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OZET

Viral hepatitlerde karaciger hasari gelismesini etkileyen faktorler
icerisinde kiginin immuan durumunun da 6énemli oldugu son dénemde Uzerinde
durulan konulardan biridir. Yapilan calismalarda diger tum infeksiyoz
durumlarda oldugu gibi viral infeksiyonlarda da dogal immin yanitin énemi
vurgulanmistir.

Mannoz baglayan lektin kalsiyum bagimili C tipi bir serum lektinidir ve
kompleman sistemi aktive ederek dogal immuin yanitta rol alir. MBL ile
hepatit B infeksiyonu iligkisinde, Mbl2 genindeki mutasyonlar ve buna bagli
disuk MBL duzeyleri ile HBV'nin yaptigl hastalik derecesi arasinda iligkiler
bulunmustur. Kronik Hepatit C'de ise yiksek MBL duzeylerinin patoloji ve
tedaviye cevap ile pozitif iligkili oldugu dusundlmustar.

Biz bu calismada MBL'yi kodlayan Mbl2 geninde kodon 54
polimorfizmleri ile kronik viral hepatit B ve C’li hastalarin histopatolojik
bulgulari arasindaki iligkiyi ortaya koymaya calistik.

Calismada 70 Kronik hepatit B ile 30 Kronik hepatit C hastasi
incelendi. Her iki viral hepatit grubunda hastalar Ishak skorlamasindaki
Modifiye Histolojik Aktivite indeksi (HAI) ve fibrozis skorlarina gére Mbl2 gen
kodon 54 polimorfizmleri acisindan kargilastirildi. Kronik hepatit B'de
ilerlemis fibrozis grubunda istatistiksel olarak anlamliliga yakin derecede
kodon 54 mutasyonu varligi mevcuttu (p=0,052). Kronik hepatit C grubunda
ise aktivite ve fibrozis skorlarina gére ayrilan gruplar arasinda ise mutasyon
varhdi ile herhangi bir istatistiksel anlamlilik tespit edilmedi.

Sonug¢ olarak; HBV ve HCV infeksiyonlarinin seyrinde MBL'nin rol
oynadigi kabul edilmekle beraber, MBL gen polimorfizmi ve MBL diizeyi ile
hastalik progresyonu ve tedavisi arasindaki iligkiyi inceleyen daha genis

capta calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar kelimeler: Kronik hepatit B, kronik hepatit C, mannoz

baglayan lektin



SUMMARY

The Relationship of Mannose Binding Lectin Polymorp hism and the

Liver Histopathology in Patients with Chronic Viral Hepatitis

Factors affecting the development of liver damage in viral hepatitis in
the person's immune status are one of the important issues to be dealt with
in the last period. As in all other cases, the studies of viral infections
emphasize the importance of the innate immune response.

Mannose binding lectin is a serum calcium dependent C type lectin
and plays a role in natural immune response by activating the complement
system. In relation with MBL and Hepatitis B infection, there has been found
a relationship between Mbl2 gene mutations and depending on this, low MBL
levels and the degree of the damage made by HBV. Chronic hepatitis C, high
MBL levels positively correlated with pathology and response to treatment
was considered.

In this study we investigated the relationship between codon 54
polymorphism in Mbl2 gene which encoding the MBL and histopathologic
findings in chronic viral hepatitis B and C patients.

70 chronic hepatitis B and 30 with chronic hepatitis C patients were
investigated. Both patients with viral hepatitis group were compared with
Modified Histological Activity Index (HAI) and fibrosis scores in Ishak scoring
system, according to the Mbl2 gene codon 54 polymorphism. In chronic
hepatitis B, advanced fibrosis group had a presence of codon 54 mutation
close to statistical significance (p = 0.052). In the groups activity and fibrosis
in chronic hepatitis C, according to the scores allocated to any statistical
significance between groups was detected by the presence of the mutation.

As a result, although it is accepted that MBL plays a role in the
courses of HBV and HCV infections, more extensive trials that investigate the



relationship between MBL gene polymorphism and MBL levels with the
disease progression and treatment are necessary.

Key words: Chronic hepatitis B, chronic hepatitis C, mannose

binding lectin.



GIRIS

I. Hepatit B VirUsu

[.A. Tanim ve Viroloji

HBYV, Hepadnoviridea ailesinin ortohepatnoviridea subfamilyasinin bir
Uyesidir ve sadece insanlarda ve deneysel olarak sempanzelerde infeksiyona
neden olur.

HBV kismi ¢ift sarmal DNA'sI bulunan zarfli bir viristir. DNA virisu
olmasina ragmen replikasyonunu reverse transkriptaz enzimi araciligiyla
RNA Uzerinden yapmaktadir. En digta ylzey antijenlerini tasiyan bir lipid zarf
yer almaktadir. Zarfin igcinde ise viral genomu ve HBc Ag'i iceren, ikozohedral

yapida nukleokapsid yer alir (1). (Sekil-1)
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Sekil-1: Hepatit B virtistinin yapisi.



Viral genom 4 farkh proteini kodlayan “open reading frame (ORF)”
bdlgeden olusur:

1-Kor (Core) geni

2-Ylzey antijeni geni

3-X geni

4-Polimeraz genleri.

Kor geni, sirasiyla HBcAg ve HBeAg proteinini kodlayan kor ve
prekor bdolgeler icerir.

Yuzey geni, pre-S1(blyuk), pre-S2(orta) ve S(kuguk) yluzey
proteinlerini kodlar.

X geni viral karsinogenez ile iligkili oldugu distnulen X proteinini
kodlamaktadir.

Polimeraz geni ise polimeraz enzimini kodlar.

Viral genom 3200 baz ciftinden olusur, kismen c¢ift (%70) ve kismen
tek (%30) sarmallidir. Negatif sarmal tim genomu icerir ve birim
uzunluktadir, pozitif sarmal ise daha kisa olup uzunlugu negatif sarmalin
2/3'0 kadardir (2). (Sekil-2)

7.6 Kb ANA

0.7 kb RMA

Sekil-2 : Hepatit B virlisi genomik yapisi.



HBV 8 major genotipe (A-H) sahiptir. Bu farkli genotipik dagilim
gruplar arasinda tum nukleotid sekanslarinda % 8’'den daha cok farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Hepatit B virlisinin genotiplerinin cografi dagilimi ve
ozellikleri Tablo-1'de 6zetlenmistir (3). Ulkemizde baskin olan HBV genotipi
Genotip D'dir (>%90) (4).

Tablo-1: Hepatit B virisinin genotiplerinin cografi dagihimi ve klinik
Ozellikleri.

A Kuzeybati Avrupa, Kuzey Amerika, Afrika
B ve C Guneydogu Asya
D Guney Avrupa, Orta dogu, Hindistan

Bati Afrika
F Orta ve Guney Amerika, Amerikan yerlileri
G ABD, Fransa
H Orta ve Guney Amerika

v' HBeAg serokonversiyonu ve HBsAg kaybi C>B
Kroniklesme D>A
interferon alfa ile tedaviye yanit A>B > C >D

v
v
v Hizli ilerleyen kronik hastalik C>B
v

Kor-prekor mutantlar D>B>C>>>A

|.B. Epidemiyoloji

HBs Ag ve anti-HBs gibi serumda kalici gostergelerinin varligi
sayesinde HBYV infeksiyonunun prevalansi ¢ok iyi arastirilabilmistir. HBV
gostergeleri ve tasiyicilarin prevalansi dikkate alinarak dinya; dusuk, orta ve
yuksek endemisite bolgelerine ayrilmigtir.

Prevalansin dusuk oldugu boélgelerde baglica vyetigkinler risk
altindadir ve bulas yolu genellikle perkitan ve cinsel yoldur. Orta ve yiksek
endemisite gosteren bdlgelerde ise baslica cocuk ve addlesanlar risk
altindadir ve perinatal bulas en 6nemli nedendir.

Ulkemiz genel taramalarda ortaya konan %3,9-12,5 arasindaki
HBsAg seroprevalansi degerleri ile orta derecede endemik bir Ulke

konumundadir (5).



I.C. Patogenez

Hepatit B virlisu sitopatik bir viris dedgildir. Enfekte olan bireylerde
ilerleyici karaciger hastaligi virisa karsi gelisen immun yanit nedeniyle olur.
Hepatit B virisine kargi hem dogal hem de adaptif immin yanit uyarilir.
Virisun klirensinde oncelikle hiicresel immun yanit dnemli rol oynasa da
humoral yanitin da katkisi oldugu bilinmektedir.

Akut HBV infeksiyonlari sirasinda dogal immun yanitin elemanlari
olan TNF-alfa, IFN alfa ve beta tarafindan HBV DNA'nin cogu (%90’a kadar)
ortadan kaldirilir. Bu asamadan sonra ise enfekte hepatositler Th1l yanitinin
on planda oldugu HBV-spesifik sitotoksik CD8" T lenfositleri tarafindan
temizlenir.

Kroniklesen infeksiyonlarda ise sitotoksik T lenfosit yaniti yetersizdir
ve Th2 lenfositlerin rol oynadigi himoral yanit 6n plandadir (6). (Sekil-3).
Hastaligin sinirlandiriimasi veya kroniklesmesine neden olan viral ve konak

faktorleri son donemde Uzerinde ¢ok durulan konular haline gelmistir.
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Sekil-3: Hepatit B viriistine karsi olusan immun yanit.




I.D. Histopatolojik Bulgular

Karacigerin histopatolojik olarak degerlendiriimesi tim kronik
karaciger hastaliklarinda oldugu gibi kronik hepatit B tanili hastalarda da
onemlidir. Hepatit B infeksiyonunda histopatolojik olarak diger hepatitlerde de
gorulebilen tim bulgular izlenebilir. Kronik Hepatit B infeksiyonunun en tipik
Ozelligi buzlu cam hucreleridir. Bu goranimui olusturan HBs Ag iceren
endoplazmik retikulumdan olusan ince sitoplazmik inklizyonlardir.
Hepatositlerin nikleuslari pembe, ince graniler inkltizyonlar (kumlu nikleus)
icerir ki bunlar da kor yapisina igsaret ederler ve HBcAg pozitif saptanirlar. Bu
sekilde nukleer boyanma aktif replikasyonun gostergesidir.

Kronik hepatit B'de inflamatuar bulgular cok hafif ya da agir olabilir.
Hafif formlarinda inflamasyon portal alana lokalize iken, aktivite arttikca
periportal nekroz (guve yenigi) ve lobuller arasi uzanim gosteren koprilesme
nekrozlari ortaya ¢ikar. Fibrozis ileri derece hasarin gostergesidir. Fibrozis de
oncelikle portal alanda baslar ve devaminda lobdller arasi uzanim goésteren
fibrotik bantlar olugur. Devam eden hepatosit kaybi, fibrozis ve rejenerasyon
nodulleri varligi karacigerde siroz olusumunun histopatolojik bulgularidir.

