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3. GIRIS

Hepatit B Viriisii (HBV), insanlarda akut ve kronik enfeksiyona, karaciger
Lamserine. siroza ve akut karaciger yetmezligine neden olabilen bir virtistiir. Tiim diinyada
vaygm olarak bulunur, Endemik olarak gorilldiigi yorelerde mortalitenin en Snemli

medenlerinden birisidir,

Tumdr nekrosis faktor alfa (TNFa) ise dogal bagisiklik reaksiyonlarinda vaz
geguimez bir yere sahip ¢ok Snemli bir sitokindir. Antiviral immiinitede kritik Gneme sahip

sazm bu sitokinin yoklugunda veya sitokine yanitsizhk durumlarinda enfeksiyonlara

samanbk olustugu bilinmektedir,

HBV enfeksiyonunun seyri, dogal ve edinsel bagigiklik elemanlarinin planli bir
sedalde calismasina baghdir, Kronik HBV (KHB) enfeksiyonunun tedavisinde interferon

£z (IFNa) ve lamivudin gibi ilaglar gerek tek baglarina gerek birbirleriyle kombine halde

wzitzmmimaktadir,

Immiin yetmezlik durumlarinda goriilen enfeksiyonlar tedaviye daha az yanit
wensrlerken. immiin sistemi diizgiin ¢aligan bireylerde tedavi daha basarili olmaktadir. KHB
adamsane etki eden pek ¢ok viral ve konak faktsri tanimlanmis olsa da, antiHBe pozitif

mastadann tedavisinde prognostik kriterler tam olarak belirli degildir,

TNFa promotorunda gesitli polimorfik bolgeler tanimlanmigtir, TNFa promotor
Wg=sande gorilen tek baz polimorfizmlerinin, TNFa’nin biyolojik islevlerini de etkiledigi

Bedirlemenistir.

Bu cahismada, KHB enfeksiyonunun karaciger histolojik aktivite indeksi (HAD),
Sheazzs evresi ve aminotransferaz enzimlerinde ytikseklikle tanimlanan ciddiyetine TNFa
prammotor bolgesi -238 ve -308 polimorfizmlerinin etkisi ve HBeAg negatif hasta grubunda
mevaral tedaviye yamitin TNFo, promotor polimorfizmleriyle olan muhtemel iliskisinin

wesinimas) amaglanmigtir,
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4. GENEL BIiLGILER

4.1 HEPATIT B VIRUSU

Hepatit B virlisii (HBV) hepadnaviris ailesinden bir DNA virlisiidiir. Tiim diinyada

yzrom olarak goriilmektedir, Akut ve kronik enfeksiyona neden olabilir,
4.1.1 Epidemiyoloji

Hepatit B Virtisii (HBV), akut ve kronik hepatit, fulminan kéraciger yetmezligi, siroz
we hepatoselliler karsinomun (HCC) en 6nemli etkenlerinden biridir. Diinya niifusunun
© 32 HBV ile karsilagmus olup yaklagik 400 milyon Ri$i HBYV ile kronik olarak enfektedir.
See 20 wildir HBV agisimin yaygin olarak kullanilmasina ragmen, HBV enfeksiyonu halen
Zxba global bir saglik sorunudur. Diinyada her yil 500 000 kisinin HBV iligkili karaciger
aastahidr sebebiyle 61diigt tahmin edilmektedir (D).

Dinyada yilda § milyon Akut Hepatit B enfeksiyonu goriilmektedir. Hemodiyaliz
mwstalan. saglik galiganlary, genelev ¢alisanlari, damar igi uyusturucu bagimhlari, cinsel
vtz bulasan bir hastahigl olanlar, birden ¢ok cinsel partneri olanlar, homosekstieller,
iwomk HBV enfeksiyonu olan insanlarin aile bireyleri, bakim evlerinde kalanlar ve

tursierda calisanlar, mental retarde olanlar, HBV enfeksiyonu igin risk altindadirlar (2).

Clkemizde 1985 — 2000 yillari arasinda kan donérlerinde HBsAg prevalansi, degisik
meriezierde %3.2 diizeyinde saptanmugtir. 2000 — 2005 yillarim kapsayan benzer bir

wrammnds se prevalans, %0.88-8.7 arasinda saptanmis olup; ortalama %2.97 bulunmustur

Sam dondrli harici niifusta, 2000-2005 yillar arasinda yapilan ¢aligmalarda
Slemrde HBsAg prevalans: %7.6, antiHBs prevalansi ise %32.2 olarak saptanmustir (3).
Citem sonuglann apagik olarak ortaya koydugu gergek, tilkemizde 25.000.000 kisinin HBV
e kerwmlasugl, yaklasik 4.000.000 vatandagimizin HBV tasiyicisi oldugudur. Ayrica,
¥isek nisk grubunda olan genelev calisanlari, diyaliz hastalar1 ve saglik personelinde
srasivla %096, %10.1 ve %4.8 HBsAg pozitifligi saptanmigtir (3). Giineydogu Anadolu
wilgesinde HBV prevalansi %10°dan fazladir (2):

Kronik HBsAg pozitif olan vakalarin %30’unda, ortanca 30 yil igerisinde
segusoselliler kanser veya siroz gelisebilir, HBeAg ve antiHBe pozitif hasta grubunda
wilbk sroz gelisme olasihgi sirasiyla %3 ve %5°dir. Kronik HBV enfeksiyonu olan

@gaiarda vilhk HCC gelisme olasilifr ise %1.5 (%0-11) olarak hesaplanmustir (4).
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Ganiimizde kronik hepatit B enfeksiyonu igin heniiz tatminkar bir tedavi yoktur,
HBV enfeksiyonunun bulasmasini engellemek en iyl ¢oziim yolu gibi goriilmektedir,
Démva Saghk Orgiitii, yeni doganlar igin HBV agilamasim rutin olarak 6nermektedir, Rutin
scamsa programlarinin yayginlagmasiyla; yenidoganlarda fulminan hepatit, infantlarda
HBV emfeksiyonu, infant ve adélesanlarda akut hepatit B enfeksiyonuyla kronik hepatit

Frevaansinda azalma gézlenmistir (2,3).

Kan, serum ve yaralarda HBV yiiksek diizeyde; semen, vajinal swvilar ve tiikiiriikte
e ortz dazeyde bulunur. Idrar, diski, ter, anne siitii, gozyas1, disk: viriisiin diistik diizeyde

Subemdugu sivilardir (2).
HBV nin bilinen, 4 temel bulag yolu mevcuttur.
l. Enfekte kan ve viicut sivilarryla mukozal ya da kutandz temas
(perkiitan)
2. Cinsel temas

Enfekte anneden yenidogan bebegine bulag (perinatal-vertikal)

w2

=

Enfekte olan kisilerle cinsellik igermeyen yakin temas (horizontal)

HBV enfeksiyonunun diinyadaki dagilimi cografi farklihklar ggsterir, Kanada,
&menia Birlesik Devletleri, Yeni Zelanda gibi disiik endemisite bolgelerinde prevalans
"l 1-2 arasindadir, Enfeksiyon bu bolgelerde genelde yetiskin ¢agda kazanilir. Cinsel ve
pesiinm volla bulag bu grupta dnemlidir (2).

Tarkive, Japonya, Orta Asya, Orta Dogu gibi orta derecede endemisite gosteren
Wiigeierde HBsAg seroprevalanst %2-5 arasindadir, Yetiskinlerin %20-60’1nda antiBs

gt ofarak saptanir, Perkiitan ve horizontal yol ana bulag seklidir (2).

Yaksek endemisite bolgeleri arasinda Sahra alti  Afrika, Giineydogu Asya
tufummalkia ve HBsAg pozitifligi %5-20 arasinda degismektedir. Perinatal, horizontal

#2143 ama bulas yoludur (2).

£12 Viroloji

HBV. Hepadnaviridae ailesinde yer alan hepatotropik, zarfli ve kismen ¢ift sarmalli
e DNA virtistidiir. Sadece 3200 ntikleotidden olusan genomik yapisi nedeniyle, bilinen
S Wevvan DNA viriisler iginde en kiigiik olamdir. Hepadnaviridae ailesinin Uyeleri

% msanlarda enfeksiyon olusturulan tek tiir HBV’dir (1,5,6). Diger hepadnaviriisler
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@bt HBV de karaciger tizerine agin diizeyde sitotoksik degildir. Tiim karaciger dokusunda
szotoksisiteye neden olmadan, sadece enfekte hiicrelerin éldiirtilmesine neden olur. Diger
aepadnaviriisler gibi son derece kisith bir konak spektrumuna sahip olup, insan haricinde
smpanze gibi yiiksek primatlar ve Tupaia belangeri’ nin primer hepatositlerini enfekte
edebilir (6).

4.1.2.1 Genom yapis1

HBV, 3200 niikleotid uzunlugunda, kismen ¢ift sarmalli, sirkiiler bir DNA molekiilii
=mir. DNA  zincirlerinden birindeki bosluk endojen DNA polimeraz aktivitesiyle
mmamlanabilir (5,6).

Viral polimeraz negatif zincirin 5' ucuna fosfodiester bagiyla baglanir. Pozitif zincirin

5 ucunda 18 baz ¢ift uzunlugunda bir RNA oligoribontikleotid yer alir, Negatif sarmalin 3'

4. genomun g zincirli oldugu bir bolgede, 8-9 niikleotidlik artik ug ile sonlanir. Genom

DRI ve DR2 olarak adlandirilan, 10 veya 11 baz ¢ift uzunlugunda iki direkt tekrar dizesi

werir (5,6). Bu  dizeler, DNA’min yapisal  biitlinliigiiniin ~ korunmasini saglar.

Hepadnaviriisler, tek, ¢ift ve Ui¢ zincirli DNA hem de RNA igermesiyle, diger viriislerden
nihir (6).

HBV'de genetik bilginin tamami uzun sarmal tizerinde kodlanmig olup bu sarmal S,
C. X ve P kisaltmalar ile gosterilen dort degisik protein kodlayan nitikleik asit dizisine
‘open reading frame: ORF) sahiptir. HBV genomu igerdigi P isimli ORF’den daha uzun
Segildir. Aym nukleik asit dizesinden birden fazla proteini ve aym ORF’den farkli

proteinleri kodlayabilme ozelligine haizdir (5,6).

ORF'lerin  transkripsiyonu promotor ve enhancer olarak adlandirilan diizenleyici

Szeler tarafindan kontrol edilmektedir. HBV genomunda fonksiyonel olarak tanimlanmig

£

&= 2z 4 promotor (pre-Sl prom, S prom, X prom ve pre-C prom) ve 2 enhancer (Enh | ve
1 2) bdlgesi bulunmaktadir, Ayrica S geni iginde yer alan ve Enh | ile baglantili olarak
glukokortikoid varliginda gen ekspresyonunu yaklasik 5 kat kadar arttiran bir elemanin

(GRE: glucocorticoid responsive element) varhigi da tanimlanmigtir (5).

HBV genomundaki genler, birbirinin pesi sira dizilmis ve bir digerinden birinden
wmamen ayri bolgelerde bulunmazlar, Aksine baz bélgelerde igice girmis, diger bir
devisle birbirleriyle cakismig durumdadirlar. Ornegin genomun en uzun geni olan P geni;

ve C genleri ile kismen, S geni ile tamamen cakismis halde bulunmakta, sonug olarak

sz sarmal 1.5 defa okunmaktadir. Bu dzellik nedeni ile HBV, bilinen hayvan viriisleri




R e

somde en kiglik genomik Yapiya sahip olmakla birlikte, kendin; kodlama kapasitesi en

Sxrie odanm virlstiir (5,06).
4122 HBV molekiiler yapisi

Gem organizasyonundan yukarida kisaca bahsedilen uzun sarmaldaki S geni ylizey
gestemderini. C geni kapsid proteinlerini, X geni X proteinini ve P geni de DNA polimeraz
todlizmakradir, Ancak baslangi¢ kodonlar farkly oldugu igin S geni tizerinde pre-Sl, pre-S2
e S elmak dzere lig, C geni lizerinde ise pre-C ve C olmak uzere iki bolge bulunmakta;
Smimnsryia fark] baslangi¢ kodonlarindan sentezlenen proteinler de farkl; olmaktadir, By
mefende £ adet ORF'e sahip olmasina ragmen HBV tarafindan yedi degisik polipeptid

dmendedebmekiedir (5,6).
LL2I3 HBY Zarf proteini

HBV viryonunun zarfi ve HBs partikiilleri endoplazmik retikulum membraninda
Semezienar ve olusturulur, HBV viryonunun dis tabakasin; HBs proteinleri olusturur, HBs
FmsmdeT. avnl gen tarafindan tretilen fakat biiyiikliikler] farkl; olan 3 proteinin degisik
ey derde ghikozillenmesiyle meydana gelmis, 24-42kDa agith@inda, 6 farkli tiriinden
Sesmaliadir (6), HBs proteinlerinin aminoasit diziligindeki farkliliklar sonucunda HBV
Emepicre aynlhr (6). Genotip A-H olarak isimlendirilen 8 farkli HBV genotipi
Puinermakla birlikte, tilkemizde neredeyse sadece genotip D gériilmektedir (3)

%1514 HBV Kor proteini

HBV kor partikiilleri, HBs proteinlerinden bagimsiz olarak sitozolde sentezlenip,

Lards teZlanmamis kor partikiilleri niikleus igerisinde depolanir. Olgun HBV viryonu
smmmmde DNA polimeraz kor partikiiliine bagli olarak bulunur (6). Kor proteini viral
DMA™. DNAaz’larm etkisinden korur, Kor proteinleri - sitoplazmada belirlj bir
Lomsamtrasyona ulastiginda, pregenomik RNA, 1s1 soku proteinleri, viral DNA polimeraz
“e smozolik kinazlarla birleserek enkapsidasyonu baslatir. Viral polimerazin, RNA’dan

wmmal DNA diizgiin sentezleyebilmesi icin kor proteinine ihtiyag vardir (6).

