirt*".

Birgok calismada, PD-1- PD-L1 yolaginin saldirgan T hiicrelerinin neden oldugu
doku hasarint sinirladigint ve antiviral immuniteyi etkiledigini gosteren veriler vardr.
Akut infeksiyon ve asilamadan sonra effektif antiviral T hticreleri antijenlere karst multi
effektor fonksiyonlar (sitokin Uretimi, perforin ve granzim aracilikli sitotoksite ve
proliferilasyon) kazanmirlar. Hafiza T hicreleri, IL-7 ve IL-15 homeostatik ¢ogalma
aracilig ile antijenden bagimsiz yolda siirekli bir yetenek kazanir.*?#**°) Buna zit
olarak kronik viral enfeksiyonlar sik sik T hiicre fonksiyon bozuklugu ile karakterizedir.
Ornegin, kronik lenfositer koriyomenenjit (LCMV) infeksiyonunda viriise spesifik
CD8" T hiicreleri sitokin tretmede, infekte hiicreleri lisiz etmede ve cogalmada yetenek
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kaybina ugrarlar®®®Y. Daha az yaslanmis T hiicreleri cok daha etkili bir sekilde
terapotik agilamada ve insan immun yetmezlik virts (HIV) infeksiyonunda kontroliin
saglanmasinda multi-fonksiyonel koruma goésterirler'™®. T hiicrelerinin tam fonksiyonel
zararlarimin  farkli olmasina ragmen, T hicrelerinin fonksiyon kaybimn kronik
infeksiyona neden oldugu, asirt immunopatolojik koruma igin kritik bir deger
olabilecegi ve belkide wuygun antiviral immonite icin zararli olabilecegi
sanil maktadir129130132)

2.2.8.3.PD-1 Polimorfizmi ve Hastalik iliskis

Sistemik lupus erithematosiz (SLE), Tip 1 diyabet (Tip 1 DM), romatoid artrit
(RA) ve multipl sklerosiz(MS) gibi otoimmin hastaliklarin patogenezinin PD-1
polimorfizmi ile iligkili oldugu ve bu polimorfizmin 6nemli bir fonksiyonunun
bulundugu gosterilmistir, 33142

PD-1 polimorfizminin Isveg'li, Avrupa-Amerikali ve Meksikali hastalarda
SLE'nin gelismesiyle iliskili oldugu, Danimarkal: hastalarda tip 1 DM riskini romatoid
faktori(RF) negatif olan Avrupali hastalarda RA’i ve Alman hastalarda da MS'i
artirdig1 bildirilmistir.*3137

Bu tek nikleotit polimorfizmi (G7146A) hematopoiesizte 6nemli bir diizenleyici
fonksiyona sahip olan transkripsiyon faktér RunX1'in (ayrica AML-1 olarak
adlandirilir) baglanma alaninda lokalizedir. RunX1’in baglanma alaninin bozulmasi PD-
1 mRNA'simin  stabilitesini veya miktarimt  degistirebilmektedir.  G7146A
polimorfizmine sahip MS'li Alman hastalarda PD-1 araciligi ile IFN-y Uretiminin
durdurulmasinin engellendigi bildirilmistir.®>® ispanya’dan yapilan bir calismada ise
PD-1'in SLE hastaligina yatkinlig: ile iliskisi onaylandigi halde polimorfizm ile iliskisi
olmadig1 gosterilmistir®*®.Gozlenen farkliliklarin sebebi farkl: popiilasyonlarin farkl:
genetigi sahip olmasi ile agiklanabilmektedir. G7146A disindaki PD-1geni intronundaki
diger polimorfizmlerin Cin populasyonunda RA ile iliskili oldugu fakat SLE ile iligkili
olmadigi bulunmustur®™®**D_ Ayrica Tayvan'da SLE ile, Kore popilasyonunda
ankilozan spondilit ile ve atopik insanlarda ¢im alerjenlere spesifik IgE yaniti ile iliskili
oldugu bildirilmistir. Bu polimorfizmlerin gogunun genin intronundaki korunmus

bolgede oldugu bulunmustur 4.
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2.2.8.4.PD-1 Polimorfizminin HBV ileiliskis

HBV infeksiyonunun iyilesmesi ya da kroniklesmesini belirlemede adaptif
immuinitenin merkezi bir role sahip oldugu bilinmektedir®® Kronik HBV infeksiyonlu
kisilerin periferik kanlarindaki ve karacigerlerindeki T hiicreleri fonksiyonel bozukluga
ugramaktadirlar. Sitotoksik T lenfosit (CTL) yamti, yiksek viral yike sahip kronik
HBV infeksiyonlu kisilerde bozulmaktadir. Bununla birlikte yaslannuis hafiza T
hicrelerinin - molekiler mekanizmalarimn  temeli  heniz anlasilamamistir.  HBV
enfeksiyonun immtnopatogenezinin anlasilmast HBV infeksiyonunun kontrolt ve etkili
tedavi stratejilerin gelistirilmesi icin ok dnemlidir.**62*®_ T hiicreleri ve antijen sunucu
hicrelerden eksprese olan pozitif ve negatif kositimilator molekdllerin T hicre

(149.150)

yanitinda belirleyici oldugu bilinmektedi . Bircok kositumtlator molekiller
arasinda PD-1 ve PD-1 ligantlar1 immin yanitin dizenlenmesi ve ayarlanmasinda
onemli bir yolag: olusturmaktadir®™ ¥, Son yapilan calismalara gore yaslanmus viriis
spesifik CD8" ve CD4" hiicrelerinin kronik viral infeksiyonda asir1 PD-1 molekiilleri
eksprese etmelerine ragmen, bu molekillerin down regilasyonu sonucu infekte hiicreler
apopitoza kars: direnc gostermektedirler.®+%8) pD-L1 ekspresyonunun HIV ile infekte
kisilerde arttigi bildirilmistir. Bu verilere gore PD-1/PD-L1 yolag: farelerde ve
insanlardaki kronik viral infeksiyonlarda (HIV, HCV, HBV gibi) viriis spesifik CD8"
hiicrelerinin  fonksiyonlarimin inhibisyonunda hayati bir role sahiptir. Yapilan bu
calismalarda HBV spesifik T hiicre yanit seviyesindeki bozulmanin derecesinin PD-1
ekspresyonu ile iliskili oldugu goézlenmistir. Virtise spesifik T hiicre yamtini etkileyen
PD-1/ PD-L1 kositimulatér yolagimn apopitozun baslatiimasinda temel mekanizma
oldugu distiniilmektedir. HBV infeksiyonunda CD8" hiicre fonksiyonunun PD-1/ PD-
L1 yolag: tarafindan negatif diizenlendigi gozlenmistir.®>**® Diistik PD-1 ekspresyon
seviyesi ile distk HBV viral yuki arasinda iliski saptanirken alevienmenin gostergesi
olan ALT duzeyi ile iliskisi bulunmamistir. Son yapilan calismalarda strekli bir antijen
uyariminin T hiicre fonksiyonunu baskiladigi bildirilmistir. Kisaca T hicreleri kendi
ylzey reseptori olan PD-1 ekspresyonunu upregile ederek pozitif TCR sinyalini
kisitlayip guclt immin yanmitin olusmasint engeller. Bu veriler 1s1ginda PD-1-PD-L1
yolaginin HBV tedavisinde baskilamp baskilanmayacagi karari gicli bir tedavi

stratgjisi agisindan aydinlatilmasi gereken énemli bir konudur.
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Y apilan bu ¢aligmalardan yola ¢ikarak, Turk populasyonundaki kronik hepatit B
ile infekte hastalar ile HBV'ye kars1 dogal bagisiklik gelistiren insanlarda PD-1 geni
Uzerinde bulunan polimorfizmlerin (G7146A ve T7209C) viral klirense etkisini
arastirmay1 amacladik.
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3.GEREC ve YONTEM:

Bu calismada, Cukurova Universitess Tip Fekiiltesi, Balcali Hastanesi
Gastroenteroloji poliklinigine basvuran 385 bireyden (kronik HBV tanisi alan 220 hasta
ve 165 spontan HBsAg klirensli saglikli bireylerden) toplanan periferik kan materyal
olarak kullanildi.

Calismada, kronik hepatit B’li hasta grubu ve spontan HBsAg klirensli saglikli
bireylerden olusan kontrol grubu olmak tzere iki farkli deney grubu olusturuldu. Kronik
HBV'li hastalar ve hepatit B’ye kars1 dogal bagisikligi olan saglikli bireylerden olusan
calisma gruplar: 2009-2011 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi,
Gastroenteroloji Bilim Dalr' na bagvurup, Klinik, laboratuar, radyoloji ve patolojik
olarak kronik hepatit B tamsi konulan hastalarin alindigi prospektif bir calismadir.
Calisma icin Cukurova Universitesi Etik Kurul onay: alindi. Tum hastalarda tam fiziki
muayene yapildi. Hastalardan hepatit markirlar1 (HBSAG, antiHBs, anti-HBclgG, anti-
HCV), tam kan sayim (CBC), protrombin zamam (PTZ), uluslararast normallestirme
orant (INR), ferritin, glukoz, Ure, kreatinin (Cr), Aspartat Amino Transferaz (AST),
Alanin Amino Transferaz (ALT), Albumin, total bilirubin, direk bilirubin, Total
kolesterol, Trigliserid, Low Density Lipoprotein (LDL) ve High Density Lipoprotein
(HDL) kolesterol diizeyleri calisildi. HBsAg(+) vakalarin serumundan HbeAg, antiHbe,
antidelta, serum alfa fetoprotein (AFP) ve PCR ile HBVDNA dizeylerine bakildh.
Knodell skoruna gore patolojik degerlendirme (histolojik aktivite indeksi (HAI),
fibrosis skoru) yapildh.

Calismaya alinan grublardan 0,5 molar (M) etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
(5.4 mg) iceren vakumlu tiiplere (BD Vacutainer®, ingiltere) 2 ml periferik kan alindi.
Hasta ve kontrol grubu bireylerinden alinan periferik kanlar DNA izolasyonu yapilana
kadar +4 °C'de saklandi. Periferik kandan genomik DNA izolasyonu kan alindiktan
sonraki iki gun icinde yapilarak, izole edilen DNA’lar -80 °C’ de ¢alisma gliniine kadar
muhafaza edildi.

Arastirmaya katilan calisma ve kontrol grubu bireylerinin kanlar1 gonalltluk

esasina dayanarak etik kurallar gercevesinde toplanmistir. Hem hasta hem de kontrol
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grubundaki gonulltler, calismaya katilmadan 6nce ¢aligmann amaci ve igerigi hakkinda
acik bir dille bilgilendirilmistir.

Bu calismada, Turk populasyonunda kronik hepatit B’li hastalar ile HBV'ye
kars1 dogal bagisiklik gelistiren insanlarda PD-1 genide bulunan polimorfizmlerin
(G7146A ve T7209C) viral klirense etkisini arastirmay1 amacladik.