Histopatolojik incelemede karaciger dokusundaki nekroinflamatuar
aktivite; koprulesme nekrozu ile birlikte olan veya olmayan periportal
inflamasyon, lobular inflamasyon ve portal inflamasyona gére degerlendirilir.
Fibrozis ise ayri bir kriter olarak incelenir. inflamasyon ve nekroz hastaligin
aktivite derecesini (grade) gosterirken, fibrozis prognostik deger tasir ve
hastalik evresini (stage) gosterir.

Kronik hepatit B infeksiyonunun histopatolojik degderlendirmesinde
Knodell, Modifiye Knodell (Ishak), Scheuer gibi skorlamalar kullaniimaktadir
(7-9) (Sekil-4).



Modifiye HA | derecelendirmesi: SKOR Modifiye HA T derecelendirmesi:

Nekro inflamatuvar skorlar Yapisal de gisiklikler, fibrozis ve siroz

A.Periportal veya periseptal interface hepatiti Degisiklik SKOR

Yok 5 Flbrozis yok 0
Birkac portal alanda fibréz genisleme ve + kisa 1

Hafif (fokal, birkac portal alanda) 1 fibréz septa

Portal alanlarin gogunda fibréz genisleme ve + kisa 2

Hafif/Orta (fokal, portal alanlarin cogunda) 2 fibroz septa
Orta (trakt ya da septalarin %50'sinden azinda, gevresinde Portal alanlarin cogunda fibréz genigleme ve
devamlilik gésteren 3 seyrek portal-portal (P-P) kdprilesme 3
- - — Portal alanlarda fibréz genisleme ve belirgin
Siddetli (trakt ya da septalarin %50'sinden fazlasinda, koprilesme [Portal-portal (P-P) yani sira portal- 4
cevresinde devamlilik gdsteren 4 santral (P-C)]
inkomplet Siroz 5
Siroz (Olas! veya kesin) 6

B.Konfluent nekroz

Yok 0
Fokal konfluent nekroz 1
Zon 3 nekroz (bazi alanlarda) 2
Zon 3 nekroz (codu alanda) 3
Zon 3 nekroz + seyrek portal-santral (P-C) koprilesme 4
Zon 3 nekroz + ok sayida portal-santral (P-C) koprulesme 5
Panasiner veya multiasiner nekroz 6

C. Fokal (“spotty”) litik nekroz, apopitozis ve fok al inflamasyon

Yok 0
1 veya daha az odak (x100'luk her biytutmede) 1
2-4 odak (x100'ltk her buyttmede) 2
5-10 odak (x100'lik her buyutmede) 3
10'dan fazla odak (x100'liik her biyitmede) 4
D. Portal inflamasyon

Yok 0
Hafif (bazi veya tim portal alanlarda) 1
Orta (bazi veya tiim portal alanlarda) 2
Orta/Belirgin (tim portal alanlarda) 3
Belirgin (tim portal alanlarda) 4

Sekil-4: Kronik viral hepatitlerde Ishak skorlamasi.

I.LE. Dogal Seyir ve Klinik Bulgular

Hepatit B infeksiyonunun Kklinik  spektrumu asemptomatik
infeksiyondan fulminan hepatite kadar genis bir yelpazedir. HBV
infeksiyonunun dogal seyri, klinik olarak iyi ortaya konulmus ancak
patogenetik mekanizmalar acisindan c¢ok iyi anlasiimamis bir sUrectir.
Bilindigi gibi akut B hepatitinden sonra hastalarin bir kisminda tam sifa
goralurken, bir grup hastada ise hastalik kroniklesmektedir. Akut B
hepatitinden sonra neden degisik sonuclarin ortaya ciktigi tam olarak

bilinmemekle  beraber arastirmalar, vicudun immin  sisteminin



maturasyonunun, immun cevabin siddetinin ve virastun Ozelliklerinin bu
surecte dnemli rol oynadigini gostermigtir.

infeksiyon erigkinlerin %95'inde HBsAg klirensi ve dogal bagisiklik
geligimi ile sonuclanir.

|.E.a. Akut Hepatit B infeksiyonu

inkiibasyon periyodu, viral yiikle dogru orantili olarak 2-6 ay arasi
degisir. Klinik bulgularin ortaya c¢ikmasindan 1-6 hafta énce HBs Ag ve
ardindan HBe Ag kanda saptanabilir ve bundan 1-2 hafta sonra da anti HBc
IgM olusur.

inkiibasyon sonrasinda yaklasik bir hafta suren preikterik (prodromal)
evrede ates, halsizlik, istahsizlik, bulanti, kusma ve kas agrilari gortlebilir. Bu
donemdeki semptomlar HbsAg ile olusan immun komplekslerin kompleman
aktivasyonuna yol acmasi nedeniyle ortaya cikar (10). Bu donemde
laboratuvar olarak ALT yukselmistir, serumda HBV DNA ve HBsAg, HBeAg
ve AntiHBc IgM varligi devam eder. Serum ALT degerleri genellikle 1000-
2000 IU/L civarindadir. Sarilik ve koyu renkli idrarin ortaya cikmasi ile 1-2
hafta slrecek olan ikterik donem baslar. Daha sonra ise konvalesan dénem
baglar. En erken kaybolan antijen HBe Ag’dir ve es zamanli olarak serumda
AntiHBe antikoru saptanir. Replikasyonun baskilanmasi ile yaklagik olarak
hastallk semptomlarinin baslamasindan 12 hafta sonra serum HBV DNA
dizeyi saptanamayacak kadar distktir. Konvalesan dénemin basinda HBs
Ag kandan kaybolur ve ortalama 8 hafta sonra (pencere donemi) AntiHBs
antikoru olusur. Pencere doneminde serum AntiHBc IgM tek tanisal test
olarak degerlidir. Ardindan AntiHbc IgG (total anti HBc) olusur ve émur boyu
pozitif kalir. Dogal bagisiklik kazaniimig olur.

Fulminan hepatit hastalarin yaklagik %0,5'inde ve Kklinik bulgularin
ortaya ¢cikmasindan sonraki 4 hafta icinde gorulur. Mortalite %80’den fazladir
(11).

Hbs Agnin kanda 6 aydan uzun sire kalmasi kroniklesmeyi
dusundurur. Ayrica HBe Ag'nin kanda 10 haftadan uzun sure devam ettigi
hastalarda da kroniklesme agisindan dikkat edilmelidir (12).



|.E.b. Kronik Hepatit B infeksiyonu

Kronik hepatit B’li hastalarin 0Oykistunde genellikle akut veya
semptomatik bir hastalik yoktur. Semptomatik olanlarda ise gastroenterit ve
subfebril ates dykisu alinabilir ve genel olarak 6n planda halsizlik ve bazi
hastalarda sag ust kadran agrisi gorulur. Fizik muayene tamamen normal
olabilecegi gibi hepatosplenomegali gorulebilir.

Hepatit B infeksiyonunun kroniklesmesi; virls, hepatosit ve
inflamatuar yanit arasindaki dengelere gére 4 fazda seyreder:

a)immuntolerans faz

b)immiinklirens faz

c)Non-replikatif (inaktif tagtyici) faz.

d)Reaktivasyon dénemi

Hastalarin nasil seyredecegi, bu fazlarin ne kadar sire boyunca
devam edecegi ve siddeti, kisinin enfekte oldugu yas, hepatit B virdsunin
genotipi, immun klirens dénemindeki serum ALT seviyesi gibi pek cok faktore
bagli olarak geligir.

Erken cocukluk doneminde enfekte olan bireylerde yiiksek DNA
diuzeylerine kargi aminotransferazlar normaldir ve aktif hepatit tablosu yoktur.
Bu durum immiin tolerans olarak adlandirilir. Ozellikle perinatal dénemde
HBe Ag varligi yenidoganda immin toleransa neden olur. Hastalar ilk 20 yil
immuntoleran fazda kalirken genelde 20’li yagslarda immin klirens fazina
gecis ile beraber 30’lu yaslarda inaktif tagiyici haline gelebilir.

immunklirens fazinda hastalarda HbeAg hala pozitiftir, serum HBV-
DNA ve ALT seviyeleri dalgalanma go6sterir. Bu dénemde immin sistem
enfekte hepatositleri ortadan kaldirmaktadir. Bu donem genellikle uzun yillar
devam eder. immunklirens fazinda aminotransferazlarin 5 kattan fazla
yukselmesi “hepatik alevienme” olarak tanimlanir. Hepatik alevlenme hepatik
dekompansasyonla sonuclanabilecegi gibi HBeAg serokonversiyonu (inaktif
tasiyicilik fazina gecis) ve HBs Ag klirensi ile de sonuclanabilir.

inaktif tasiyicilik fazi, Anti-HBe'nin olusmasi ile baglar. HBV DNA
seviyesi ve aminotransferazlar diger, karacigerdeki nekroinflamasyon durur.

Bu faz émir boyu sirebilir ancak bazi hastalar reaktivasyon fazina girebilir;



HBV DNA ve ALT yukselir, HBe Ag seroreversiyonu olabilir/ olmayabilir.
(Sekil-5).
Kronik hepatit B infeksiyonu olan hastalarda yillik spontan HBe Ag

serokonversiyonu %?2-15, HBs Ag serokonversiyonu ise %1 oraninda

gOzlenir (11).

Immiintolerans Ilmminklirens Inaktiftagiyict  Reaktivasyon

Sekil-5: Hepatit B infeksiyonunun fazlari.

I.F. Tani
Akut hepatit tablosu diginda Hepatit B infeksiyonu genelde sessizdir
ve rastlantisal testlerde ya da taramalar sirasinda saptanir. Hastalik

tanisinda kullanilan serolojik belirtecler ve yorumlari Tablo-2'de gosterilmistir.



Tablo-2: Hepatit B infeksiyonu tanisinda kullanilan serolojik belirtecler.

HBs Ag |Anti-HBs [HBe Ag |Anti-HBe |AMtI-HBC Anti-HBC

IgM 19G
inkiilbasyon per iyodu + - +
Akut enfeks iyon + - + - + -
Akut infeks" iyon pencere ) + -
dénemi
Akut infeksiy9n konvalesan ) N - N
dénem
Kronik inaktif (ta siyici) + - - + - +

Kronik hepatit
Immun aktif/ + - + - - +
immuntolerans faz

Dogal bagisikhk - + - +/- - +
Asl ile imminite - +
I.G. Prognoz

Kronik HBV tanili hastalarin yaklasik olarak 1/3’tiinde uzun dénemde
siroz, terminal donem karaciger hastaligi ya da hepatoseliler karsinom gibi
ciddi komplikasyonlarin gelistigi bilinmektedir. Prognoz hem viral (HBV DNA
seviyesi, HBV genotipi, mutant virtslar) hem de konaga ait faktorler (yas,
cinsiyet, genetik yap! ve immun sistem) ile iligkilidir (13).