Tom hepadnaviriisler kor proteinlerinin salgisal formuny sentezleme yetisine sahiptir,
#o=-C bolgesi olarak adlandirilan bélgeden, hidrofobik sekresyon sinyali iceren ve
=deplaemik retikulum ltimenine sentezlenen bir protein kodlanir. HBe proteini HBc
smemenden  farkll olarak endoplazmik retikulum liimenine salindiktan ve Golgi

#mtzeiannca  muamele gordiikten sonra dimerik olarak hiicre disma  salinir (6).
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HBeAg'nin viral yasam dongiisi igin elzem olmadig: bilinmektedir. Yapilan caligmalarda
menin modiilator roliintin olabilecegine dair bulgular edinilmistir (6). Pre-C bélgesi 1896.
mleonddeki G—A degisimi sonlanma kodonu olugturarak HBe proteinin salinmasimni ve

sempezini engeller (5,6).
4125 HBYV polimeraz
P bolgesi incelendigi zaman 4 farkli alt birimden olustugu anlagilir (6).

1. Amino terminal bdlgesi primaz olarak da adlandimilir, Negatif zincirin 5°

ucuna baglanarak, priming vazifesi gortir,
F 4 Bunu takiben yerlesen bilinen bir gorevi olmayan bélge

3. Ikinei bolgeyi takiben yerlesen DNA veya RNA bagimli polimeraz. Bu
bdlgenin retroviriislerin  revers transkriptazi ile benzer uzaysal yapi
gosterdigi diistiniilmektedir. HBV tedavisinde kullamilan ilaglarm ana
hedefidir. Ilging olarak polimeraz aktivitesi igin kor proteininin varlig

gereklidir,

i~

Karboksiterminal bélgede yerlesik; DNA ile hibritlesmis RNA’ y1 ayiran
RNAaz H.

£1.26 HBx proteini

HBx proteini ise X gen bélgesi tarafindan kodlanmaktadir. Yoklugu durumunda
HEV replikasyonunun etkilenmedigine dair gézlemler oldugu gibi, etkin bir replikasyon
wm gerekli oldugunu savunanlar da vardir. HBx proteini hiicre igerisinde NF-xB, PKC, raf
@iy donci mesajeilarla iligkilidir. Pro-apoptotik etkisi vardir, p53 proteiniyle iliskiye

ek Larsinogeneze katkida bulunabilir (6).
%13 Replikasyon Stratejisi

“uds karaciger hiicrelerine preS1 proteinin 21-47. aminoasit dizesi lizerinden
Safaser. Hicre ylizeyinde baglandigi hedef molekiiliin karboksipeptidaz D (CPD)
sudeiuna dair kanitlar elde edilmigtir (6). CPD, pek ¢ok hiicre tarafindan ifadelenebildigi
aom. karacider hiicresine spesifik baglanma i¢in ek molekiillerin de isin igine girmesi
mufinemeldit. Aynca SHB(kiigik HBs proteini) ile endoneksin II baglanmasinin da

TerTe vapisma veya giris veya her ikisine de katk: saglayabilecegi gosterilmistir (6).
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HBV’nin hiicre igerisine girdikten sonra endozomlar aracili hidrolizden nasil olup ta
twmsidugu ve niikleusa ulagtigi tam olarak bilinmemektedir, Kapsid sitozolde serbest
faldian sonra hiicre tagima sistemi marifetiyle niikleusa tasmir. Nikleusa taginma
smsmda niikleer yerlesim sinyalinin varligy, niikleer porlardan gegmek igin gereklidir.
$arvoplazmaya ulastiktan sonra HBV genomunun nasil olup ta serbest kaldip: da heniiz
s el degildir (6).

Hedef hiicre nitkleusunun igerisinde, bir dizi islemden sonra, covalently closed
aweniar  DNA (cceDNA)  denilen episomal DNA’ya déniisiir. Insan karaciger
sleuslaninda, hastalik aktivitesine paralel olarak sayilar artan sekilde, episomal cccDNA
ssgrzmmustir. Hiere boliinmesiyle cccDNA miktarinda azalma saptandig1 bilinmektedir.

dmmerieron gamma (IFNy) ireten CD8+ T hiicreleri de cccDNA’ nin pargalanmasim

eekievebilir (6).

cccDNA tarafindan tiretilen RNA’lar viral proteinleri ve genetik materyali kodlar.
Tutanda da  belirtildigi  tizere enkapsidasyon kor proteinleri ile viral RNA’nm
edclesimiyle baglar. Daha sonradan viral RNA’dan DNA sentezlenir. Enkapsidasyon
wiemin zarfa biirlinme takip eder. Zarf olusumu igin bol miktarda SHB molekiilii
gereihdir. Olgun HBV virislerinin sekresyonu i¢in kor ve zarf proteinleri arasinda disiilfid
saflar olusur ve ylizey proteinlerindeki glikanin budanmas1 gerekir. Ozel bir sekresyon

smnaline gerek yoktur (5,6).

Hepadnaviriis ailesinde yer alan tiyelerin timi i¢in dogrulanmig yegéne replikasyon
#en bepatositlerdir. Safra kanal epitel hiicreleri, pankreas, bobrek ve lenfoid sistemdeki
#em sacre gruplarn da enfeksiyonun hedefi olabilir. Ancak bu hiicrelerde viral replikasyon

de Bgli veriler yeterli ve giivenilir degildir (5).
42 HBV ENFEKSIYOUNUN KLINIiK SEYRi
42.1 Akut HBV enfeksiyonunun seyri

Kulugka siiresi 30 ~ 180 giindiir. Akut viral hepatit B (AVHB) enfeksiyonunun %70
©xdan subklinik gegerken %30°unda ikter goriiltr. Tipik olarak hastada halsizlik ve
#erguniuk ortaya ¢ikar. Halsizligi istahsizlik, bulant, kusma ve sag iist kadran agrist izler.
Nadiren ates goriilir. Semptomlar silik oldugu i¢in sinsi bir seyir vardir. Serum hastaligi
mmzen lablo gelisebilir. Ikterli AVHB olgularinin %1’ inde fulminan hepatit gelisir.
AWHB’ nin kroniklesmesi hastanin yasi, semptomlu veya semptomsuz olmasi, hastanm

smmin durumuyla iligkilidir (4,7).




Tom AVHB olgularinin %5-10’unda kroniklesme goriilir. Kroniklesme erkeklerde
Smdmiara veni doganlarda eriskinlere, immiin sistemi baskilanmiglarda normal ianu‘in
sstemne sahip bireylere kiyasla daha fazladir. Neonatal dénemde enfekte olanlarda %00,
bw-alu yas arasi enfekte olanlarda %60, 6 yasindan sonra enfekte olanlarda %10
dmemsklesirken, erigkinlerde kroniklesme %5 oramnda gortliir (4,7).

Kroniklesme immiin sistemi diizgiin calisan, ikterik olgularda %1°den azdir. Bir
mphamdaki HBsAg pozitif olanlarin %10-30’unu kronik hepatit B (KHB) hastalar, geri
&adamam ise inaktif HBsAg tagtyicilart olugturmaktadir 4).

422 Kronik Hepatit B (KHB) enfeksiyonu

Karacigerin kronik nekroinflamatuar hastaligidir ve asagidaki kriterlerin varligiy

—_

a
zmme konur (8).

a2 HBsAg alti aydan daha uzun siiredir pozitif

b. Serum HBV DNA>10" kopya/ml

“

Siirekli veya aralikli ALT yiiksekligi
d. Karaciger biyopsisinde histolojik aktivite indeksi (HAI)’nin 4 den biiyiik olmasi
e. Diger kronik hepatit nedenlerinin diglanmas
t. HBeAg veya antiHBe pozitif olabilir (8).

Pratti (9) ve arkadaglar1 kisa bir siire énce, normal ALT ve AST degerlerinin kadin ve

axfziler icin sirasiyla 19 U/l ve 30 U/ degerine ¢ekilmesi gerektigini ortaya koymuslards

=

Delaisiyla enzim yiiksekligi kriteri degerlendirilirken bu bulgularin géz éniinde tutulmais:

gesskmektedir.

KHB vakalari, HBeAg pozitif ve HBeAg negatif KHB olarak iki sekilde gézlenirler.
HBeAg pozitif KHB hastalarinda yiiksek viremi diizeyleriyle karakterizedir. Halbuk

=

prefor bolgesinde HBeAg’nin sekresyonunu engelleyen bir mutasyon sayesinde ortaya

eikan HBeAg negatif KHB vakalarinda daha sinsi, hizli bir seyir meveuttur (7,8).
42.2.1 Kronik HBV enfeksiyonunun seyri

Neonatal/perinatal dénemde HBV ile enfekte olanlarda uzun siire diisiik AL]

=

dazeyleri, spontan HBeAg klirensinin nadir gortildugi, karacigerde nekroinflamasyonun

[¢]

@ik diizeyde oldugu immiin toleran faz, karakteristiktir. Baglangigtaki yiiksek viremiyl

—

tarakterize olan immiin toleran fazi, vireminin azaldif1, antiHBe serokonversiyonunu

L




gelisebildigi, karacigerde inflamasyonun bulundugu ve yiiksek ALT diizeyleriyle

karakterize immiinoaktif faz izler. Immiin klirens fazinda ise, HBV DNA diizeyleri
dalgalanma gosterirken, HBeAg, HBsAg serumda saptanir. Karacigerde nekroinflamasyon
meveuttur ve ALT diizeyi yiksektir. antiHBe serokonversiyonu bu dénemde gelisebilir,
antiHBe gelistikten sonra viremi konagin immiin yamti sayesinde baskilanir. Bu dénemde
karacigerde diisiik diizeyde inflamatuar aktivite vardir. Hastalarin pek ¢ogunda antiHBe

gelistikten sonra zaman iginde ALT yiikselmeleriyle karakterize alevlenmeler goriiltir (1,
7.

Kimi hasta ise, antiHBe serokonversiyonu sonrasinda uzun siireli olarak inaktif
HBsAg tasiyicilign gelisir. Hastalarin kimilerinde antiHBe pozitif oldugu halde yiiksek
HBV DNA ve ALT diizeyleriyle karakterize antiHBe pozitif kronik hepatit B gelisebilir.
antiHBe pozitif kronik hepatit Akdeniz bélgesinde en sik goriilen kronik hepatit B
formudur. Bu kisilerde HBeAg salinimi engelleyen, 1896G—A gibi, prekor mutasyonlari

tanimlanmistir (7,8).

HBeAg negatif kronik hepatit dalgalanmalar gdsterir ve spontan remisyon nadirdir.
Antiviral tedavi endikedir, Bu grupta ortalama yag 36-45 yildir. HBeAg pozitif hastalardan
daha yaghdirlar. Akdeniz iilkelerinde siktir. Olgular siklikla erkek, biiyiik kisminda

tanimlandiginda siddetli nekro-inflamasyon ve/veya siroz mevcuttur (7,-8).
3 farklr sekil tanimlanmustir.
—Normal gidisler arasinda tekrar eden alevlenmeler,

—Persiste eden anormal aminotransferaz yikselmeleri arasinda tekrarlayan

alevlenmeler,
—Alevlenme olmaksizin persiste eden ALT yiiksekli gi.

