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Anti-HBs

DNA

HBsAg
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HLA
IFN
IFNG

IFNGR
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NKT

PBMC

Th
TGF
TLR

TNF

: Hepatit B virusu ylzey antijenine gelisen antikor

(Hepatitis B surface antibody)

: Deoksiribontkeik asit

: Hepatit B virusu yuzey antijeni

(Hepatitis B surface antigen)

: Hepatit B virusu

- Insan 16kosit antijeni (Human leukocyte antigen)
- interferon

: Interferon gamma

- Interferon gamma reseptor

- Interldkin

: Major histokompatibilite kompleksi

(Major histocompatibility complex)

: Dogal élduricu (Natural killer)
: Dogal élduricu T hucreler (Natural killer T cells)

: Periferik kan monontkleer hiicre

(Peripheral blood mononuclear cell)

: Yardimci T hicresi (T hepler cells)
: DonUsturtclt buyume faktort (Transforming growth factor)
: Toll benzeri reseptor (Toll-like receptors)

: TUmOr nekrozis faktor (Tumor necrosis factor)
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GIRIS ve AMAC

Global bir halk sagligi sorunu olan hepatit B virus (HBV) enfeksiyonu akut ve kronik
karaciger hastaliginin en sik nedenidir. Genellikle erken cocukluk déneminde
gecirilen HBV enfeksiyonlari genellikle kronik HBV tasiyiciligi ile sonuglansa da,
karaciger sirozu ve hepatoselller karsinoma gibi ciddi sekellere de neden olabilir.
Gunumuzde dinya genelinde yaygin olarak kullanilan hepatit B asilari rekombinant
DNA teknolojisi ile Uretilen ve ikinci kusak hepatit B asilari olarak adlandirilan

asllardir.

HBV asilamasinda karsilagilan en énemli sorun asi yanitsizligidir. Hepatit B asina
yanitsizligin 6nemli nedenleri arasinda immun yetmezlik ya da kronik bdbrek
yetmezligi gibi altta yatan hastaliklar, asilanan kisinin yasinin 40 ve Uzerinde olmasi,

erkek cinsiyet, obezite, sigara icme gibi kisisel faktorler yer almaktadir.

Son yillarda yapilan galismalarla, saglikli bireylerde hepatit B asl yanitsizliginda
genetik faktorlerin dnemli rol oynadigi gdsterilmistir. Hepatit B asisina yanit ve
yanitsizlik ile ilgili olarak basta HLA (insan I0kosit antijen) genleri ile yapilmig
calismalar olmak Uzere, birgcok imminogenetik ¢alisma yapilmis ancak Hepatit B
asisina yanitsizhdin  molekuler ve huacresel dizeydeki temeli tam olarak

aydinlatilamamisgtir.

Yapilmig calismalarda hepatit B asi yanitsizligi ile bazi HLA antijenleri ve
haplotiplerinin ekspresyonu, T hucrelerine antijen sunumundaki kusurlar, T hilcre
gelisim kusurlari, B hucre repertuvarindaki kusurlar, antijen spesifik sitotoksik T
hacreleri tarafindan HBsAg spesifik B hucrelerinin destriksiyonu, immunolojik
tolerans, hepatit B asisina yetersiz Th1 veya Th2 sitokin Uretimi, sitokin ve sitokin

reseptorlerinin gen polimorfizmleri arasindaki olasi iliskiler arastiriimistir.

Bu calismada, hepatit B asisina gergek yanitsiz ¢ocuklarda, interferon gamma
(INFG) geni, 1. intronundaki (+874 T/A) polimorfizmi ve IFNG reseptdr 1 genindeki



intronik bolge (CA)n tekrar sayisi polimorfizminin asi yanitsizhdi ile iligkili olup
olmadiginin belirlenmesi amaclanmigtir. Bu polimorfizmlerin asi yanitsizligi ile olan
iliskilerinin  tanimlanmasi  hepatit B asi yanitsizligi  immunopatogenezinin

aydinlatilmasinda buyuk rol oynayacaktir.



GENEL BILGILER

1. Hepatit B Virusu

1.1.Genel Ozellikleri

Hepatit B virusu, hepadnaviridae ailesinin orthohepadnavirus cinsinde yer alan
hepatotropik zarfli ve kismen ¢ift sarmalli bir DNA virusudur. Sadece 3200
nukleotidden olugsan genomik yapisi nedeniyle bilinen tum hayvan DNA virusleri
icinde en kuglk olanidir. Bu genom ikozahedral bir kapsid igerisinde bulunur ve bu
kapsid disinda 3 farkh ylzey antijenini tagiyan lipid yapili zarf yer alir. HBV'nun
kismen saflagtirilmis preparasyonlari elektron mikroskobunda incelendiginde
blyUklUk yap1 ve miktar gibi degisik 6zellikler bakimindan birbirine benzemeyen ¢
tip partikule rastlanir (1, 5).

1- Yaklasik 42 nm. (42-47 nm. ) capinda, enfektif 6zellikte, tam bir viryon yapisinda,
kiresel sekilli “Dane partiklleri”,

2- Yaklasik 22 nm. (16-25 nm. ) ¢apinda iginde nukleik asit bulunmayan nonenfektif,
kiresel partiklller,

3- Ozellikle replikasyonun sdz konusu oldugu kisilerin serumunda bulunan, 22 nm.
¢apinda 50-500 nm. uzunlugunda nuUkleik asit icermeyen, nonenfektif, tlbuler

partikdller.

HBV’u zarfli bir virus olmasina ragmen eter, dusuk pH, isi, dondurma ve ¢ézmeye
oldukga direnglidir, bu 6zellikleri ile kisiden kisiye gecisteki etkinlik ve dezenfektan
direnci saglanir. Hepadnaviridae ailesinin Gyeleri icinde insanlarda enfeksiyon

olusturan tek virustur (1, 5).



HBV, bir DNA virusu olmasina karsin “revers transkriptaz” enzimi kodlar ve bu enzim
sayesinde RNA aracisi uzerinden replike olur. Enfekte hlcre c¢ekirdeginde 4
minikromozom seklinde bulunur. Kovalent bagli ¢embersel DNA adi verilen,
replikasyon ve transkripsiyon sirasinda araci molekul 6zelligi tagsiyan bir DNA zinciri

uzerinden meydana gelen, karmasik bir replikasyon stratejisine sahiptir (1, 5).

HBV'nda genetik bilginin tamami uzun sarmal Gzerinde kodlanmig olup sarmal S, C,
X ve P kisaltmalari ile gosterilen dort degisik protein kodlayan nukleik asit dizisi
(open reading frame:ORF)'ne sahiptir. ORF'lerin transkripsiyonu promoter
(prom=baslatici) ve enhancer (enh = guglendirici) denilen dizenleyici dizinler
tarafindan kontrol edilmektedir. HBV genomunda fonksiyonel olarak tanimlanmis en
az 4 promoter (pre-S1 prom, S prom, X prom ve pre-C prom ) ve 2 enhancer (Enh 1
ve Enh 2) bdlgesi bulunmaktadir. HBV-DNA'daki genler, arka arkaya dizilmis ve
birbirinden tamamen ayri bolgelerde bulunmazlar, aksine bazi bdlgelerde igigce girmis
durumdadirlar. Bu 6zellik nedeni ile HBV, bilinen en kuguk genomik yapiya sahip
olmakla birlikte, kendini kodlama kapasitesi en fazla olan virusdur (1-3, 5). HBV’nun

genomik yapisi Sekil 1’de gosterilmistir.

pres1 preS2

Sekil 1. HBV’nun genomik yapisi (6).



HBV’nun uzun sarmaldaki S geni yuzey proteinlerini (HbsAg), C geni kor proteini
(HBcAg) ve enfektivite proteinini (HBeAg), X geni X proteinini ve P geni de DNA
polimerazi kodlamaktadir. Ancak baslangi¢c kodonlar farkli oldugu icin S geni
Uzerinde pre-S1, pre-S2 ve S olmak Uzer ug, C geni Uzerinde ise pre-C ve C olmak
Uzere iki bolge bulunmakta; dolayisiyla farkli baslangi¢ kodonlarindan sentezlenen
proteinler de farkli olmaktadir. Bu nedenle 4 adet ORF’e sahip olmasina ragmen

HBV tarafindan yedi degisik polipeptid Uretilmektedir (1-3, 5).

Zarf (yuzey) proteinleri ve HBsAg: HBV zarf proteinleri, her biri birer tane protein
ve glikoprotein yapisinda yapi tasi iceren klguk, orta ve blyuk yuzey antijenleri
olarak adlandirilan proteinlerdir. Bunlardan klguk olani SHBs Ag olarak goésterilir,
p24 ve gp27 alt birimlerinden olusur. Orta buyuklUkte olani MHBs Ag olarak gdsterilir,
p33 ve gp36 alt birimleri vardir. En blyuk olani LHBs Ag olarak gosterilir, p39 ve
gp42 alt birimlerinden olusmustur. Bu yuzey antijenleri enfekte olan hicrelerden
enfektif virionlarla birlikte ancak onlardan yaklasik olarak 100 kat daha fazla salinan
non-enfektif flamentdz ve sferik ylzey antijeni partikullerinin de yapisini olustururlar.
enfekte kisi plazmalarinda mililitrede birka¢ ylUz mikrogram dizeyinde bulunan bu
flamentoz ve sferik partiklller, enfekte kisinin serumunda bulunan kendilerine karsi
gelismis antikorlar ile birleserek immun kompleks reaksiyonlari olusturabilmektedirler
(1-7).

B. Kor (niikleokapsid) proteinleri; HBcAg ve HBeAg: C geninde okuma iglevi iki
farkli kodondan baslayabildigi i¢cin C ve pre-C olmak Uzere iki farkli bolgeye ayrilir ve
HBcAg ile HBeAg proteinlerini sentezleyebilir. HBcAg sadece karacigerde
bulunmasina karsin dolasimda bulunan HBeAg albumin, immunglobulin ve o-
antitripsinle baglanir, yapisindaki HBcAg ile ilgili yapilar maskelenir ve anti-HBe ile
reaksiyon verir. HBcAg dolasimda sadece Dane partikilleri iginde bulunur. HBV kor
proteini Uzerinde fazlaca immundominant epitop vardir ve bu sebeple kronik hepatit

B’de immun cevap igin ana hedeftir (2, 3, 6, 7).