Il. Hepatit C Virtsu

[I.LA. Tanim ve Viroloji

Hepatit C viristu Flaviviridae ailesine ait Hepaciviris cinsinin bir
dyesidir. Filtreleme ve elektron mikroskopi calismalarina gére HCV
parcaciklar 40-70 nm capindadir (14). HCV translasyonunda yaklagik 3000
aminoasitlik bir poliprotein olusturulur. Bu c¢oklu protein hiicresel ve viral
proteazlar tarafindan dort yapisal (kor proteini, zarf proteinleri E1, E2 ve p7)
ve altl tane yapisal olmayan proteine (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve
NS5B) parcalanir (Sekil-6).

10



HCV yuksek derecede genetik cesitlilik gosteren bir viristir. Bunun
temel nedeni yuksek replikatif aktivite ve RNA bagimli RNA polimerazin
(RdRp) dogruluma onarimi (“proof-reading”) aktivitesinin eksikligidir (15).
HCV infeksiyonu tipik olarak kronik seyreder. Zaman icerisinde
mutasyonlarin birikimi sonucu kugik nukleotit degisiklikleri ile birbirinden
ayrilan fakat birbirine olduk¢a yakin varyantlardan olusan “quasispecies”
meydana gelir. “Quasispecies” enfekte bir bireyde bulunan HCV genom
popullasyonunun genetik heterojinitesi olarak tanimlanir (14).

HCV’'nin 6 genotipi ve ¢ok sayida subtipi tanimlanmistir. Genotipler
nikleotit diuzeyinde birbirinden % 31-33 farklilik gosterirken, subtipler % 20-
25'lik fark gostermektedir. Ozellikle verilen tedavinin basarisinda genotip
tayini 6nemli yer tutmaktadir. Tedaviye kalici yanit Genotip 1 ve 4 igin %52
iken; Genotip 2 ve 3 ‘de bu oran daha kisa sire tedavi ile % 85’lere
cikabilmektedir (16). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda baskin HCV genotipi 1b
olarak (%68-94) bulunmustur (17).

NS3

protease
Zn2+ ;
associated
o metallo-or  Set
RMNA bll'ldlll'lg thiol proteasef Phospho RNA dependent
nucleocapsid projease Helicuse protein RNA polymerase
? Envel lycoproteins
ope Eycoprofet porin MS3-cofactor
d -
I I I I ] I I I
== ¥ El E2 p7 | NS2 NS3 . INS4, NS5, NS5, =
<+ .
5'UTR HVR FUTR
4—{ Structural proteins I L g MNon-structural proteins I »

Sekil-6: Hepatit C virusunun sematik olarak genomik yapisi.

[1.B. Epidemiyoloji

Dunya ndfusunun yaklasik %3'Unin HCV ile enfekte oldugu
dustnilmektedir  (18). Ulkemizde HCV sikligi  %1-2,4 arasinda
degismektedir. Bu oranlar farkli popilasyonlarda 9%0,05-51,6 arasinda
degismektedir. En yiksek oran hemodiyaliz hastalarindadir. Tum caligmalar
dikkate alindiginda Anti-HCV prevelansi Ulkemizde %21,35 olup dinya
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ortalamasinin altindadir. HCV insidansinin en sik oldugu yas grubu 20-39'dur
(19).

II.C. Patogenez

Akut hepatit C infeksiyonundan sonraki alti ay icerisinde hastalarin
ancak %210-25'inde spontan olarak virts klirensi olabilmektedir. Hepatit C
virisu ile enfekte olan hastalarin dnemli bir ¢ogunlugunda kronik hepatit
gelismektedir. Sitotoksik T-hiicre hasari kronik C hepatitindeki hcre
hasarindan sorumludur. Karaciger hasarinin énemli bir kismi immunolojik
sistem Uzerinden olmaktadir. Fakat histopatolojik olarak steatoz gorulmesi
direk sitopatik etkinin olabilecegini de disundirmektedir. Virlise 6zgii CD4"
ve CD8" T hicreleri hem viral kontrolden hem de karaciger hasarindan
sorumludur. Fakat kronik C hepatitinde karaciger hasari sadece bagisiklik
sistemi Uzerinden olmaz. HCV, oksidanlarda artis ve hicrelerin anti-oksidan
kapasitelerinde azalma yaparak oksidatif strese yol acar. Ayni zamanda
hepatit C virus core proteininin insulin direncine yol acarak karaciger
yaglanmasina yol actigi ve bunun da karacigerdeki hasarlanmayi arttirdigi
tahmin edilmektedir (20, 21) (Sekil-7).

Immiin sistem ile iligkili faktorier

Hepatit C iligkili faktorier
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Sekil-7: Hepatit C virls patogenezinde rol alan faktorler.



[1.D. Histopatolojik Bulgular

Kronik C hepatitinin histopatolojisinde hepatit B'deki “buzlu cam”
gorunima gibi patognomonik olmayan ancak karakteristik bazi bulgulari
vardir. Bunlar; intraportal lenfoid agregatlar, lenfoid follikiller, safra duktus
lezyonlari, steatoz, panasiner hepatit, demir birikimi, displazi ve mallory
cisimcigi olarak sdylenebilir. Genellikle biyopside kronik persistan ile kronik
aktif hepatit sinirinda “borderline” aktivite goralur (22).

Histolojik aktivite ve fibrozisinin tayininde Kronik C hepatitinde de
hepatit B'de kullanilan skorlama sistemlerinden faydalanilir.

II.E. Dogal Seyir ve Klinik Bulgular

Akut HCV tipik olarak kronik infeksiyona neden olup, %60-80
hastada kronik hepatit hali izlenir. Spontan iyilesme (Normal ALT ve Negatif
HCV-RNA) ile iligkli faktorler; dusik miktarda bulas, gen¢ yasta infeksiyonun
kazanilmasi, kadin cinsiyet, yeterli immunitenin olmasi ve bazi spesifik HLA
subtipleri olarak sdylenebilir. Kronik hepatit hastalarinin da hepsinde HCV-
RNA pozitif olmakla beraber %30-40'inda ALT degerleri normal sinirlarda
seyredebilir.

Klinigi genellikle sessiz olup hastalar genellikle rutin biyokimyasal
inceleme ya da kan transflizyonu oncesi tesadufen tespit edilirler. %20 kadar
hastada asemptomatik akut hepatit tablosu gorilebilir. Bu hastalarin %10-
20’sinde sarilik, %20-30 kadarinda da halsizlik, bulanti, kusma gibi non-
spesifik semptomlar vardir. HCV-RNA bulastan 2-3 hafta sonra, Anti-HCV ise
15 gun ile 3 ay arasindaki bir stirede pozitiflesir.

Kronik Hepatit C’li hastalarda basta yorgunluk olmak lzere artralji,
parestezi, myalji ya da kasinti gorulebilecek semptomlar arasindadir.
ilerlemis vakalarda ise ortaya cikan komplikasyonlara iliskin semptomlar
gozlenir (23).

II.F. Tani

HCV’nin tanisinda kullanilan virolojik testler anti-HCV antikor testleri,
HCV-RNA viral yikintn 6lcimu ve genotipleme testleridir. HCV antikor tayini
icin gunimuzde 3. kusak “enzyme immune assay” (EIA) kullaniimaktadir. Bu

test ucuz ve kolay uygulanabilir olmakla beraber akut ve kronik infeksiyonlari
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ayirmada yardimci olmaz, sadece hastanin HCV ile kargilastigini gosterir.
HCV-RNA'nin  saptanmasi ve kantifikasyonu igin  gelistirilmis ve
ticarilestiriimis son testler real-time PCR teknigine dayanir. PCR ve serolojik
yontemler HCV genotiplemesinde de kullanilr.

[I.G. Prognoz

Kronik hepatit C'nin progresyonu siklikla sessiz olmaktadir. Bu
hastalar devam eden hepatoselliiler inflamasyon ile karakterize progresif
karaciger hastaligi acisindan risk altinda olup, bu hastalarda fibrozis ve
takiben siroz (kompanse veya dekompanse), en sonunda da hepatoselliler
kanser geligebilir. Kronik hepatit C'de siroz gelisimine kadar sagkalimda
genelde bozulma gorilmez. Kompanse karaciger sirozu olanlarda 3,5 ve 10
yillik sagkalim oranlari sirasiyla % 96, %91 ve %79 olarak verilmistir. Ancak
dekompanse siroz gelistikten sonra 5 yilik sagkalim sansi % 50’lere
dusmektedir (24).

lll.Dogal Bagisiklik Sistemi

[ILA. Tanim

Herhangi bir patojenle ilk kargilasmada ortaya cikan bagisiklhk
yanitidir. Patojene karsi 6zel bir hafiza olmaksizin iglev gorir. Ayrica edinsel
bagisikhgin farklilagsmasinda da rol oynar.

I11.B. Dogal Bagigiklik Sisteminin Elemanlari

Dogal bagisiklik sisteminin elemanlari su 6geleri icerir:

1. Epitel tabakasI ve mukozal engeller

2. Fagositler (monosit, makrofajlar)

3. Kompleman sistemi

4. Dogal bagigikhk sitokinleri

5. Plazma proteinleri (akut faz proteinleri) (25).

Konak ile temas bdlgesindeki fiziksel ve kimyasal bariyerleri asan
enfeksiy0z ajan “patern taniyan molekuiller” olarak adlandirilan bir grup
protein ile karsilagsir. Bu molekulller temel olarak enfeksiy6z etkenin

fagositozu ve lizisine neden olurken diger yandan edinsel immuin sistemin
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uyarilmasini da saglar. Toll benzeri reseptorler, kollektin ve fikolinler patern
taniyan molektllere 6rnek olarak gosterilebilir. Mannoz baglayan lektin insan

kollektinleri arasinda en iyi tanimlanmis olandir (26).