Calisma Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklar1 Gastroenteroloji
Bilim Dal1, Molekiler Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Kullamilan Kimyasal M addeler ve Deney Ekipmanlari
3.1.1. Kullanilan Kimyasal M addeler

-Agaroz (Sigma)

- 1zopropanol (Sigma)

- Brom Fenol Mavisi (C19HgBrsNaOsS) (Sigma)

- Ksilen Siyanol FF (Sigma)

- Gliserol (Sigma)

- Trizma-Baz (Sigma)

- Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Sigma)

- Borik Asit (Sigma)

- Suyla Hazirlanmis % 1’ lik Etidyum Bromir Cozeltisi (Merck)

- DNA Polimeraz Enzimi (Fermentas)

- Deoksiribonikleosid Trifosfat (ANTP) Seti (Promega)

- DNA Marker (Promega)

- DNA Izolasyon Kiti (Roche)

3112 PD-1 +7146 G & A (PD-1.3) Tek Nukleotid Polimorfizminin
Analizinde Kullamlan Primer Cifti

PD-1 genindeki +7146 G & A (PD-1.3) tek nikleotid polimorfizmini saptamak

icin secilen primer cifti ile PD-1 +7146 G & A tek nikleotid polimorfizminin

olusmasina neden olan nikleotidin de i¢inde bulundugu 331 baz ciftlik (bg) bir DNA

fragmenti amplifiye edilmistir. Kullamilan primerlerin uzunluklari, erime sicakliklari

(Tm), guanin-sitozin (GC) baz oran ve baz dizisi Tablo 3'de gosterilmistir. Primerler,

liyofilize halde, 0.2 pmol sentez skalasinda sentezlenmis ve yuksek performansli sivi
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kromatografiss (HPLC) ile saflastirilmug ticari olarak (Ella Biotech GmbH Am
Klopferspitz 1982152 Martinsried/Germany) satin alinan PD-1 +7146 G &a A lleri
primeri 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde dretici firmamn Onerisi olan 666 pl ayn
sekilde PD-1 +7146 G & A Geri primeri de 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde 582 pl
PCR icin uygun safliktaki steril distile su ilave edilerek ¢ozildi ve -20 °C'de
saklanmustir.

Tablo 3. PD-1 Genindeki +7146 G & A Polimorfizmini Saptamak igin Kullamlan
PrimerlerinUzunluklari, Erime sicakhklari, GC Oram ve Baz Dizis.

Uzunluk |Tm |GC
Primer (bc) (°C) |(%) |Bazdizisi
PD-1 +7146 G a A
Ileri 19 60.0 |57.89|5- CCA GGC AGCAACCTCAATC-3
PD-1 +7146 G a A
Geri 19 60.0 |57.89|5-GTCCCCCTCTGA AAT GTCC-3

3.1.1.3. PD-1 +7209 C aT Tek Nukleotid Polimorfizminin Analizinde
Kullanmlan Primer Cifti
PD-1 genindeki +7209 C & T tek nikleotid polimorfizmini saptamak icin secilen
primer cifti ile PD-1 +7209 C & T tek nikleotid polimorfizminin olusmasina neden
olan nukleotidin de icinde bulundugu 499 baz ciftlik (bg) bir DNA fragmenti amplifiye
edilmistir. Kullamlan primerlerin uzunluklari, erime sicakliklar1 (Tm), guanin-sitozin
(GC) baz oram ve baz dizisi Tablo 4'de gosterilmistir. Primerler, liyofilize halde, 0.2
pmol sentez skalasinda sentezlenmis ve yuksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ile saflastirilmug ticari olarak (Ella Biotech GmbH Am Klopferspitz 1982152
Martinsried/Germany) satin alinan PD-1 +7209 C & T lleri primeri 100 pmol/pl
hacimde olacak sekilde Uretici firmamn onerisi olan 556 ul aym sekilde PD-1 +7209 C
a T Geri primeri de 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde 733 pl PCR icin uygun
safliktaki steril distile su ilave edilerek ¢oziildi ve -20 °C’ de saklanmustir.

31



Tablo 4

. PD-1 Genindeki +7209 C & T Polimorfizmini Saptamak icin Kullamlan Primerlerin
Uzunluklary, Erime Sicakhiklari, GC Oram ve Baz Dizisi.

Uzunluk | Tm |GC
Primer (bg) (°C) |(%) |Bazdizisi
PD-1 47209 C a T
Ileri 18 54.0 |50.00|5-CCCAAGTGT GTTTCT CTG-3
PD-1 47209 C a T
Geri 18 50.0 |38.89|5-GCATTCTTGCAGATT TAG-3

3.1.1.4. Pstl Restriksiyon Endontikleaz
PD-1 +7146 G a A polimorfizmi bu calismada PCR-RFLP yontemi ile
belirlenmistir. PD-1 +7146 G & A polimorfizmi New England Biolabs
(RO140S) firmasimn Orettigi  Pstl  restriksiyon endontikleaz enzimi ile
belirlenmistir.
Pstl Enzimi Tamma Bélgesi : 5...C TGCA'G...3

3..G;ACGT C..5
Optimum Inkiibasyon Sicakhg :37°C

3.1.1.5. BstUI Restriksiyon Endonikleaz
PD-1 +7209 C & T polimorfizmi bu c¢alismada PCR-RFLP yontemi ile

belirlenmistir. PD-1 +7209 C & T polimorfizmi New England Biolabs firmasinin

urettigi

BstUI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile belirlenmistir.
BstUl Enzimi Tamma Bélgesi: 5'...CG ‘CG...3

3..GC:GC...5
Optimum Inkiibasyon Sicakig:60°C
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3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari
- Santrifijler
- Derin Dondurucular
- Steril Kabin
- Manyetik Isitci ve Karistici
-Vorteks Aleti
- Kuru lsitici
- Hasas Terazi
- Polimeraz Zincir Reaksiyon Aleti (Termal Cycler)
- Jel Elektroforez Sistemi
- Jel Goruntileme Sistemi
-Jel Analiz Sistemi
- Otomatik Mikropipetler

3.1.3. DNA izolasyonu

3.1.3.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

PD-1 +7146 G & A ve +7209 C & T polimorfizmlerinin belirlenmesindeki ilk
asama, periferik kandan cam lifli filtreye nikleik asit baglama metoduna gore
gerceklestirilen DNA izolasyonudur. Calismalar, ticari olarak satilan DNA izolasyonu
kitinin (Y Uksek saflikta PCR icin kalip DNA hazirlama kiti (Roche)) protokoliine gore
gerceklestirildi.

3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), herhangi bir organizmaya ait genomik
DNA’da dizisi bilinen belirli bir bélgenin ¢ogaltilmasina (amplifikasyon) olanak veren
in vitro DNA sentez yontemidir. PCR, 3 ana basamaktan olusur.

1.Amplifiye edilecek cift iplikli DNA'mn yiksek sicaklikta denatiirasyonu
(denaturation=denatirasyon).

2.Primerlerin 6zgul hibridizasyonuna olanak saglayacak sicaklikta [Tm (erime
sicakhigl) degerinin 3-5 °C altindaki sicaklik] hedef bolgelere baglanmalar:
(annealing=baglanma).
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3.Tag DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi 72 °C sicaklikta,
primerlerden itibaren DNA zincirlerinin (ipliklerinin) sentezlenmesi (extension=uzama).

PCR reaksiyonunun gerceklesebilmesi icin gerekli temel bilesenler asagidaki
gibidir.

Kahp DNA: Saflastirilan DNA, amplifiye edilecek DNA parcalarina kalip
gorevi yapar.

Primerler (oligonukleotidler): Kullamlacak primerler yalmzca amplifiye
edilecek bolgeye 6zel olmalidir. Tipik primerler yaklasik % 50 G+C bazlarina sahip 18-
28 nlkleotid uzunlugunda, sentetik olarak sentez  edilmis tek  zincirli
oligonikleotidlerdir.

DNA polimeraz. Termostabil karakterde DNA polimerazlardan PCR’de en
yaygin kullamlant Thermus aquaticus dan elde edilen Tag DNA polimerazdir. Taqg
DNA polimeraz’in polimerizasyon orani (nikleotid/saniye) enzim icin en uygun
sicaklik olan 70-80 °C'da 35-100' diir. 50 pl’ lik bir reaksiyon hacmi icin 6nerilen miktar
1.25 Unitedir (V).

MgCl,: Mg* iyonlari dNTPler ile coziinebilir kompleksler olustururlar,
polimeraz aktivitesini stimile ederler ve cift iplikli DNA’'mn Tm degerini artirirlar,
ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar. Genellikle optimum MgCl, konsantrasyonu
olarak 1.0-2.5 mM’lik deger tercih edilir.

PCR tamponu: PCR ic¢in uygun tampon 10-50 mM arasinda degisen Tris-
HCI’dir. Tamponun pH'si ise 8.3-8.8 arasinda degisir. Bu tampona son konsantrasyonu
50 mM kadar KCI ¢ozeltisi eklenmesi primerin kalip DNA’ya yapismasint kolaylastirir.

dNTP Karisimi: Tag DNA polimeraz disik dNTP konsantrasyonlarinda kaliba
uygun dogru bazlar1 segmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PCR 200
MM dNTP konsantrasyonu ile gerceklestirilir.

3.1.5.Agaroz Jel Elektrofor ez

PCR isleminden sonra amplifikasyonun gergeklesip gergeklesmedigini ve PCR-
RFLP sonucunda bireyin hangi genotipe sahip oldugu agaroz jel elektroforezi ile
belirlenmistir.



3.1.5.1.PCR ve PCR-RFL P Or neklerinin Jele Konmasi ve Elektroforez

PCR'da DNA amplifikasyonun basarili  bir  sekilde gergeklesip
gerceklesmedigini, amplifiye edilen Grinlerin restriksiyon endoniikleazlar ile kesilip
kesilmedigini ve ARMS-PCR sonucunda hangi allelerin ¢cogalip ¢cogalmadigim kontrol
etmek amact ile ornekler, islemlerin bitiminden sonra % 2.5’ lik agaroz jellere yuklendi.