C. P proteini: HBV genomunun yaklasik %75’ini olusturan P geni tarafindan
kodlanir. P proteini revers transkriptaz, endonukleaz ile DNA ve RNA bagiml

polimeraz aktivitesine sahiptir (2, 3, 6, 7).

X Proteini: X geni, HBV genomunda yer alan en kuglik gen bolgesidir. Viral siklus ve
HBV patobiyolojisinde bu proteinin fonksiyonu henliz tam olarak aydinlatilamamistir
(2,3,6,7).

1.2.HBV Mutantlan

HBV’u oldukga hizl replikasyon yetenegine sahiptir. Revers transkriptaz enziminin
dizeltici fonksiyonu olmamasi, yuksek virion dretimi ile bir araya geldiginde
replikasyonda ylksek dizeyde hata olugsmasina neden olmaktadir. Mutasyon oldugu
durumlarda enfekte kisilerde genetik olarak birbirine yakin ancak birbirinden farkl
olan ve farkh Ozellikler tagiyan varyantlarin bir kombinasyonu olugmaktadir.
Konaktaki virustan daha avantajli bir 6zellik olusur ise mutant virus baskin hale
gelmektedir (4, 5, 6).

Degisik HBV suslarinda yapilan galismalarin sonucunda, mutasyonlarin genom
uzerinde herhangi bir yerde (S, pre C/C, X, P, promoter ve enhancer) olabilecegini
gosterilmistir. Pre C/C genlerindeki mutasyonlar sonucunda bu bdlgelerde kodlanan
antijen farklilagsmakta ve bu durum, kronik HBV enfeksiyonlarinin patogenezini
etkilemektedir. Kilif proteinlerine ait mutasyonlar ise ya HBsAg'nin rutin tarama
testleri ile saptanmamasina veya varolan anti HBs’lere ragmen bireylerin yeniden
HBV ile enfekte olmasi gibi ciddi sonuglara yol agcmaktadir. Ginimuzde uygulanan
birgok Hepatit B asisi HBs antijenini tasimakta, proteinin 99-170. pozisyonlarinda
yerlesen major hidrofobik bodlgeye karsi olusan immuan yanit bagisikligi
saglamaktadir. YUzey antijeninin 144. ve 145. pozisyonlarinda meydana gelen

mutasyonlar agi basarisizligi ile iligkilendirilmektedir (4, 5).



1.3.Dlinyada ve Tiirkiyede HBV Epidemiyolojisi

Enfeksiyonun dagilimi c¢esitli cografi bdlgelerde ¢ok degiskenlik gosterir. HBV
gOstergeleri ve tasiyicilarin prevalansi dikkate alinarak dinya; dusik, orta ve ylksek

endemisite bolgelerine aynimistir (Sekil 2) (3, 5, 8, 9, 11).

1. Dusiik endemisite bolgeleri: Kuzey Amerika, Avustralya, Bati ve Kuzey
Avrupa ulkeleri gibi gelismis Ulkelerdir. Prevalans %1’in altindadir. Enfeksiyon
¢ogunlukla adolesan ve yetigkinlerde gorulldr, olgularin 2/3°G 15-29 yas
grubundadir. Cinsel temas en dnemli bulasma nedenidir. Genel populasyonda
Hepatit B insidansi dusuk iken homoseksueller, cok partnerli heteroseksueller
ve IV uyusturucu bagimhlari gibi risk gruplarinda ve bazi etnik gruplarda

enfeksiyon endemiktir (3, 5, 8, 9).

2. Orta endemisite bolgeleri: Turkiye, Ortadogu ulkeleri, Rusya, Japonya, Dogu
Avrupa Ulkeleri, Akdeniz ve Karadenize kiyisi olan Ulkelerdir. HBsAg tasiyicilik
orani %2- 7 arasinda olan yerlerdir. Erigkinlerin %20- 60'ina anti- HBs
pozitifligi bulunmaktadir. Enfeksiyon gogunlukla ¢ocukluk ,ergenlik veya geng
eriskinlik donemlerinde alinmaktadir. Perkutan, cinsel, horizontal ve daha az

oranda perinatal bulasin géruldtugu yerlerdir (3, 5, 8, 9).

3. Yuksek endemisite bolgeleri: Tayland, Hong Kong, bazi Afrika Ulkeleri,
Alaska ve Guneydogu Asyada bazi Ulkeler olarak sayilabilir. HBsAg tasiyicilik
orani % 7’ nin Uzerinde olan ulkelerdir. Bu bdlgelerde yasayan insanlarin
yarisindan fazlasi, yasamlarinin ikinci dekadinda anti-HBs pozitifligi edinirler.
Erigkinler arasinda cinsel temas en onemli bulas iken, tasiyicihgin en énemli

sebebi ise perinatal bulastir (3, 5, 8, 9).
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Sekil 2. Kronik HBV Enfeksiyonunun Cografik Dagilimi (10).

Ulkemiz genel taramalarda ortaya konan % 3.9-12.5 arasindaki HBsAg
seroprevalansi degerleri ile orta derecede endemik bir Ulke konumundadir (12, 13).
Ulkemizde ¢ocukluk ¢aginda HBV sikligini arastiran calismalar gézden gegirildiginde
HBV enfeksiyonu sikligi zaman igerisinde bolgesel farklliklar dikkati gekmektedir.
istanbul’da 1990 yilinda 320 viral hepatitli gocugun iginde olgularin %24’inden HBV
sorumlu bulunmustur (14). izmirde 21 559 kisiden olusan genis bir ¢galisma grubunda
0-15 yas arasi gocuklarin %1.2’sinin HBsAg pozitif ve butiinde %5.5'inin HBV ile
temasli oldugu ortaya konmustur, ayni calismada HBV enfeksiyonu oraninin %52.61
ile 56-60 yas arasinda zirve yaptigi dikkat cekmektedir (15). Eskisehir 7-18 yas arasi
%0.48’lik HBsAg ve %3.73’luk anti HBc pozitifligi ile Ulkemizde cocukluk caginda
HBV enfeksiyonu sikliginin en disuk oldugu bolge gibi gézikmektedir (16). Cocukluk
¢agini kapsayan diger galismalarda doguya dogru ilerlendikge HBsAg ve anti HBc
pozitiflik oranlarinin arttig1 ve ilk 6-15 yas icerisinde sirasiyla %3.09-9.8 ve %19.3-
20.4’e ulastigi goralar (17,18). Cukurova ve yoresinde 1996-1997 yillari arasinda
yapilan bir g¢alismada, c¢ocukluk ¢aginda akut hepatitlerin %35.8’'inin HBV’e bagli



oldugunu gosterilmis ve 0-15 yas arasi saglikli gocuklarda HBsAg pozitifliginin %8’e
ulastigi belirtilmigtir (19).

1.4. Korunma

HBV bulasmasini dnlemenin en etkili yolu, hastaliga duyarli durumdaki kisilerin
maruz kalmadan énce hepatit B asisi ile bagisiklanmasidir. Buna uygun olarak da
rutin gocukluk ¢agi bagisiklama takviminin bir parcasi olarak butiin bebeklere hepatit
B asisiI yapilmasi, daha dnce asilanmamis olan bitlin ¢ocuklara da ilk firsatta hepatit

B asisi uygulanmasi dnerilmektedir (5, 9).

Temas sonrasi HBV immunoprofilaksi igin iki tip Grin bulunmaktadir. Hepatit B
immun Globulin (HBIG) kisa dénem koruma saglar (3-6 ay ) ve sadece temas
sonrasi 6zel durumlarda kullanimi uygundur. Hepatit B asisi temas dncesi ve temas
sonrasi korumada kullanilir ve uzun dbénem koruma sadlar. Temas sonrasi
immunoprofilakside hem hepatit B asisi ve HBIG, ve hem de tek basina hepatit B

asisi, HBV ile temas sonrasi enfeksiyonu etkili olarak dnlemektedir (5, 9).

2. Hepatit B Asisi

2.1.Hepatit B Agi1 Siniflamasi

ilk hepatit B asilari 1970’li yillarin basinda Krugman ve arkadaslari tarafindan yapilan
plazma kaynakli asilardi. Bu asilar HbsAg tasiyicilarinin  plazmalarindan
hazirlanmistir. Hepatit B asisi 150'den fazla dinya dlkesinin ulusal asi takvimi
icerisinde yer almaktadir. GUnuimuzde dunya genelinde yaygin olarak kullanilan
hepatit B asilari rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilen ve ikinci kusak hepatit B

asilari olarak adlandirilan agilardir.



Kullanilan butlin hepatit B aslilari, hepatit B ylzey antijeni icerirler. Plazma, mantar

veya memeli hiucrelerden elde edilen G¢ farkli sinif hepatit B asisi bulunmaktadir

(20):
1.

Birinci kusak hepatit asilari: Plazma kokenli bu asilar 1982 yilindan bu yana
klinik kullanimdadir. HBsAg tastyicilarinin plazmalarinda bulunan 22 nm
capindaki subviral partikillerin saflastirilip yogunlastiriimasi ile elde edilen bu
asilar diger sinif asilara goére daha dusiuk Uretim maliyetine sahip olan bu

asilarin etkinligi ve guvenirligi yuksektir (20, 21).

ikinci kusak hepatit asilari: Rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilen ve
HBV’nin major ylzey antijenini iceren bu agilar, ilk kez 1980’lerin ortalarinda
kullanilmaya baslaniimistir. Bu asilar mantar hicresinde (Saccharomyces
cerevisiae) HBV S geninin klonlanmasi yoluyla elde edilir. Elde edilen HBsAg
saflastirilarak, ortalama 20 nm capinda kiresel parcaciklara donusturaltr. Bu
teknoloji ile dretilen asilar HBV genomunun pre-S bdlge antijenlerini
icermezler ve ml'’de 10-40 ug HBsAg proteini igerirler. Farkli tipte asilar
arasinda rekombinant HBsAg protein konsantrasyonu degisiklik gosterse de,
bagisiklik sistemi normal olan bebek, ¢ocuk, adolesan veya geng erigkinlerde

Onerilen dozlarda verildiklerinde serokonversiyon oranlari esdegerdir (20, 21).

Uclincli kusak hepatit asilari: Memeli hiicrelerinden elde edilen rekombinant
HBV asilarindan birincisi S antijeninin yani sira pre-S2 bdlge antijenlerini
icerirken, digeri hem pre-S1 ve hem de pre-S2 bdlge antijenlerini igerir. Pre-S

bdlge antijenlerini iceren asilar daha immunojeniktirler (20, 21).