Bat1 toplumlarinda spontan HBeAg serokonversiyonu %8-15 hastada gozlenir. ALT
diizeyi normalin 5 katina erisen alevlenme hastalarinda HBeAg serokonversiyonu %45°%
ulagabilir. Adélesan veya yetiskin dénemde HBV ile enfekte olanlar ise aktif karaciger

hastaligiyla karakterize stirekli immiin aktif fazda HBV tagiyicisi olurlar (1,7).

HBYV ile kronik olarak enfekte hastalarda yillik ve § yillik siroz gelisim ihtimali
sirasiyla %6 ve %20°dir. HBeAg pozitif vakalarin her yil %2-5’inde siroz gelisimi
gozlenir. Siroza ilerleyisle iligkili fakt6rler arasinda yiiksek viremi, HCV, HDV ve HIV

koenfeksiyonu, akut alevlenmelerin sikligi ve tan1 anindaki karaciger dokusunda yiiksek

s




nekroinflamasyon sayilabilir. Siroz tanist alan hastalarm § yil igerisinde sagkalma oranj
%84°tlr. Siroz hastalarimin her yil %3’tinde, 5 yil i¢inde %16’sinda dekompansasyon

gelisir. Dekompanse sirozlu vakalarin sadece %35’ beg y1l stireyle yasayabilir (1).

HCC’li hastalarin %80-90’inda zeminde siroz meveuttur. Avrupali kompanse sirozu
olan hastalarin her y1l %2.2’sinde ve bes yil iginde %10’unda HCC gelisir. Asya’da ise by
oranlar sirasiyla %3.2 ve %15°tir. Yagl, erkek, uzun dénemli karaciger hastaligi olan
yiiksek viremisi bulunan, HCV ve HIV koenfekte, HBeAg pozitif, alkol kullanan sirozl
hastalarda HCC daha siklikla gelisir (1.

4.2.2.2 Kronik Hepatit B tanis:

HBV enfeksiyonunun 6zgiil tanisi serolojik testlerle yapilmaktadir. HBV antijenleri
ve anti HBV antikorlarin tespiti i¢in en onemli yontem ELISA (enzyme linked
immunoadsorbent assay) dur. ilk asamada HBsAg ve antiHBc total test edilmesi pozitif]
bulundugu durumda antiHBcIgM, antiHBs, HBeAg, antiHBe bakilmasi onerilir. KHB
tanisinin belirleyici kriterlerinden bir tanesi HBsAg pozifliginin 6 aydan uzun siireyle sebat
etmesidir. antiHBs hastaliga karsi bagisikhigi géstermektedir. KHB vakalarinda HBsAg
pozitif antiHBs negatif olmalidir. Gizli (occult) HBV enfeksiyonu olan bireylerde HBsAg
negatif oldugu halde viral replikasyon devam etmektedir (10, 11).

Kor antijeni, hizla spesifik antikorlariyla birlesmesinden\ otiirll,  dolasimda
saptanamaz. KHB hastalarinda kor antijenine kars1 gelisen antikorlar aragtirilir.
antiHBcIgM akut enfeksiyonun pencere déneminde pozitif olan tek gdsterge oldugu halde,
KHB enfeksiyonunda da diisiik titrelerde pozitif olarak saptanabilir. antiHBc IgG
antikorlar ise kisi HBV ile karsilastiktan sonra olusarak 6miir boyu pozitif olarak kalr.

Gizli (occult) HBV enfeksiyonunda tek pozitif olan deger antiHBcIgG’dir (10, 11).

HBeAg pozitifligi, prekor mutasyonunun olmadigi, virisin HBeAg’yi
sentezleyebildigini ve viral replikasyonu gosterir. antiHBe varlipi, viral replikasyonun
kontrol altina alindigim ve diisiik diizeyde vireminin ve nekroinflamasyonun bulundugunu
gosterebilecegi gibi aynl zamanda prekor mutanti 018.1:1: suslarla enfekte bireylerde viremi

oldugu halde negatif bulunur. Ayrica, HBeAg pozitif bireylerde viremi saptanmayabilir
(10,11).

Viremi diizeyi hakkinda net bilgi sahibi olabilmek igin HBV DNA diizeyi
belirlenmelidir. HBV DNA diizeyleri sivi hibridizasyon, Hibrid yakalama, dalli DNA gibi

)
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s ¢ofaltma metotlariyla yapilabildigi gibi; Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR),

ek zamanh PZR gibi niikleik asit gogaltma yontemleriyle de yapilabilir (10, 11).

FZR' sadece viremi diizeyinin belirlenmesi igin kullamlmaz. Etkenin antiviral
parihidinin belirlenmesi, gizli HBV enfeksiyonunun tamsi, antiHBs pozitif HBV
ik sivonunun tanimlanmasi, tedavi etkinliginin takibi, mutant viriislerin tanimlanmasi ve

BBV genotiplendirilmesi amaciyla da kullanilir (10, 11).
#2.2.3 KaraciBer biyopsisi ve histolojisi

Glnlimiizde  kronik karacier parankim hastaliklarinin  tam  ve tedavisinde
gfrintiileme  yontemleri ve molekiiler biyolojik teknikler gibi gelismis  yontem
dmilamlmaktadir. Bununla birlikte, bu hastaliklarin gruplandirilmas1 temel olarak
mecfolojik Ozelliklere dayanilarak yapildigindan, sz konusu ileri inceleme tekniklerine

&zrsin karaciger biyopsisi halen daha $nemini korumaktadyr (12).

Karacigerin histopatolojik incelemesi igin igne biyopsileri ve nadiren de kenar
sevopsiler yapilabilir, Karaciger biyopsileri perkiitan kor, ultrason esliginde, bilgisayarli
womografi esliginde, laparoskopik veya transvendz yolla yapilabilir. Yaklasik 1.5cm
uzunlugunda bir biyopsi 6rneginin karacigerin yiiz binde birini temsil etmesinden otiir,

ornekleme hatast ihtimali g6zden kagirilmamalidir (12).

Kronik hepatitli hastalarda karaciger biyopsisi taninin dogrulanmasi, eslik eden
lezyonlarin tammlanmasi, histolojik hasarin saptanmasi, karacifer parankim gatismin

degerlendirilmesi, viral antijenlerin gosterilmesi, tedaviye cevabin ve hastaligin takibi i¢in
vapilir (12).

KHB’ de hematoksilen-cosin kesitlerinde saptanan buzlu cam tarzinda sitoplazma ve
kumsu niikleus bu hastaligin karakteristik bulgularidir. Buzlu cam tarzinda sitoplazma
eozinofilik, soluk graniiler 6zelliktedir. Niikleusun etrafinda bazen bir halo bulunabilir. Bu,
HBsAg ile dolu bulunan endoplazmik retikulum tarafindan olusturulan bir goriintiidiir.

Niikleusta masif HBcAg toplanmasina bagli olarak kumsu niikleus goriiliir (12).

Fokal nekroz, portal inflamasyon, fibrozis ve sirz tiim kronik hepatitlerde goriilen
elemanter lezyonlardir. Fokal nekroinflamasyon kiiglik mononiikleer hiicre toplantisidir.
Buna apoptotik hepatositler eslik edebilir. Siddetli hepatitlerde konfluent nekroz

izlenebilir. Portal iltihap hafif, orta ve yogun olabilir. Interfaz hepatiti daha 8nceden piece-

meal nekroz olarak isimlendirilen periportal lezyondur. Bu portal alandaki iltihabin lobiil

igerisine ilerlemesidir. Interfaz hepatiti hepatosit apoptozisini gdsterir. Hasarin
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rejenerasyonla lyilesmedigi durumlarda fibrozis gelisir. Fibrozis portal alandan baclar ve
periportal alana ulagir. Daha ileri dénemlerde porto-portal, porto santral, santral-santral
ktiprijlesnieler olusturan fibrozisler gortiliir. Nekroinflamasyonun devami halinde ilerleyici
fibrozis ve parankimal dejenerasyon ile siroz gelisir. KHB’ de goriilen karaciger histolojisi

degisiklikleri, hastaligin evresine ve ddnemine bagli olarak farklilik gosterir (12),

Karacigerde olugan nekroinflamatuar hasar grade, fibrozis ise evre olarak
saywsallagtirilir, Ilk kez Knodell tarafindan karaciger histolojisindeki hasarin derecesini
sayisallastirmak igin bir puanlama sistemi 6nerilmigtir. Daha sonra Scheuer ve Ishak da
kendi adlariyla anilan puanlama sistemlerini ortaya koymuslardir. Ayrica Fransiz,

METAVIR grubu da kendj adiyla anilan bir smiflama sistemi Onermigstir (12).

KHB  histolojisinin  puanlandiriimas: icin - Knodell’in sistemi yaygin olarak

kullanilmaktadir. By puanlama sistemi tabloda Ozetlenmistir,

Tablo1: Knodell’e gére kronik hepatit B histolojik aktivite indeksi

Periportal+ képrillesme Puan  intralobuler dejenerasyon Puan Portal iltihap  Puan
nekrozu ve fokal nekroz

Yok 0 Yok 0 Yok 0
Hafif siirlayier | Hafif 1 Hafif 1

membran harabiyeti

Orta smirlayicr 3 Orta 3 Orta 3
membran harabiyeti i

Belirgin smrrlayict 4 Belirgin 4 Belirgin 4
membran harabiyeti

Orta sinirlayici 5
membran  harabiyetit
kopriilesme nekrozu

Belirgin sinirlayict 6
membran harabiyeti+ -

Képriilesme nekrozu

Multilobar nekroz 10
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4.3 KRONIK HEPATIT B TEDAVISi

HBeAg negatif KHB {ilkemizin de igerisinde bulundugu Akdeniz havzasinda en sik
kargilagilan KHB formudur. HBV enfeksiyonunun dogal seyrinde ge¢ dénemde ortaya
¢ikmaktadir. HBeAg negatif KHB prekor ve kor promotor mutasyonlariyla iliskilidir.
HBeAg negatif KHB, potansiyel olarak daha ciddi ve ilerleyici bir karaciger hastaligi olup,
teshis aninda hastalarin biiyiik bir kisminda siroz bulunmakta Veya tedavisiz birakilan
hastalarin nemli bir bliimii taniy: takip eden yillar igerisinde siroza, dekompansasyona

ve karaciger yetmezligine ilerleyebilmektedir (13).

Tim HBeAg negatif KHB hastalart ideal olarak tedavi edilmelidirler, halbuki
giniimiizdeki tedavi kilavuzlarinda tedavi, sadece orta veya agir diizeyde karaciger hasar
olan hastalara &énerilmektedir. Gegtigimiz on yil igerisinde KHB tedavisinde 6nemli
basarilar saglandi. Viremi ve transaminaz dtizeyleri yiiksek bireylerde karaciger
nekroinflamasyonu, siroz ve HCC gelisim hizi artmaktadir (13, 14). HBeAg negatif KHB
tedavisinde en gergekei amag uzun dénemli virolojik ve biyokimyasal yamitin
saglanmasidir. Tedavinin asil amac; siroz ve HCC geligiminin engellenmesidir. Uzun siireli
virolojik ve biyokimyasal yanit elde edilenlerde, karaciger nekroinflamasyonunda diizelme
veya nekroinflamasyonun artmasinin engellemesiyle hastaligin klinik seyrinin diizeldigi

gosterilmistir (15, 16).

KHB tedavisinde interferon alfa (2a ve 2b), pegile interferon alfa (2a), lamivudin,
adefovir, entekavir, tenofovir, clevudine, telbivudine gibi ajanlar kullanilmaktadir.
Ulkemizde ilk 5 ilag bulunmaktadir. Tenofovir, clevudine ve telbivudine halen daha

gelistirilme asamasindaki ajanlardir (13).
4.3.1 Interferon alfa (IFNq)

IFNo. antiviral ve immiinomodiilatér etkinlie sahip bir ajandir. HBeAg pozitif ve
HBeAg negatif KHB tedavisinde kullanim onay1 almistir. HBeAg negatif KHB tedavisinde
haftada ti¢ kez 3 — 6 MU kullamilan IFNo ile %20 - 25 oraminda kalici yanit
saglanmaktadir. Kalic1 yamt sahiplerinin %25 — 40’inda yillar sonra HBsAg kayb1 da
gozlenmektedir. Bazi ¢alismalarda genotip A ile enfekte hastalarda tedavi yanitinin genotip
D ile enfekte olanlara nazaran daha lyi oldugu belirtilse de, baz ¢aligmalar bu iliskiyi

dogrulayamamuglardir (1 3).