3.1.6. PD-1 +7146 G a A Tek Niukleotid Polimorfizminin PCR-RFLP
Y ontemi ile Belirlenmesi

3.1.6.1. PD-1 +7146 G & A Tek Nikleotid Polimorfizminin Saptamak
Amacyla Bu Polimorfizmin Olabilecegi DNA Boélgesinin PCR ile
Cogaltilmas
PD-1 +7146 G/A tek nukleotid polimorfizmi, PD-1 geninin 4. intronu
icerisindeki transisyon seklinde bir nikleotid degisimidir. Bu transisyon seklindeki
degisim Guanin’in Adenin’e (G/A) donismesi sonucu meydana gelir. PD-1 +7146 G/A
Tek Nukleotid Polimorfizminin olup olmadigi Hoffmann ve ark. (2010)' nin kullanmis
olduklar1 PCR-RFLP yontemi ile belirlenmistir. Igerisinde PD-1 +7146 G & A tek
niikleotid polimorfizminin bulundugu 331 baz ciftlik (bg) genomik insan DNA’sinin
polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu icin PD-1 +7146 G & A lleri: 5°- CCA
GGC AGC AAC CTC AAT C -3 ve PD-1 +7146 G a A Geri: 5'- GTC CCC CTC
TGA AAT GTC C -3 primerleri kullanilmigtir. National Center for Biotechnology
Information (NCBI) nikleotid veri tabanindan alinan AF363458 rapor numarali insan

DNA sirast kullamlmig ve primerlerin uygunlugunun testi igin online Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) programindan yararlanilmistir. Sekil 6'da kullanilan
primerlerin PD-1 geni Uzerindeki konumlar (alt1 gizili ve kirmizi renkli nikleotidler) ve
PD-1 +7146 G & A polimorfizminin bulundugu bolge (mavi renkli nikleotid)
gosterilmistir.
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http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)

CCOCACCTCC CCAGOCCCCA GGCAGCAACC TCAATCCCTA AAGCCATGAT CTGGGGOCCC
AGCCCACCTG C

(G a A
GTCTCCGGGG GTGCOOGGOC CATGTGTGTG CCTGOCTGOG GTCTCCAGGG GTGOCTGRCC
CACGOGTGTG COCGOCTGOG GTCTCTGRGG GTGOOCGGOC CACATATGTG CCTGCCTGOG
GTCTCCAGGT GTGCOOGGOC CATGCGTGTG CCCACCTGOG AGGGCGTGGG GTGEGCTTGG
TCATTTCTTA TCTTACATTG GAGACAGGAG AGCTTGAAAA GTCACATTTT GGAATCCTAA
ATCTGCAAGA ATGCCAGGGA CATTTCAGAG GGGGACATTG AGCCAGAGAG GAGGGGTGGT

Sekil 6. PD-1 +7146 G & A Tek Nukleotid Polimorfizminin Bulundugu Bdlgenin
Cogaltiimagnda Kullamlan Primerlerin  PD-1  Geni  Uzerindeki
Konumlari ve Polimorfizminin M eydana Geldigi Nukleotid

DNA izolasyonu ile izole edilen DNA oOrneklerinden PD-1 +7146 G & A tek
niikleotid polimorfizmini saptamak amaciyla, polimorfizminde icinde bulundugu 331
be.’lik bir gen bolgesi PCR ile ¢ogaltildi. Her bir 6rnek icin, daha dnce otoklavda
sterilize edilen 0.2 ml’lik PCR tiptinde 25 pl’lik bir PCR reaksiyonu hazirlandi. PCR
protokolii asagidaki basamaklardan olusmaktadir.

1.Tum PCR eriyiklerinin bir araya konuldugu ana karisim 1.5 veya 2 ml’lik
steril eppendorf tupleri igerisinde hazirlandi. TUplere pipetaj sirasindaki kayiplar goz
oninde bulundurularak cogaltilacak 6rnek sayisindan 3-5 6rnek kadar fazla olacak
sekilde PCR karisimi hazirlanch. Tablo.5'te ana karisimin  hazirlamisi ve PCR
eriyiklerinden 25 pl’lik bir PCR reaksiyonu igin ne kadar alinmasi gerektigi ve
eriyiklerin reaksiyondaki son konsantrasyonlar: gosterilmistir.

2.Anakarisim vorteks ile karistirildiktan sonra ¢eperlere yapisan damlaciklardan
dayararlanmak icin ¢ok kisa bir santriftij (spin) (8000 devir/dakikada 10 saniye) ile tim
sivi bir araya topland.

3.0.2 ul'lik steril PCR tupleri etiketlendikten sonra PCR ana karisimindan
bunlarin her birine 17.5 pl konuldu.

4.Her etiketli PCR tUpine aynm etikete sahip DNA tlplerinden 7.5 er ul DNA
eklenerek her tipun icinde 25 ul’lik PCR karisimi olusturuldu. Negatif (su) kontrollerde
ayn sekilde etiketlendi.

5.Bitin tupler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) PCR
cihazina yerlestirildi. Tablo 6'daki PCR protokoli programlanarak PCR cihazi
calistirildi.
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6.Ardindan PCR cihazindan ¢ikarilan ornekler agaroz jel elektroforez ile analiz

edilinceye kadar 4 °C’ de saklandh.

Tablo 5. PD-1 +7146 G & A Tek Nikleotid Polimorfizmini Saptamak Amaciyla

Optimum Amplifikasyonun Ger gekles

stirildigi PCR Reaksiyon Karisim.

Malzeme Stok Son Konsantrasyon | Alinan  Miktar
Konsantrasyon | (25ul’ de) (M)
PCR tamponu 10X 1X 2.5l
MgCl, 25mM 15mM 1.5l
dNTP karigimu 10 mM 200 uM 0.5l
PD-1 +7146 G & A | 50 pmol/ul 12.5 pmol/ul 0.25 ul
Ileri Primer
PD-1 +7146 G & A | 50 pmol/pul 12.5 pmol/ul 0.25 ul
Geri Primer
Taq DNA polimeraz | 5 U/l 3U 0.6 pl
DNA 15-30 ng/pl 112.5-225 ng 7.5l
ddH.O -- -- 119l

Tablo 6. PD-1 +7146 G & A Tek Nikleotid Polimorfizmini igcin PCR Sicakliklar: ve Déngi

Sayilar.
Reaksiyon Asamasi Sicaklik Sire Dongl sayisi
(°C)
Ik denatiirasyon 95 3 dakika 1
Denatirasyon 95 30 saniye
Baglanma (Annealing) 60 30 saniye 35
Uzama (Extension) 72 30 saniye
Son Uzama 72 5 dakika 1
Sogutma 4 -- --

37




3.1.6.2. PD-1 +7146 G & A Tek Nukleotid Polimorfizmin Bélgesinin PCR
Islemi Sonucunda Géruntiilenmesi
PD-1 +7146 G & A Tek Nikleotid Polimorfizmin Boélgesinin PCR reaksiyonu
ile ¢cogaltilmas: sonucunda bu bélgenin gogaltilip cogaltilamadigr %2.5'luk agaroz jel
elektroforez ile kontrol edildi. Birinci kuyucuga DNA marker diger kuyulara PCR
Urinleri yuklendi. Jel 90 voltta 30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. BioDoc 11™
Biometra jel gorintileme sistemi ile DNA bantlar: incelendi. PD-1 +7146 G & A Tek
Nukleotid Polimorfizmin bulundugu bdlge icin 331 be’ lik 1 adet bant gozlenir (Sekil 7).

331 bg

Sekil 7. PD-1 +7146 G & A Tek Nukleotid Polimorfizmin Bélgesinin PCR Reaksiyonu ile
Cogaltilmas Sonucu Olusan DNA Parcasimin % 2.5'lik Agaroz Jeldeki Goruntisi. M:
DNA marker, 1-4: PD-1 +7146 G & A Tek Nukleotid Polimorfizminin Bulundugu 331
b¢'lik DNA fragmenti.
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3.1.6.3.: PD-1 +7146 G & A Tek Niikleotid Polimorfizmini Belirlemek Icin
RFLP Analizi

Restriksiyon endonikleazlar (RE) cift iplikli DNA’y1 kesen enzimlerdir. RE
DNA diziliminde iki yonlu simetri olusturan palindromik (her iki yonden de aymi
bicimden okunan) bolgelerdeki baz dizilerini tanirlar ve bu dizilerden her iki DNA
zincirini keserler. Bu enzimler bakterilerden izole edilir ve bakteriye giren viral DNA’y1
parcalayarak bakteriyi virls enfeksiyonundan korurlar. Restriksiyon enzimlerinin
bilimsel adlandiriimas: izole edildigi bakterinin G¢ harfli kisaltmasim takip eden sus
tanimlamasiyla beraber bulunduklari siraya gore romen rakamyla yapilir.

PD-1 +7146 G & A Tek Nukleotid Polimorfizmini RFLP yodntemi ile
saptayabilmek icin Pstl restriksiyon enzimi kullarildi. Bu enzim 5'...CTGCA ' G...3'
sirasina sahip 6 nikleotidlik DNA bdlgesini tamir ve 3' tarafindaki GA bazlar1 arasinda
yapiskan ug olusturacak sekilde kesim yapar. Tablo 8 de Pstl restriksiyon enziminin
tamma bolgesi (alt1 cizili olan 6 nikleotid) gdsterilmistir. Bu tanima bolgesi PD-1
+7146 G & A Tek Nikleotid Polimorfizmini bulundugu nikleotidi de icine almaktadir
[cizelgede mavi renk ile gosterilen nikleotidler (+7146 G & A)]. Guanin'in (G)
Adenin'e (+7146 G & A) donusmesi sonucu Pstl restriksiyon enziminin tamma ve
kesim bolgesi tamamlanmus olur ve bu durumda enzim 331b¢’ lik DNA pargasin 276 ve
55 be¢'lik iki parcaya boler.

CCCCACCTCC CCAGCCCCCA GGCAGCAACC TCAATCCCTA AAGCCATGAT CTGGEGEECCCC
AGCCCACCTG C

(Ga A
GTCTCOGGGG GTGCOCGRCC CATGTGTGTG CCTGOCTGOG GTCTCCAGGG GTGOCTGGOC

Sekil 8. Pstl Restriksiyon Enziminin Tamma Bolges ve PD-1 +7146 G & A Tek Nuklectid
Polimor fizmini Neden Olan Nukleotid

RFLP protokolu asagidaki basamaklardan olusmaktadir.

1. RFLP reaksiyonu icin gerekli ana karisim, 1.5 veya 2 ml’lik steril eppendorf tlpt
icinde hazirlandi. Deney tuplerine ana karisimin pipetle aktarilmas: sirasindaki
kayiplar goz 6ninde bulundurularak kesim yapilacak Ornek sayisindan 3-5 6rnek

kadar fazla olacak sekilde karisim hazirlandi. Tablo 7’ de ana karisimin hazirlanisi
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ve RFLP eriyiklerinden 20 pl'lik bir RFLP resksiyonu igin ne kadar alinmasi
gerektigi ve eriyiklerin reaksiyondaki son konsantrasyonlar: gosterilmistir.

. Tablo 7'de verilen kimyasallar belirtilen miktarlarda karistirilch. Oncelikle su,
tampon ve BSA sonrasinda enzim karisima eklendi. Ardindan vorteksile karistirilip,
kisa bir spin santrifij (8000 devir/dakikada 10 saniye) ile tim sivimin tipin alt
kisminda toplanmasi sagland.

. 0.5 mlI’'lik steril tpler PCR Urunleri ile eslesecek sekilde etiketlenip, iclerine 15 pl
RFLP reaksiyon karisimindan konuldu.