Rekombinant asilarda aliminyum hidroksite absorbe olmus sekilde, mililitrede 10-40

mikrogram HBsAg proteini vardir ve bazilarinda koruyucu olarak tiomersol

bulunmaktadir (3). HBV asilarinin hepsi hepatit B zarf proteini icermektedir. HBsAg

uc zarf proteininden olusmustur (20-23).
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1.HBsAg proteinleri 226 aminoasitten meydana gelmis bir major polipeptit p24
ve gp27 seklinde small HBs (SHBs) igerir.

2.0rta c¢aph protein (middle-sized) (MHBs) C ucunda p24 bdlgesinin 226
aminoasidi ve N ucunda ek 55 aminoasit kalintisina sahiptir.

3.Genis HBs proteini (LHBs) S ve pre-S2 domainlerine ek olarak 119

aminoasitli pre-S1 domaini igerir.

Hepatit B virlsu ylzey zarfta bu Ug¢ protein yer alir. Hepatit B virlsu zarf proteinin
serolojik olarak belirlenmis adw, adr, ayw ve ayr olmak Uzere dort major subtipi ve
subtiplerin kodladigl en az 7 genotip vardir. Bir determinanta kargi olusan antikorlar
tum subtiplere karsi koruyucudur. Ancak aktif veya pasif immunizasyonu takiben, zarf
proteinlerinde bazi mutantlarin varlidr tanimlanmigtir (24). Anti-HBs antikorlarin
olusmasi HBV enfeksiyonuna kargl uzun sureli koruma igin esastir. Akut HBV
enfeksiyonunda vireminin kaybolmasini takiben serumda anti-HBs gelisir. Bu durum
SHBs’e karsl humoral bagisik yaniti gosterir. Pre S1 ve S2 antijenleri ve antikorlari
akut enfeksiyondan sonra gorulur ve kaybolur. Pre-S antijenleri HBs Uretimi igin

gereklidir. Bu nedenle pre-S antijenleri iceren 3. kusak HBV asilari gelistirilmistir (25).

2.2.Hepatit B Agi Takvimi

Hepatit B asisi, miadinda ve >2000 gram olan tum yenidogan bebeklere, dogumdan
hemen sonra ya da bebek hastaneden ¢ikmadan 6nce yapilmalidir. HBsAg negatif
anne bebeklerinde hepatit B asi takvimi 3 veya 4 doz olarak, 6 ile 18 ay arasinda
tamamlanmalidir. ilk doz asi tim yenidogan bebeklere, dogumdan hemen sonra ya
da bebek hastaneden ¢ikmadan énce yapiimahdir ikinci doz asi birinciden en az bir
ay sonra yapiimalidir. Uglincli doz asl bebek en az 6 aylikken yapilmalidir.Bebek ve
¢ocuklarda primer immunizasyon genellikle 0, 1-2, 6-18 ayda yapilan 3 doz asi ile
uygulanir. Ancak, bazi asilarin 4 dozluk (0, 1, 2 ve 12 ay) as! takvimine gore
uygulamasi da onaylanmistir. BUyuk c¢ocuk ve adodlesanlarin asillamasinda da

genellikle 3 doz agi (0, 1, 6’inci aylar ya da 0, 2 ve 4’Uncu aylar) dnerilmektedir (26).
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Bagisiklik durumu normal olan gocuklar ve erigkinler i¢in rapel dozu uygulamasi
onerilmemektedir. Ancak, hemodiyaliz hastalari ve immun yetmezlIikli hastalarda yillik

anti-HBs dizeyi 10 mlU/L’nin altinda dustugu zaman rapel doz énerilir (9).

2.3.Ulusal Hepatit B Agi Takvimi

Ulkemizde ulusal hepatit B asilamasi ilk kez Agustos 1998’de, sifir yas grubunda
genigletiimis bagisiklama programina dahil edilmigtir. T.C. Saghk Bakanhgi
tarafindan ithal edilen maya turevi bir agi olan, Guney Kore'de Uretilen asi (Euvax-B,
LG Chemical Ltd.) 0-1-6. ay semasiyla 10 ug dozunda kullanilmaya baslanmistir
(27). Uygulama ile ilgili olarak 1998 yilinda yayimlanan ilk genelgede asinin
uygulanmasi icin U¢ farkl segenek sunulmus ve Ulkemizde gebelerde HBsAg
taramasi yapilmadigindan, bebeklere ne kadar erken ulagilirsa asinin o kadar etkin
olacag! vurgulanmistir. Yine bu genelgede risk gruplari belirtiimis, bu kisilerin Butge
Uygulama Talimati geregince recete yazilarak asilanacagi, asi bedellerinin

kurumlarca kargilanacagi belirtilmigtir.

“‘Bagisiklama Danigsma Kurulu” 6nerileri dogrultusunda Aralik 2007°'de yayinlanan
‘Genisletiimis Bagisiklama Programi Daimi Genelgesi’ ile resmen yururlige giren ve
halen uygulanmakta olan 2008 Saglik Bakanligi Asi Takvimi’ne gbre hepatit B asisi;
0, 1. ve 6. aylarda uygulanmakta olup, dogumda asilanamayan bebeklere ilk
karsilasmada birinci doz, birinci dozdan en az 1 ay sonra 2. doz ve 2. dozdan 5 ay

sonra 3. doz hepatit B asisi uygulanmaktadir (28).

2.4.Uygulama, Doz ve Etkinlik

Uygulama: Asi intramuskuler olarak erigkin ve ¢ocuklarda deltoid kasa, yenidogan
ve bebeklerde uylugun anterolateraline uygulanir. Kalgadan veya intradermal
uygulamaya bagisik yaniti azaltmakta ve hicbir yasta dnerilmemektedir (26).

Doz: Ulkemizde bulunan HBV asilarinin preparat, icerdikleri zarf antijenleri ve

dozajlari Tablo 1’de gdsterilmistir. Asilar primer asilama semasi 0, 1, 6. ay ( ya da O,
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1, 6-12. ay) takvimine goére uygulanan toplam 3 dozda uygulanir. HBV asisi
cocuklarda ¢ocuk dozu olarak (0.5ml ve uretici firmaya gore 5 ya da 10 pg/0,5 mL)

uygulanir (Tablo 1)

Tablo 1. Turkiye’de bulunan HBV asilari.

Ticari ismi Zarf antijeni Doz

Engerix-B SHBs HBsAg 10ug/0,5 mL pediatrik flakon ve enjektor ®

20ug/1 mL adult flakon ve enjektor °

Hepavax-Gene SHBs HBsAg 10ug/0,5 mL flakon ©
20ug/1 mL flakon ®

Euvax B SHBs HBsAg 10ug/0,5 mL flakon °©
20ug/1 mL flakon ®

H-B-Vax PRO SHBs HBsAg 5ug/0,5 mL flakon °©
10ug/1 mL flakon f
40ug/1 mL flakon °

GenHevac-B SHBs, MHBs+pre-S  20ug/ 0,5 mL enjektor "

@ Yenidogan, bebekler ve 19 yasina kadar olanlar igin 6nerilmektedir.

® 20 yas ve Ulizerindeki eriskinler icin énerilmektedir.

° Yenidogan, bebekler ve 10 yasina kadar olan gocuklar igin 6nerilmektedir.
410 yas lizeri cocuklar ve eriskinler icin dnerilmektedir.

® Yenidogan, bebekler ve 15 yasina kadar olan gocuklar igin énerilmektedir.
15 yas Uzeri gocuklar ve erigkinler igin onerilmektedir.

9 Erigkin diyaliz hastalari igin 6nerilmektedir.

" Asilanacak kisinin yasindan bagimsiz olarak 20ug yapilmasi énerilmektedir.
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Etkinlik: Hepatit B asilari HBV enfeksiyonunu énleme ve enfeksiyona hassas ¢ocuk
ve eriskinlerde klinik HBV enfeksiyonunun olugsmasini dnlemede %90-95 etkilidirler.
Zamana bagh olarak koruyucu anti-HBs antikor titrelerinde azalma ya da
saptanamayan anti-HBs dizeylerine ragmen uzun koruma suresi, etkenle karsilasma
durumunda anamnestik yaniti ortaya ¢ikarma kapasitesine sahip hafiza hicrelerine
baglidir. Erigskin ve c¢ocuklardaki uzun donem calismalar bagisiklama ile olusan
immanolojik hafizanin 15 yil veya daha uzun sudre ile surduruldugu, anti-HBs
konsantrasyonlari zamanla ¢ok dusuk veya olgulemez dizeye gelse bile rapel doz
asilama ile anti-HBs titrelerinde artis ya da dogal enfeksiyona hizli immunolojik yanit
sonucu anti-HBc serokonversiyonu ile birlikte anti-HBs titrelerinde spontan artig

meydana geldigi saptanmigtir (26, 29, 30).

HBV asisina bagh olarak gelisen koruyucu immun yanit, anti-HBs antikor titresinin
10mIU/L’nin Gzerinde olmasi ile tanimlanir. Hepatit B enfeksiyonuna duyarli gocuk ve
eriskinlerde klinik HBV enfeksiyonunun olugsmasini dnlemede asi %90-95 etkilidirler
(20, 21, 23, 26). Bu oranlar 4.dekadda %86, 6.dekadda %47’ye duser (31).

Asi yaniti, prematireler ve dusik dogum agirhikh bebeklerde, obezlerde, sigara
icenlerde, erkeklerde daha dusuktur. Siroz, kronik bdbrek hastalari, kronik diyaliz
hastalarinda, organ transplantasyonu yapilanlar, ¢dliak hastaligi olan ¢ocuklar ve
bagisiklik sisteminde bozuklugu olan gocuklarda belirgin olarak dusuktur (20, 21, 30).
Hepatit B asilamasi yapilmig ¢ocuk ve bireylerin, zamanla antiHBs dizeyleri disuk
ya da koruyucu dizeyin altinda bile olsa immunolojik hafizanin en az 15 yil devam
ettigi ve asinin akut ya da kronik HBV enfeksiyonuna karsi koruyucu oldugu
belirtiimektedir (20, 32).

Hepatit B asilamasi sonrasinda yeterli titrede anti-HBs yaniti gelismesine ragmen,
hepatit B ile enfekte olmus infantlarda HBV S geni mutasyonlari tanimlanmistir. En
yaygin mutasyon HBsAQ'yi kodlayan genin “a” determinantinda 145’inci kodonda
glisin yerine arjinin (G145R) gecmesi ile olugur. Bu mutasyon HBsAg'nin, anti-HBs’ye

baglanmasini azaltir. Bu nedenle anti-HBs varligina ragmen, mutant HBsAg'li,
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enfeksiyona neden olan hepatit B viruslara ‘escape’ ‘asidan kagan’ virusler denir (33,
34).