[FNa ile daha énceden tedavi g0rmiis ve sonradan relaps nedeniyle tekrar tedavi
goren hastalarda, IFNa tedavisi ilk uygulamadaki kadar etkindir. Bundan dolayr HBeAg
megatif hastalarin yeniden tedavisinde IFNg kullanimi 6nerilmektedir. Halbuki klinik
svgulamalar sirasinda hastalar (6neeki tedavide yasadiklar hayat kalitesindeki kayip ve
»an etkiler sebebiyle) yeniden IFNo, tedavisini kabul etmekte zorlanirlar. IFNa. tedavisinin
diger tedavilere nazaran tstiinliigii tedavi sonras: yanitin stirekliligi, tedavi stiresinin belirli
olmasi ve direng gelismeyisidir. Diger yandan, hastalarin tedaviyi tolere edemeyisleri,
siklikla ortaya ¢ikan yan etkiler ilacin handikaplaridir. IFNa tedavisi alan hastalar aylik
olarak kontrol edilmelidirler. Hastalarin yaklagik 1/3’tinde doz azaltilmasi, %5’inde ise

tlacin kesilmesini gerektirecek advers etkiler ortaya ¢ikabilir (13).

Ulkemizde IFNa2a ve IFNo2b olmak tizere iki farkli standart interferon vardir. Sub
kutan sekilde uygulanar. HBeAg pozitif KHB tedavisinde 16 — 24 hafta, HBeAg negatif
KHB tedavisinde 48 hafta stireyle tedavi 8nerilmektedir (1 7.

4.3.2 Pegile interferonlar (PEG-IFN)

Pegilasyon teknolojisi standart IFNo’ nin, farmakokinetik ve farmakodinamik
profilinin geligtirmek igin kullanilmigtir. Bu sayede ilacin serum diizeyleri uzun stireyle
istikrarli olarak korunur. Daha az miktarda enjeksiyona gereksinim duyulur. Polietilen
glikol igerikleri agisindan farkli iki Peg-1FN vardir: Peg-IFN«2a ve Peg-TFNa2b. Kronik
hepatit C tedavisinde her ikisi de kullanim onay1 almis olmalarina karsin, KHB tedavisinde

sadede PEG-IFNa2a kullanim onayina sahiptir (13).

48 hafta siireyle verilen PEG-IFN’ nin lamivudin tedavisinden virolojik ve
biyokimyasal yanitlar agisindan daha {istiin oldugu gosterilmistir. Ayrica PEG-IFN tekl;
tedavisinin, PEG-IFN+lamivudin kombinasyonundan etkinlik acisindan farkl: olmadig da
gosterilmistir. Tedavi sonras1 6. ve 12. aylarda viral replikasyonun baskilanmasi sirasiyla
%53 ve %30 hastada devam etmekteydi. HBeAg negatif KHB tedavisinde standart ve
PEG-IFN’ nin kargilagtirildigs bir galisma olmadig i¢in bu konuda kesin bir sonug vermek
miimkiin degildir (13). Buna ragmen, PEG-IFN daha kolay kullanilabilmesi, haftada bir

kez enjeksiyona izin vermesi nedeniyle standart [FNa nin yerini alacaktir.

Kismi olarak ¢ift kir bir faz 111 ¢aligmada 48 hafta siireli, PEG-IFNo2a kendi basina

veya lamivudin ile kombine halde HBeAg negatif KHB tedavisinde denenmistir. Bu

R N ——

¢aligmanin sonucunda, kalici, virolojik ve biyokimyasal yanit oranlar1 gruplar arasinda

farklilik saptanmamustir, Ilging olarak HBeAg negatif hastalarda nadiren gozlenen HBsAg
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%owhe PEG-IFN alan gruplarda %3 — 4 oranlarinda goriilmustiir. Kombinasyon grubunda
#mmsvudin direnci %1°in altinda bulunmustur (18).

£33 Lamivudin

Lamivudin KHB tedavisinde onay almis ilk oral antiviral ajandir. 12 ay siireyle
wygulanan lamivudin tedavisini takiben elde edilen kalici yanit oranlari son derece diisiik
abdugundan, lamivudine tedavisinin uzun stireyle uygulanmasi gerektigi kisa siirede
anfasiimustir. Baglangigta, HBeAg negatif hastalarin tedavisi sirasinda %70 — 90 hastada
wwolojik ve biyokimyasal yamt elde edilirken, tedavi devaminda yanit oranlari tedrici
elarak azalir. Bir y1l siireyle lamivudin tedavisi alan HBeAg negatif hastalarin %60’inda
austolojik yamt elde edilmigtir. Virolojik yanit elde edilen hastalarin 6 ay siireyle tedavisiz

zkipleri sonucunda kalic1 yamit %5 diizeylerinde saptanmigtir (13,18).

Uzun stireli tedavilerin aragtirildig: hastalarda tedaviye maksimum yanitin 12. ayda
elde edildigi, bundan sonra ise yamtin tedrici olarak azaldig1 bilinmektedir. Ozellikle uzun
sureli tedaviler sirasinda ilaca direngli mutantlarin ortaya ¢ikmasi, virolojik break-
through’u  takiben biyokimyasal alevlenmelerin gézlenmesi  siklikla karsilagilan
sorunlardir. Biyokimyasal alevlenmeler karaciger histolojisinde bozulmaya ve hastalik
seyrinin  kétlilesmesine yani, dekompansasyona, karaciger yetmezligine ve sirozlu
hastalarda 6ltime neden olabilir, Lamivudinle 5 yil siireyle tedavi edilen hastalarin %30 —
35’inde tedavi stiresince viral ve biyokimyasal remisyon saptanir. Boylesi uzun siireli
remisyonda kalan hastalarin tedavi stireleri veya tedaviyi kesme karar1 konusunda hentiiz
fikir birligi yoktur (13).

Lamivudinin en 6nemli avantajlar1 maliyetinin ve yan etki profilinin diistik olmasidur.
Yunanistan’dan bildirilen bir ¢aligmada, adefovir kurtarma tedavisinin eslik ettigi

lamivudin tedavisinin sirotik olmayan hastalarin takibinde faydali olabilecegi gésterilmistir
(13).
4.3.4 Adefovir dipivoxil

Adenozin analogu olan adefovir, KHB tedavisinde lamivudin’den sonra kullanim
onayl almig ikinci oral ajandir. HBeAg negatif KHB tedavisinde 48 hafta stireyle
kullanildiktan sonra hastalarin %79unda ALT normalizasyonuna, %51’inde PZR ile

saptanan vireminin engellenmesine, HBV DNA diizeylerinde ortalama 3.9 log azalmaya

neden olur. Tedavi sonu yanit, tedavi kesildikten sonra devam etmez. Kalic1 yanita %10

kadar hastada erisilebilir. Uzun  siireli adefovir tedavisinin iyi tolere edildigi, viral
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replikasyonun baskilanmasinin tedavi siiresince devam ettigi, bes yil siireli tedavi
sonucunda karaciger histolojilerinde ciddi diizelmenin saglandigi, hastalarin %5’inde
HBsAg kaybi gozlendigi bilinmektedir. Adefovir tedavisinin lamivudine tedavisine kiyasla
en Onemli Gstiinligt, adefovire kargi diisiik diren¢ gelisimidir. Daha onceden tedavi
gérmemis HBeAg negatif hastalarda 1., 2., 3., 4. ve 5. yil siireli tedavi sonrasinda sirasiyla
%0, %3, %11, %18, %28 oraninda genotipik direng geligimi bildirilmistir. Adefovir
direncinin geligmesini virolojik rebound ve karaciger dekompansasyonu takip eder.
Lamivudin direngli vakalarda, adefovir en onemli tedavi segenegimizdir. Lamivudin
direngli HBV suslariyla enfekte bireylerde, adefovir direncinin daha kolay gelistigi
bilinmektedir (13).

Iki farkli ajani kullanarak daha etkin bir viral baskilanma saplama diisiincesi,
adefovir / lamivudin kombinasyon tedavisinin arkasindaki itici glicli olugturmustur.
Lamivudin direngli HBeAg pozitif vakalarda yapilan ¢alismada, kombinasyon tedavisinin
adefovir tekli tedavisinden tistiin olmadif: ortaya konmugtur. Daha nceden hicbir tedavi
almamus hasta grubunda yapilan ¢aligmada, etkinlik agisindan kombinasyon tedavisinin
lstiinltili gosterilememistir. Halbuki kombinasyon grubunda lamivudin direnci daha az

olarak gézlenmistir (18).
4.3.5 Entekavir

Guanosinin karbosiklik bir analogu olan entekavir HBV tedavisinde kullanim onayi
almig 3. ajandir. Daha 6nceden lamivudin almamis hastalarda yapilan calismalarda, 48
hafta stireyle 0.5 mg entekavir tedavisinin 100mg/giin lamivudine tedavisine kiyasla daha
bagarili oldugu gériilmiistiir. Entekavir tedavi gorenlerin %91’inde PZR ile saptanmayan
viremi diizeyleri elde edilebilmisken, bu oran lamivudin grubunda %71°de kalmistir. Yan

etki profili lamivudinden farkli bulunmamistir (13).

Img/giin entekavir tedavisinin lamivudin direngli bireylerin %70’inde HBV DNA’y1
Olglilemeyecek seviyeye kadar baskilayabildigi bildirilmistir. Genis kapsamh bir basgka
¢alismada lamivudin tedavisiyle kiyaslaninca entekavir tedavisinin; viremiyi kontrol
etmede, viremi diizeyini azaltmada ve karaciger histoibjisini iyilestirmede daha basarili

oldugu bulunmustur (18).
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4.4. TUMOR NEKROSIS FAKTOR-alfa

Tumdr nekrozis faktér alfa (TNFa) aralarinda T hiicreleri ve makrofajlarin da
bulundugu pek ¢ok hiicre tarafindan {iretilir (19). Viriisler, bakteriler, parazitler,
lipopolisakkarid ve interlokin 1 (IL-1), I1-2, IFNy, grantilosit makrofaj koloni stimiile
edici faktr (GM-CSF), makrofaj koloni stimiile edici faktor (M-CSF) gibi sitokinler ve
TNFo’ min kendisi makrofajlardan TNFg yapimini arttirir. Transforme edici biiyiime
faktorll beta (TGFB), IL—4, IL-10 ve adenoviriis gibi uyarilar TNFo. yapimini azaltirlar.
INF, IFNy” min uyardigs 1L12 yaptmini baskilar (20). Boylece THI tipi sitokin yanitinin
baskilanmasiyla inflamasyonun siddet ve stiresi simirlanir. Uzun siireli TNFa, uyarimi hem
THI, hem de TH2 aracili immiin yamtlari sinirlayarak kronik inflamasyonla seyreden

hastaliklarin patogenezine 11k tutar (19,21).
4.4.1 TNFo. diizeyinin ayarlanmasi

TNFo sentezi transkripsiyonel, translasyonel ve post translasyonel olarak kontrol
edilir. Normal sartlarda gok diigiik diizeylerde tutulan TNFo. iiretimi, uyar1 varhginda

aniden artar (19).

Transkripsiyon faktérlerinin TNFq promotoruna baglanmasi, TNFo gen islevlerinin
diizenlenmesindeki ilk kontrol basamag:dir. Bu asamadaki kontrol son derece dnemli olsa

da; asil kontrol asamasi bundan sonraki asamadir (19).

TNFa geninin 3° UTR bélgesi tipk: diger sitokinlerde oldugu gibi, AU-zengin, hizli
pargalanma motifi igerir. Bu motif sayesinde mRNA hizli bir sekilde parcalanir.

Transkriptin stabilizasyonu 6nemli bir kontrol basamagidir (19).