4. Tuplere aym isimli PCR Urunlerinden 5 pl eklendi.

5. Kisahbir spin santriftij (8000 devir/dakikada 10 saniye) ile tiim damlaciklar bir araya

topland: ve her tlpin tzerine mineral oil eklendi. Buharlasmay1 onlemek igin tim
tiplerin kapak kenarlar1 parafilm ile sikica sarildi. Sonra tUplerin tamamu daha
onceden, enzim Ureticisinin tavsiyesi dogrultusunda 37 °C’ye istilan kuru 1si
bloguna yerlestirildi.

. 37 °C'de bir gece inkiibasyonun ardindan (16 saat), tUpler kuru 1st blogundan
alinarak 4 °C’de sogumaya birakildi. Bu arada yukarida anlatilan yontemler ile %
2.5'lik agaroz jel hazirland.

. TUm RFLP Urtinleri ve DNA marker’, tek tek jel yikleme tamponu ile karistirilarak
jele yuklendi. Y Ukleme esnasinda pipet ile aktarma islemi ¢ok dikkatli bir sekilde
gerceklestirildi. Jel 90 voltta elektroforez edildi.

. 30-45 dakika sonra elektroforez durduruldu. Jel tepsisinden cikarilan jel, jel
ile incelendi

goruntileme sistemi ve bilgisayara bagli kamera yardimyla

goruntunin fotografi gekildi ve bilgisayara kaydedildi.

Tablo 7. PD-1 +7146 G & A Tek Nikleotid Polimorfizmini Belirlemek icin RFLP Reaksiyonu

Karigimi.

Malzeme Stok Son  Konsantrasyon | Alinan  Miktar|
Konsantrasyon | (20 ul’de) (M)

NEBuffer 3 10X 1X 2ul

Bovin serum albumin | 10mg/ml 100ug/mi 0.2 ul

Pstl 20.000 U/ml 12U 0.6 ul

PCR Urdnt -- -- 5ul

ddH.O -- -- 12.2 ul
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Kesim reaksiyonu sonucu olusan Urinler % 2.5'lik agaroz jelde yurdtulip
gorintllendikten sonra, olgularin genotiplemeleri gerceklestirildi. Kesim sonucunda
elde edilen ve olgularin genotipini belirleyen bandlar asagida belirtilmistir. Gorantall
aciklamada Sekil 9’ da gortlmektedir.

a A aleli bulunmayan genotipteki olgularda 331 b¢'i biydkltgtindeki tek bir DNA
fragmenti (RE tamma bolgesi bulamadigindan PCR drdnd  kesilmemistir)
gordlmistar.

b- Heterozigot genotiplerde 331, 276 ve 55 bg'i buyukluglinde tig DNA fragmenti (RE
bir A allel bulundugundan dolay: bir tamma bolgesine sahiptir diger alelde (G)
tamma bolgesi olmadigindan kesilmemistir) gorilmastr.

c- Homozigot AA genotiplerde 276 ve 55 bg’i buydkltgiunde iki DNA fragmenti (RE
iki A alleli bulundugundan dolay: tim PCR runleri kesmistir) goralmuistar.

331 bg
276 bg

Sekil 9. PD-1 +7146 G & A Tek Niikleotid Polimorfizmini RFLP Y 6ntemi fle Genotiplendirilmes
Sonucu Olusan DNA Parcalarinin % 2.5'luk Agaroz Jeldeki Gértnttsi. M: DNA marker,
1,34: PD-1 +7146 G & A heterozigot genotip (331, 276, 55 bg) (GA), 2: PD-1 +7146 G &
A homozigot genctip (331 bg) (GG).
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3.1.7. PD-1 +7209 C aT Tek Nuikleotid Polimorfizminin PCR-RFLP
Y ontemi ile Bdlirlenmesi

3.1.7.1. PD-1 +7209 C &aT Tek Niukleotid Polimorfizminin Saptamak
Amacayla Bu Polimorfizmin Olabilecegi DNA Bolgesinin PCR ile
Cogaltilmas
PD-1 +7209 C/T tek nukleotid polimorfizmi,
icersindeki transisyon seklinde bir nikleotid degisimidir.

PD-1 geninin 4. intronu
Bu transisyon seklindeki
degisim Sitozin’in Timin'e (C/T) donismesi sonucu meydana gelir. PD-1 +7146 G/A
Tek Nukleotid Polimorfizminin olup olmadigi Zheng ve ark. (2010)'min kullanmis
olduklar1 PCR-RFLP yontemi ile belirlenmistir. Icerisinde PD-1 +7209 C aTek
nikleotid polimorfizminin bulundugu 499 baz ciftlik (bg) genomik insan DNA’sinin
polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu icin PD-1 +7209 C & T lleri: 5'- CCC
AAG TGT GTT TCT CTG -3 vePD-1 +7209 C a T Geri: 5- GCA TTC TTG CAG
ATT TAG -3 primerleri kullamlmustir. National Center for Biotechnology Information
(NCBI) nukleotid veri tabanindan alinan AF363458 rapor numarali insan DNA sirasi
testi Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) programindan yararlanimistir. Sekil 10'da kullanilan

kullanilmis  ve  primerlerin - uygunlugunun icin  online

primerlerin PD-1 geni Uzerindeki konumlari (alt1 gizili ve kirmizi renkli nikleotidler) ve
+7209 C &T polmorfizmininbulundugu bolge (mavi renkli niikleotid) gosterilmistir.

t gaccccaag

tgtgtttctc tgcagggaca

gt gagt ct ca
ggaaggacag
cacctcccca

ccacct gcgg

t gcct ggccc
cat

ctcttttcct gcatgatcca
gct gggacca cacggcct gc
gcccccaggec agcaacct ca

tct ccggggg tgcccggecce
a

at aggagcca
ctgtgccttc
aggact caca
at ccct aaag

at gt gt gt gc

ggcgcaccgg
cttcct gggt
ttctattata
ccatgatctg

ct gcct gcgg

gcgt gt gc ccgectgegg tctctggggg tgecccggece acat at gt ge

ctgcctgegg tctccaggtg tgecccggece atgegtgtge ccacctgega
tgggcttggt catttcttat cttacattgg agacaggaga gcttgaaaag
gaat cct aaa tctgcaagaa tgccagggac atttcagagg gggacattga

ccagcccct g
gggcagaggt
gccaggaccc
gggccccagce

t ct ccagggg

gggcgt gggg
tcacattttg

gccagagagg

Sekil 10. PD-1 +7209 C & T Tek Nukleotid PolimorfizmininBulundugu Bolgenin  Cogaltilmasinda
Kullamlan Primerlerin PD-1 Geni Uzerindeki Konumlary ve Polimorfizminin Meydana

Geldigi Nikleotid
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http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)

PCR reaktiflerinin hazirlanmasi ve yapilan islemler aynen PD-1 +7146 G & A

polimorfizmi icin anlatilan sekliyle yapildi. Bununla birlikte PD-1 +7209 C & T

polimorfizmine spesifik primerler kullanildi. PD-1 +7209 C & T polimorfizminin

optimum amplifikasyonun gerceklestirildigi PCR reaksiyon karisimi, PCR sicakliklar:

ve dongu sayist Tablo 8 ve Tablo 9 da verilmistir.

Tablo 8. PD-1+7209 C & T Tek Nukleotid Polimorfizmini Saptamak Amaciyla
Optimum Amplifikasyonun Ger¢eklestirildigi PCR Reaksiyon Karisimi.

Malzeme Stok Son  Konsantrasyon | Alinan  Miktar
Konsantrasyon | (25ul’de) (ub)

PCR tamponu 10X 1X 2.5l

MgCl, 25mM 15mM 1.5l

dNTP karigimu 10 mM 200 uM 0.5l

PD-1 +7146 G | 50 pmol/ul 12.5 pmol/ul 0.25 pl

a A lleri Primer

PD-1 +7146 G | 50 pmol/ul 12.5 pmol/ul 0.25 pl

a A Geri Primer

Taq DNA | 5 U/ul 3U 0.6 pl

polimeraz

DNA 15-30 ng/pl 112.5-225 ng 7.5l

ddH.O -- -- 119l

Tablo 9. PD-1+7209 C & T Tek Nilkleotid Polimorfizmini icin PCR Sicakliklari ve Déngii Sayilari.

Reaksiyon Asamasi Sicaklik Sire Dongl sayisi
(°C)

Ik denatiirasyon 95 3 dakika 1

Denatlirasyon 95 30 saniye

Baglanma (Annealing) 49 30 saniye 35

Uzama (Extension) 72 30 saniye

Son Uzama 72 5 dakika 1

Sogutma 4 - -
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3.1.7.2. PD-1 +7209 C & T Tek Nukleotid Polimorfizmin Boélgesinin PCR
Islemi Sonucunda Géruntiilenmesi

PD-1+7209 C & T Tek Nukleotid Polimorfizmin BolgesininPCR reaksiyonu ile
cogaltilmast sonucunda bu bolgenin cogaltilip cogaltilamadigr %2.5' luk agaroz jel
elektroforez ile kontrol edildi. Birinci kuyucuga DNA marker diger kuyulara PCR
drdnleri yiklendi. Jel 90 voltta 30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. BioDoc
[1™Biometra jel goriintileme sistemi ile DNA bantlar: incelendi. PD-1 +7209 C & T
Tek Nukleotid Polimorfizmin bulundugu bélge icin 499 be'lik 1 adet bant gozlenir
(Sekil 11).

—— 499D

Sekil 11. PD-1 +7209 C & T Tek Nikleotid Polimorfizmin Bélgesnin PCR Reaksiyonu ile
Cogaltilmas Sonucu Olusan DNA Parcasinin %2.5'lik Agaroz Jeldeki Gorlntilsi. M:
DNA marker, 1-4: PD-1 +7146 G & A Tek Nukleotid Polimorfizminin Bulundugu 499
b¢'lik DNA fragmenti.



3.1.7.3. PD-1 +7209 C & T Tek Niikleotid Polimorfizmini Belirlemek cin
RFLP Analizi

PD-1 +7209 C & T Tek Nukleotid Polimorfizmini RFLP yontemi ile
saptayabilmek icin BstUI restriksiyon enzimi kullanildi. Bu enzim 5...CG'CG...3'
sirasina sahip 4 nikleotidlik DNA bdlgesini tanir ve kiit ug olusturacak sekilde kesim
yapar. Sekil 12'de BstUl redtriksiyon enziminin tamma bdlgesi (alti ¢izili olan 4
nikleotid) gosterilmistir. Bu tamma bolgesi PD-1 +7209 C & T Tek Nukleotid
Polimorfizmini bulundugu nikleotidi de icine almaktadir [cizelgede mavi renk ile
gogerilen nikleotidler (+7209 C & T)]. Sitozin'in (C) nikleotidinin bulunmast
durumunda BstUI restriksiyon enziminin tamma ve kesim bolgesi tamamlanmis olur ve
bu durumda enzim 499 bg’lik DNA parcasini 309 ve 190 bg'lik iki pargaya boler.