2.5.Hepatit B Agilamasi Sonrasi Tarama

Asllama sonrasinda, gunumuzde kullanilan agilarda asi yaniti (anti-HBs pozitifligi)
%95’in Uzerinde oldugundan, anti-HBs olusup olusmadigini saptamak igin rutin
testler gerekli degildir. Ancak asagidaki 6zel gruplarda, hepatit B’ye karsi yineleyen
temas riski nedeni ile, 3. agl dozundan 1 ya da 2 ay sonra anti-HBs titreleri
arastinimahdir (20, 21, 28):

* Hemodiyaliz hastalari

* HIV enfeksiyonu olanlar

* Kesici yaralanmalar i¢in mesleki riski olanlar

* HBV ile karsilagsma riski olan immun yetmezligi olan hastalar

* HBsAg pozitif hastalarla duzenli cinsel temasi olan kigiler

* HBsAg pozitif anne bebekleri (Bagisiklama sonrasi 9 ile 18. aylarda, HBsAg ve anti-
HBS icin arastiriimalr)

2.6.Hepatit B Agisina immiin Yanit

Rekombinant HBV asilamasini takiben, inokile edilen HbsAg'lerinin B hicresi Ig‘e
baglanmasi ile birinci sinyal olugsur. Ancak bu birinci sinyal nispeten zayiftir. Birinci
sinyal ile B hucre yluzeyinde MHC molekullu (Histokompatibilite Kompleksi) (Ayrica
HLA olarak da adlandirilir; insan ldkosit antijeni) ve ko-stimilatér B7 molekll belirir.
Reseptor araciligiyla endositoza ugrayan antijen peptidlere ayrilir. Antijen ve MHC-
klas Il kompleksi beraberce B hicre ylzeyine gikar ve CD4+ T hucrelerine sunulur.
Bu nedenle HLA kompleksi, T hucre bagiml antijen yanitinda olduk¢a 6nemli role
sahiptir (35-37).
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CD4+ T hucrelerince uretilen sitokinler B hdcrelerinin immunglobulin sekrete eden
plazma huicrelerine diferansiyonunu indukler ve bdylelikle koruyucu anti-HBs ilk
uretimi baslamis olur. Antijene ikincil yanit olan uzun sureli yanit ya da hafiza
yanittan B hicreleri sorumludur. Antijenin Th hicrelerine sunulmasiyla Th hicreleri
aktive olur, yizeyinde CD40L belirir. Yardimci T hucreleri (Th) sitokin Uretim profiline
gore fonksiyonel olarak 2 gruba ayrilir. Th1 htcreleri Urettikleri INF-y, IL-2 ve TGF-3
gibi sitokinlerle hicre aracilikli immin yanittan sorumludur. Th2 ise Urettikleri IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinlerle antikor Gretiminde esastir (35-37).

ikinci yeterlilik sinyali CD40-CD40L kenetlenmesi ile saglanir. CD40-CD40L
kenetlenmesi, hucrenin siklusa girisini saglar, germinal merkezdeki hucrelerin
apopitozunu énler ve immunglobulin isotip yapimini baslatir. CD40 bellek hicrelerinin
gelisimi icin de gereklidir. B hlcre yuzeyinde sitokinler igcin reseptorler belirmeye
bagslar. Olayin bir ileri asamaya ge¢me sinyalini sitokin-sitokin reseptort etkilesimi
saglamaktadir. HBs antijeni ile ilk kez tanisan T lenfositleri B lenfositlerinin plazma
hlcresine donusip IgM yapmasini sadlar iken antijene 6zgu bellek hicreleri immun
sistem repertuvarinda saklanir. HBs antijeni ile ikinci kez karsilasan immian sistem
ikinci immUn yanit kapsaminda 2-3 gun gibi kisa surede yuksek miktarda 1gG
yaparak konagi enfeksiyondan korur (Sekil 1) (36-38). Hepatit B asilamasinda ikinci
doz asilama sonrasinda gelisen ikinci immun yanit, ilk agilamaya gelisen imman yanit
ile yakindan iligkilidir (39). Bu nedenle bellek yanitin gelisiminde, ilk asilamada
immunolojik yanitin gelismesi, sonrasinda gelisecek amnestik yanitin gelisimi igin
temeldir (39, 40).

Ancak, Hepatit B asilamasi sonrasinda gelisen immun bellegin 6zgll mekanizmasi

halen tam olarak aydinlatlamamis olup, bellek B hucreleri, bellek T hicreleri ve

antijen-antikor kompleksi arasindaki karmasik iligski tam olarak tanimlanmamistir (39).

16



2.7.Hepatit B Agisina Yanitsizlik

Hepatit B agina yanitsizligin 6nemli nedenleri arasinda immun yetmezlik ya da kronik
bdbrek yetmezligi gibi altta yatan hastaliklar yer alir. Ornegin, diyaliz hastalarinda,
standart doz asilama sonrasinda olgularin sadece %50-60'inda as! yaniti gorultrken,
tekrar asilama sonrasinda bu oran ancak %10 arttirilabilmektedir (41). Ayrica,
asilanan kisinin yasinin 40 ve Uzerinde olmasi, erkek cinsiyet, obezite, sigara icme
gibi kigisel faktorler de asi yanitsizliginda énemlidir (42). Asl yanitsizliginin énemli bir
diger nedeni ise intragluteal enjeksiyon ya da asinin uygunsuz saklanmasi gibi asi

uygulamasindaki teknik hatalardir.

Son yillarda yapilan galismalarla, saglikli bireylerde hepatit B asi yanitsizliginda
genetik faktorlerin dnemli rol oynadigi gdsterilmistir. Hepatit B asisina yanit ve
yanitsizlik ile ilgili olarak basta MHC genleri ile yapiimis ¢alismalar olmak Uzere,
birgok immunogenetik calisma yapilmis ancak Hepatit B asisina yanitsizhigin
molekuler ve hlcresel dizeydeki temeli tam olarak aydinlatilamamistir.

Yapilmig galismalarda Hepatit B asi yanitsizligi ile iligkilendirilmis immuinogenetik
temelli sonuglar:

e Bazi HLA antijenleri ve haplotiplerinin ekspresyonu nedeniyle T hucrelerine
antijen sunumundaki kusurlar ( HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DR3, HLA-DQB1,
DQA1) (43-45),

o HBsAg-spesifik T huicre gelisim kusuru (46, 47),

e B hicre repertuvarindaki kusurlar (48),

e Antijen spesifik sitotoksik T hicreleri tarafindan HBsAg spesifik B hlcrelerinin
destruksiyonu (49),

e imminolojik tolerans ( 50),

e Hepatit B asisina yetersiz Th1 sitokin Uretimi ve sitokin gen polimorfizmleri
(IL-2, INF-y yetersiz Gretimi) (51-53),

e Hepatit B asisina yetersiz Th2 sitokin Uretimi ve sitokin gen polimorfizmleri
(IL-4, IL-10, IL-13 yetersiz Uretimi) (51-53),

e Sitokin reseptorlerinin gen polimorfizmleri ( IL-4RA ) (54),
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e T hucrelerinde azalmigs CD40 ekspresyonu (53),

e Dogal ve edinilmis immunitenin dnemli bir kompenenti olan ve direk olarak
patojene 6zgu immun yanitta dnemli rol oynayan Toll like reseptér (TLR) gen
polimorfizmleri (54),

e Naturel killer (NK) ve NKT hucrelerinin azalmis aktiviteleri , CD56 orani, NKT
hicrelerinde azalmig CD69 ve CD25 yuzey antijen ekspresyonu, NK

hlcrelerinde azalmig CD69 ylzey antijen ekspresyonu (55).

3. interferon Gamma, interferon Gamma Genleri ve interferon Gamma

Reseptori Genleri

inaktif viruslara maruz kalindiginda, solubl maddelerin tespit edilmesi ile bunlarin
replikasyonu durdurdug@u ilk kez 1957 yilinda gézlenmis ve bunlara interferon (IFN)
adi verilmistir. Immunomodulatér ve antiproliferatif etkileri yaninda interferonlarin
hedef hicrede metabolik aktivite ve spesifik gen ekspresyonunu duzenleme 6zelligi
de vardir (56-58).

Molekuler ve biyolojik yapilarinin birbirinden farkli oldugu bir ¢ok interferon tipi
tanimlanmigtir. Bunlar aminoasit sirasina gore siniflandiriimistir. Tip I'de IFN-a (alfa),
B (beta) ve o (omega) yer alir. Bu gruptaki IFN’larin antiviral etkinlikleri fazladir. Tip
I'de ise hemen tamami farkli olan IFN-y (gamma) yer alir ki immun interferon olarak
da adlandirilir (56, 57). Interferon-gamma (IFNG), viral ve hlcre igi bakterilere kargi
ve de tUmor kontrolinde kritik bir sitokindir. Anormal IFNG ekspresyonu cesitli
otoimmun ve otoinflamatuar hastaliklar ile iligkilendirilmistir. IFNG’nin immun sistem
uzerinde oldukga 6nemli etkileri vardir. Viral replikasyonu direk olarak inhibe eder ve
daha da o6nemlisi guclu bir immunstimulator ve immuinmodualatérdir. IFNG dogal
immun yanitta NK ve NKT hucrelerince Uretilir. Ayrica antijen spesifik immun yanitta,
CD4 ve CD8 sitotoksik T lenfositlerden uretilir (58).
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IFNG geni 12. kromozomun uzun kolu (12924.1) uzerinde yer alir. Tekrar DNA

elementlerinden olusan IFNG geni 4 ekzondan olugur (59). IFNG geninin birinci

intronu CA mikrosatellit tekrari ile 6 kadar allel icerir ve bu tekrar bolgeleri oldukca

polimorfiktir. On iki CA tekrari igeren allel 2, in vitro ortamda ylUksek IFN Uretimi ile

iligkilendirilmistir (60). IFNG geninin allelik varyantlari ve fenotipik 6zellikleri Tablo

2’'de 6zetlenmistir.

Tablo 2. IFNG geninin allelik varyantlari ve fenotipik dzellikleri.