TNFo ilk ¢nce pro-TNF olarak sentezlenir ve hiicre membranmin dis ylizeyinde
ifadelenir. Bu molekiil kendi bagina bazi biyolojik islevleri yerine getirebilse de, asil aktif
TNFo  molekiiliintin - olusmas: icin TNFa, converting enzim (TACE), gibi gesitli

proteazlarca pargalanarak serbest hale gelmesi gerekir (19).
4.4.2 TNFa etki mekanizmasi

TNFo’ min etkinligi yapisal olarak homoloji gésteren iki farklh reseptor (TNFRI1,
TNFR2) aracilifiyla olur. Her iki reseptér de transmembran glikoproteinler olup, hiicre dis
bolgelerinde sisteinden zengin motifler igerirler. Bu reseptorler eritrositler harig neredeyse

tim hiicrelerin yiizeylerinde bulunur. TNFR1, daha yaygmn olup TNFR2 daha ziyade
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endotel ve hematopoetik hiicre serilerinde bulunur, Bagigiklik sisteminin diizenlenmesinde

TNFR2’nin rolii daha belirgindir (19).

Hiicre ytizeyinde bulunan TNFq reseptorlerinin yani sira ¢oziintir halde salgilanmig
TNFo. reseptorleri de vardir., TNFg islevlerinin kontrolii bu salgilanmis TNFR’ler
tarafindan antagonize edilir. Deneysel sistemlerde TNFo.’ nin iglevlerini yerine getirmesini
engelledikleri gdsterilmistir. Kronik immiin aktivasyonla iliskili durumlarda ¢Ozlinmiis

TNFR miktarinda artis saptanir (19).

TNFa, TNFR1’e baglandiginda, hiicre igerisinde niikleer faktor kapa B (NF-xB) ve
AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerini aktive ederek proinflamatuar ve immiin diizenleyici

genlerin ifadelenmesine yol agar. TNFq, normal sartlarda apoptotik uyariy1 tetiklemez
(19).

TNFo, TNFRI1’e baglandiktan sonra, reseptdr trimerize olarak hiicre ici 8lim
bolgeleri (death domain) aktif hale gelir. TRADD isimli bir protein bu 6liim bolgelerine
baglanarak hiicre i¢i mesaji iletecek diger molekiiller igin baglanma bolgeleri olusturur,
Bunun sonucunda NF-xB, JNK/AP-1 gibi tfanskripsiyon faktérlerinin  aktivasyonu
saglanit. TRADD proteinine, FADD molekiiliin - baglanmast kaspaz sisteminin
aktivasyonuyla apoptosise neden olur (8). NF-«B aktivasyonu, IKK isimli kinaz tarafindan
IxB inhibitér proteinin fosforillenmesi ve NF-kB / IxB kompleksinden IxB’nin

ayrilmasiyla gergeklesir (19).
4.4.3 TNFa’nin antiviral etkileri

TNFua viral replikasyonu gesitli yollarla engelleyebilir. Hiicre tipi ve viriise gére viral
replikasyonun artmasina veya azalmasina neden olur, TNFa nin TNFR’ye baglanmasini
takiben, hedef hiicre aktive hale gelebilir, farklilagabilir veya 6lebilir. TNFa/TNFR aracils
immtin yanit1 kendi lehlerine kullanabilen baz viriisler, TNFo, uyarisiyla aktif hale gelerek,
yayilabilirler. Ayrica TNFa, enfeksiyonlara karg1 yanittan sorumlu olan efektor hiicrelerin,
enfeksiyon odagina toplanmasini saglayan sitokin-kemokin sistemi iginde énemli bir yere

sahiptir. Hiicreye viriis girisini engelleyebilir (19).
4.4.3.1 HBV enfeksiyonu ve TNFq

TNFa HBV enfeksiyonu patogenezinde ve konagin istilact organizmaya karsi

olusturdugu yanitta cok dnemli bir yere sahiptir,
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HBx proteini, hiicreyi TNFq aracilifiyla apoptotik 6ldiirtilmeye duyarl hale getirir
(22). Bu etkinlik TNFR miktarindaki artigla iliskili degildir. HBx, enfekte hepatositlerden
TNFo. tiretimini, bir transkripsiyon faktéri olan, NF-AT araciligiyla arttirir (23). NFAT’
nin defosforilasyonuna ve niikleusa translokasyonuna neden olur. Niikleusa gegen NF-AT,
HBx proteinin de rol aldif1 bir mekanizmayla Gald4-NF-AT kimerik kompleksi seklinde

TNFao ve diger sitokin promotorlarini aktive eder (19).

Kronik HBV enfeksiyonunda, hem hepatositlerde hem de infiltre eden mononiikleer
hiicrelerde yiiksek diizeyde TNFo, ve TNFR ifadelendigi goriiliir (1 9).

HBV enfeksiyonu, viriise 6zgii sitotoksik T lenfositlerinden salinan [FNy ve TNFaq
aracihifiyla smirlandirilir, IFNy ve TNFo’ nin enfekte hiicre sitoplazmasindaki HBV
tirtinlerini ve niikleusundaki cccDNA’y1 non sitolitik olarak ortadan kaldirabilme yetisi
vardir (19).

Deneysel modellerde agiri diizeyde TNFo. aktivitesinin, fare karacigerinde lenfositik
infiltrasyon ve nekrozla karakterize kronik hepatite neden oldugu, bu durumun anti TNF

antikorlar kullamlarak geri dondtirtilebildigi kisa bir stire énce gosterilmistir (24).
4.5 TUMOR NEKROSIS FAKTOR ALFA PROMOTOR POLIMORFIZMLERI

TNFa inflamasyon siirecinde son derece dnemli bir rol oynamasindan dolayr hem
otoimmiin hastaliklar hem de enfeksiyon hastaliklar: agisindan kritik bir éneme haizdir, Bu
6nemden doIﬁyldlr ki, TNFa. geninin islevlerinin diizenlenmesi, patolojik durumlarla olan
iligkileri her zaman arastiricilar i¢in cezbedici olmustur. Saglikli insanlar arasinda TNFq
diizeyleri biiytik farkliliklar gosterir (25). Toplumda az ve cok TNFa tireten bireyler
meveut oldugunun anlagiimasiyla TNF tiretiminin genetik olarak kontrolii konusundaki

farkliliklar: anlayabilmek amactyla pek gok ¢alisma yapimigtir,

Westendorp (26) yaptiz calismada meningokoksik menenjitli  bireylerin sag
kalimlarin belirleyen faktorlerden birinin de birinci derecedeki akrabalarinin TNF iiretme
kapasitesi oldugunu ispatlamugtir. Ayn1 ciimleden olarak tek yumurta ikizlerinin kan TNF
diizeylerinin uyum icerisinde oldugunu géstermislerdir. Galismalarinda TNF diizeylerinin
ayarlanmasinin hastalik seyrine énemli katk: sagladifin belirlemisler fakat bunun altinda
yatan genetik zemini agiklayamamuglardir.  Bu  ¢alismanin verdigi ilhamla TNF
promotorundaki tek niikleotid polimorfizmlerin  belirlenebilmesi igin  ¢alismalar

yapilmusgtir.
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TNFo. promotorunda 8 farkli DNA varyasyonu saptanmistir (25). Bu varyasyonlar ve

yerlesim bolgeleri asagida belirtilmistir:

a. -1031 T/C
b. -862 C/A
5 ~857GT
d. -575G/A
e. -376 G/A
f. -308 G/A
g -244 G/A
h. -238 G/A

4.5.1 TNFa. promotor polimorfizmlerinin islevsel 6nemi

Bu 8 varyantin transkripsiyon faktérlerinin DNA’ya baglanmasinda farkliliklar
yaratabilecegi dolayisiyla da TNFa mRNA ve protein diizeylerinde saptanan varyasyonlari

agiklayabilecegi dngdriilmiistiir (25).

Yapilan ilk ¢alismalarda TNFA promotor bolgesindeki polimorfik yapilarin; genin
islevini etkilemedigine dair kanitlar elde edilmigtir. Halbuki sonradan yapilan bazi
¢alismalarda TNFA promotor polimorfizmlerinin fenotipik degisikliklere neden oldugu

gbzlenmistir (25).

Bouma (27) yaptig1 calismada -308 A genotipine sahip bireylerin serumlarindaki
TNFA aktivitesinin daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Louis (28) ise -308A genotipli
saglikh bireylerin lipopolisakkaridle kargilastiklarinda daha fazla TNFA iirettiklerini
gostermistir. Wilson (29) ise RajiB hiicrelerine transfekte edilen -308A promotorunun 8§ kat

daha ytiksek bazal aktivitesi oldugunu belirlemistir.

TNFA promotorunun transkripsiyonel aktivitesi ile ilgili yapilan g¢alismalarin
birbiriyle ¢elisen sonuglar vermesinin sebebi, calismalara alinan denek sayisinin
yetersizligi, calisma grubunun heterojenitesi ve bireyler arasindaki bliytik degisimler

oldugu diistiniilmektedir (25).
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4.5.2 TNFo. promotor polimorfizmlerinin hastaliklarla olan iliskileri

TNFA promotorundaki polimorfizmlerin romatoid artrit (30,31), multipl skleroz
(32,33), Ankilozan spondillit (34,35), astim (36,37) gibi hastaliklarla iligkileri
gosterilmistir. TNF -308 A polimorfizminin gok basilli lepraya (38,39) kars koruyucu rolii
Brezilya ¢alismalarinda gosterilmistir, Klinik ¢aligmalarda yiiksek TNFA diizeylerinin agir
sitmayla iligkili oldugu anlagilmistir (25). Gambiya’da TNF-308A allelinin agir serebral
sitma ve dliimle iliskili oldugu belirlenmistir (40). Ayni grup’ daha sonradan yaptigi
¢alismada TNF-238A allelinin sitma kaynakli anemiyle iligkili oldugunu géstermistir.
Antagonistik  sitokin olan TNFa/IL10 diizeyleri arasindaki dengenin IL10 lehine
bozulmasiyla serebral malarya ve agir anemi gelistigi, May (41) tarafindan ortaya

konmustur,

TNFo ’min sepsis siirecinde iyi bilinen roliine uygun olarak; TNFa varyantlarinin
aragtirilmast gekici gelmistir. -308 bélgesindeki polimorfizm ve septik sok arasindaki
iligkiyi belirlemek igin Stuber (42) tarafindan yapilan ilk caligmada, her hangi bir baglant
bulunamamistir. Halbuki sonradan yapilan ¢alismada -308A allelinin kontrol grubundan
daha siklikla gérildiigi ve mortalitede 3.7 kat artisa neden oldugu gosterilmistir (43).
Benzer sonuglar Amerika’da travma sonrasi gelisen sepsis (OR:4,6) ve sepsise bagh

mortalite (OR:2,1) ile -308A genotipinin iliskili oldugunu gostermistir (44).

Ulkemizden TNFq promotor polimorfizmleriyle iliskili yayin son derece azdir. Ozen
(45) kotii seyirli juvenil idiyopatik artrit ile TNFao -308A genotipi iligkili bulunmugtur.
Karahan (46) pediatrik stroke grubunda kontrol grubuna kiyasla -308A genotipinde bir
farklilik saptayamamistir. Yazic1 (47) vitiligo {izerinde yaptifi calismada -308A
genotipiyle vitiligo arasinda iligki saptayamamistir, Akman (48) ise Behgetli hasta
grubunda yapmis oldugu calismada -1031C allelinin Behget hastalarinda daha sik
bulundugunu gdstermistir. Buna ek olarak Akman ve arkadaslar1 (48) -1031T allelinin
paterji test pozitifligiyle iligkili oldugunu ortaya koymuslardir. Arastiricilar -1071C/C
genotipli birey periferik kan mononiikleer hiicrelerinin lipopolisakkaridle karsilagtiklarinda

daha fazla diizeyde TNFq salgiladiklarim gostermislerdir (48).
4.5.3 HBV enfeksiyonunda TNF¢, promotor polimorfizmlerinin rolii

TNFa ’min HBV enfeksiyonunda oynadipy kritik roliin agiklanmasiyla TNFq

promotor polimorfizmlerinin HBV enfeksiyonu seyrine olan etkilerinin arasgtirtlmas: da
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aragtiricilar igin ilgi odag: haline gelmistir. Bazi ¢alismalarda HBV enfeksiyonunun dogal

seyrine olan etkileri bazilarinda ise tedaviye yanit aragtirilmastr.

Hoéhler (49) -238A polimorfizmiyle kronik enfeksiyon arasinda iligki kurarken benzer

iliskiyi -308A polimorfizmi igin saptayamamustur.

Miyazoe (50) Japonya’da yaptigi ¢alismada TNF promotor bélgesinin -238, -308, -
857, -863, -1031 bolgelerini tarad1f1 ¢alismada hastalik progresyonu ile TNF promotor
polimorfizmleri arasinda iligki kuramamistir. Aym calismada IL10 promotor polimorfizmi

hastalik progresyonuyla iligkili bulunmustur.