GGOCCCAGCC CACCTGCGGT CTCCGGGGGT GCCOGGCCCA TGTGTGTGCC TGOCTGOGGET
CTCCAGGGGT GOCTGGCCCA

(can

GCGTGTGOOC GCCTGOGGTC TCTGGGGGTG COCGRCCCAC ATATGTGCCT GCCTGOGGTC

Sekil 12. BstUl Restriksiyon Enziminin Tamma Bélges ve PD-1 +7209 C & T Tek Nuklectid
Polimor fizmini Neden Olan Nukleotid

RFLP protokoli PD-1 +7146 G & A Tek Nukleotid Polimorfizmini
belirlenmesindeki  sekliyle uygulandi. Bununla birlikte PD-1 +7209 C &a T
mutasyonunun belirlenmesi igin BstUI restriksiyon enzimi kullanildi. Tablo 10’ da ana
karisimin hazirlanigi ve RFLP eriyiginden 20 ul’ lik bir RFLP reaksiyonu i¢in ne kadar
alinmasi gerektigi ve reaksiyondaki son konsantrasyonlar: gosterilmistir.
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Tablo 10. PD-1 +7209 C & T Tek Niikleotid Polimorfizminin Belirlenmes igin RFL P Reaksiyonu

Karigimi. _

Malzeme Stok Istenen Konsantrasyon | Alinan Miktar
Konsantrasyon | (20 ul’de) (M)

NEBuffer 4 10X 1X 2ul

Bovin serum albumin | 10mg/ml 100ug/mi 0.2 ul

BstUl enzimi 10.000 U/ml 12U 2.4 ul

PCR Urund -- -- 5l

ddH,O -- -- 10.4 ul

Kesim reaksiyonu sonucu olusan Urinler % 2.5'lik agaroz jelde yurdtulip
goruntllendikten sonra, olgularin genotiplemeleri gerceklestirildi. Kesim sonucunda
elde edilen ve olgularin genotipini belirleyen bandlar asagida belirtilmistir. Goruntll
aciklamada Sekil 13’ de goralmektedir.

a C aleli bulunmayan genotipteki olgularda 499 b¢'i biydkltgtindeki tek bir DNA
fragmenti (RE tamma bolgesi bulamadigindan PCR drdnd  kesilmemistir)
gordlmistar.

b- Heterozigot genotiplerde 499, 309, 190 b¢'i biyuklugiunde ¢ DNA fragmenti (RE
bir C allel bulundugundan dolay: bir tammma bdlgesine sahiptir diger allelde (T)
tamma bolgesi olmadigindan kesilmemistir) gorulmastr.

c- Homozigot CC genotiplerde 309 ve 190 b¢’i blyukltginde iki DNA fragmenti (RE
iki C alleli bulundugundan dolay: tim PCR Urunleri kesmistir) géralmistor.
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Sekil 13. PD-1+7209 C & T Tek Niikleotid Polimorfizminin RFLP Y éntemi ile Genotiplendirilmesi
Sonucu Olusan DNA Parcalarinin %2.5'lik Agaroz Jeldeki Goruntusi. M: DNA
marker, 1-3 nolu kuyular PD-1 +7209 heterozigot CT genotipli 6rnekler (499, 309 ve
190 bg), 4-5 nolu kuyular PD-1 +7209 homozigot CC genctipli ¢rnekler (309 ve 190 bg).

3.2. istatistiksel Analizler

Kronik hepatit B ile spontan HBsSAg klirensli grubu arasinda sayisal
degiskenlerin (yas) ortalamalarinin karsilastirilmasinda Student’s t-testi, kategorik
degiskenlerin (cinsiyet, akol ve sigara kullammu gibi) frekanslari yontnden
farkliliklarin karsilastirilmasinda Ki-Kare (¥2) testi kullamldi. Kronik hepatit B ile
spontan HBsAg klirensli grubu arasinda PD-1 +7146 G & A ve PD-1 +7209 C a T
polimorfizmlerinin frekanslari yoninden farkliliklar y2 testi ile kontrol edilir. p
degerinin 0.05 kiclk olmas istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. Bitln istatistiksel
yontemler, “ SPSS (Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for Windows, Version
15,0 Chicago, IC, USA)” idtatistiksel paket program kullamlarak yapildh.
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4. BULGULAR

Calismaya 220 kronik hepatit B hastasi ve kontrol grubu olarak 165 spontan
HBsAg klirensli saglikli birey alindi. Hasta ve kontrol grubu Cukurova Universitesi
Gastroenteroloji poliklinigine bagvuranlar bireyler arasindan rastgele secildi. Calismaya
alinan hasta ve kontrol grubundaki Kisilerin demografik 0Ozellikleri tablo 11'de
verilmistir. Calismaya alinan hasta grubunun 145'i erkek (% 65,9), 75'i kadin (% 34.1),
yas ortalamasi 45.44+13.90, alkol kullanan 14 (% 6.4), akol kullanmayan 206 (% 93.6),
sigara kullanan 45 (% 27.3) sigara kullanmayan 120 (% 72.7), vicut kitle indeksi
27.21+4.47 idi. Kontrol grubunun ise 82'si kadin (% 49.7), 83'U erkek (% 50.3), yas
ortalamasi 49.99+12.98, alkol kullanan 10 (% 6.1), akol kullanmayan 155 (% 93.9),
sigara kullanan 68 (% 30.9), sigara kullanmayan 152 (% 69.1), vicut kitle indeksi
27.64+4.27 idi. Hasta grubu ve kontrol grubu; yas, cinsiyet, vicut kitle indeksi, alkol ve
sigara kullanimi yoniinden karsilastirildi. Her iki grupta karsilastirilan bu parametreler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (P degerleri sirasiyla 0.002, 0.002,
0.90, 0.44, 0.40)(Tablo 11)
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Tablo 11. Hasta ve Kontrol Grubu Demogr afik Verileri.

Kronik Hepatit B | Spontan HBSAg | P
(n=220) (n=165)
Yas+SD 45.44+13.90 49.99+12.98 0.002
Cinsiyet 0.002
Kadin 75 (% 34.1) 82 (% 49.7)
Erkek 145 (% 65.9) 83 (% 50.3)
Alkol 0.90
Kullanyor 14 (% 6.4) 10 (% 6.1)
Kullanmiyor 206 (% 93.6) 155 (% 93.9)
Sigara 0.44
Kullamyor 45 (% 27.3) 68 (% 30.9)
Kullanmyor 120 (% 72.7) 152 (% 69.1)
Viicut Kitle indeksi (kg/m?) | 27.21+4.47 27.64+4.27 0.40

Calismaya alinan hasta ve kontrol grubundaki kisilerin laboratuvar 6zelliklerinin
karsilastirilmas: tablo 12’'de verilmistir. Burada ALT, AST, GGT, biluribin, albumin,
PTZ, INR, glukoz, dre, kreatinin, kolesterol, trigliserid, LDL, HDL, Iokosit,
hemoglobin, hemotokrit, trombosit, ferritin degerleri karsilastirildi. Hasta grubu ve
kontrol grubunda ALT, AST, GGT, biluribin, albumin glukoz, Ure, kreatinin, ferritin,
I6kosit, hemoglobin, hemotokrit degerleri iki grub arasinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmaz iken PTZ, INR, trombosit ve lipid
parametreleri agisindan hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda ise iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptand: (p<0.001) (Tablo 12).
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Tablo 12. Hasta ve Kontrol Grubu L abor atuvar Verileri

Kronik Hepatit B | Spontan HBsAg (n=165) | P

(n=220)
ALT+SD (U/L) 44.10+86.63 31.10+25.60 0.078
AST%SD (U/L) 36.38+48.63 28.37+20.75 0.044
GGT+SD (U/L) 30.63+43.94 36.23+61.93 0.351
Tota Bilirubin (mg/dL) | 0.768+0.617 0.632+0.355 0.031
Direk Bilirubin (mg/dL) | 0.22+0.36 0.14+0.13 0.019
Albumin (g/dL) 4.19+0.59 4.31+1.36 0.343
Protrombin zamanm | 13.00+1.85 12.25+1.28 <0.001
(PT2)
INR (international | 1.1+0.16 1.01+0.15 <0.001
normalized ratio)
Glukoz (mg/dL) 100.91+32.62 96.05+26.20 0.157
Ure (mg/dL) 13.77+6.05 14.17+5.75 0.574
Kreatin (mg/dL) 0.95+1.26 0.75+0.21 0.073
Total Kolestrol (mg/dL) | 168.60+36.76 195.24+48.14 <0.001
Trigliserid (mg/dL) 119.95+82.72 163.15+103.76 <0.001
LDL (mg/dL) 102.75+32.62 119.97+41.08 <0.001
HDL (mg/dL) 42.01+15.34 44.74+17.14 0.208
AFP (ng/mL) 6.16+15.50 4.01+3.32 0.43
Lokosit(uL) 7.00+2.11 7.40+2.02 0.094
Hemoglobin (g/dL) 13.94+2.80 13.62+2.64 0.309
Hemotokrit (%) 41.0445.78 39.84+5.58 0.065
Trombosit (HL) 218.03+82.47 261.72+108.68 <0.001
Ferritin (ng/mL) 80.58+111.57 89.28+143.23 0.687




Kronik hepatit B ile enfekte 220 kisi ile spontan HBsSAg klirensli 165 Kisi
arasinda PD-1 +7146 G & A polimorfizmi allel frekanst ve genotipler yoninden
karsilastirildi. Kronik HBV grubunda 386 G alleli (% 87.7), 54 A aleli (% 12.3)
saptandi. Spontan HBsAQ grubunda ise G alleli 296 (% 89.7), A alleli 34 (% 10.3) idi.
Hasta ve kontrol grubu allel frekansi yoninden karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlt bir fark saptanmad: (p:0.40) (Tablo 13). Hasta ve kontrol grubu genotip
acisindan karsilastirildiginda ise hasta grubunda GG genotipi 166 (% 75.5), GA genotipi
54 (% 24.5) iken, kontrol grubunda GG 131 (% 79.4), GA genotipi 34 (% 20.6)
saptanmis olup istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadh (p:0.36). (Tablo 13). Ayrica
kontrol ve hasta grubunda dominant ve resesif genotipler karsilastirildiginda ise,
istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmadi (p:0.36). (Tablo 13)

Tablo 13. Kontrol ve Hasta Grubunda PD-1 Geni +7146 G/A (PD-1.3) rs11568821 Polimor fizminin
Alld ve Genotiplerin Kar silastirilmast

Kronik Hepatit Spontan HBsAg P OR (95% ClI)
B (%), (n=220) (n=165) degeri
Allel Frekansi
G 386 (% 87.7) 296 (% 89.7) 1.00 (Referans)
A 54 (% 12.3) 34(% 10.3) 0.40 1.22 (0.77-1.92)
Genel Genotipler
GG 166 (% 75.5) 131 (% 79.4) 1.00 (Referans)
GA 54 (% 24.5) 34 (% 20.6) 0.36 1.253 (0.771-2.039)
AA -- -- --
Dominant Genotipler
GG 166 (% 75.5) 131 (% 79.4) 1.00 (Referans)
GA + AA 54 (% 24.5) 34 (% 20.6) 0.36 1.253 (0.771-2.039)
Resesif Genotipler
GG+ GA 220 (% 100) 165 (% 100) 1.00 (Referans)
AA -- -- -- --
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Kronik hepatit B’li 220 hasta ile spontan HBsAg klirensli 165 kontrol grubu PD-
1 +7209 C/ T polimorfizmi allel frekanst yonunden karsilastirildi. Hasta grubunda C
aleli 386 (% 87.7), T aleli 54 (% 12.3) iken, kontrol grubunda ise C alleli 289 (%
87.6), T aleli 41 (% 12.4) idi. Kontrol ve hasta grubunda allel frekanslar1 yoninden
karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad: (p:0.95) (Tablo
14).