No Fenotip Mutasyon

.0001 TSC2 Renal anjiyolipoma, dizenleyici IFNG, NT1349, 12 CA
Tekrar

.0002 Mycobacterium tuberculosis, koruyucu IFNG, +874A-T

.0003 Akut immiin Yetmezlik Sendromu, hizli IFNG, -179G-T

seyir

.0004 Hepatit C virus enfeksiyonu, tedavi yaniti  IFNG, -764C-G

IFNG Geninin Allelic Varyantlari

1. TSC2 Geni ve IFNG, NT1349, 12 CA Tekrar

IFNG, bobrek timorlerinde timor regresyonunda onemli bir mediatortidir. TSC2
geninde mutasyonu olan tuberoz sklerozlu olgularda bdbrek hastaliginin giddeti
uzerinde onemli etkileri gosterilmigtir (61). IFNG geninin 1349 pozisyonunda

homozigot tasiyiciligin, aplastik anemi igin bir risk olusturdugu gosterilmistir (62).
2. IFNG, +874A-T

IFNG geninin birinci intronundaki bu mikrosatellit polimorfizm, ciddi otoimmun ve
kronik inflamatuvar olaylar ile iligkilendiriimistir (63). Bu tek nukleotid
polimorfizminin (+874A-T), +874T alleli yuksek IFNG ekspresyonu, +874A alleli
ise dusuk IFNG ekspresyonu ile iligkili bulunmustur (64).
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3. IFNG, -179G-T

IFNG geninin promotor bdlgesinde, -179. Pozisyonda G/T degisimini iceren tek
nukleotid polimorfizmi edinsel immun yetmezlik sendromunun ilerlemesi ile
iligkilendirilmistir. Bu hasta grubunda, -179T alleli olanlarda hastaligi hizli ilerledigi
ve CD4+T hulcre sayisinin belirgin disuk oldugu (<200 hiacre/ pL) gosterilmistir
(65).

4. IFNG, -764C-G

IFNG geninin proksimal promotor bolgesinde, -764. pozisyonda C/G degisimini
iceren tek nikleotid polimorfizmidir. Bu polimorfizm, Hepatit C virusu ile enfekte

kisilerde viral klirens ve tedaviye yanitta olduk¢a dnemli bir belirleyicidir (66)

IFNG reseptord, IFNG reseptort 1 ve 2 olmak Uzere, heterodimer yapidadir. IFNG
reseptori 1 (IFNGR1) ligand baglayan boélimidir. IFNG reseptori geni 6.
kromozomun uzun kolunda yer alir (6g23-g24) (67). Gunumuize kadar IFNG
reseptord geninde toplam 13 mutasyon bildirilmistir. Bu mutasyonlardan IFNGR1
395C-A; IFNGR1, 4-BP INS, 107TTAC; IFNGR1, IVS3DS, G-A, +1; IFNGR1, 12-
BP DEL, NT295; IFNGR1, CYS77TYR; IFNGR1, VAL61GLN; IFNGR1, 3-BP DEL,
652GAA ya da 653AAG; IFNGR1, 818 DEL ve IFNGR1, 1-BP DEL, 794T ile atipik
mikobakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik ve yaygin enfeksiyon arasinda anlamli
iliski saptanmigtir (68, 69). IFNGR1, 1-BP DEL, ILE87THR ve IFNGR1, 4-BP DEL,
NT818 mutasyonlari ile BCG asisindan sonra yaygin tliberkiloz enfeksiyonlari

gosterilmigtir (70).
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GEREG VE YONTEM

1. Olgularin Se¢imi

Bu calismada ulusal asi takvimine gore standart 3 doz HBV asisi uygulanmis 623’0
kiz ve 656’sI erkek olmak Uzere toplam 1279 cocuk degerlendirildi. Yerel Etik Kurul
onay! ve ailelerden aydinlatiimis yazili onam formu alindiktan sonra; ¢ocuklardan 5-6
cc kan ornegi alinmis ve mikro Elisa immunoassays (EIA) yontemiyle (Dia Sorin-
italya) HBsAg ve antiHBs titreleri degerlendirildi. AntiHBs titresi <10 mIU/mL olanlar
aslya yanitsiz olarak tanimlanirken, AntiHBs titresi 210 mIU/mL olanlar asiya yanitli
olarak kabul edildi. AntiHBs titresi >10 m/mL olan ¢ocuklara HBV asisi rapel dozu
uygulandi. Asiya yanitsiz oldugu belirlenen ¢ocuklarin antiHBs titreleri, rapel dozdan
ortalama 5,2+2,1 ay sonra tekrar degerlendirildi. Rapel doz sonrasi hala AntiHBs
titresi <10 mlU/mL olan ¢ocuklardan randomize olarak segilen 100’G ¢alismamizin
aslya yanitsiz grubunu, AntiHBs titresi >10 mlU/mL olan ¢ocuklardan randomize

olarak secilen 100’U ise aslya yaniti olan grubu olusturdu.

Ortalama yaslari 9,2+1,6 yil olan hepatit B asisina yanith ¢ocuklarin %45’i erkek
(n=45), %55'’i kizdi (n=55). Asiya yanitsiz gocuklarin yas ortalamasi ise 9,4+1,4 yildi
ve bu grubun %52’si erkek (n=52) ve %48’i kizdi (n=48). Kronik hastalik oykusu
olanlar, bagisikligi baskilanmis gocuklar ile HbsAg degeri pozitif olan gocuklar

¢alismaya alinmadi.

Cocuklara ve ailelerine galisma anlatilarak, ¢alismaya katilmayi1 kabul edenlerden
bilgilendirilmis goénalli olur formu ve genetik galismalar igin olur formu onayi yazili
olarak alindiktan sonra gocuklardan 2 ml. etilendiamin tetra-asetat (EDTA)’ll tlpe kan

ornegdi alindi.
Bu galisma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurul'undan onay almistir.

Calisma, Ege Universitesi Rektorliik Bilimsel Arastirma Projeleri ve Ege Universitesi

Tip Fakultesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenmigtir.
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2. DNA izolasyonu ve Genotip Analizi

Periferik Kandan DNA izolasyonu ve DNA Miktarinin Belirlenmesi

Alinan kan 6rneklerinden invisorb spin blood kit (INVITEK) kullanilarak DNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA o6rnekleri -20 °C’de saklandi. Agaroz jel
elektroforezi ile PCR drdnlerinin analizi ardindan, DNA miktari spektrofotometrik
yontemle belirlendi. Spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda optik dansitenin
okunmasi ile DNA miktari, 260 ve 280 nm dalga boyundaki okumalarda ise DNA'nin
safligini belirlendi. Bu oranin >=1,8 olmasi DNA safliginin gdstergesi kabul edildi. Bu
bulgulardan yararlanarak DNA &rneklerinin safligi  kontrol edildi ve miktarlari

belirlendi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve enzim kesimi
Genotipleme igin yapilan polimeraz zincir reaksiyonundaki sekans o6zgul primer
dizileri:

IENG +874 T/A polimorfizmi icin primer dizileri:

Antisens: TCAACAAAGCTGATACTCCA

sens +874T: TTCTTACAACACAAAATCAAATCT

sens +874A: TTCTTACAACACAAAATCAAATCA

IFNGR1 (CA)n polimorfizmi icin primer dizileri:
5-TTGTACTCATGCTTTGATG-3’
5-TTAGTGTTTGTTCTGGCTC-3

IFNG +874 Polimorfizmi Calismasi

Her hasta icin normal ve mutant diziyi belirleyebilmek icin yukarida belirtilen
primerler kullanilarak 2 tipte PCR uygulandi. Ayrica PCR isleminin her tlpte
gerceklestigini gorebilmek icin de kontrol PCR yapildi.
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IFNGR1 CA, Polimorfizmi Calismasi
IFNGR1 CAn polimorfizmini arastirmak igin istenilen DNA bdlgesi yukarida
belirtilen primerler ile gogaltiimistir. Reverse primer FAM boyasi ile isaretlenmigtir.

Elde edilen PCR Urunleri genetik analizorde incelenmistir.

Amplifikasyonun Kontrolii

PCR iglemi sonrasi PCR urUnlerini kontrol etmek amaciyla 5 yl (100ng) PCR
arand 5 pl yakleme tamponu ile karistirilip agoroz jelde elektroforeze tabi tutuldu.
Elektroforez islemi icin agorozdan 2 gr tartilarak 100ml 0.5XTBE tamponundan
manyetik karistiricida balik kullanilarak karistirildi. Bu karigsim mikrodalga firinda
eritildi. Manyetik karigtirici Uzerinde karistirilarak 60°C’ye kadar sogutuldu ve Uzerine
10pg/ml konsantrasyonunda etidyum bromur solisyonundan 7pl ilave edildi. Bu
agoroz solusyonu onceden hazirlanmis elektroforez tankinin taraklar yerlestiriimis
kamerasina dokildi ve sertlesinceye kadar beklendi. Uzerine 0.5XTBE tamponu
eklendikten sonra taraklar ¢ikarildi. 2ul PCR Grln0, 1uL 1X6 yUkleme sollUsyonu ve
3ul su ile karigtirilarak jele yuklendi. Kontrol olarak DNA marker (50bp) veya daha
once amplifiye edilen kontrol DNA'lari kullanildi. Kontaminasyonu ekarte etmek
amaclyla her PCR grubunda negatif ve pozitif PCR kontroli yapildi. Elektroforez
EC105 cihazinda, gu¢ kaynadi 100Mv-80Ma kosullarina ayarlanarak 3 cm
yurutuldikten sonra jel goérintileme sisteminde sonuglar incelendi. Sekil 3'de IFNG

+874 T/A polimorfizmi igin jel elektroforez drnekleri gosterilmistir.

Sonuglarin Genetik Analizérde incelenmesi
Amplifikasyon kontroli sonrasinda urtnler ABI 3100 cihazinda (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) genotiplendirme islemine tabi tutuldular. Sekil

4’de IFNGR1 (CA)n polimorfizmi igin genetik analizér sonug érnekleri gosterilmigtir.
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Sekil 3. IFNG (+874 T/A) polimorfizmi icin jel elektroforez érnekleri.