Kim (51) -308A allel varliginm ve -863A allel yoklugunun HBV enfeksiyonunun

tyilesmesiyle iliskili oldugunu gostermistir.

HLA-DRB bolgesi, HBsAg’nin 6nemli antijenik determinant: olan p36 — 146
bolgesine baglanma yetenegi daha ¢nceden gosterilmistir (52). Wang (52) Amerika’da
yaptigi ¢aligmada genetik faktsrlerin HBV astlamasina yanita olan etkilerini incelemistir,
Bu calismada HLA-DRB1*07 ve HIV enfeksiyon varligi asiya yanitsizlikla iligkili
bulmuslardir. Ayni ¢alismada IL2 ve IL4 lokusundaki tek niikleotid polimorfizmi ve
IL12B lokusunda insersiyon/delesyon varyantlarinin da HBV asilamasina olan etkileri
gosterilmistir. Bu calismada TNFa. (-308 ve -238), IL6, IL10 polim_orﬁzmleriyle aslya

yanit arasinda iligki bulunamanustur.

Lu (53) Cin’de yaptig1 ¢alismada -238G/A  polimorfizmiyle kronik HBV
enfeksiyonunun farkli seyirleri arasinda iligki kurmay1 bagarmstir.

Xu (54) -308A genotipli kronik hepatit B enfeksiyonu olgularinda serum TNFo,
diizeylerinin yiiksek oldugunu gostermistir. -308A genotipinin daha agir ve ciddi hastalikla

iligkisini saptayarak TNF g polimorfizmlerinin HBV progresyonuna katki saglayabilecegi

sonucuna varmiglardir.

Migita (55) yaptig1 ¢alismada TNFq -308, IFNy, IL6, IL10 gen polimorfizmlerinin
HCC ile iligkili olmadigm saptamigtir. Ayni ¢alismada TGFBI 10. kodon mutasyonunun

HCC ile iligkili olabilecegini vurgulanmistir,

Li (56) -238GA ve -857CC genotipinin kronik hepatit B hastalarinda, kendini

sinirlayan hastalifi olanlarla ve tagiyicilarla kiyasla daha sik oldugunu gOstermistir.

Niro (57) -308GG genotipinin tiim son evre dekompanse sirozlu hastalarda oldugunu

saptarken, kontrol grubunda GG genotipini %78 olarak bulmustur. Ayni ¢alismada, GG
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genotip aile hikAyesi olanlarin tamaminda pozitif olarak saptanmistir. TNFo, promotor

polimorfizmleriyle hastaligin klirensi arasinda bir iligki saptanmamustir.

Du (58) Cin’de yaptig1 ¢alismada -238GG genotipinin HBV  enfeksiyonunun
persistansiyla iligkili oldugunu gostermigtir. -857TT genotipi HBV klirensiyle iliskili

bulunmustur.

Li (59) -238GG genotipinin persistan enfeksiyonla 111$k1l1 -308 bolgesindeki

polimorfizmin iliskisiz oldugunu saptamigtir.

Yapilan ¢aligmalarin  bazilarinda TNFA promotor polimorfizmleri hepatit B
virtistintin spontan klirensiyle iligki oldugu kimilerinde ise iliskisiz oldugu gdzlenmistir.
Dogu Asya’dan yayinlanan arastirma raporlarinda bu iliski gézlenirken Avrupa kékenli
yayinlarda bu iligki kimi zaman saptanamamugtir. Sonuglar, irksal farkliliklarin HBV

enfeksiyon seyrini etkiledigini ¢agristirmaktadur.

Ayni zamanda ¢alismalarda metodolojik olarak olusan farkliliklar sonuca etki etmis

olabilir.

Serum TNFa diizeyleri KHB hastalarinda artmig olarak bulunmaktadir. Serum
diizeylerindeki bu artis karacigerdeki nekroinflamasyonun siddeti, fibrozisin evresi ve

serum transaminaz diizeyleriyle iliskili goriilmektedir.

Bu giine kadar iilkemizden KHB ile TNFA promotor polimorfizmlerinin muhtemel
iligkisini aragtran bir calisma yayinlanmamugtir. Halbuki Anadolu, Asya ve Avrupa
arasinda bir képrii olusturmaktadir. Genetik ¢esitlilifin bu kadar farkli oldugu bir toplumda
TNFa  promotor polimorfizmlerinin aragtirilmas:  ve gesitli  klinik durumlarla

iligkilendirilmesi elzemdir.

TNFo promotor bélge polimorfizmlerinin, KHB’ nin neden oldugu karaciger
nekroinflamasyonu, fibrozis evresi ve transaminaz diizeylerindeki artigla olan iliskisinin
belirlenmesi ve KHB hastaligimin, [FNa2b-+Hlamivudin ile tedavi basarist tlizerine olan

etkisinin belirlemek amaciyla bu calisma yapilmastir.
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5. MATERYAL ve METOD

5.1 Hasta Sec¢imi

Caligmaya Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim dalinda

HBeAg negatif KHB teshisi konulan 43 hasta alindi. KHB asagidaki kriterler g6z 6niine

almarak teghis edildi.

a.

b.

C.

HBsAg alt1 aydan uzun siiredir pozitif.

antiHBs negatif

AST ve ALT degerleri normalden en az 1.5 kat yiiksek
HBV DNA (RT-PCR) pozitif

Son bir ay igerisinde yapilmig ve Kronik hepatit histolojisi gdsteren karaciger

biyopsi incelemesi.

18 yagindan biiyiik erkek ve kadinlar

HBeAg, anti HCV, anti HIV, anti HDV negatif

antiHBe pozitif veya negatif

ANA <1/100 (IFAT)

Daha 6nceden kronik hepatit nedeniyle tedavi almanmus hastalar.

Portal hipertansiyon, karaciger dekompansasyon bulgular1 olmayan serum
albimin>3g/dl, T.Bilurubin<2g/dl, PT<1.5INR, assit: negatif,

5.2 Tedavi ve hastalarin takibi

HBeAg negatif Kronik Hepatit B teshis edilen hastalara lamivudine 100mg/giin
(Glaxo-Smith Kline Beecham, ABD) ve Interferon alfa2b 10MU (Schering Plough, ABD)

haftada 3 kez olacak sekilde baslandi. Hastalara ilk doz interferon tedavileri hastanede

yatirilarak uygulandi. Hastalar tedavi baslandiktan sonra ilk kez 15. giinde kontrole

cagrildiktan sonra éyllk olarak poliklinigimizde kontrole tabii tutuldular. Poliklinik

kontrolleri sirasinda tam kan sayimi, AST, ALT, amilaz diizeyleri aylik olarak, HBV DNA

diizeyi ise 3 aylk araliklarla takip edildi. Her ay kontrolleri sirasinda yan etkilerin

sorgulanmasi amaciyla 20 sorudan olusan bir anket hastalara uygulandi. Tiroit

disfonksiyonu diisiiniilen hastalar endokrinoloji  klinigiyle, duygu durum bozuklugu
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diistintilen hastalar psikiyatri klinigiyle konsiilte edildi. Hastalar toplam 1 y1l siireyle tedavi

aldilar,
5.3 Tedaviye yamt kriterleri
Hastalarin tedaviye yamtlars asagidaki sekilde degerlendirildi.

Tedaviye yanitsiz vakalar: 6 veya 12 aylik tedavi sonrasinda ALT degeri yiiksek,
HBV DNA pozitif olanlar

Tedavi sonu yanit: 12 aylk tedavi sonunda HBV DNA PZR ile negatif, AST/ALT

normal
Kalier Yanit: 18. ay sonunda HBV DNA PZR ile negatif, AST/ALT normal

Aragtirmamiz Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylandiktan sonra, deneklerden 2cc EDTA’li tam kan tiipiine cevresel kan &rnegi
alinarak, calisilincaya kadar 4°C’da saklandi. DNA izolasyonu, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon enzim kesimi ¢alismalart Selguk Universitesi Deneysel
Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi ve Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar
Anabilim Dali laboratuarlarinda yapildi. DNA asagida anlatildig sekilde izole edildi.

5.4 DNA izolasyonu
- Falkon tiiplerinin icerisine 10 ml soguk steril distile su konuldu.

- Bunun tzerine EDTA’] tilp igerisindeki periferik kandan 1 ml eklendi ve

pipetaj yapilarak homojen bir gekilde karigim saglandu.
- 4500°rpm de 3 dakika santrifiij edildi.

- Olusan stipernatan kismi dékiilerek pelletin falkon tiiptin dip kisminda kalmast

saglandi.

- Pellet’in tizerine 850 pl nuclei lyzis buffer eklendi ve pipetaj yapilarak pelletin

homojen hale gelmesi sagland.

- 37°C’de 10 dakika bekletildi ve tekrar pipetaj yapildi. Bu islem 3 kez tekrar
edildi.

- Homojen hale gelmis olan materyalin {izerine 850 ul kloroform eklendi ve

vorteks ile karigtirilip 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi.

- 13000 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi ve sonucunda faz olusumu sagland.
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- Ust tabakadaki seffaf kisim alinarak ayr bir ependorf igerisindeki 1 ml %96’ 11k
alkoliin tizerine eklendi ve alt iist edildikten sonra DNA yumak halinde gozle

gortiliir hale getirildi.

- 12000 RPM’de 4 dakika santriftyj edilip alkol dékiildii ve DNA ependorfun
dibine ¢oktiiriildii.

- Uzerine 200-500 pl %70°1ik alkol (etil alkol) eklenip 12000 RPM’de 3 dakika
santrifiij edildi, |

- %7071k alkol dékiiliip dip kistmdaki DNA’nin kurumas: i¢in ependorf ters

¢evrilip havada kurumaya birakildu,
- Havada kurutulan DNA steril distile su (150-300 pl) ile homojen hale getirildi.
- DNA, PZR analizinde kullanana kadar -80°C’de depolandi.
5.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

TNFa promotoru -238G/A tek niikleotid polimorfizmini arastirmak tizere Mspl
enzimi igin kesme bolgesi iceren hedef bdlge Du (69) tarafindan belirtildigi sekilde,

forward 5°- AGA AGA CCC CCCTCG GAA C -3’ ve

reverse 5’- ATC TGG AGG AAG CGG TAG TG -3° primerleri kullanilarak
¢ogaltilda.

TNFo. promotoru -308G/A polimorfizminin degerlendirilmesi igin Ncol enzim

kesim bolgesi iceren hedef bolge su sekilde,
forward 5’- AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT -3’ ve

reverse 5’- TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG -3’ primerleri kullanilarak
cogaltildi.

Her iki polimorfizmin ¢aligilmasi i¢in PZR 20 p.i’de gergeklestirildi. Reaksiyon;
- 1,6 Wl dATP, dGTP, dTTP ve dCTP (10 pmol)

- 2 ul 10xPZR tamponu

- 1 ul MgCly (25 mM MgCl,)

- 1,2 ul 10 pmol primer

- 11,8 pl steril dH,0
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- 0,4 ul DNA Taq polimeraz enzimi (Fermentas)
- 2 pl genomik DNA

igeren karigim ile gergeklestirildi. PZR Applied Biosystems GeneAmp PCR System
2700 model termal cycler’da yapildi. Her iki gen bélgesi igin ayri ayr1 PZR optimizasyonu
gergeklestirilerek agagida belirtildigi tizere PZR déngiileri gerceklestirildi.

TNFa promotor -238G/A polimorfizmi i¢in PZR dongiisii:
94°C’de 3 dakika bir déngii
- 94°C’de 0,15 dakika,
- 59°C’de 0,15 dakika, 10 dongii
- 72°C’de 0,15 dakika,
- 94°C’de 0,15 dakika,
- 57°C’de 0,15 dakika, 25 dongti
- 72°C’de 0,15 dakika,
- 72°C’de 3 dakika ve
- 4°C’de bir dongii
TNFa promotor -238G/A polimorfizmi i¢in PZR déngiisii:
- 94°C’de 3 dakika bir dongii
- 94°C’de 0,15 dakika,
- 37°C’de 0,15 dakika, 30 dongii
- 72°C’de 0,15 dakika,
- 72°C’de 3 dakika ve
- 4°C’de blir dongii
5.6 Jel Elektroforezi

Elde edilen PZR tiriiniinii olup olmadigim degerlendirmek igin %3’liik agaroz
(Agaroz Basica), TAE (Tris, Asetik asit ve EDTA) soliisyonu ile karigtirihp kaynatilarak
agaroz jel hazirlandi. Agaroz TAE icinde eritilip 50-60°C’ye sogutulduktan sonra EtBr
(10pg/ml Ethidium bromiir) ilave edildi. Jelde kuyucuklar olugturmak igin jel kabima

dokiilerek uygun taraklar yerlestirildi. Elde edilen PZR {iriiniinden 5 pl alinip yiiklemg
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boyasi (6 x loading dye, F ermentas) ile karigtirilarak kuyucuklara ylklendi. Jel 45 dakika
120 voltluk elektrik akimina tabi tutuldy, Ayrica gézlenen bantlarin beklenen bantlar olup
olmadigin tespit etmek i¢in pBR322 DNA/BsuRI (Fermentas) DNA ladder kullanild:. Jel
UV illiminator altinda degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda -238 ve -308 bolgeleri

igin sirastyla 152 ve 107bp biiytikltigiinde farkli bantlar gozlendi.