Hasta ve kontrol grubu genotipler yoninden karsilastirildiginda ise hasta
grubunda CC genotipi 171 (% 77.7), CT genotipi 44 (% 20.0) TT genotipi ise 5 (% 2.3)
bulunurken, kontrol grubunda ise CC genotipi 130 (% 78.8), CT genotipi 29 (% 16.6),
TT genotipi 6 (% 3.6) olarak saptanmis olup aralarinda genotip yoninden istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadh (p degerleri CC/CT P:0.591 ve CC/TT P: 0.459)
(Tablo 14). Ayrica hasta ve kontrol grublari dominant ve resesif genotipler yoninden
karsilastirilmis olup istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad: (p degerleri;
CCI/CT+TT P: 0.80, ve CC+CT/TT P: 0.431) (Tablo 14).
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Tablo 14. Kronik Hepatit B Grubu ile Spontan HBsAg Klirendi Grubun PD-1 +7209 C/T

(r41386349) Polimor fizminin Allel ve Genatiplerin Karsilastirilmas

Kronik HBV Spontan P OR (95% ClI)
(%), (n=220) HBsAg (%), degeri
(n=165)
Allel Frekansi
C 386 (% 87.7) 289 (% 87.6) 1.00 (Referans)
T 54 (% 12.3) 41 (%12.4) 095  0.99 (0.64-1.52)
Genel Genotipler
CC 171 (% 77.7) 130 (% 78.8) 1.00 (Referans)
CT 44 (% 20.0) 29 (% 16.6) 0591 1.15(0.69-1.94)
TT 5(%2.3) 6 (% 3.6) 0.459 0.63(0.19-2.12)
Dominant
Genotipler
CC 171 (% 77.7) 130 (% 78.8) 1.00 (Referans)
CT+TT 49 (% 22.3) 35(%21.2) 080 1.06(0.65-1.74)
Resesif Genotipler
CC+CT 215 (% 97.7) 159 (% 96.4) 1.00 (Referans)
TT 5(%2.3) 64 (% 3.6) 0.431 0.62(0.185-2.10)

Kronik hepatit B grubu ile spontan HBsAg klirensli grubtaki kadin ve erkeklerde
at grub analizi yapilarak; +7146 G/A (PD-1.3) polimorfizmi, allel frekanst ve
genotipler yoninden karsilastirildi. Hasta grubu 145 erkekden olusmaktaydi. Bu grubta
G alleli 250 (% 86.2), A alleli 40 (% 13.8) idi. HBsAg klirensi olan grubta ise 83 erkek
bulunmakta olup G alleli 152 (% 91.6) A aleli 14 (% 8.4) saptanirken istatistiksel
acidan iki gruptaki erkekler arasinda allel sikligi yoninden anlaml: bir fark saptanamadh
(P:0,09).Genotip yonunden ise GG genotipi 105 (% 72.4), GA genotipi 40 (% 27.6), AA
genotipi ise saptanmadh. Spontan klirensli grubta, GG genotipi 69 (% 83.1) GA 14 (%
16.9) idi. AA genotipi ise saptanmach. Kontrol ve hasta grubundaki erkekler genotip
yoninden karsilastirlldiginda ise aralarinda istatiksel olarak anlamli  bir fark
saptanamad: (p: 0.07)(tablo 15)
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Hasta grubunda 75, kontrol grubunda ise 82 kadin vardi. Hasta grubunda G aleli
136 (% 90.7), A alleli 14 (% 9.3) iken kontrol grubunda G alleli 144 (% 87.8), A aleli
20 (% 12.2) idi. iki grubtaki kadinlar arasinda allel siklig1 yontinden istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanamadi (P:0,42).Genotip yoninden hasta grubundaki kadinlarda
GG genotipi 61 (% 81.3),GA genotipi 14 (% 18.7) iken. AA genotipi ise saptanmadh.
Kontrol grubunda ise kadinlarda GG genotipi 62 (% 75.6), GA 20 (% 24.4) iken AA
genotipi ise saptanmadi. Kontrol ve hasta grubundaki kadinlarda genotip yoninden
karsilastirild: ve istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad (P: 0.38) (tablo 15).

Tablo 15. Kronik Hepatit B Grubu ile Spontan HBsAg Klirendi Grubtaki Kadin ve Erkeklerde
PD-1 +7146 G/A (PD-1.3) Polimorfizminin Allel ve Genotip Sikhgimn Kar silastirilmas

Cinsiyet Allel/Genotip  Nkronik Hepait 8 N spontan HBsag P OR (95% Cl)
(%) (%) degeri

Erkek 145 83
G 250 (%86.2) 152 (% 91.6) 1.00 (Referans)
A 40 (%13.8)  14(%84)  0.09  1.74(0.92-3.30)
GG 105 (% 72.4) 69 (% 83.1) 1.00 (Referans)
GA 40 (%27.6) 14(%16.9) 007 1.88(0.95-3.71)
AA -- -- --

Kadin 75 82
G 136 (%90.7) 144 (% 87.8) 1.00 (Referans)
A 14 (% 9.3) 20(%12.2) 042 0.74(0.36-1.53)
GG 61 (% 81.3) 62 (% 75.6) 1.00 (Referans)
GA 14 (% 18.7)  20(%24.4) 0.38 0.71(0.33-1.54)
AA -- -- --

Kronik hepatit B grubu ve spontan HBsAg klirensli grubta erkeklerde +7209
CIT polimorfizm, alel frekansi ve genotipler yoninden alt grub analizleri yapildi. Hasta
grubunda 145 erkek olup, C aleli 252 (% 86.9), T aleli 38 (% 13.1) saptanirken.
kontrol grubunda ise 83 erkek mevcut olup, C alleli 148 (% 89.2), T alleli 18 (% 10.8)
olarak saptanmistir. Kontrol ve hasta grubunda erkekler allel frekansi yontinden



karsilastirildi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad: (P:0,48).Hasta grubu
erkeklerinde genotip olarak; CC genotipi 110 (% 75.8), CT genotipi 32 (% 22.1), TT
genotipi 3 (% 2.1) iken kontrol grubunda CC genoctipi 68 (% 81.9), CT genotip 12 (%
14.5), TT genotipi 3 (% 3.6) olarak saptanmustir. Kontrol ve hasta grubundaki erkekler
genotip yonunden karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad (p
degerleri; CC/CT p:0.18, CC/TT p:0.56) (Tablo 16).

Kontrol ve hasta grubunda kadinlar allel frekansi yontinden karsilastirildi. Hasta
grubunda 75 kadin olup, C aleli 134 (% 89.3) T aleli 16 (% 10.7) iken, kontrol
grubunda ise 82 kadin olup, C alleli 141 (% 86.0), T dleli 23 (% 14.0) olarak
saptanmistir Hasta ve kontrol grubu kadinlarda allel frekanst  yoninden
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad: (P:0,37). Hasta ve
kontrol grubu kadinlarda genotipler yoninden hasta grubunda CC genotipi 61 (% 81.3),
CT genotipi 12 (% 16.0), TT genotipi 2 (% 2.7) iken kontrol grubunda, CC genotipi 62
(% 75.6), CT genotipi 17 (% 20.6) TT genotipi 3 (% 3.7) olarak bulunmustur. Hasta ve
kontrol grubu kadinlarda genotipler yonunden karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark saptanmadi (CC/CT P:0,43, CC/TT P:0,68) (Tablo 16)
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Tablo 16. Kronik hepatit B Grubu ve Spontan HBsAg Klirendi Grubtaki Kadin ve Erkeklerin PD-
1 +7209 C/T Polimorfizmi Allel ve Genotip Sikhigr Y dniinden Kar silastirilmas

Cinsiyet  Allel/Genotip  Nkronik Hepait 8 Nspontan HBsag P OR (95% ClI)
(%) (%) degeri

Erkek 145 83
C 252 (% 86.9) 148 (% 89.2) 1.00 (Referans)
T 38(%13.1) 18(%10.8) 048 1.24(0.68-2.25)
CC 110 (% 75.8) 68 (% 81.9) 1.00 (Referans)
CT 32(%22.1) 12(%145 018  1.64(0.80-3.42)
TT 3(%21) 3 (% 3.6) 056 0.62(0.12-3.15)

Kadin 75 82
C 134 (%89.3) 141 (% 86.0) 1.00 (Referans)
T 16 (% 10.7)  23(%14.0) 037 0.73(0.37-1.45)
CC 61(%81.3) 62 (% 75.6) 1.00 (Referans)
CT 12 (% 16.0) 17(%20.6) 0.42 0.72(0.32-1.63)
TT 2(%2.7) 3(%3.7) 0,68 0,68(0,11-4,2)
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5. TARTISMA

Hepatit B virls infeksiyonu, inaktif kronik hepatit B'ye ya da karaciger
hastaligina ilerleyerek kronik aktif hepatit, siroz ve hepatoseliler karsinomaya neden
olabilmektedir. HBV infeksiyonun iyilesmesi veya kroniklesmesini belirlemede
cevresel ve konaga ait faktorler etkili olmakla birlikte adaptif immunite merkezi bir role
sahiptir. Kronik hepatit B infeksiyonlu kisilerde periferik kan ve karacigerdeki T
hiicreleri  fonksiyonel bozukluga ugramaktadir. T hicreleri ve antijen sunucu
hicrelerden eksprese olan pozitif ve negatif kositimilator molekdllerin T hicre
yanitinda belirleyici oldugu bilinmektedir. Bircok kositimilatér molekil arasinda PD-1
ve PD-1 ligandlar1 immin yanitin diizenlemesi ve ayarlamasinda dnemli bir yolag:
olusturmaktachr(®Y.