186bp 190 bp
N7
- LN\ [

Size Standart

Sekil 4. IFNGR1 (CA)n polimorfizmi igin genetik analizér sonug érnekleri.
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3. istatistiksel Analiz

Hepatit B asisina yanith ve vyanitsiz grubun genotip ve alel sikliklarinin
karsilastirlmasi  SPSS versiyon 13.0 istatistik programinda ¥* analizi ile
hesaplanmig, gereklilik halinde Fisher's exact test kullaniimistir. Anlamlilik derecesi

p<0,05 olarak alinmigtir.
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BULGULAR

Calismaya alinan hepatit B asisina yanitli ve yanitsiz grup arasinda yas ortalamalari
bakimindan anlamli fark yoktu ( sirasiyla; 9,2+1,6 yil, 9,4+1,4 yil, p=0,6). Hepatit B
asinina yanith grubun %45’i erkek (n=45), %55'i kizd1 (n=55) iken, asiya yanitsiz
grubun %52’si erkek (n=52) ve %48’i kizdi (n=48). Her iki grubun cinsiyet dagilimi
benzerdi (p=0,8).

Hepatit B asisina yanitsiz ve yanitli grup arasinda IFNG (+874 T/A) polimorfizmi igin
genotip sikliklari bakimindan anlamli fark vardi (p=0,003). Hepatit B asisina yanitsiz
ve yanith grubun IFNG (+874 T/A) polimorfizmi icin ayri ayri genotip sikliklari
incelendiginde, aslya yanitsiz grupta TT genotipi %35 olguda (n=35), asiya yanitli
grupta ise %14 olguda (n=14) belirlendi. Her iki grup arasindaki bu fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p=0,003). IFNG (+874 T/A) polimorfizmi igin her iki grup arasinda
TA genotip sikh@i karsilastirildiginda, hepatit B asisina yanitsiz grupta %53 (n=53)
olguda, yanitli grupta ise %69 (n=69) olguda bu genotip saptandi. Ancak her iki grup
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,14). IFNG (+874 T/A)
polimorfizmi igin AA genotipi hepatit B asisina yanitsiz gruptaki olgularin %12’sinde
(n=12), yanith gruptaki olgularin ise %17’sinde (n=17) belirlenirken, bu fark da
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,35) (Tablo 3).

IFNG (+874 T/A) polimorfizmi icin T allel sikliklari incelendiginde, hepatit B agisina
yanitsiz grupta %61,5 (n=123), yanitli grupta ise %48,5 (n=97) olarak belirlendi. Bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,08). A allel sikhgi ise hepatit B asisina
yanitsiz grupta %38,5 (n=77) iken, asiya yanitl grupta %51,5 (n=103) idi. Ancak bu
fark da istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,06) (Tablo 3).
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Tablo 3. Hepatit B agisina yanitsiz ve yanitli grubun IFNG (+874 T/A) polimorfizmi

icin genotip ve allel sikliklari.

IFNG +874 T/A Hepatit B asisina Hepatit B asisina P
yanitsiz grup yanith grup
n=100 (%) n=100 (%)
Genotip
TT 35 (35) 14 (14) 0,003
TA 53 (53) 69 (69) 0,14
AA 12 (12) 17 (17) 0,35
Allel
T 123 (61,5) 97 (48,5) 0,08
A 77 (38,5) 103 (51,5) 0,06

IFNGR1 geni intronik (CA)n mikrosatellit polimorfizmi icin hepatit B asisina yanitsiz
ve yanith olgularda 12 farkh tekrar saptandi. Hepatit B asisina yanitsiz ve yanitli
olgularda IFNGR1 geni (CA)n allellerinin siklik dagilimi Tablo 4’de gdsterilmistir. Allel
168 ve 172 hepatit B asinina yanitsiz grupta saptanmadi. Hepatit B asisina yanitsiz
grupta allel 170 ve 182'nin sikligi, yanith gruba goére anlamli olarak yuksekti
(sirasiyla; p=0,002, p=0,001). Hepatit B asisina yanith grupta ise allel 178, 180, 186
ve 188’nin sikhigl, yanitsiz gruba gore anlamli olarak yuksekti (sirasiyla; p=0,01,
p=0,001, p=0,03 ve p=0,01).

Hepatit B asisina yanith grup (%6) ile kiyaslandiginda, yanitsiz grupta (%26)
kombine allellerde artmis homozigosite frekansi saptandi (p=0,001) (Tablo 5).
Hepatit B asisina yanitsiz grupta, allel 170 homozigotlugu en sik saptanan genotip
olarak belirlenirken (%12), ikinci sirada allel 182 homozigotlugu gelmekte idi (%7).
Hepatit B asisina yanitsiz grupta allel 170 homozigotlugu %12 iken, yanitsiz grupta
%1 olarak belirlendi ki, bu fark istatistiksel olarak anlaml idi (p=0,003). Diger
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homozigot (CA)n allel siklik dagilimlari bakimindan her iki grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmadi (tim siklik karsgilastirmalarinda p>0,05).

Tablo 4. Hepatit B asisina yanitsiz ve yanith olgularda IFNGR1 geni (CA)n

allellerinin sikhk dagilimi.

Hepatit B asisina Hepatit B asisina
Allel P degeri
yanitsiz grup (%) yanith grup (%)
168 0 2 0,14*
170 32,5 17 0,002
172 0 1 0,4*
178 0,5 5 0,01*
180 1 9 0,001*
182 25 11 0,001
184 5,5 10 0,09
186 8 15 0,03
188 5,5 16 0,01
190 14 8 0,07
192 6 5 0,6
194 2 1 0,6*

* p degeri Fisher’s exact testi ile belirlenmistir.

Tablo 5. Hepatit B asisina yanitsiz ve yanitli olgularda IFNGR1 genindeki homozigot
(CA)n allel siklik dagilimi.

Genotip Hasta (%) Kontrol (%) p degeri
170-170 12 1 0,003~
180-180 1 1 1,0*
182-182 7 2 0,17*
184-184 1 2 1,0*
190-190 4 0 0,06*
192-192 1 0 1*
Toplam 26 6 0,001

* p degeri Fisher’s exact testi ile belirlenmistir.
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TARTISMA

Onemli bir halk sagh@i olan HBV enfeksiyonu akut ve kronik karaciger hastaliginin en
stk nedenidir. Genellikle erken ¢ocukluk doneminde gecirilen HBV enfeksiyonlar
genellikle kronik HBV tasiyiciligi ile sonuglansa da, karaciger sirozu ve hepatoseluler
karsinoma gibi ciddi sekellere de neden olabilir. Asillama ile korunma HBV
enfeksiyonunda ve sekellerin 6énlenmesinde temeldir (1-3). Dinya Saghk Orgiiti
tarafindan 1997 yilinda dinya genelinde rutin asilama onerilmistir. Hepatit B asisi

150’den fazla dinya Ulkesinin ulusal asi takvimi igerisinde yer almaktadir.

Ulkemizde ulusal hepatit B asilamasi ilk kez Agustos 1998’de, sifir yas grubunda
genigletiimis bagisiklama programina dahil edilmigtir. Saglik Bakanhgi tarafindan
1998 yilinda yayimlanan ilk genelgede asinin uygulanmasi ig¢in Ug¢ farkli segcenek
sunulmus ve Ulkemizde gebelerde HBsAg taramasi yapilmadigindan, bebeklere ne
kadar erken ulagilirsa asinin o kadar etkin olacagi vurgulanmistir (27). Bagisiklama
Danigsma Kurulu 6nerileri dogrultusunda Aralik 2007°de yayinlanan ‘Genigletiimis
Bagisiklama Programi Daimi Genelgesi’ ile resmen ylrlarlige giren ve halen
uygulanmakta olan 2008 Saglik Bakanhdi Asi Takvimi’ne gore hepatit B asisi; 0, 1.
ve 6. aylarda uygulanmakta olup, dogumda asilanamayan bebeklere ilk kargilagsmada
birinci doz, birinci dozdan en az 1 ay sonra 2. doz ve 2. dozdan 5 ay sonra 3. doz
hepatit B asisi uygulanmaktadir (28). Gunumuzde dunya genelinde yaygin olarak
kullanilan hepatit B asilari rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilen ve ikinci kusak

hepatit B asilar1 olarak adlandirilan asilardir.

HBV asillamasinda Kkarsilasilan en o©6nemli sorun asinin vyeterli bagisiklik
saglamamasidir. Hepatit B asilari ¢ocuk ve eriskinlerde klinik HBV enfeksiyonunun
olusmasini onlemede %90-95 etkiliyken, %5-10 oraninda asi yanitsizhigi
gorulmektedir. Hepatit B asina yanitsizigin onemli nedenleri arasinda immadn
yetmezlik ya da kronik bobrek yetmezligi gibi altta yatan hastaliklar, asilanan kisinin
yasinin 40 ve Uzerinde olmasi, prematire dogum, dusuk dogum Kkilosu, erkek

cinsiyet, obezite, sigara icme gibi kigisel faktorler yer almaktadir (20, 21, 30).
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Calismaya alinan olgularin higbirinde imman yetmezlik ya da kronik bobrek
yetmezligi basta olmak Uzere kronik hastalik dykusu yoktu. Hepatit B asisina yanitsiz
ve yanitli grup arasinda cinsiyet dagilimi bakimindan fark yoktu. Yine yas dagilimi

bakimindan her iki grup arasinda fark saptanmadi.

GUnumuzde hepatit B asi yanitsizliginda immunogenetik faktorlerin énemli rol
oynadig! dusunulmektedir. Bu nedenle, son yillarda hepatit B agi yanitsizigi ile ilgili
yapllan ¢alismalarin c¢ogunda hepatit B asi yanitinin  ve yanitsizliginin

immunogenetik temelleri arastiriimaktadir.

immiinogenetik temelli bu ¢alismalarin baginda, asi immiin yanitinda antijen isleme
ve sunumu gorevleri ile onemli role sahip olan HLA ile yapilmig c¢alismalar
gelmektedir. Bu galismalarda HLA-DRB1 ile hepatit B asisina gelisen yanit arasinda
anlamli iligki oldugu gosterilmigtir (43, 71-73). HLA-DRB1*13 allelinin hepatit B asisi
sonrasinda gelisen yanitta olumlu etkisinin oldugu gosterilmistir (72). HLA-DRB1*7
alleli saptanan bireylerde ise hepatit B asisi sonrasinda gelisen antikor yanitinin
daha dusuk oldugu ve asi yanitsizlik oranlarinin anlamli olarak yuksek oldugu
bildirilmistir (43). Bir diger ¢alismada ise, HLA-DRB1*0301i¢in homozigot bireylerde
hepatit B asI yanitsizligi belirgin olarak yuksek oldugu bildirilmigtir (73). Ayrica, asi
yanitsizligi ile HLA-DRB1*14 sikligi arasindaki iliskide gosterilmistir (72). HLA-DRB1
disindaki HLA-C, HLA-DR3, HLA-DQB1, HLA-DQA1 gibi bazi HLA antijenleri ve
haplotiplerinin ekspresyonu nedeniyle T hulcrelerine antijen sunumundaki kusurlara

bagli asl yanitsizligi gelistigini destekleyen ¢alismalar da vardir (43-45).