IV. Mannoz Ba glayan Lektin

IV.A. Tanim ve Tarihge

1946 yilinda Nobel 6dult alan Sir Frank Macfarlane Burnet, serumda
influenza virisunu inaktive eden 3 adet inhibitor protein (alfa, beta, gamma)
varhgini gostermistir (27). Uzun yillar sonra 1990 yilinda Anders ve ark. beta
proteininin “mannoz baglayan lektin” (MBL) oldugunu saptamiglardir (28).
MBL, lektin bolge iceren kollajen yapida bir proteindir ve kollektinler adi
verilen bir protein ailesinin elemanidir. MBL eksikligi ile hastalik arasindaki
iligkili ilk vaka 1968 yilinda tanimlanmistir. Siddetli dermatit, ishal, antibiyotik
ve steroide cevapsiz tekrarlayan bakteriyel infeksiyonlari olan bir kiz ¢ocuk
hastanin hematolojik incelemesinde; Saccharomyces cerevisiae’nin maya
partiktlleri, pirin¢g nigastasi ve Staphylococcus aureus’un polimorfonikleer
I6kositler tarafindan fagositozunda defekt oldugu tespit edilmis. Bu defektin
serum bagimli oldugu ve taze donmus plazma inflizyonunun fagositik defekti
duzelttigi gortlmis. Hastanin birkac akrabasinda da ayni fagositik defektin
varhginin ortaya konmasi ile bunun bir genetik orijinli hastalik olabilecegi
dusuinulmis ve 90l yillarda da bu genetik defektin MBL geninde bir
polimorfizm oldugu tespit edilmigtir (29).

IV.B. MBL’nin Yapisal Ozellikleri

MBL primer olarak karacigerde uretilen bir akut faz reaktanidir. C tipi
lektinler ailesinin bir Uyesidir. Birbirine 6zdes ve 32kDa agirhdinda 3
polipeptid zincirden olusur, toplam 96kDa agirhigindadir ve ucli heliks
yapisindadir. (Sekil-8) Polipeptid zincirlerin her biri C terminalinde patojen
mikroorganizmalarin oligosakkarid yapisini taniyan “kalsiyum bagiml lektin
bdlgesi” icerir. Kanda fonksiyonel MBL bu (gl heliks yapisinin multimerleri
(tetramer, pentamer, heksamer) halinde bulunur. Polimer sayisi arttikca

MBL'nin oligosakkaridlere affinitesi artar ve MBL ile iligkili serin proteazlar
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(MASP) aktive olur. MBL yapisal ve fonksiyonel olarak komplemanin Clq
komponentine benzer ancak farkli olarak MBL antikor olmaksizin patojenleri
baglayabilir (30).

Sekil-8: MBL’nin temel striktlrel yapisinin sematik goérunttsa.

MBL 10.kromozom Ustiinde yer alan ve 4 eksondan olusan Mbl2 geni
tarafindan kodlanir. Ekson 1'de codon 52, 54 ve 57'de olusan mutasyonlar
MBL yapisini bozmakta ve polimerizasyonu engellemektedir. Mutasyona
ugramamis allel ‘A’ olarak tanimlanirken, kodon 54’teki (Gly->Asp) mutasyon
‘B’ alleli, kodon 57’deki (Gly-=>Glu) mutasyon ‘C’ allelini ve kodon 52'deki
(Arg>Cys) mutasyon ‘D’ allelini olusturur. Homozigot ya da heterozigot
mutasyonlar serum MBL duzeylerinde azalmaya neden olur. Mutasyon
tasimayan bireylerde (AA) serum MBL dizeyi genellikle 1000ng/ml’'nin
Uzerindeyken, heterozigot mutantlarda (AB, AC, AD) duzey genellikle 500-
1000ng/ml civaridir. Homozigot mutantlarda (BB, CC, DD) ise serum MBL
diuzeyi genellikle <100ng/ml'dir (31).

Beyaz irkta serum MBL duizeyi azliginin %40, MBL'nin eksikliginin
ise %8 oraninda goéraldaga bildirilmistir (27). Yakin zamanda farkl etnik
gruplardaki mutasyon sikhgi arastiriimis ve Guney Amerika’da B allel
sikliginin %80, Avrasya popilasyonlarinda B allel sikhginin %11-16, Bati
Afrika’'da C allel sikhginin %32 oldugu, Avustralya Aborjinlerinde ise mutant
allellerin gorialmedigi bildirilmigtir (31).

Ulkemizde yapilan calismalarda saglikli populasyonda homozigot B
alleli %2-6, heterozigot B alleli sikhgi ise %12-20 oraninda bulunmustur (32).

IV.C. MBL’nin immun Sistemdeki Roli

MBL kompleman sistemi aktive etme yetenegine sahip tek
kollektindir. Kompleman sistemi hem dogal hem de adaptif immin yanitta

onemli rol oynayan bir dizi protein ve enzim kompleksidir. Plazmada inaktif
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olarak bulunan enzimlerin sirasiyla aktivasyonu ile inflamatuar peptidlerin,
opsoninlerin ve hiicre zari atak kompleksinin olugtugu bir yoldur.

Dogal immun yanitta kompleman sistem kargilastig!
mikroorganizmalara karsi fagositozu guclendirme, B hucrelerinin antijen
duyarlihgini artirma, immun kompleksleri dolagimdan uzaklastirma ve biyuk
immun agregatlarin olsumunu 6nleme gibi inflamatuar reaksiyonlar ile cevap
verir (33).

Plazma globulinlerinin %10 kadarini kompleman olusturur ve baglica
uretim yerleri monositler, makrofajlar, bébrek tubulus ve glomerullan ve
hepatositlerdir.

Normalde kompleman sistem plazmada inaktif halde bulunur.
Aktivasyon icin antijen-antikor agregatlari ile fikse olmalari gerekir.
Kompleman sistemi 3 yolla aktive olur:

1- Klasik yol

2- Alterne yol

3- MBL yolu

MBL, Clg'dan bagimsiz olarak C1r2-C1s2 kompleksleri ile iliskiye
girerek klasik yoldan kompleman: aktive etmektedir. MBL, MBL iligkili serin
proteaz (MASP) ile birleserek, “serum bakterisidal faktor” olarak adlandirilan
bir kompleks olusturmaktadir. MASP, fonksiyonel olarak aktive Cls'ye
benzer ve hem C4 hem de C2'yi parcalayarak C3 konvertaz aktivitesi ile
C4b2a komplekslerini olusturabilir. Bu antikor ve Clg'dan bagimsiz
mekanizma, “kompleman aktivasyonunun lektin yolu” olarak
isimlendiriimektedir. MASP, C3'U direkt olarak parcalayabilecek bir yapiya
sahip oldugundan, alternatif yoldan da komplemani aktive edebilecegi
dusuniulmektedir (Sekil-9).

MBL vyolu, MBL'nin mikroorganizmalardaki karbonhidrat yapilara
baglanmasi ile aktive olur. Baglandigi karbonhidratlarin ¢ogu memeli
hicrelerinde ylksek yogunlukta bulunmayan spesifik aminoasit motifi
tasidigindan, self yapilari ayirt edebilir, siklikla mikrobiyal hicrelerin ylzeyleri
ile iyi uyum gosterir. Bu hucrelerle baglanmasi; fagositlerin MBL ile kaplanan

bakterilere tutunmasi, bakterinin hicre icine alinmasi ve o&ldurilmesi ile
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sonucglanmaktadir. Bu nedenle MBL, direkt olarak bir opsonin olarak gérev
yapmaktadir. MBL, spesifik immin yanit olusuncaya kadar gecen 2-3 gunlik

surede dogal bagisik yaniti aktive etmesi nedeniyle 6nemlidir (33).

Altermatif yvol Lektin yolu Klasik yol

Palojen wikreyi Serum lekiinlen palojen Antijen-antikor kompleksi
yiceymdeks lekline buglamr

3 MBP.MASEL.2Z C1(q.r.s)
R 4 C4
[Pl c2 2

C3 konvertaz (C2b,C3B/D)

!

C3

|

Cda

CSa

C3a

Inflamasyon C3b p  C5HC6,CT.C8.C9
Mlediattrleri Opsonicasyon Membran atak kompleks,

Hidera Hsisi

Sekil-9: Kompleman sisteminin 3 farkli yoldan aktivasyonu.

V. MBL ve Gastrointestinal Sistem

MBL, son donemde temel ve klinik gastroenterolojikal arastirmalar
icerisinde ilgi cekici bir yer tutmakta olup, barsak ve karacigeri ilgilendiren
enfeksiydz ve immun hastaliklarin patogenezinde yeni anlayiglar getirmigtir.
Yapilan gen ekspresyon ve Klinik ¢alismalar ile MBL’nin olasi lokal ya da
mukozal etkilerinin tayini heyecan verici kesifler olarak gbze carpmaktadir.
Ozellikle inflamatuar barsak hastaliklari, célyak hastaligi, GiS enfeksiyonlari,
kolon kanseri gibi barsak sistemini ilgilendirilen hastaliklarda degerli sonuclar

elde edilmistir. Karacigeri ilgilendiren patolojiler icerisinde de viral hepatitler,
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siroz ve komplikasyonlari, otoimmun hepatit gibi konularda ilgi cekici
calismalar yapiimaktadir (34).

V. A. MBL ve Viral Hepatitler

V.A.a. MBL ve Hepatit B infeksiyonu iligkisi

MBL ile hepatit B infeksiyonu iliskisinde iki mekanizma ©6ne
suralmagtur:

Birincisi, MBL’'nin Hepatit B virlisine zarf yapisindaki orta yuzey
antijeninin mannoz oligosakkaridler vasitasiyla baglandigi ve kompleman
aktivasyonunu baslattigi yoniundedir. Bu sayede MBL hepatit B virdsunin
direk klirensinde rol oynamaktadir (35). Ayrica MBL’nin yine kompleman
sistemi aktive ederek olugsan immun komplekslerin temizlenmesini sagladig,
bu sayede inflamatuar hasari azalttigi gosterilmistir. Bu nedenle MBL gen
polimorfizmleri ve serumda MBL eksikligi kompleman sistem aktivasyonunun
defektif olmasina neden olur ve HBV infeksiyonu sirasinda olugsan immin
komplekslerin klirensi azalarak karacigerde doku hasarina neden olur (36).

ikinci mekanizma ise MBL'nin sitokinler izerine diizenleyici etkisi ile
iligkilidir. YUksek serum MBL dizeyi monositlerden IL-6, IL-1B ve TNF-alfa
gibi inflamatuar sitokinlerin  salinimini  azaltmaktadir. MBL eksikligi
durumunda ise bu sitokinlerin arttigi gozlenmigtir ve sonugta kronik
inflamasyon ve fibrozisin ortaya ciktigi anlasiimistir (37).

Sonugcta distik serum MBL dizeyinin viral yik ve inflamatuar sitokin
artisina neden oldugu, bunun da karacigerde inflamatuar hasari ve fibrozis
surecini hizlandirdigr digunulmektedir.

V.A.b. MBL ve Hepatit C infeksiyonu iliskisi

HCV, E1 ve E2 adl iki zarf glikoproteinini kodlayarak, viral zarfin
icerisinde non-kovalen E1/E2 heterodimerler olarak eksprese olur. E1 ve E2,
MBL'nin potansiyel ligandlaridir. MBL baglanmasi, MBL baglantili serin
proteaz 2 (MASP-2) yolu ile kompleman sistemin aktivasyonunu baslatir.