PD-1, ilk defaIshidave ark. tarafindan 1992 yilinda tanimlanmistir ve PD-1-PD-
L1 yolagimin uyarici ve inhibitor sinyaller arasindaki dengeyi diizenleyerek mikroplara
karsi etkili immin yamt ve self-toleransin korunmasinda rol oynadigini ileri
stirmiislerdir™®®?.

Otoimmiunite fare modeli calismalarinda PD-1 ve ligandlarimn  immin
duzenleyici roltnun énemli oldugu ve nonobese diabetik (NOD) farelerdeki calismada
PD-1 ve PD-L1’in inhibisyonunun hizl1 ve daha da kétilesen diyabete neden oldugu ve
cok daha fazla CD4", CD8" T hucrelerinin IFN-y ve timor nekroz faktor sentezledigi
gosterilmistir®,

Buna zit olarak Amerika dan Narasimhan ve ark.nin HIV’li hastalarda yaptiklar:
calismada yaslanmis viriise spesifik CD8" ve CD4+ hiicrelerinin kronik viral
infeksiyonda asir1 PD-1 molekdilleri eksprese etmelerine ragmen bu molekillerin down
regilasyonu sonucu infekte hicrelerin apoptoza kars1 direng gostermekte oldugunu
bildirmiglerdir. Virlise spesifik T hiicre yanitim etkileyen PD-1-PD-L1 kositimulator
yolaginin apoptozun baslatiimasinda  temel mekanizma  olabilecegini
diistinmektedirler®2¥

Sistemik lupus eritematosiz (SLE), tip 1 diyabet (tipl DM), romatoid artrit(RA)
ve multipil sklerosiz(MS) gibi birkag otoimmin hastaligin patogenezinin PD-1
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polimorfizmin ile iligkili oldugu ve bu polimorfizmin dnemli bir fonksiyonunun oldugu
gosterilmistir33242)

PD-1 polimorfizmin Isveg'li, Avrupa-Amerikali ve Meksikali hastalarda
SLE'nin gelismesiyle iliskili oldugu, Danimarkal: hastalarda tip 1 DM riskini, romatoid
faktorl negatif olan Avrupal1 hastalarda romatoid artriti ve Alman hastalarda da multipl

sklerozisi  artirdigi  bildirilmistir®3>**"

PD-1 aracihigi ile IFN-y dretiminin
durdurulmasinin G7146A polimorfizmine sahip multipil sklerozisli Alman hastalarda
engellendigi bildirilmistir™® ispanya’dan yapilan bir calismada ise PD-1'in SLE
hastaligina yatkinlik ile iliskisi bulundugu halde polimorfizm ile iliskisi olmadig:
bildirilmistir.?

G7146A disindaki PD-1 geni intronundaki diger polimorfizmlerin Cin
populasyonunda RA ile iligkili oldugu fakat SLE ile iligkili olmadigi gosterilmistir
(13614 " Ayrica Tayvan'da SLE, Kore popiilasyonunda ankilozan spondilit ve atopik
insanlarda ¢im allerjenlerine spesifik IgE yanit: ile iliskili oldugu bildirilmistir Bu
polimorfizmlerin gogunun genin intronundaki korunmus bdlgede oldugu bulunmustur
(144)

Chun ve ark. kawasaki hastaligimn PD-1 geninin farkli bolgesindeki tek
nikleotid polimorfzmleri (rs41386349 (PD-1 +7209) ve rs2227981) ile genetik
yatkinlik iligkisini arastirmislardir. 73 kawasaki hastasi ve 100 saglikli kontrol grubu
alinarak yapilan calismada rs41386349' nolu polimorfizmde T allel sikligi kontrol
grubuna gore daha yiksek bulunmustur (P.0,007). Diger polimorfizm olan
rs2227981'de ise anlamh bir fark saptanmamustir (P:0,4)"®¥ Ayrica PD-L1, meme
kanseri, serviks kanseri, gastrik karsinom, 6zafagus kanseri, larinks kanseri gibi kanser
turlerinin doku ve hticrelerinden asir1 ekspresyona ugradig: bildirilmistir. Bunun sonucu
olarak timor hicrelerinin immun sistemce algilanmasi baskilanmakta ve tUmaorin
ilerleyisine neden olmaktadir.

Iran’dan yapilan bir calismada Haghshenas ve ark.’lar tarafindan PD-1 +7146
G/A polimorfizmi 443 meme kanserli kadin hasta grubu ile 328 saglikli kontrol
grubunda allel ve genotip yoninden karsilastirilms, istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamustir (Allel sikligi P:0,279, Genotip sikligi P:0,252)“%%.

Changping ve ark. PD-1'nin gastrik karsinom, adenom ve normal dokudaki
duzeyleri ile gastrik karsinom prognozu arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Calismaya
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102 gastrik karsinom, 10 adenom ve 10 normal doku 6rnegi alinmustir. Normal gastrik
dokuda PD-L1 saptanmaz iken gastrik adenomda ¢ok az miktarda ve gastrik karsinomlu
dokuda % 42,2 olarak bulunmustur. PD-L1 immuinolokalizasyonu ile yas, cinsiyet,
tumor yerlesimi ve gastrik karsinom diferansasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliskinin bulunmamasina karsin, tumadr ¢api, invasyon, lenf nodu metastaz: ve yasam
siresi ile PD-L1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmustir (P degerleri
srast ile 0,037, 0,03, 0,002, 0,001). PD-L1in gastrik karsinom prognozunu
degerlendirmede bagimsiz bir faktor olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir®®.

CGin'den Shi ve ark.’min yapmus oldugu bir ¢alismada hepatoselltler karsinomali
56 hasta, sirozlu 20 hasta ve 20 saglikl1 kontol grubu alinarak periferde sirkile olan ve
tumor icindeki PD-1/PD-L1'in ekspresyonu analiz edilerek hastaligin ilerleyisi ile
iliskisi arastirilmustir. Sirkiile olan ve timor ici PD-1"CD8'T hiicrelerinin siklig1 saglikla
kontrol grubuna gore hasta grublarda arttig: bildirilmistir (P:0,008 ve P:0,001). Sirkile
ve tumor icinde PD-1 ekspresyonunun artmasimin hastaligin ilerlemesinde ve
postoperatif nilkste etkili oldugu ileri stirtil muistiir.

Cin'den yapilan diger bir calismada Wu ve ark. 71 HSK’li hasta grubunda
timorlu doku ve bu dokuyu saran gevre dokuda PD-1"CD8'T hiicrelerinin ekspresyon
analizini yapmuslardir. Yaptiklar: analiz sonucu tumadrlt dokuda normal dokuya gore
PD-1"CD8" T hiicrelerinin daha gok eksprese oldugu bulunmustur (P<0,05). B7-H1/PD-
1 yolagimin karaciger kanserinde immin baskilayict oldugu ve bu yolagin
inhibisyonunun tedavide énemli bir yol olabilecegini belirtmislerdir™®®?.

Liu XY ve ak. 60 HBV’li akut karaciger yetmezlikli hastada PD-1
ekspresyonunun CD8'T hiicrelerinde daha az sentezlendigini fakat diger dokularin
CD8'T hiicrelerinde daha fazla eksprese oldugunu bulmuslardir®®®.

Teng XY ve ark. 19 immin tolerans fazda ve 25 immin klirens fazda bulunan
HBV'li hastalarda PD-1/PD-L1 ekspresyon diizeyini incelemislerdir. inceleme
sonucunda immun tolerans fazda, immun klirens fazina gore PD-1/PD-L1 ekspresyon
diizeyinin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (P<0,05)"%%.

Cin'den Feng Lv ve ark.mn yapmis oldugu bir ¢alismada 539 kronik HBV'li
hasta grubu ile bu hastalarin saglikl: aile bireylerinden olusturulan kontrol grubunda
PD-1.1 ve PD-1.2 polimorfizmlerinin sikhigi ve aralarindaki iligski arastirilmustir.
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Galisma sonunda kronik HBV infeksiyonu ile belirtilen polimorfizmlerin arasinda
herhangi bir anlaml1 iliski bulunamarmstir (P:0,0688),

Cin'de Zhang ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada kronik hepatit B’li 198 hasta (31'i
inaktif tastyici, 92'si kronik HBV, 55'i HBV'ye bagli siroz, 20'si HBV’ye bagli HSK)
ve 280 kisilik kontrol grubunda PD-1.1 (-606G/A) ve +8669G/A(PD-1.6) tek nukleotid
polimorfizmlerinin sikliklar: ve bu hastaliklailiskisi degerlendirilmistir.

PD-1.1 genotipleri siklik yoniinden kontrol ve HBV hasta grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamasina karsin (p degerleri>0,05) PD-1.6
genotiplerinde siklik yoninden istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmustir (p
degerleri<0,05). PD-1.1 allel sikliginda hasta ve kontrol grubu arasinda énemli bir fark
saptanmamis (G/A p:0,612) fakat PD-1.6 G alleli kontrol grubuna gore hastalarda daha
az siklikta gorilmis olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p:0,006). Y apilan alt
grup analizde sirozlularda PD-1.6 G alleli daha az siklikta bulunmus olup hastaligin
ilerlemesinde rol oynayabilecegi belirtilmektedir™®™.

Ingiltere’ den Evans ve ark.’min yaptig1 calismada kronik hepatit B’li 18 hastada
(HBeAg+ kronik hepatit B lamivudine veya telvibidine antiviral tedavisi alan) PD-1
expresyonu dizeyi, viral yik, HBeAg serokonversiyonu ve T hiicre reaktivasyonu
arasindaki iligski arastirilmistir. Hastalarda antiviral tedavi oncesi ve sonrasi degerler
kiyaslanarak tedavi nedenli HBV replikasyonu baskilandiginda T hiicrelerinde PD-1
ekspresyonu ve transkripsiyonunun onemli oranda azaldigi gosterilmistir. BOylece T
hiicre fonksiyonu ve aktivasyonu Uzerindeki negatif inhibitor etkide azalma oldugu
ortaya konulmustur. Viral yik ve HBeAg pozitifliginin devam etmesi durumunda ise
PD-1 ekspresyonu devam etmekte ve bunun sonucu olarak T hicrelerinin fonksiyonel
bozukluguna neden olarak immiin tolerans: sagladigi belirtilmektedir*™.