5.7 Restriksiyon Enzim Kesimi

Degerlendirme sonucunda geriye kalan 15 pl’lik PZR tirtininde Restriksiyon
Enzim kesimi yapild:. Restriksiyon Enzim kesimi igin 6 pl’lik karisim hazirlandi. 6 ul’lik

karisim i¢inde;
- 3,5 pl steril dH,0
- 2 pl Restriksiyon Enzim Buffer
- 0,5 ul Restriksiyon Enzimi
- TNFa-238 gen bolgesi icin Mspl (Promega, ABD)
- TNFa-308 gen bblgesi igin Neol (Fermentas, Ingiltere)

iceren karisim ile gergeklestirildi. Bu 6 pl’lik karisimlar PZR {iriiniiniin igerisine
eklendi ve etiivde 37°C’de 12-16 saat bekletild;.

Islem sonrasinda %3°liik agaroz jel hazirlandi. Elde edilen enzim kesimi tirtinii jele
yiiklendi. Jel 45 dakika 120 voltluk elektrik akimina tabi tutuldu ve gézlenen bantlarn
beklenen bantlar olup olmadifini tespit etmek igin pPBR322 DNA/BsuR] (Fermentas) DNA

ladder kullamildi. UV illiiminator altinda degerlendirildi.

Kesme sonucunda TNF¢-238 ve -308 bolgeleri igin elde edilen DNA biiytikliikleri

ve gosterdikleri polimorfizm asagidaki gibi degerlendirildi.

TNFa -238 TNFa -308
GG 132+20bp 87+20bp
GA 152+132+20bp 107+87+20bp
AA 152bp 107bp

5.8 Istatistik Analizler
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Caligma grubuna ait 6zellikler ve PCR-RFLP teknigi ile elde edilen degerlerde
SPSS10.0 programi kullanilarak Ki-kare analizi yapildi. Transaminaz degerlerinin, TNFq,
promotor polimorfizmleriyle olan iligkisinin bulunabilmesi igin Mann-Whitney U testi

kullanildi. Anlamllik seviyesi olarak 0,05 degeri alindu.

o
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6. BULGULAR

Hastalarin 6zellikleri

33 erkek, 10 kadin toplam 43 hasta galigmaya alindi. Hastalarin ortalama yaglari
38.23+10.53 idi. Hastalarin 13 tanesinde IFN tedavisi 24. haftadan sonra kesildi. Tedavi
kesme gerekgesi hastalarin 4’tinde yan etkiler, 7 hastada tedaviye yanitsizlik ve iki
hastamizda Sosyal Sigorta Kurumunun tedaviyi ddemeyisiydi. Hastalar, IFN tedavisi

kesildikten sonra lamivudine tedavisine devam ettiler.

Transaminazlar tizerine TNFa promotor polimorfizlerinin etkisi

Hastalarin baslangic AST ve ALT degerleri ortalama degere gore yeniden
siniflandinldi. Mann-Whitney-U  analiziyle promotor polimorfizmleriyle transaminaz
degerleri arasindaki iliski arastirildi. TNFo. -238 ve -308. bil gelerindeki polimorfizmleriyle

transaminaz yiiksekligi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmadit.

Histolojik Aktivite tizerine TNFo, promotor polimorfizmlerinin etkisi

Hastalarin Histolojik aktivite (HAI) puanlar1 ve evreleme Knodell’e gore yapildi. HAI
puani 9 ve tizerinde olanlar ciddi KHB, 8 ve altinda olanlar ise hafif KHB olarak
degerlendirildi. Histolojik olarak evre II hafif KHB olarak tanimlanirken, evre 111, IV ve V
ciddi KHB olarak kabul edildi. HAI] puanina ve evreye gore ciddi KHB olarak
degerlendirilen gruplarla, hafif KHB olarak degerlendirilen gruplar TNFa promotor
polimorfizmleri agisindan arastirildi. TNFo, promotor -238 ve -308 bolgelerindeki

polimorfizmlerin KHB” nin ciddiyetine katkida bulunmadigi bulundu.

Tedaviye Yanit

Hastalarin ortalama aspartataminotransferaz (AST) ve alaninaminotransferaz (ALT)
degerleri tablo 1°de 8zetlenmistir. Baglangig degerleriﬂe kiyaslandiginda 6, 12 ve 18.

aylarda istatistiksel olarak anlamli azalmalar saptanmistir,
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Tablo 1: KHB hastalarinm ortalama AST/ALT degerleri

Transaminaz ~ Baslangic 3. ay 6. ay 12. ay 18. ay
AST 68.0 56.71 40.68* 2T.05% 28.34*
ALT 108.32 69.42 50.39** 2B.3 7+ 38.031%

e p=0.000 baslangigc AST degerleriyle kiyaslandiginda
e **p=0.000 baslangi¢ ALT degerleriyle kiyaslandiginda

Hastalarin ortalama HBV DNA diizeyleri tedavi basladiktan sonra hizla azaldi, 3,6, 12
ve 18. aylarda &l¢iilen HBV DNA diizeyleri baslangi¢ degerlerine gére anlamli olarak

azaldi.

7 hastada (%16.2) tedaviye yanit elde edilemezken, hastalarin %83.8’sinde tedavi sonu
yanit elde edildi. Tedavi sonu yanit elde edilenlerden de 4 kiside, interferon kesildikten
sonra viral rebound ortaya gikt1, Takip siiresi sonucunda hastalarin %67.4’inde virolojik ve
biyokimyasal yamt devam etmekteydi (kalicr yanit). Tedaviye kalict yanitla, cinsiyetin,
baslangic HAI puani ve histolojik evrenin, ALT ve HBV DNA diizeylerinin iliskili

olmadig1 saptandi.

TNFa promotor polimorfizmleri ve tedaviye yanit

TNFa promotor bélgesindeki polimorfizmlerle tedaviye yamt arasindaki iliski
aragtirildi (Tablo2, 3). Tedaviye yanit vermeyen, tedavi sonu yanit veren ve kalici yanit
gosteren hastalarin TNFa promotor genotipleri tablo 4°de gosterilmistir. Kalici yanit veren
hasta grubuyla diger hastalar TNFa promotor polimorfizmi agisindan kiyaslandi. Kalici
yamt veren hasta grubunun TNFo promotor -238 ve -308 boélgelerindeki tek baz

polimorfizmleri agisindan diger gruptan farkli olmadifi bulundu (Tablo 5).
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A . G

Tablo2: TNFa -238 promotor polimorfizmlerinin PZR-RFLP ile gésterilmesi M, DNA
marker, sira no:1 PZR iirtinii (152bp), sira2: genotip: AA (152bp), sira 3,7,10,11: genotip
GA (152+132+20bp), sira 4,5,6,8,9,12,13: genotip GG (132+20bp).

M 12 13

1 2 3 M4 5 6 7 M 8 9 10 11

Tablo 3: TNFa. -308 promotor polimorfizmlerinin PZR-RFLP ile gosterilmesi M, DNA
marker, sira no:1 AA allel (107bp), sira 2,4,6,7,8,9,10: genotip GG (87+20bp), sira 3,5
genotip GA (107+87+20bp), sira 4,5,6,8,9,12,13: genotip GG (132+20bp).

1 23 M4 5 6 M 7 8 9 10
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Tablo 4: Genotiplere gére hastalarin tedavi yanitlar

Gen Bolgesi Yamt  vermeyen Tedavi sonu yanmit veren Kalict  yanit veren
hasta sayisi hasta sayisi hasta sayis1
-238 GG 4 3 29
GA 3 1 3
-308 GG 6 4 28
GA 1 - 4

Tablo 5: Yeniden gruplandirma yapildiktan sonra kalici yamt veren hastalarla kalici
yamt vermeyen hastalarin TNFo. promotor polimorfizmi yOniinden kiyaslanmasi.
Yanit
Gen bolgesi Tedavi sonu yanit + Kalic1 yanit verenler P
yanit vermeyenler

-238 GG o 32 0.119

GA | 3 4
-308 GG 6 32 0.957

GA 1 4
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7. TARTISMA VE SONUC

HBV. endemik oldugu bolgelerde, karaciger kanser ve karaciger yetmezligine sebep
olabilmesi sebebiyle, 6liime yol agan énemli saglik sorunlarindan birisidir. ABD’de yilda
5000 kisinin HBV nedeniyle gelisen karacier hastaligindan dolayr kaybedildigi
bilinmektedir. HBV enfeksiyonunun seyrine sadece viriisiin viriilanst etki etmez. Konak

faktorleri de hastaligin seyri konusunda etkilidir (39,50,60).

HBV’ ye karsi baglangigta yetersiz immiin yamit olusturan bireylerde HBV
enfeksiyonunu kroniklesmektedir. Yas, kroniklesmeyle ilgili bilinen en onemli risk
faktoriidiir, Enfekte infantlarin %90°inda, gocuklarin %50’sinde ve eriskinlerin %5’inde

enfeksiyon kroniklesmektedir (13, 50, 60).

Ayrica HBV/HIV koenfeksiyonu olan, transplant hastalari ve immiin yetmezligi
bulunanlarda HBV enfeksiyonunun kroniklestigi bilinmektedir. HBsAg ‘a’ determinant

mutantlari, HBV genotipleri, kor promotor mutantlarinda enfeksiyon kroniklesebilmektedir
(50).

HBV’nin temizlenmesi i¢in dogal ve edinsel mekanizmalarin diizgiin calismas:
gereklidir. Akut, kendini sinirlayan HBV enfeksiyonunda gok yénlii, gii¢li, HBV yiizey ve
polimeraz antijenlerine karsi gelismis poliklonal immiin yanit sebebiyle, HBV DNA
klirensi daha klinik bulgular ortaya gikmadan saglanir. Béylesine giiglii bir yanit karaciger
dokusunda artmis TNFo ve IFNy diizeyleri ve Thl tipi immiin yanitla saglanir (50,61-62)

TNFo’ nin HBV enfeksiyonunun sinirlanmasindaki rolii ¢esitli ¢alismalarla ortaya
konmustur. TNFa, HBV kor protein promotorunun ifadelenmesini engeller. TNFa, sitolitik
olmayan bir sekilde HBV’nin enfekte hiicre igerisinde ortadan kaldirilmasina neden olur.
TNFa, in-vitro olarak HBV mRNA’min pargalanmasina neden olmaktadir. Gene TNFa
blokérii alanlarda, HBV enfeksiyonunun alevlendigi bilinmektedir (61,62). TNFa
hepatoselliiler hasarda rol oynarken, serum TNFo diizeylerinin hastaligin” seyriyle olan

iligkili oldugu, KHB’li hastalarda oldukea arttig1 saptanmustir (63,64).

Daha énce Alman galigma grubu iizerinde Héhler’in (49) yiiriittiigii ¢alismada, HBV
klirensi gosteren vakalarin %94’{inde, KHB vakalarinin %75’inde ve kontrol grubunun
%93’tinde G/G genotipini saptamigtir. -238GG genotipinin HBV klirensiyle iliskili
oldugunu gostermistir. Halbuki Miyazoe (50), Japonya’dan bildirdigi ¢alisma grubunda -
238A genotipinin ¢aligma grubunun %5’inden daha azinda bulundugunu saptamustir.