Hepatit B asi yanitsiziginin immunogenetik nedenlerinin incelendigi  diger
calismalarda, asi yanitsizliginda HBsAg spesifik T hicre gelisim kusurlarinin énemli
rol oynadigi gosterilmistir (46, 47). Shokrgozar ve ark.’nin (48) yaptiklari ¢alismada
ise, B hucre repertuvarindaki kusurlar ile agi yanitsizhdi arasindaki iliski oldugu
belirtiimigtir. Hepatit B asilamasi sonrasinda, antijen spesifik sitotoksik T hucreleri
tarafindan HBsAg spesifik B hucrelerinin destriksiyonun agi yanitsizliginda énemli
bir faktor oldugu gosterilmistir (49). Hepatit B asisina gelisen immun yanitta temel

olan T hucrelerindeki azalmig CD40 ekspresyonu ile NK ve NKT hucrelerinin azalmis
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aktiviteleri, CD56 orani, NKT hucrelerinde azalmis CD69 ve CD25 yuzey antijen
ekspresyonu, NK hicrelerinde azalmis CD69 ylzey antijen ekspresyonu da asi
yanitsizligi ile iliskilendirilmistir (53, 55). Dogal ve edinilmis immunitenin énemli bir
kompenenti olan ve asilama sonrasi 6zgll immun yanitta énemli rol oynayan

TLR’lerinin gen polimorfizmleri de hepatit B asi yanitsizligi ile iligkili bulunmustur (54).

Hepatit B agilamasi sonrasinda gelisen koruyucu anti-HBs antikorlarinin gelisimi Th
hicrelerine bagimhdir. Asilama sonrasinda Th hucreleri aktive olur, sitokin Gretim
profiline gore fonksiyonel olarak 2 gruba ayrilir. Yardimci T hucreleri (Th) Th1
hacreleri Urettikleri INFG, IL-2 ve TGF-B gibi sitokinlerle hlcre aracilikli immun
yanittan sorumludur. Th2 ise urettikleri IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinlerle
antikor Uretiminde esastir (35-37). Son yillarda hepatit B agi yanitsizhiginin hicresel
temeline 11k tutmaya yonelik yapilmis ¢alismalarda, Th1 ve Th2 hicreleri tarafindan

uretilen sitokinlerin yanitsizlik Gzerindeki etkileri arastiriimistir.

Yapilmig bazi calismalarda ise, Th2 tarafindan Uretilen sitokin dizeyleri hepatit B
asisina gelisen yanit ile iligkilendirilmistir (51-53). Hepatit B asisina yanitsiz 28 ve
aslya yanith 25 bebegin degerlendirildigi bir c¢alismada, olgulardan elde edilen
periferal kan mononukleer hucreler (PBMC) rekombinant HBsAg ve mitojen ile
uyarilmis ve sonrasinda ELISA yontemi ile IL-4 ve IL-10 duzeyi belirlenmistir.
Calismanin sonucunda, Th2 hucreleri tarafindan dretilen IL-4 ve IL-10 dlzeyi aslya
yanitli grupta, yanitsiz gruba gore anlamli olarak yliksek bulunmus ve agsi yanitsizligi
ile bu sitokinlerin yetersiz tretiminin iligkili oldugu belirtiimigtir (51). Yine, bu sonugclari
destekler nitelikte IL-4 dlzeyinin agillama sonrasinda anti-HBs antikor titrelerindeki
artis ile iligkili oldugu, tekrar dozlar ile IL-4 duzeylerinde belirgin artis oldugu
gosterilmistir (74). Yapilmis bir diger ¢calismada ise hepatit B asisina yanitsiz grupta,
Th2 tarafindan Uretilen sitokinlerden IL-10 duzeyi asiya yanith gruba gore anlamli
olarak dusUk saptanirken, her iki grup arasinda IL-4 dizeyleri bakimindan anlamli
fark saptanmamistir (75). Hepatit B asisina yanitsiz ve yanitl iran’li erigkinlerde
yapilmis bir g¢alismada, IL-10 duzeyleri asiya yanitsiz grupta yanith gruba goére

anlamli olarak dusik bulunmustur (52).
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Hepatit B asi yanitinda, Th1 sitokin profili oldukga o6nemlidir. Hepatit B asi
yanitsizliginin immunolojik temelini aydinlatmaya yonelik yapilmis bir¢cok calismada
hepatit B asi yanitsizhgindan Th1 tarafindan Uretilen sitokinlerdeki yetersizlikler
sorumlu tutulmustur (47, 51-53). Chedid ve ark.’nin (47) yaptiklari ¢alismada, hepatit
B asI yanitsizhgi IL-2 diuzeyindeki dusuklik ile iligkilendirilmistir. Yapilmis bir diger
calismada ise hepatit B asisina yanit ile IL-2 dizeyi arasindaki anlamli iligki
gosterilmistir (76). Velu ve ark.’nin (75) g¢alismasinda, hepatit B asisina yanitsiz
grupta, Th1 tarafindan uretilen sitokinlerden IL-2 ve TNF-alfa duzeyleri agiya yanitli
grup ile karsilastirildiginda anlamli olarak dusuk bulunmustur. Yine bu calismada
anti-HBs antikor duzeyi > 100 mlU/mL olarak saptanan hepatit B asisina yuksek
duzeyde yanith grupta IL-12 dUzeyi belirgin olarak yliksek saptanmis ve bu sonuglar
ile hepatit B asisina karsi gelisen anti-HBs antikor dizeyinin Th1 sitokin yaniti ile

yakindan iligkili oldugu belirtiimigtir.

Sitokin uretimi ve fonksiyonlari Uzerinde etkili olan sitokin genlerindeki
polimorfizmlerin, hepatit B asi yaniti Gzerindeki etkileri de arastiriimistir. Bu iliskinin
irdelendigi Chen ve ark.’nin (54) c¢alismasinda IL-4 ve IL-13 gen polimorfizmleri
hepatit B asisi sonrasi gelisen imman yanit ile iligkili bulunmustur. Yine bu ¢alismada
IL-18 genindeki tek nukleotid polimorfizminde (rs1143633 ve rs1143627) belirlenen
A/G haplotip sikligi, hepatit B asisina yanitsiz olgularda belirgin olarak yuksek
bulunmustur. Hepatit B asi yanitsizhgr ile IL-18 +3953 (C/T) gen polimorfizmi
arasindaki iligkiyi inceleyen bir eriskin ¢alismasinda, bu polimorfizmin minér allelik
varyantinin hepatit B asilamasi sonrasinda T hucre proliferasyonundaki ve anti-HBs
titrelerindeki artis ile iligkili oldugu belirtiimistir (77). Cocuklarda yapilmis bir
calismada hepatit B asisina yanith ve yanitsiz olgularin TNF (-308), TGF-3 (+869,
+915), IL-10 (-1082, -819, -592) ve IL-6 (-174) gen polimorfizmleri incelenmis ve her
iki grup arasinda bu polimorfizmlerin genotipik sikliklari bakimindan istatistiksel

olarak anlamli farkhliklar saptanmamstir (78).

Th1 yanitinin énemli bir sitokini olan IFNG, viral ve hicre ici bakterilere karsi ve

tumor kontrolinde oldukga dnemlidir. Anormal IFNG ekspresyonu gesitli otoimmun ve
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otoinflamatuar hastaliklar ile iliskilendirilmigtir. Viral replikasyonu direk olarak inhibe
eder ve daha da 6nemlisi guc¢li bir immUnstimulator ve imminmodulatérdir. IFNG
dogdal immun yanitta NK ve NKT hucrelerince Uretilir. Antijen spesifik immun yanitta
ise, CD4 ve CD8 sitotoksik T lenfositlerden Uretilir (58). IFNG, hepatit B agisina karsi
gelisen yanitta da 6nemli role sahiptir (53). Jafarzadeh ve ark.’nin (51) yaptigi
calismada hepatit B asi yanitsizligi saptanan bebeklerde, in vitro olarak hepatit B
asisina karsi PBMC’de yetersiz IFNG Uretimi belirlenmis ve yetersiz IFNG Uretimi
hepatit B asi yanitsizligi ile iligkili bulunmustur. Hepatit B asisina yanitsiz (anti-HBs
dizeyi < 10 mlU/mL), dusik yanith (anti-HBs dizeyi 10-100 mlU/mL) ve yuksek
yanith (anti-HBs dizeyi >1000 mlU/mL) 3 grubun IFNG dizeylerinin karsilagtinidigi
calismada, asiya yuksek yanitli grupta IFNG duzeyleri yuksek saptanirken, asiya
yanitsiz grupta belirgin olarak dusik dizeylerde bulunmustur (75). Calismamizin
kisitlayici faktoru, hepatit B asisina yanitli ve yanitsiz olgulardaki IFNG duzeylerinin

belirlenmemesidir.

Tekrar DNA elementlerinden olusan IFNG geninin birinci intronu CA mikrosatellit
tekrari ile 6 kadar polimorfizm igerir ve bu tekrar bdlgeleri oldukga polimorfiktir (60).
olan tuberoz sklerozlu olgularda bobrek hastaliginin siddeti Gzerinde 6nemli etkileri
gOsterilmistir (61). Yapilmis ¢alismalar ile IFNG genindeki bu polimorfizmler ile gesitli
enfeksiyoz ve otoimmun hastaliklar arasindaki iliskiler gosterilmigtir. IFNG geninin
1349 pozisyonunda homozigot tasiyiciigin, aplastik anemi igin bir risk olusturdugu
(62), IFNG geninin promotor bolgesinde, -179. Pozisyonda G/T degisimini iceren tek
ndkleotid polimorfizmi edinsel immun yetmezlik sendromunun ilerlemesi ile iligkili
oldugu (65), IFNG geninin promotor bdlgesinde, -764. pozisyonda C/G degisimini
iceren tek nukleotid polimorfizminin.Hepatit C virusu enfeksiyonunda tedaviye yanitta
oldukca o6nemli bir belirleyici oldugu g0sterilmigtir (66). IFNG geninin birinci
intronundaki (+874A/T) tek nukleotid polimorfizminin M. tuberculosis enfeksiyonu ile
iligkili oldugu gosterilmistir. On bir ¢alismanin degerlendirildigi bir meta-analizde,
IFNG +874T allelinin M. tuberculosis enfeksiyonuna karsi koruyu etki gosterdigi
belirtilmistir (64).
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Calismamizda, hepatit B asisina yanitsiz ve yanith grubun IFNG (+874 T/A)
polimorfizmi igin genotip sikliklari incelendiginde, aslya yanitsiz grupta TT genotipi 35
olguda (%35), asiya yanitli grupta ise 14 olguda (%14) belirlendi. Her iki grup
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamhydi. IFNG (+874 T/A) polimorfizmi igin
her iki grup arasinda TA ve AA genotip siklari bakimindan anlamli fark bulunmadi.
IFNG (+874 T/A) polimorfizmi igin T ve A allel sikliklari bakimindan da her iki grup
arasinda anlaml fark saptanmadi. Sonug olarak, IFNG (+874 T/A) polimorfizmi igin

TT genotipinin, hepatit B asl yanitsizligi ile iliskili olabilecedi dusunulda.