MBL, virionlarin konak¢l hiicresine girmesini bloke ederek ve
kompleman sistemin aktivasyonu ile viral partikillerin temizlenmesi ve immun
sistemin diger elemanlarinin uyarilmasi yolu ile HCV enfeksiyonunda rol alir
(38).
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Biz de bu caligmamizda dogal bagisiklik sisteminin 6nemli bir
elemani olan MBL'yi kodlayan MbI2 geninde kodon 54 polimorfizmleri ile
kronik viral hepatit B ve C’li hastalarin histopatolojik bulgulari arasindaki

iligkiyi ortaya koymaya calistik.
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GEREC VE YONTEM

|. Genel Bilgiler

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Gastroenteroloji
boluminde takip edilen 18-65 yas arasi, daha ©6nce karaciger biyopsisi
yapilan Kronik Hepatit B ve C’li hastalar alindi.

18 yas alti veya 65 yas Ustu olanlar, otoimmun hastaligr olanlar,
dekompanse sirozu olanlar, bilinen bagka bir kronik hastaligi olanlar ¢calisma
disi birakildi.

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 23 Haziran 2009 tarihli ve 2009-12/96 no’lu karar ile onay
alindiktan sonra arastirmaya baslandi.

Hastalarin yas ve cinsiyet kayitlari yapildiktan sonra, biyopsi
yapildigi tarinten en ge¢ 3 ay dncesine ait AST, ALT, Albumin, Trombosit ve
INR degerleri ile HBV'li hastalarin Hbe Ag durumu ile HBV-DNA ve HCV'li
hastalarinda HCV-RNA degerleri kaydedildi.

Tez calismasinda kullanilacak kanlarin toplanmasi amaciyla hastalar
telefon ile aranarak calisma hakkinda bilgi verilerek hastaneye cagrildi.
Bilgilendirilmis onam formu imzalandiktan sonra her hastadan MBL gen
polimorfizmi icin 2 ml EDTA’l tipe kan alinarak -80’° C’'de muhafaza edildi.

Tum hastalarin  karaciger histopatolojik incelemeleri Uludag
Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji AD laboratuarinda yapildi. Histopatolojik
skorlama icin Ishak skorlamasi kullanildi.

Calismada 70 Kronik hepatit B (40 E, 30 K) ile 30 Kronik hepatit C
(13 E, 17K) hastasi ayri ayri incelendi.

Her iki viral hepatit grubunda hastalar Ishak skorlamasindaki
Modifiye Histolojik aktivite indeksi (HAI) ve fibrozis skorlarina gore iki gruba
ayrildu.

HAI skoruna gére <8 ve 29 olanlar ile fibrozis skoruna gére <3 ve =4

olanlar Mbl2 gen kodon 54 polimorfizmleri agisindan karsilastirildi.
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Mbl2 gen kodon 54 polimorfizmleri;
v" GG genotipi (Mutasyon yok)
v' GA genotipi (Heterozigot mutasyon)
v' AA genotipi (Homozigot mutasyon)
olarak u¢ grupta incelendi,
Mutasyon tespit edilenler (GA genotipi+AA genotipi) ve edilmeyenler
(GG genotipi) de ayri gruplar halinde karsilastirildi.
Ayni zamanda gruplar arasinda tasidiklari G ve A allel birimi
yuzdelerine gore de karsilagtirmali analizler yapildi.
HBV’li hastalar ayrica HbeAg durumlarina gore de iki grup halinde
karsilastirildi.
MBL gen polimorfizmi PCR ve Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) yontemi ile Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Genetik AD laboratuarinda calisildi.

II. MBL Gen Polimorfizminin Cali silmasi

Hastalardan genotip tayinleri i¢cin -80C’'de saklanan EDTA’ll
tuplerden yaklasik 2 cc’lik kan drnegi alindi. DNA izolasyonu igin 2 cc EDTA’l
kan, steril falkon ttipiine aktarildi ve Uzerine 1:3 oraninda (6 cc) “lysis buffer”
ilave edildi. Tup, birkac defa ters yuz cevrilerek iyi bir sekilde karistirildiktan
sonra +4TC'de 15 dakika bekletildi. Olusan nikleer pelleti ¢oktirmek igin
dakikada 1500 devirde 10 dk santriftj edildi ve olugsan stupernatant dokuldu.
Pellet yeniden siispanse edildi. ikinci bir yikama icin yine 6 ml “lysis buffer”
eklendi ve 10 dk 1500 rpm’de santriftj edildi, sipernatant atildi ve pellet
tamamen suspanse edildi. Bundan sonraki agsamalarda Dr.Zeydanli DNA
izolasyon kiti proseduri uygulandi. Sispanse olmus Ornek 1,5 ml'lik nikleaz
icermeyen tup icine alinarak tzerine 500 ul solisyon B ve 20 ul solisyon A
eklendi. Karisim vortekslenerek 42C’de 2 saat inkilbe edildi. inkiibasyon
sonrasi Uzerine 500 pl solusyon C eklenip vortekslenerek 10.000 rpm’de 5 dk
santriftij edildi. Olusan iki fazdan Ustteki berrak faz alinarak temiz 1,5 ml’lik

niikleaz icermeyen tiipe konuldu. Uzerine 500 pl soliisyon D konuldu. 10.000

22



rom’de 10 dk santriftj edildi. Olugan supernatant atilarak Uzerine 500 pl
soltisyon E konulup 10.000 rpm’de 5 dk santriftij edildi. Stpernatant atilarak
tupler kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 100 pl distile su eklenerek
calisiima zamanina kadar -20C’de saklandi.

[I.LA. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Protokoli

PCR yontemi, genomik DNA'nin sicakligin etkisiyle ¢ift zincirinin tek
zincir hale gelmesi sonrasinda uygun sicaklikta ilgili primerlerin ilgili primer
bdlgesine yapismasi ve DNA Tag polimeraz enzimi katalizorliginde
ortamdaki dort deoksintkleotid trifosfatin (adenin, guanin, sitozin, timin) yeni
zincire eklenmesi sonucunda ilgili gen bdlgelerin ¢ogaltilmasi temeline
dayanmaktadir.

Bu calismada izole edilen DNA’larda Mbl2 genindeki kodon 54
polimorfizmini belirlemek icin PCR (Polymerase Chain Reaction) yontemi
kullanilarak genotipleme yapildi. Bunun icin PCR reaksiyonu karigimi
hazirlandi. Yaklasik 25 ul'lik PCR karisimi 0,2 ml'lik PCR tupinde asagidaki
sira ile karistirildi (Tablo-3).

Tablo-3: PCR reaksiyonu karigimi igin kullanilan malzemeler ve miktarlari.

1) ANTP (10 MM) oo e e 0,3 L
2) 10x PCR Buffer (Magnezyumlu) ..............ccooiiiiiieinne. 2,5uL
3) 10 pmol/ml primer forward .............ccooiiiiiiii 1,0 uL
4) 10 pmol/ml primer reVerse.......oovcvviiiieie i e, 1,0 uL
5) AH20 ..o 16,0 pL
6) GeNOMIK DNA ... ... e e 4,0 uL
7) Taq polimeraz enzimi (5 Gnite/pl).........coooeiiiiiii i, 0,2 uL

Mbl2 genindeki kodon 54 polimorfizmini iceren 349 baz ciftlik bolgeyi
cogalmak icin F: 5- TAGGACAGAGGGCATGCTC -3 ve R: 5'-
CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG -3’ primerleri kullanildi (39).
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TUplerde bulunan reaksiyon karisimi PCR yapilmak utzere PCR
cihazina yerlestirildikten sonra belirlenen program uygulandi. Mbl2 genindeki
kodon 54 polimorfizmi icin PCR déngu programi olarak belirtilen sicakhk ve

sureler kullanilarak PCR iglemi PCR cihazinda gerceklestirildi (Tablo-4).

Tablo-4: PCR Dongu Programi.

Kapak sicakligi, (cihaz tipine 6zel) ................coeeeenen. 103C

1)Baslangi¢ denatlirasyonu ............ccooeeiieveeninennannnn, 94<C........ 5 d akika
2)DENAtlrasyoOn .......ccvveeiiire i et e 94<....... 1 dakika
) ANNECAIING ..o 57C....... 1 dak ika
A) EXEENTION. ..o e 72T....... 1 dakika
5) Son extention... ........oooiiiii 72<C.....10 d akika

*2,3 ve 4 islemler sirasiyla 35 siklus

[1.B. Jel Elektroforez Protokolu

Agaroz Jel Elekroforezi, DNA ve PCR drunlerinin ayrilmasi ve
tanimlanmasi icin kullanilan standart metodlardan biridir. Bu ¢alismada PCR
ile cogaltilmig Urlnlerin tanimlanmasi icin %2’lik agaroz jel elektroforezi
uygulandi. %2’lik jel hazirlanmasi icin 5 mL 10xTris-Borik Asit-EDTA (TBE)
solisyonu 45 ml dH20 ile beher icinde kanstirnldi. Karigimin igine 1 gr
agaroz eklendi. Cozelti mikrodalga firrnda “medium” ayarinda agaroz
cbzlininceye kadar 1sitildi. Eriyen jel icine 3 uyL etidyum bromid eklenerek
karistinldi.  Jel, elektroforez aparatina dokilerek sogumaya birakildi.
Elektroforez tanki, 1XTBE ile doldurularak jel yUritme iglemine hazir hale
getirildi. PCR dranleri brom-fenol mavisi ile muamele edilerek agaroz jele
yuklendi. 90-100V akimda 15 dk kadar yaratalda.

[I.C. Restriksiyon Enzim Kesimine Birakilmasi

PCR reaksiyonu sonucu urin elde edilenlerde genotip tayini igin
Ban | (Genemark, Rusya) kesim enzimi kullanildi.
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0,2 ml'lik tuplere 10 pl hacimdeki PCR urinu, 2 pl restriksiyon enzim
bufferi, 8 pl distile su ve her birey icin 5 Unite/pl Ban | (Genemark, Rusya)
kesim enzimi olacak sekilde karisim hazirlandi. Karisim enzimi optimum
calisma sicakhg olan 37C'de 14-16 saat inkibasyona birakildi.
Restriksiyon enzim kesim sonuglari % 2’lik agaroz jelde degerlendirildi. Bu jel
icin 1 gr agaroz tartiip 1XTBE soltsyonu ile 50 ml total hacme tamamlandi.
Agaroz istenilen konsantrasyonda hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda
kaynatildi. icerisine 3 pl etidyum bromid ilave edildi. lyice karistirildiktan
sonra jel aparatina dokuldd. Ban | enzimi ile kesim yapilmig trtnlere brom-
fenol mavisi ile muamele edilerek jele yiklendi. 90-100V akimda 15 dk kadar

yarataldo.