Miyazoe, kroniklesmeyle -238. pozisyondaki polimorfizmi iliskisiz bulmasini etnik
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farkliliklara baglamistir. Miyazoe (50), Avrupa ve Asya niifuslari arasinda saptanan farkin

enfeksiyonu edinme yas1 ve geklini de etkiliyor olabilecegini 6ne stirmiistiir,

Miyazoe’nin griisiiniin aksine Lu (53) yaptig1 ¢alismada, Cin popiilasyonunda HBV
klirensi gosterenlerde -238 GG genotipinin, kronik hepatitli bireylere kiyasla daha siklikla
goriildiigiint gostermistir. Benzer sekilde Li (56), Cin’de yiiriittiigii aragtirmada, -238 GG
genotipinin dogal bagigiklik gdsteren bireylerde KHB’li ve HBV tastyict bireylere kiyasla
daha sik gériildiigiinii gﬁzlen&lemistir. Du (58) ve Li (59) kendilerinden &nce Cin’de
yapilan galigmalari dogrular sekilde -238GG genotipini hastaligin  sebat etmesiyle
iligkilendirmistir. Niro (57), Italya’dan bildirdigi ¢alisma sonucunda, -238. pozisyondaki
polimorfizmin HBV seyrini etkilemedigini bulmustur, Asya kokenli ¢alismalarda KHB
grubunda %83.9-98 oraninda -238GG genotipi saptanirken, Avrupa kékenli calismalarda

bu oran %75-88 olarak bulunmustur,

Hastahigin ciddiyetiyle ilgili daha 6nceden yapilan calismalarda Hohler (65), Baret
(66) ve Dai (67) Kronik Hepatit C (KHC) hastalarinda -308 GA polimorfizminin fibrozis
ve héstahgm ciddiyetiyle iligkili oldugunu bulmuslardir. Halbuki Romero-Gomez (68)
yaptifi ¢aligmada benzer bulgulara ulasamamugtir. Hohler (65), Baret (66) tarafindan
yapilan ¢alismalarda -238GA polimorfizmiyle KHC® ye bagh ciddi karaciger rahatsizlig
arasinda bir iligki gosterilebilmis olsa da, Dai (67) bu iliskiyi kendi calismasinda

gésterememistir,

Bizim galismamiz KHB hasta grubunda yapilan ve hastaligin ciddiyetiyle TNFa
promotor -238 ve -308 polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirmasi bakimindan ilk
¢aligmadir. Daha 6nceden bildirilen ¢alismalarda antiHBe pozitif hasta grubunda AST ve
ALT diizeylerinin karaciger histolojisindeki hastaligin siddetiyle iliskili oldugunu ortaya
koymustur (69).

Calismamizda yiiksek transaminaz diizeylerinin antiHBe pozitif hasta grubunda
TNFo promotor -238 ve -308 bolgelerindeki tek baz polimorfizmleriyle iligkinin
olmadigim gosterdik. Sonuglarimiz daha énceden TNFa promotoru -308 bélgesindeki tek
baz polimorfizmini aragtiran  Suneetha (70)’nin sonuglariyla uyumlu olarak

degerlendirilmistir.

Caligmamizda yiiksek HAI puanina sahip hastalarla, HAI puani diisiik hasta grubu
kiyaslandifinda, TNFo’ min serum diizeylerini etkiledigi gosterilen promotor bolge

polimorfizmleri agisindan gruplar arasinda fark olmadigi bulunmugstur. Kiki (63) ve

Lt
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arkadaglari KHB hastalarinda serum TNFa diizeylerinin, HAI puanina bagl olarak
artarken, siroz evresinde Child skoru yiikseldikge TNFa diizeylerinin diistiigiini
gozlemlemiglerdir. Elde ettigimiz sonuglar, Kiki (63) tarafindan gosterilen TNFa diizey
artignin TNFo. promotor -238 ve -308 bélgelerindeki tek baz polimorfizmine bagl
olmayabilecegini géstermektedir. KHB hastalarinda artmig serum TNFo diizeyinin sebebi
virlise karsi olusan dogal immiin yamt sebebiyle oldugunu diisiinmekteyiz. TNFa
biyosentezinin asir1 promotor aktivasyonundan ziyade oncellikle artmig virolojik uyar

neticesinde olustugu kanaatindeyiz.

Bulgularimiz daha ¢nce KHB hasta grubunda hastalik ciddiyeti tizerinde arastirma
yapan Suneetha’min (70) TNFo promotor -308 gen bolgesi igin elde ettigi verilerle
uyumludur. Suneetha (70) KHB enfeksiyonunun ciddiyetini TNFpB ve Vitamin D Reseptsr
(VDR)* deki polimorfizmlerle olan iliskisini gosterirken, TNFo -308 bolgesindeki tek

ntikleotid polimorfizminin hastalik ciddiyetine etki etmedigini géstermistir.

INFo promotor -238 ve -308 bolgelerindeki tek baz mutasyonlariin fibrozis
evresiyle iligkili olmadigini bulduk. Calisma sonug¢larimiz Suneetha (70) ve arkadaslarinin
sonuglartyla uyumlu olarak degerlendirildi. llging olarak KHC soz konusu oldugunda,
TNFo, promotor -238 ve -308 polimorfizmlerinin hastaliginin ciddiyetine etki etmektedir.
Halbuki KHB i¢in durum farklidir. Bulgular her iki viriise karsi olugan immiin yant

farklihigini bir kez daha destekler niteliktedir (61,62).

Cahymamizda bir yil siireyle verilen [FNa+amivudine kombinasyon tedavisiyle
hastalarn ~ %83.8’inde  tedavi sonu yamt elde edilmisti. Lamivudine+iFNa
kombinasyonuyla tedavi sonunda elde ettigimiz sonuglar daha 6nceden rapor edilen
sonuglarla uyum igindedir. Karabay (71) kalict yanit1 %53 dlizeyinde saptamis olup bizim
elde ettigimiz %67.4 oranina nazaran daha diisitk bir degerdir. Daha 8nceden Economou
(72) tarafindan yapilan galigmada tedavi sonu yamti %88 olarak bulunmugtur. Aym
¢aligmada kalici yamit agisindan kombinasyon tedavisiyle lamivudin direngli mutantlarin

ortaya gikmasinin engellenebildigi gosterilmistir.

antiHBe pozitif vaklarin tedavisindeki en 6nemli g’iic;lf.ik, tedavi kesildikten hemen
sonra vireminin yeniden baglamasi ve ALT degerinin yiikselmesidir. Dolayisiyla tedavi
antivirallerle uzun siire devam ettirilebilecegi giiniimiizde dahi onerilmektedir (73).
Caligmamizda elde edilen yiiksek kalici yanit oranlarimin lamivudin tedavisinin devam

etmesiyle agiklayabiliriz.
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King (74) daha 6nce yapmig oldugu galismada IFN sinyal yolaklarinda yer alan elF-
20 ve HBV MxA genindeki polimorfizmlerin KHB’nin [FNo, tedavisine yanitini
belirlemede etkili oldugunu gostermigtir. Chan (75), InterlokinlB  polimorfizminin
interferon tedavisine yanitta rolii oldugunu ortaya koymustur. Calismamizda ayrica TNFq

promotor -238 ve -308 bolgelerindeki polimorfizmlerin tedaviye yaniti etkilemedigini
bulduk.

Daha 6nce KHC hastalarinda yapilan bir ¢alismada hastaligin’ TNFa, promotor -308
genotipinin hastahk ciddiyetiyle iligkili oldugu halde, IFNo’ ya yamtla iliskili olmadig
gosterilmigtir (76). Her ne kadar, hasta gruplarmiz farkli da olsa, TNFq promotor
polimorfizmlerinin IFNa tedavisine yamti etkilemedigi gériilmektedir. Sonuglarimiz [FNa
aracili anti-HBV yanitin ve viral replikasyonun engellenmesinin TNFg hari¢ diger

yolaklarla olugtugunu diisiindiirmektedir.

Son zamanlarda yayinlan raporlarda TNFa promotor -238 ila -244 niikleotidlerinin
metilasyona ugrayabilecegini gostermektedir. Metilasyonun DNA transkripsiyonu ve
promotor iglevlerini etkiledigi bilindiginden; TNFo. promotorundaki bu degisimlerin TNFq

ifadelenmesini diizenleyebilecegi unutulmamalidir (47).

TNFo gen bélgesiyle ilgili bir énemli husus ta, bu bélgenin MHC gen bolgesiyle
baglant: esitsizligi igerisinde (linkage disequilibrium, L.D) olmasidir, LD, birbirine komsu
bolgelerin rasgele bir sekilde olmadan iliskiye girmesidir (47). Sonuglarimiz, TNFao gen

promotorunun LD igerisinde bulundugu MHC lokusu tarafindan da etkilenmis olabilir.

TNFo promotor bélgesindeki polimorfizmlerin hastaliklarla veya hastalik seyriyle
olan iliskilerini belirlemek icin yapilan galismalar gittikge artmaktadir. Polimorfizm
¢alismalarinda hangi sonucunun « apriori olduguna ve hastaliga katki derecesine karar
vermek glictiir. TNFa promotoru gibi daha pek ¢ok geni igeren calismalar sonucunda, bu

etkinin énemli mi yoksa énemsiz mi olduguna karar verilebilecektir (47).

Ozetle c;ahsmaﬁnzda, TNFo. promotoru -238 ve -308. noktalarindaki tek baz
polimorfizmlerinin KHB’ de gozlenen histolojik aktivite, fibrozis evresine ve tedaviye
yanita etki etmedigini bulduk. antiHBe pozitif vakalar arasinda kimlerin tedaviye yanit
vereceginin tedavi ncesi Sngériilerek tedavi planinin buna gére yapilabilmesi igin daha

genis ve kapsamli calismalara ihtiyag vardur.
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8. OZET

Amag: HBeAg negatif kronik hepatit B enfeksiyonunun ciddiyetine ve interferon alfa
+ lamivudin kombinasyon tedavisine verilen yanitlarin 6ngériilmesinde TNFo promotor

polimorfizmlerinin roliiniin arastirilmas:

Hastalar: Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari Kliniginde 2002 — 2007
yillar1 arasinda HBeAg negatif Kronik Hepatit B tanistyla takip edilen 43 hasta galismaya
alindi. Karaciger biyopsileri hastanemizde yapildi. Hastalara bir }’li stireyle haftada ii¢ kez
interferon alfa2b 10MU ve lamivudin 100mg/giin tedavisiyle tedavi edildiler. Hastalar

aylik olarak poliklinikte kontrol edildiler.

Bulgular: Nekroinflamatuar ve fibrozis skorlar1 agisindan ciddi kronik hepatit olarak
degerlendirilen hastalarla, daha hafif diizeyde nekroinflamasyona ve fibrozise sahip olan
hastalar arasinda TNFa promotor -238 ve -308 tek baz polimorfizmi agisindan il.iski
saptanmadi. Tedaviyle birlikte 3 ay icerisinde hastalarin AST ve ALT diizeylerinde
istatistiksel anlamli azalmalar elde edildi (p=0.000). %16.2 hastada tedaviye yamt elde
edilemedi. Kalic1 virolojik ve biyokimyasal yamit hastalarin %67.4’iinde saptand1. Kalict
yanit veren hastalar ve kalici yanit vermeyen hastalar TNFo. promotor polimorfizmleri

agisindan kiyaslandiginda iki grup arasinda fark saptanmadi.

Sonug¢ ve Tartisma: TNFa promotor -238 ve -308 bélgesindeki tek baz
polimorfizmleri Tiirk popiildsyonunda KHB enfeksiyonunun ciddiyetine ve hastaligin

antiviral tedaviye yanitina etki etmemektedir.
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9. SUMMARY

Aim: To investigate whether TNFa promoter polymorphisms affect disease severity
and response to interferon alpha plus lamivudine combination therapy in HBeAg negative

chronic hepatitis B patients.

examination before the onset of treatment. Patients received interferon alpha 2b 10MU tiw
and lamivudine 100mg/day combination therapy for a year. Routine follow-ups were
carried-out at out-patient clinics of our department. TNFq promoter polymorphisms at
positions -238 and -308 were studied by PCR-RFLP.

Results: Patients diagnosed to have severe hepatitis as a result of higher
necroinlamatory and fibrosis scores and higher AST/ALT levels were compared with
patients who had milder disease. No statistically significant difference was found between
patients with severe disease and milder disease in terms of TNFa promoter -238 and -308
polymorphisms. 24 week after commencement of antiviral treatment AST and ALT levels
were decreased significantly with respect to initial values. 16.2% of patients did not
respond to treatment whereas sustained response was achieved in 67.4% of patients. Once
again, no statistically significant difference was found between sustained responders and

nonresponders in terms of TNFq promoter -238 and -308 polymorphisms.

Discussion: TNFq, promoter polymorphisms at position -238 ve -308 do not
contribute to disease severity and response to antiviral treatment in Turkish chronic

hepatitis B patients.
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