Cin'de Zheng ve ark.” min yaptig1 ¢aligmada kronik hepatit B’li 502 hasta ve 359
saglikli kontrol grubu arasinda PD-1 genotip sikligi, genotip sikliginin HBV viral yuk
ve kronik infeksiyon riski ile iliskis arastinlmistir. PD-1 +7209 C &a T
polimorfizminin; kronik infeksiyon riski yontinden allel ve genotip siklig: ile iliskili
olmachg: fakat distk viral yik ile iligkili oldugu bildirilmistir (Allel ile iligkisi P:0,009
T/C, Genotip siklig1 iliskisi P:0,005 TT/CC)*™,

Biz calismamizda kronik hepatit B’li hasta grubu ve spontan HBsAg klirensli
kontrol grubunda PD-1 geni Uzerinde bulunan G7146A ve T7209C tek nukleotid
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polimorfizmlerinin viral klirense etkisini arastirdik. Kronik hepatit B ile spontan HBSAg
klirensli grubu arasinda PD-1 +7146 G/A polimorfizmi allel frekanst ve genotipler
yonunden karsilastirildi. Hasta ve kontrol grubu allel frekanst yodnunden
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p:0.40). Hasta ve
kontrol grubu genotip acisindan karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadh (p:0.36) (Tablo3). Calistiginuz hasta ve kontrol grubunda AA genotipi hic
saptanmad.

Kronik hepatit B grubu ile spontan HBsAg klirensli grubtaki kadin ve erkeklerde
at grub analizi yapilarak; +7146 G/A (PD-1.3) polimorfizmi, allel frekanst ve
genotipler yoninden karsilastirildi. Kontrol ve hasta grubundaki erkekler allel frekansi
yoninden karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(P:0,09). Kontrol ve hasta grubundaki erkekler genotip yonunden karsilastirildiginda ise
aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadh (p: 0.07)(tablo 5).

Hasta ve kontrol grubundaki kadinlar arasinda allel ve genotip sikligi yoninden
karsilastirildi. Iki grubtaki kadinlar arasinda allel siklig: yoninden istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanamad: (P:0,42). Kontrol ve hasta grubundaki kadinlar genotip
yonunden karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (P: 0.38)
(tablo 5).

Bizim sonuglarimizla uyumlu, farkli hastaliklar ile bu polimorfizm arasindaki
iliski arastirilms olup; isveg’'ten Asad ve ark.’min PD-1 +7146 polimorfizmi ile tip 1
diyabet arasinda iliski bulamamuslardir ®. Ayrica iran’dan Haghshenas ve ark.’nin
yaptigi bir calismada PD-1 +7146 G/A polimorfizmi ile meme kanseri arasinda
herhangi bir iliski bulamamislardir®®. Buna zit olarak Kroner ve ark.’min yaptig:
calismada G7146A polimorfizmine sahip multipl sklerozisli Alman hastalarda PD-1
araciligr ile IFN-y Uretiminin durdurulmasinin engellendigi ve bu polimorfizim ile
anlaml1 bir iliski oldugu saptanmustirt*>?.

Calismis oldugumuz diger PD-1 +7209 C/T polimorfizmi kronik hepatit B ile
spontan HBsA(g klirensli kontrol grubu arasinda allel frekansi yoninden karsilastirildhi.
Kontrol ve hasta grubu arasinda allel frekanslar1 yoninden istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmad (p:0.95) (Tablo 14).

Hasta ve kontrol grubu genotipler yontnden karsilastirildiginda ise aralarinda
genotip yonunden istatistiksel olarak anlaml: bir fark saptanmadi (p degerleri CC/CT
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P:0.591 ve CC/TT P: 0.459) (Tablo 4). Ayrica hasta ve kontrol grublari dominant ve
resesif genotipler yonunden karsilastirilmis olup istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadh (p degerleri; CC/CT+TT P: 0.80 ve CC+CT/TT P: 0.431) (Tablo4).

Cin’den Zheng ve ark.’nin kronik HBV'li ve kontrol grubunda yaptigi1 calisma
sonucunda iki grup arasinda PD-1 +7209 C/T polimorfizmi yoninden anlamli bir fark
saptanmamustir™®. Bu sonug bizim bulgularimizi desteklemektedir. Buna zit olarak
Guney Kore'den Chun ve ark.’mn kawasaki hastaliginda yaptiklari ¢alismada PD-1
+7209 polimorfizmi ile kawasaki hastaligi arasinda anlamlt bir iliski oldugunu
bulmuslardir 62,

Kronik hepatit B grubu ve spontan HBsAg klirensli kontrol grubunda erkeklerde
+7209 C/T polimorfizmi, allel ve genotip frekansi yontinden alt grub analizleri yapildh.
Kontrol ve hasta grubundaki erkekler arasinda allel sikligi yoniunden istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (P:0,48). Kontrol ve hasta grubundaki erkekler genotip
yonunden karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadh (p degeleri;
CC/CT p:0.18, CC/TT p:0.56)(Tablo 6)

Kontrol ve hasta grubunda kadinlar allel frekansi yontinden karsilastirildi. Hasta
ve kontrol grubu kadinlarda allel frekansi yoninden karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (P:0,37). Hasta ve kontrol grubu kadinlarda
genotipler yoninden karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad:
(CCICT P:0,38, CC/TT P:.0,4)

Ayrica yaptigimiz iki grub arasindaki kan parametreleri karsilastirilmasinda
PTZ, INR, trombosit ve total kolesterol, trigliserid, LDL yoninden Karsilastirilan iki
grub arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanirken (P:0,001), HDL, ALT,
AST, GGT, bilirubin, albumin, glukoz, Ure, kreatin, |0kosit, hemoglobin, hematokrit,
ferritin degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadh (P>0,05).

Tayvan'dan Su ve ark.”min asemptomatik kronik HBV'li hasta ve saglikli kontrol
grubu arasinda yaptiklar: karsilastirmada HBV'li hastalarda serum trigliserid ve HDL
kolestrol diizeyini daha diisik bulmuslardir®™®. Ayrica Tayvandan yapilan diger bir
calismada Chen ve ark. kronik hepatit B ve C'li hastalarda kan plazma trigliserid ve
kolestrol seviyelerini daha diisiik oldugunu bulmuslardir*™. Cin'den yapilan diger bir
calismada Zhengming ve ark. Kronik HBV'li hastalarda kolestrol seviyelerinin saglikli

((176)

kontrollere gore daha distk oldugunu bulmuslard: Bu bulgular ile bizim
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sonuglarimiz paralel yonde olup sonug olarak HBV enfeksiyonu ile serum kolestrol ve
trigliserid dizeyleri arasinda zit bir iliski oldugunu ileri strebiliriz. Bu iliskinin
sebebinin fibrozis kaynakli olup olmadigim belirlemek icin fibrozis derecesi ile serum
kolestrol ve trigliserid diizeyi arasinda yapmis oldugumuz coklu karsilastirma testinde
(ANOVA) herhangi bir anlamlt istatistiksel iliski saptanmamistir (P>0,05).

Ayrica yaptigimiz iki grup arasindaki trombosit degerlerinin karsilastirilmasinda
HBV’li grubta trombosit degerlerinin daha disik oldugu bulunmustur (P<0,05). Bunun
en yaygin nedeninin yapilan calismalarda hipersplenizm oldugu gosterilmistir®””. Bir
diger nedeninin ise artmus fibrozis derecesi oldugu bildirilmistir®™®. Bu iliskinin
sebebinin fibrozis kaynakli olup olmadigint belirlemek icin kronik HBV’li grupta
fibrozis derecesi ile trombosit sayilar1 arasinda yaptigimiz ¢oklu karsilastirma testinde
(ANOVA) igtatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmustir (P:0,015). Bu farkliligin
calisma grubumuzdaki kronik hepatit B'li hastalardan fibrozis derecesi 1 olanlar ile
fibrozis derecesi 4 olanlar arasinda oldugunu coklu karsilastirma testi ile belirledik
(P:0,01). Bu sonuca dayanarak artan fibrozisin trombositopeniye neden oldugunu ileri

strebiliriz.
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6. SONUC VE ONERILER

Agirlikli olarak Akdeniz, Glneydogu ve i¢c Anadolu bolgesindeki bireylerden
olusan bu calismada kronik HBV’li grub ile spontan HBsAg klirensli kontrol grubu
arasinda PD-1 geni Uzerinde bulunan G7146A ve T7209C tek nikleotid
polimorfizimleri yoninden herhangi bir istatistiksel olarak anlamli  bir iliski
saptanmamistir (P>0,05). Bu sonuca dayanarak calisilan popilasyonunda hepatit B’ nin
kroniklesmesi ile PD-1 +7146 ve +7209 polimorfizmlerinin bir iliskisinin olmadigin
ileri stirebiliriz. Fakat kronik HBV'li hasta grubu ile spontan HBsAg klirensli kontrol
grubundaki bireylerin sayisimin yetersiz olmast anlamsiz bir iliskiye neden olmus
olabilir. Yapmig oldugumuz alt grub analizde de kadinlar ve erkekler arasinda bu
polimorfizmin HBV’nin kroniklesmesi ile iligskisinin olmadigint bununla birlikte alt
grub analizde de hasta ve kontrol grubu sayisinin daha da azalmasi calismamizin
gucund sinirlandirmustir. Bu iliskilerin daha dogru degerlendirilmesi igin daha fazla
sayida hasta ve kontrol grubu iceren calismalara ihtiyac vardir.

Y apilan bircok farkli ¢alismada PD-1-PD-L1 ekspresyonunun bir¢ok hastalikla
iliskili oldugu bulunmusken PD-1 +7146 ve +7209 polimorfizmlerinin HBV iliskisi
konusunda farkli sonuglar ileri sirtlmustir. Gozlenen farkliliklarin sebebinin farkl
populasyonlardaki populasyon genetigi ile agiklanabilmektedir.

Yapilan calismalarda PD-1'in periferik CD8" T hiicre toleransinda énemli
oldugu ve bu yolagin self-reaktif T hiicre yamitimin inhibisyonunda inhibitdr sinyallerini
tetikleyerek otoimmiin hastaliklarin iyilestirilmesinde yararli bir strateji olabilecegi
Onerilmektedir.

PD-1/PDL-1 yolaginin inhibe edilmesinin viral replikasyonun immin kontroli
icin bir yaklasim olarak sunulmasina ragmen bunun immunopatolojik ve
otoimmunitenin zararl1 etkilerine neden olabilecegi de dustinilmektedir.

Calismamizda kronik HBV' li grubta kolestrol diizeylerinin daha disik oldugunu
tespit ettik. Bunun nedeninin karacigerin kolestrol sentez mekanizmasinin fibrozise ve
inflamasyona bagli olarak bozulmus olabilecegini distnerek yaptigimiz analizde
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fibrozisile kolestrol ve trigliserid diizeyleri arasinda istatistiksel bir iliskinin olmadigin
saptadik. Bu konunun tam olarak anlasilmas: igin daha genis calisma grublarinda
analizlerin yapilmasi ve degerlendirilmesi gerektigini ileri stirebiliriz.

Kronik HBV'li grubta trombosit miktarlarimin artan fibrozis ile ters orantili
olarak azaldigim belirledik. HBV'ye bagli trombositopeninin dnlenmesi igin fibrozisin

daha erken saptanmasi ve tedavi baslanmasi distndlebilir.
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