89 bp 260 bp

Sekil-10: 349 bp’lik PCR Urununtn Ban | enzimi icin kesim noktasinin okla
gosterimi. Uriinde G alleli varhginda enzimle kesim sonrasi iki ayri driin
olusurken, A alleli varlhiginda enzimle kesim olmamaktadir.

[I.D. Genotiplerin Belirlenmesi

Yuratulen arunler ultraviyole 1siginda degerlendirildi. Mbl2 genine ait
349 bp’lik PCR drininden 260 bp ve 89 bp iki ayn Orin olusursa GG
genotipi, 349bp, 260bp ve 89 bp U¢ ayr drin olusursa GA genotipi, 349 bp
PCR uruntnde kesim olmaz ise AA genotipi olarak belirlendi (Sekil-10). MBL-
2 genindeki kodon 54 polimorfizminin agaroz jel goruntistu Sekil-11'de

gorulmektedir.
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Sekil-11: MbI2 genindeki kodon 54 polimorfizmi i¢in yapilan PCR-RFLP
uriinlerinin Ban | enzim kesimi sonrasi %2'lik agaroz jeldeki goriintust. ilk ve
son kuyucuk 100 bp DNA ladder (Marker), 1 nolu kuyucuk G/A genotipine
(349bp, 260bp ve 89 bp), 2 ve 4 nolu kuyucuklar G/G genotipine (260bp ve
89 bp), 3 nolu kuyucuk ise AJA genotipine (349bp) sahip bireyleri
gOstermektedir.

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 13.0™ kullanilarak yapildi.
Kategorik degisken sikliklari arasindaki farklar chi-square testi ile arastirildi.
Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testiyle incelendi.
Normal dagihm goésteren (parametrik) iki grup degiskenleri arasindaki fark
Student’s t testi, normal dagihm gdstermeyen (non-parametrik) iki grup
degiskenleri arasindaki fark Mann-Whitney U testi ile kargilastinldi.
Ortalamalarla birlikte standart sapma verildi ve anlamhlik dizeyi p<0.05
olarak alind.
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BULGULAR

Calismaya alinan viral hepatitli hastalar Kronik Hepatit B ve Kronik
Hepatit C olmak tzere ayn iki grup halinde incelendi. Daha sonra her iki
grupta yer alan hastalar Ishak skorlama sistemi kullanilarak yapilan karaciger
biyopsi sonuclarinda histolojik aktivite indeksi (HAI) ve fibrozis skorlarina
gOre ayri ayri ikiser gruba ayrildi:

HAI grup 1= HAI skoru <8

HAI grup 1I=>HAI skoru 29

FiB grup 1> Fibrozis skoru <3

FiB grup lI>Fibrozis skoru =4

Kronik Hepatit B

Calismaya 40 erkek, 30 kadin olmak Uzere, ortalama yasl
43,17+11,94/y1l olan toplam 70 tane Kronik Hepatit B tanisi ile karaciger
biyopsisi yapilan hasta alindi. Hastalarin 54'inde (%77,14) GG genotipi,
8'inde (%11,43) GA genotipi, 8'inde (%11,43) de AA genotipi tespit edildi
(Sekil-12).

Bl GG
H GA
O AA

Sekil-12: Kronik hepatit B’li hastalarda Mbl2 gen Kodon 54 polimorfizm
yuzdeleri.
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lLA. HAI Grubu

Histolojik aktivite skoru erkek cinsiyette, kadin cinsiyete gore anlaml
derecede ylksek saptandi (p<0,05). Ayni zamanda ileri yas ile histolojik
aktivite skoru arasinda anlamli derecede pozitif iliski saptandi (p<0,05).
(Tablo-5)

Tablo-5: Kronik Hepatit B HAI gruplari demografik dzellikleri.

HEPATIT B
(HAi GRUP) GRUP-I GRUP-II p
CINSIYET(E/K)
n 22/25 18/5 0,013
% %46,8/%53,2 %78,3/%21,7
YAS 40,98+12,01 47,65+ 10,70 0,02

Her iki grup arasinda AST, ALT, Albumin deg@erleri arasinda anlamli
farkhlik tespit edilmedi. Grup II'deki hastalarda anlamli derecede HBV-DNA
ve INR degerleri yiksek, trombosit degerleri dustuk saptandi (p<0,05)
(Tablo-6).

Tablo-6: Kronik Hepatit B HAI gruplari laboratuar parametreleri.

HEPATIT B
(HAi GRUP) GRUP-I GRUP-II p
ALT 69,7+76,05 102,68+140,8 0,64
AST 41,09+36,28 78,86+103,22 0,11
Albumin 4,57+0,35 4,45+0,38 0,28
INR 1,04+0,08 1,10+0,13 0,02
Trombosit 235,04+65,43 190,68+72,04 0,016
HBV-DNA 11746505+36239911,85 22640200,5+39114282,68 0,03
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Mutasyon acisindan yapilan degerlendirmede her U¢ grup arasinda

anlaml iliski saptanmadi (p:0,49).

Mutasyon tespit edilen ve edilmeyen olarak ayrilan iki grup arasinda

da anlamli iligki tespit edilmedi (p:0,15).

Her iki grup arasinda G ve A allel birim ylzdesine gore yapilan

kargilastirmada anlamli bir iligki gérilmedi (Tablo-7).

Tablo-7: Kronik Hepatit B HAI grubu mutasyon analizleri.

HEPATIT B
(HAi GRUP)
GG (n) (%)
GA (n) (%)
AA (n) (%)
Mutasyon y ok
(n) (%)
Mutasyon var
(n) (%)

G allel birimi (n)
(%)

A allel birimi  (n)
(%)

GRUP-I|

38 (%80,9)
5 (%10,6)
4 (%8,5)

38 (%80,9)

9 (%19,1)

81
(%86,17)

13
(%13,83)

GRUP-II

16 (%69,6)
3 (%13,0)
4 (%17,4)

16 (%69,6)

7 (%30,4)

35
(%76,08)

11
(%23,91)

0,49

0,29

0,15

HBeAg durumlarina gore yapilan degerlendirmede de negatif ve

pozitif gruplar arasinda HAI aktivite skoru ve mutasyon analizi ile anlamli bir
iligki tespit edilmedi. (Tablo-8, 9)
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Tablo-8: Kronik Hepatit B’li hastalarda HbeAg durumu ve HAI arasindaki
iligki.

HEPATIT B
(HAi GRUP) GRUP-I GRUP-II p
HbeAg (-)
n (%) 38 (%80,9) 15 (%68,2)
HbeAg(+) 0,24
n (%) 9 (%19,1) 7 (%31,8)

Tablo-9: Kronik Hepatit B’li hastalarda HbeAg durumuna gére mutasyon

analizleri.
HEPATIT B
GG (n) (%) 43 (%81,1) 11 (%68,8)
GA (n) (%) 5 (%9,4) 2 (%12,5)
0,52
AA (n) (%) 5 (%9,4) 3 (%18,8)
Mutasyon yok
(n) (%) 43 (%81,1) 11 (%68,75)
Mutasyon var 0,29
(n) (%) 10 (%18,9) 5 (%31,25)
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I.B. Fibrozis grubu
Fibrozis skoru erkek cinsiyette kadin cinsiyete gore anlamli derecede
yuksek saptandi. Ayrica yine ileri yas ile fibrozis skoru arasinda anlamh

derecede pozitif iligki tespit edildi (Tablo-10).

Tablo-10: Kronik Hepatit B fibrozis skoruna gore demografik 6zellikler.

HEPATIT B
(FiB GRUP) GRUP-| GRUP-II p
CINSIYET(E/K)
n 30/29 10/1 0,19
% %50,8/%49,2 %90,9/%9,1
YAS 41,47+11,66 52,27+9,36 0,005

Her iki grup arasinda ALT, AST ve HBV-DNA dizeyleri arasinda fark
saptanmazken; Grup-II'de albumin ve trombosit degeri anlamli derecede

dusuk, INR degeri anlamli derecede yuksek saptandi (Tablo-11).

Tablo-11: Kronik Hepatit B fibrozis skoruna gore laboratuar parametreleri.

HEPATIT B

(FIB GRUP) GRUP-| GRUP-II p
ALT 85+108,15 55+48,55 0,51
AST 54+71,40 48+38,75 0,48
Albumin 4,58+0,37 4,31+0,24 0,03
INR 1,04+0,08 1,13+0,15 0,01
Trombosit 232+67,5 164+56,43 0,003
HBV-DNA 17827884,1+40197023,5 1146328,18+1365935,94 0,77
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Mutasyon acisindan yapilan degerlendirmede her G¢ grup arasinda
anlaml iligki saptanmadi. Mutasyon tespit edilen ve edilmeyen olarak ayrilan
iki grup arasinda ise fibrozis skoru yuksek olan Grup-ll'deki hastalarin
istatistiksel olarak anlamli degere yakin bir oranda mutasyona sahip olduklari
tespit edildi (p=0,052).

Bu sonuca paralel olarak; her iki grup arasinda G ve A allel birim
yluzdesine gore yapilan karsilastirmada fibrozis grubu yiksek olan Grup-
I’deki hastalarda anlamli derecede fazla sayida A allelinin oldugu tespit edildi
(Tablo-12).

Tablo-12: Kronik Hepatit B fibrozis skoruna gére mutasyon analizleri.

HEPATIT B
(FiB GRUP) GRUP-I GRUP-II p
GG (n) (%) 48 (%81,4) 6 (%54,3)
GA (n) (%) 6 (%10,2) 2 (%18,2) 011
AA (n) (%) 5 (%8,5) 3 (%27,3)
Mutasyon yok
(n) (%) 48 (%81,4) 6 (%54,5) 0,052
Mutasyon var
(n) (%) 11 (%18,6) 5 (%45,5)
G allel birimi (n) 102 14
(%) (%86,44) (%63,64)
A allel birimi (n) 16 8 0,027
(%) (%13,56) (%36,36)

HBeAg durumlarina gore yapilan degerlendirmede negatif ve pozitif
gruplar arasinda fibrozis skoru yuksek olan Grup-lI'de istatistiksel olarak
anlamhliga yakin olan daha fazla oranda HbeAg pozitif hasta tespit edildi
(p=0,056) (Tablo-13).
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Tablo-13: Kronik Hepatit B’li hastalarda HbeAg durumu ile fibrozis skoru

iliskisi.
HEPATIT B
(FiB GRUP) GRUP-I GRUP-II p
HbeAg (-) 47 (%81,0) 6 (%54,5)
n (%) 0,056
HbeAg(+) 11 (%19,0) 5 (%45,5)
n (%)

II. Kronik Hepatit C

Cahgmaya 17'si kadin, 13'0 erkek olmak Uzere ortalama yasi
45,8+14,5 /yil olan 30 hasta dahil edildi. Hastalarin 19'unda (%63,3) GG
genotipi, 8'inde (%26,6) GA genotipi, 3’'Unde (%10) AA genotipi tespit edildi.
(Sekil-13)

B GG
H GA
O AA

Sekil-13: Kronik hepatit C’li hastalarda Mbl2 gen Kodon 54 polimorfizm
yuzdeleri
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I.A. HAI grubu

Her iki grup arasinda cinsiyet ve yas acisindan anlamli bir iligki tespit
edilmedi (Tablo-14).