Hepatit B asi yanitsizliginda, IFNG gen polimorfizminin yerini ve dnemini belirlemeye
yonelik cocukluk ¢aginda yapilmis bir calismada hepatit B asisina yanitli (U¢ doz
standart agilama sonrasi anti-HBs duzeyi 11— 100 mUI/ml olan) ve yuksek yanitli
(anti-HBs duzeyi 11-1000 mUl/ml olan) olgular arasinda IFNG (+874 T/A) gen
polimorfizminin genotipik ve allelik dagilimlari bakimindan istatistiksel olarak anlamii
fark saptanmamistir (78). Hepatit B asilamasi sonrasinda zirve anti-HBs dlzeyi ile
CD58 (rs1414275, rs1016140), IFNG (rs2069727), MAPK8 (rs3827680,
rs10857565), IL10RA (rs2508450, rs2229113) ve CD44 (rs353644, rs7937602) tek
nukleotid mutasyonlari arasindaki iligki irdelenmis ve IFNG, MAPKS ile IL10RA gen
polimorfizmleri ile asilama sonrasinda gelisen anti-HBs duzeyleri arasinda anlamli

iligki bulunmustur (79).

IFNGR-1 geni tarafinda kodlanan, IFNGR1 IFNG’nin antiviral etkisi, T hucre
aktivasyonu, B hiucre maturasyonu ve MHC sinif 2 ekspresyonunundaki dizenleyici
etkileri icin kritik role sahiptir (80). Yapiimis cgalismalarda, IFNGR 1 genindeki
mutasyonlar ile atipik mikobakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik ve yaygin enfeksiyon
arasinda anlaml iliski oldugu belirtilmigtir (68, 69). IFNGR1 genindeki bazi
mutasyonlari ile BCG asisindan sonra yaygin tliberkuloz enfeksiyonlarinin gelistigi
de gosterilmigtir (70). Yapilmis bir galismada kronik hepatit B enfeksiyonu olan,
hepatit B enfeksiyonu immunolojik yanit ile sonug¢lanan ve kontrol grubunda IFNGR1
geninde 7 tek nuleotid polimorfizm (-611A/G, -56C/T, 40G/A, 95C/T, 130A/G,
20685A/G, 21227T/C) sikliklari incelenmis ve IFNGR1 geninindeki -56C/T
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polimorfizmi ile hepatit B enfeksiyonun klinik bulgulari arasinda anlamli iligki oldugu

gOsterilmigtir (81).

Calismamizda, IFNGR?1’in IFNG’nin biyoaktivitesi Uzerindeki onemli etkileri g6z
onune alindiginda, IFNGR1’i kodlayan gendeki polimorfizmin hepatit B asi yanitinda
onemli rol oynayabilecegi dusunuldi. IFNGR1 geni intronik (CA)n mikrosatellit
polimorfizmi icin hepatit B agisina yanitsiz ve yanitli olgularda 12 (CA)n belirlendi.
Hepatit B asisina yanitsiz grupta allelik belirteg 170 ve 182’'nin sikhd1 yanitli gruba
gore anlamli olarak yuksekti. Hepatit B asisina yanith grupta ise allelik belirte¢ 178,
180, 186 ve 188'nin sikligi, yanitsiz gruba goére anlamli olarak yUksekti. Hepatit B
asisina yanitsiz grupta kombine allellerde artmis homozigosite frekansi saptandi.
Hepatit B asisina yanitsiz grupta, allel 170 homozigotlugu en sik saptanan genotip
olarak belirlenirken, ikinci sirada allel 182 homozigotlugu gelmekte idi. Bu sonuglar
1Is1Iginda, IFNGR1 geni intronik (CA)n mikrosatellit polimorfizmi icin allelik belirte¢ 170
ve 182’nin ve allel 170 homozigotlugunun hepatit B asi yanitsizhgi ile, allelik belirte¢
178, 180, 186 ve 188 sikliginin ise hepatit B agi yaniti ile iligkili olabilecedi

dusundlmastar.
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SONUGLAR

1. Hepatit B asisina yanitsiz olgularda TT genotip siklidi, asiya yanith gruba
gore anlamli olarak yuksek bulundu. Ancak, IFNG (+874 T/A) polimorfizmi
icin her iki grup arasinda TA ve AA genotip siklari ile T ve A allel sikliklar

bakimindan anlamli fark bulunmadi.

2. IFNG (+874 T/A) polimorfizmi icin TT genotipinin, hepatit B asi yanitsizhgi

ile iligkili olabilece@i dusunuldu.

3. IFNGR1 geni intronik (CA)n mikrosatellit polimorfizmi igin hepatit B asisina
yanitsiz ve yanith olgularda 12 (CA)n belirlendi. Hepatit B asisina yanitsiz
grupta allelik belirteg 170 ve 182’nin sikligi yanith gruba gére anlamli
olarak yuksekti. Hepatit B asisina yanitli grupta ise allelik belirte¢ 178, 180,

186 ve 188’nin sikhidi, yanitsiz gruba goére anlamli olarak yuksek bulundu.

4. Hepatit B asisina yanitsiz grupta IFNGR1 geni intronik (CA)n mikrosatellit
polimorfizmi igin allel 170 homozigotlugu en sik saptanan genotip olarak

belirlendi.

5. IFNGR1 geni intronik (CA)n mikrosatellit polimorfizmi icin allelik belirte¢
170 ve 182’nin ve allel 170 homozigotlugunun hepatit B asi yanitsizhgi ile,
allelik belirte¢ 178, 180, 186 ve 188 sikhginin ise hepatit B asl yaniti ile

iligkili olabileceg@i dusunuldu.
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TURKGE OZET

Hepatit B Asi Yanitsizhginda interferon Gama ve interferon Gama Reseptor 1

Gen Polimorfizmleri

OZET

Giris ve Amag: Patojenin taninmasi, antijen igslenmesi ve sunumu, lenfositlerin
maturasyonunda goérevli genlerdeki varyasyonlar, hepatit B asisina kargi gelisen
koruyucu yanit Gzerinde etkili olabilir. Bu ¢alismada, interferon gamma (INFG) +874
ve IFNGR1 (CA)n tekrar polimorfizmlerinin hepatit B asisina yanitsiz ¢ocuklarda
arastiriimasi ve bu gen polimorfizmlerinin asi yaniti Gzerinde etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Yas ortalamasi 9,2+1,6 yil olan, toplam 200 ¢ocuk (109 erkek,
92 kiz) ¢alismaya alindi. Standart doz hepatit B asilamasi uygulanan ve sonrasinda
bakilan anti-HBs antikor dizeyi <10 mlU/mL olan 100 gocuk aslya yanitsiz gruba
alindi. Standart doz asilama sonrasinda anti-HBs antikor duzeyi >10 mlU/mL olan
100 ¢ocuk ise aslya yanitli gruba dahil edildi. Bu polimorfizlerin sikligi amplifikasyon
refrakter mutasyon sistem-polimeraz zincir reaksiyonu yontemleriyle arastirildi.
Bulgular: IFNG (+874 T/A) polimorfizmi i¢cin TT genotip sikligl agiya yanitsiz grupta
anlamli olarak yuksekti (p=0,003). IFNGR1 geni intronik (CA)n mikrosatellit
polimorfizmi allel 170 ve 182’nin sikhidi hepatit gruba goére anlamli olarak yuksek
saptandi ( Tuminde; p<0.05).

Sonug: IFNG (+874 T/A) genindeki TT genotipi ile IFNGR1 geni intronik (CA)n
mikrosatellit polimorfizmindeki allel 170 ve 182, hepatit B asI yanitsizligi ile iligkili

olabilir.

Anahtar kelimeler: Sitokinler, gen, hepatit B, asi, yanitsiz.
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INGILizCE OZET

Interferon Gamma and Interferon Gamma-1 Gene Polymorphisms in Non-

responders to Hepatitis B Vaccination

ABSTRACT

Objective and Aim: The variations of genes involved in processes such as pathogen
recognition, antigen processing and presentation, and maturation of lymphocytes
may affect the develop of protective immune response to the hepatitis B vaccine. The
aim of the study were to investigate the +874 T/A polymorpism in the first intron of
interferon gamma (IFNG) gene and intronic (CA)n polymorphic microsatellite marker
of the interferon gamma receptor 1 (IFNGR1) gene in children with non-responders
to hepatitis B vaccination, and to determine whether vaccine responce is influenced
by these gene polymorphisms.

Material and Method: A total of 200 children (109 males and 92 females) between
9,2+1,6 years of age were included in this study. One hundred healthy children who
had anti-HBs antibody <10 mlU/mL levels after vaccinated against hepatitis B
according to a standardized schedule were included in this study as non-responder
group. One hundred healthy children who had anti-HBs antibody >10 mIU/mL levels
after vaccinated against hepatitis B were included as responder group. These
polymorphisms were genotyped by using amplification refractory mutation system-
polymerase chain reaction (ARMS-PCR).

Results: The frequency of TT genotype of IFNG (+874 T/A) gene polymorphism was
higher in non-responders (p=0,003). The frequencies of allele 170 and 182 for (CA)n
alleles for the intronic (CA)n microsatellite of IFNGR1 gene were significantly higher
in non-responders (All of them, p<0,05).

Conclusion: The TT genotype of IFNG (+874 T/A) gene, allele 170 and 182 for
(CA)n alleles for the intronic (CA)n microsatellite of IFNGR1 gene may be associated

with non-responders to hepatitis B vaccination.

Keywords: Cytokines, gene, hepatitis B, vaccine, non-responder.
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