Tablo-14: Kronik Hepatit C HAI gruplari demografik 6zellikleri.

HEPATIT C
(HAI GRUP) GRUP-I GRUP-II p
CINSIYET(E/K)
n 9/9 4/8 0,36
% %50/%50 %33,3/%66,7
YAS 43+14,40 50+14,16 0,24

ALT, Albumin, INR ve HCV-RNA degerleri arasinda anlamli farklilk
tespit edilmedi. Grup II'deki hastalarda anlamli olarak AST degerleri ytksek,

trombosit degerleri diigik saptandi (p<0,05).(Tablo-15)

Tablo-15: Kronik Hepatit C HAI gruplari laboratuar parametreleri.

HEPATIT C
(HAI GRUP)

ALT
AST
Albumin
INR
Trombosit

HCV-RNA

GRUP-I

52+31,17

38+22,06

4,49+0,37

0,99+0,06

235+51,86

8597176,66+19571036,54
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GRUP-II

94+107,19

80+93,60

4,21+0,59

1,01+0,1

185+70,48

2055648,66+2785183,82

0,18

0,08

0,12

0,58

0,03

0,30



Mutasyon acisindan yapilan degerlendirmede her U¢ grup arasinda
anlaml iligki saptanmamis olup, mutasyon tespit edilen ve edilmeyen olarak
ayrilan iki grup arasinda da anlamli iligki tespit edilmedi.

Her iki grup arasinda G ve A allel birim yilizdesine goére yapilan

karsilastirmada anlamli bir iligki gérilmedi (Tablo-16).

Tablo-16: Kronik Hepatit C HAI gruplarina gére mutasyon analizleri.

HEPATIT C
(HAI GRUP) GRUP-| GRUP-II p
GG (n) (%) 11 (%61,1) 8 (%66,7)
GA () (%) 4 (%22,2) 4 (%33,3)
AA () (%) 3 (%16,7) 0 0:30
Mutasyon yok 11 (%61,1) 8 (%66,7)
(n) (%)
Mutasyon var 7 (%38,9) 4 (%33,3) 0,75
(n) (%)
G allel birimi (n) 26 20
(%) (%72,2) (%83,3)
A allel birimi (n) 10 4 0,31
(%) (%27,8) (%16,7)
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[1.B. Fibrozis grubu
Her iki grup arasinda cinsiyet ve yas acisindan anlamli bir iligki tespit
edilmedi (Tablo-17).

Tablo-17: Kronik Hepatit C fibrozis gruplarinin demografik 6zellikleri.

HEPATIT C
(FiB GRUP) GRUP-I GRUP-II p
CINSIYET(E/K)
n 11/14 2/3 0,86
% %44-%56 %40-%60
YAS 44+14,78 54+10,06 0,25

ALT, Albumin, INR ve HCV-RNA degerleri arasinda anlamli farklilk
tespit edilmedi. Grup II'deki hastalarda anlamli olarak AST degerleri ytksek,

trombosit degerleri diigik saptandi (p<0,05).(Tablo-18)

Tablo-18: Kronik Hepatit C fibrozis gruplarinin laboratuar parametreleri.

HEPATIT C
(FIB GRUP) GRUP-I GRUP-II p
ALT 70+79,35 64+32,62 0,30
AST 54+69,49 60+15,62 0,03
Albumin 4,49+0,34 3,82+0,72 0,10
INR 0,98+0,07 1,07+0,10 0,07
Trombosit 231+49,24 137+76,06 0,001
HCV-RNA 6781485,6+16809813,9 1975964,8+2596389,3 0,58

Mutasyon acisindan yapilan degerlendirmede her G¢ grup arasinda
anlaml iligki saptanmamis olup, mutasyon tespit edilen ve edilmeyen olarak

ayrilan iki grup arasinda da anlamli iligki tespit edilmedi.
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Her iki grup arasinda G ve A allel birim ylzdesine gore yapilan

kargilastirmada anlamli bir iligki géridlmedi. (Tablo-19)

Tablo-19: Kronik Hepatit C fibrozis gruplarina gére mutasyon analizleri.

HEPATIT C
(FiB GRUP)
GG (n) (%)
GA (n) (%)
AA (n) (%)
Mutasyon yok
(n) (%)
Mutasyon var
(n) (%)

G allel birimi (n)
(%)

A allel birimi (n)

(%)

GRUP-I|

16 (%64)
6 (%24)
3 (%12)
16 (%64)

9 (%36)

38
(%76)

12
(%24)

37

GRUP-II

3 (%60)
2 (%40)
0
3 (%60)

2 (%40)

8
(%80)

2
(%20)

p

0,60

0,86

0,78



TARTISMA VE SONUC

Hepatit, karacigerde inflamasyonu tarif eden bir tanimdir. Bu duruma
yol acacak birgcok neden bulunmakta olup; klinik bulgular, prognoz ve tedavi
altta yatan nedene goOre degismektedir. Karaciger enzimlerinin 10 kat
yiukselmesi ve 6 ay icerisinde diuzelmesi akut; enzim yukekliginin 6 aydan
daha fazla sebat etmesi de kronik hepatit olarak tanimlanir.

Viral hepatitler hem akut hem de kronik hepatit yapabilen nedenler
arasinda en sik rastlanilanlardir. Birgok viral etken akut hepatit yapmakla
beraber kronik hepatit yapan etkenler HBV, HCV ve HDV olarak sayilabilir.
Bu viral hepatitlerin bazi formlarinda virlis replikasyonu olmakla beraber,
hastalar asemptomatik olup hastaliga dair biyokimyasal bulgulara
rastlanmaz. Bazi hastalarda ise viral replikasyonla beraber hepatosit hasari
progresif olarak ilerler ve karaciger hicre nekrozu, fibrozis ve bozulmus
karaciger fonksiyonlari ile karakterize karaciger sirozuna neden olur. Siroza
ilerleme hastalik surresi ve karacigerdeki inflamasyonun siddeti ile iligkilidir.

Viral hepatitlerde karaciger hasari gelismesini etkileyen Kkisisel
faktorler, cinsiyet, yas, etnik koken, infeksiyounun stresi, alkol alimi,
HIV/HBV/HCYV ile dual infeksiyonlar ve infekte eden virisiin genotipi olarak
sayllabilir. Bunlara ilave olarak kisinin immuin durumunun da énemli oldugu
son dénemde Uzerinde durulan konulardan biridir. Bu konuyla ilgili pro-
inflamatuar sitokinler, Vitamin D reseptori ve HLA tiplerini kodlayan genlerin
polimorfizmleri incelenmektedir.

Hepatit B’li hastalarin ikiz kardes, aile ve etnik kokenlere gore
gruplandirarak arastiran calismalarda konak immunitesini etkileyen genetik
faktorlerin hastahigin ilerlemesi ile iligkili oldugu anlasiimistir. Hepatit B
infeksiyonuna karg! 6n planda Thl yanitinin olustugu ve bu yanitin yetersiz
kaldigi durumlarda ise hastahdin kroniklesme surecine girdigi bilinmektedir.
Yapilan calismalarda diger tum infeksiy6z durumlarda oldugu gibi viral

infeksiyonlarda da dogal immun yanitin dnemi vurgulanmistir (40).
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Mannoz baglayan lektin kalsiyum bagimli C tipi bir serum lektinidir ve
kompleman sistemi aktive ederek dogal immun yanitta rol alir.

MBL, 10.kromozomda yer alan Mbl2 geni tarafindan kodlanmaktadir
ve bu gendeki tek nukleotid polimorfizmleri proteinin yapisini bozmakta ve
serum duizeyinde azalmaya neden olmaktadir.

MBL ile hepatit B infeksiyonu iligkisinde, MBL'nin direkt etki ya da
kompleman aktivasyonu ile virisin Klirensinde rol oynadidi, ayrica
proinflamatuar sitokin salinimini azaltarak karaciger dokusundaki inflamatuar
hasar azalttigr 6ne suralmustar (35, 36).

Mbl2 gen polimorfizmi ve MBL serum dizeyinin kronik Hepatit B
hastalik seyrine etkisi bugtine kadar az sayida calismada bildirilmigtir.

Kohort 6zellikleri, deneysel yaklasimlar ve arastirilan polimorfizmlerin
farklihgina ragmen literattriin birgogu Mbl2 genindeki mutasyonlar ve buna
bagl dustuk MBL dizeyleri ile HBV'nin yaptigi hastalik derecesi arasinda
iligkiler bulmustur. Yapilan calismalarda, MBL polimorfizmleri ile viral
persistans, hastalik ilerlemesi, HBV kazanimi ve fulminan hepatik yetmezlikte
sagkalim ile baglanti bulunmustur. Ancak bunun aksini ispat eden ¢aligmalar
da mevcuttur.

Caligilan tim kohortlarda, 6zellikle Kodon 54 mutasyonu (B tipi) ve
promoter polimorfizm-221 (X tipi) ile HBV infeksiyonunun herhangi bir safhasi
arasinda korelasyon bulunmustur.

ik olarak 1996 yilinda Lancet'de gikan yayinda Thomas ve ark. MBL
gen mutasyonlari ile HBV persistansi arasinda bir iligki oldugunu ortaya
koymuslardir (42).

1999 yilinda yapilan bir calismada ise kodon 54 mutasyonunun
hastalik persistansi ve hastalik progresyonunda etkili oldugu savunulmus ve
kodon 54 mutasyonu olan yetiskin HBV hastalarinda semptomatik siroz ve
spontan bakteriyel peritonit gelistirme olasiliklarinin daha fazla oldugu
gosterilmistir. Boylelikle mutasyonu olan kisilerin saptanmasi halinde izlem
yaklagimlarinin degisebilecedi, infeksiyonlara karsi proflaksi verilebilmesinin
hastalar acgisindan yararl olacagl savunulmustur (43).
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Vietnam’dan yapilan calismada ise akut hepatit B geciren kigilerde
kodon 54 mutasyonu daha sik saptanmistir. Ayni calismada hastalarda
kodon 54 mutasyonu ile yiksek viral yik ve transaminaz dizeyi arasinda
iliski bulunmus ve bu sonug ile MBL’ nin HBV klirensinde direk etkili oldugu
savunulmustur (44).

Japonya’dan yapilan bir calismada ise MBL mutasyonlarinin Hepatit
B virisinin neden oldugu fulminan hepatit tablosunda yasam siresini
kisalttigr gosterilmistir. Ayni calismada serum MBL dizeyinin, bu hastalarda
sagkalim suresini gostermede prediktif bir faktor olarak degerlendirilebilecegi
dusundlmustar (45).

ABD’de 2005 yilinda yapilan bir calismada toplam 527 hasta
incelenmis ve mutasyon gozlenmeyen kisilerde hepatit B infeksiyonu dogal
bagisiklik ile sonuclanirken, kodon 54 mutasyonu olan ve dusuk serum MBL
dizeyi gosteren hastalarda ise persistan hastaligin anlamli olarak daha sik
goruldugu gosterilmistir. Arastirmacilar, disik serum MBL dizeyinin hastalik
persistansi ile iligkili oldugunu 6ne surmuslerdir (46).

Bunlarin yani sira, Chong ve ark. (47) yaptiklann calismada 320
HBsAg tasiyicisi, 199 HBV’'ye bagh siroz ve HCC hastasi, 87 spontan
serokonversiyon olusan HBV infeksiyonu gegiren hasta ve 484 saglikh
kontrol grubunu MBL gen mutasyonlari acisindan karsilastirmiglar. HBsAg
taslyicisi olanlar, spontan serokonversiyon gecirenler ve saglikh kontrol
gruplarinda Mbl2 gen polimorfizmi veya MBL dizeyi arasinda bir iligkiye
rastlamamiglardir. Ancak mutasyon tespit edilen MBL genotipleri olan
hastalarda yaklasik ¢ kat daha fazla artmis ilerlemis hastalik riski (siroz,
HCC vb.) bulmusglardir.

1998 yilinda Almanya’da yapilan bir caligmada (48) ise Kodon 52 ve
54 mutasyonlari ile kronik hepatit B arasinda bir iligki tespit edilmemis olup,
buna paralel olarak 2005 yilinda Kore'de yapilan bir calismada (49) da
Kodon 54 mutasyonu ile hepatit B virls infeksiyonunun temizlenmesi veya

kronik hepatit B infeksiyonunun progresyonu arasinda bir iliski gortlmemistir.
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Sonu¢ olarak, birkag tane karsi yayina ragmen MBL’nin serum
dizeyinde azalmaya neden olan polimorfizmlerinin Hepatit B infeksiyonunun
prognozunu kotu etkiledigi gorusu agirhk kazanmaktadir.

Calismamizda temel olarak Mbl2 gen polimorfizminin kronik hepatit B
hastaliginin progresyonuna etkisi arastirildigr icin saglikh kontrol grubu
alinmayip, kronik hepatit B tanili hastalarin histopatolojileri karsilastiriimigtir.
Ayni zamanda yapilan calismalarda Mbl2 gen mutasyonlarinin serum MBL
protein duzeyinde azalma ile direk iligkili oldugu tespitinden yola cikilarak,
calismamizda MBL serum duzeylerini 6lgmeden sadece MbI2 gen
mutasyonlari ile gruplar arasinda karsilastirmalar yapildi.

Kronik hepatit B grubunun 54’Unde (%77,14) GG genotipi, 8inde
(%11,43) GA genotipi, 8'inde (%11,43) de AA genotipi tespit edildi.

Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada Kodon 54 mutasyonun
hastalik aktivitesi ile iligkisi olmadigi tespit edildi. Ancak ilerlemis fibrozis
grubunda istatistiksel olarak anlamliliga yakin derecede kodon 54 mutasyonu
varhgr mevcuttu.(p=0,052). Buna paralel olarak; her iki grup arasinda
tasidiklari G ve A allel birimi ylizdesine gore yapilan karsilastirmada fibrozis
grubu yuksek olan grupta anlamli derecede fazla sayida A allel biriminin
oldugu goruldiu (p<0,05).

Kronik Hepatit C'’de MBL'nin rolii su ana kadar yapilan calismalarda
net olarak ortaya konulamamistir. Yapilan birka¢ calismada yuksek MBL
duzeylerinin patoloji ve tedaviye cevap ile pozitif iligkili oldugu dusunulmustar.
Bu calismalar kohort 6zellikleri, vakalarin siniflandiriimasi ve arastirilan MBL
gen mutasyonlari acisindan farkliliklar tagimaktadir.

1998 yilinda Japonya’dan yayinlanan calismada Kodon 54’de
homozigot mutasyonunun kronik hepatit C’li hastalarda interferon tedavisine
zayif cevap ile iligkili oldugu tespit edilmistir (50).

2000 yilinda yine Japonya’dan bildirilen yayinda 52 HCV infeksiyonu
olan hasta ile 50 saglikli kontrol grubu arasinda yapilan inceleme sonucunda;
kodon 54 mutasyonu tespit edilen hastalarin daha ileri derecede hastaliga
sahip olduklari tespit edilmis ve MBL’'nin HCV infeksiyonun seyrini etkileyen

faktorlerden biri olabilece@i dusunidimustir (51).
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2006 yilinda iran’da yapilan bir calismada da 100 hepatit C hastasi
kontrol grubu ile kargilagtiriimis ve hasta grupta kodon 54 mutasyonunun
daha sik oldugu tespit edilmis. Yorum olarak da kodon 54 mutasyonunun
HCV infeksiyonu icin bir risk faktéri olabilecegi belirtiimistir (52).

2007 yilinda Brezilya’dan yapilan bir calismada ise MBL gen
mutasyonun HCV infeksiyonlu kisilerde saglikli gruba gore istatistiksel olarak
anlaml derecede daha fazla goruldigu, ayni zamanda istatistiksel anlamlilik
tasimasa da peg-IFN ve Ribavirin tedavisine yanitin da mutasyona sahip
bireylerde daha dustk oldugu tespit edilmistir (53).

2008 yilinda yayinlanan bir calismada ise Mbl2 gen exon-1
bdlgesindeki polimorfizmlerin, dusik MBL dizeyi ve HCV infeksiyonunun
karaciger inflamasyonu ve fibrozise ilerlemesi ile iligkili oldugu belirtilmistir
(54).

Yine 2008 yilinda Brezilya’dan yapilan bir calismada ise Mbl2
polimorfizminin kronik hepatit C'nin progresyonu ve Peg-IFN’a yanit ile direk
iligkisinin oldugu 6ne surdlmustur (55).

2010 yilina ait guncel bir caligmada ise MBL varyant allelleri ve buna
bagl dusuk MBL seviyelerinin HCV infeksiyonuna yatkinligi arttirdigi, HYO
haplotip ile fibrozis siddetinin iligkili oldugu belirtilmistir.(56)

HCV enfeksiyonlu hastalarda MBL iligkili serin proteaz-1 kompleks
(MBL/MASP-1) aktivitesinin saglkh kontrol grubu ile karsilastirildigr bir
calismada ise karaciger fibrozisi ile MBL serum seviyeleri arasinda pozitif
korelasyon tespit edilmis, ayrica MBL/MASP-1 aktivitesi ile HCV'ye bagli
karaciger fibrozisi arasinda anlamli iliski ortaya konulmustur (40).

2003 yilinda Avrupa’dan (57) ve 2009 yilinda Brezilya’dan (58)
yapilan iki calismada ise MBL gen polimorfizmi ve buna bagli MBL diizeyinin
dusuklugu ile HCV infeksiyonuna yatkinlik, hastalik progresyonu ve tedaviye
yanit acisindan anlamlilik tespit edilmemistir.

Bizim calismamizda ise kronik hepatit C grubundaki hastalarin
19’unda (%63,3) GG genotipi, 8'inde (%26,6) GA genotipi, 3'Unde (%10) AA
genotipi tespit edildi.
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Aktivite ve fibrozis skorlarina goére ayrilan gruplar arasinda ise
mutasyon varligi ile herhangi bir istatistiksel anlamlilik tespit edilmedi.

Farkli populasyonlar arasindaki veya toplumlarin kendi iclerindeki
anlamli derecede degisken MBL gen polimorfizmleri ve MBL serum dizeyleri
olmasi nedeniyle viral hepatitlerde MBL'nin roliinii tam olarak ortaya koymak
zordur. Genotipik degisiklikler ile birlikte alt grup olan haplotip oranlari da
popillasyonlar arasinda degigkenlik gostermektedir. Saglikli  kontrol
gruplarinda MBL seviyeleri ile haplotip oranlari arasindaki iliski yaygin olarak
caligilsa da bu konu ile ilgili viral hepatitli hastalarda yapilan caligmalar
yetersizdir.

Yapilan literatir taramalarinda Mbl2 gen polimorfizmleri ile karaciger
histopatolojisi arasindaki direk iliskiyi inceleyen bir calismaya rastlaniimadi.
Bizim calismamizda sadece kronik hepatit B’li hastalarda, mutasyon tagiyan
grupta artmis fibrozis derecesi tespit edilmis olup, bu da mutasyona sahip
bireylerin karaciger hasarlanmasi acisindan daha dikkatli sekilde incelenmesi
gerektigini disundirmustir.

Sonug olarak; HBV ve HCV infeksiyonlarinin seyrinde MBL'nin rol
oynadigi kabul edilmekle beraber, MBL diizeyi ile hastalik progresyonu ve
tedavisi arasindaki iligkiyi inceleyen daha genis capta calismalara ihtiyag
vardir. MBL gen polimorfizmi ve buna gore degisen MBL serum dizeyinin
tayini ile viral hepatit tanisi olan hastalarin seyri ve tedaviye yaniti acisindan

ongorilebilir bilgilerin elde edilebilecegi Umit edilmektedir.
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EKLER

EK-1: Kisaltmalar

Ag Antijen

Anti Antikor

ALT Alanin aminotransferaz

AST Aspartat aminotransferaz
DNA Deoksiribonukleik asit

ELISA Enzim bagli immun test

GIS Gastrointestinal sistem

HAI Histolojik aktivite indeksi
HBV Hepatit B virisu

HCV Hepatit C virisu

HCC Hepatoselluler kanser

HDV Hepatit D virisu

HIV insan immiinyetmezlik viriisi
HLA insan doku grubu

IFN interferon

IL interlokin

INR Uluslararasi normalizasyon orani
MASP MBL iligkili serin proteaz
MBL Mannoz baglayan lektin

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
RFLP Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi
RNA Ribonukleik asit

TNF TUmor nekroz faktor
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