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OZET

Diinya niifusunun yaklasik iicte biri Hepatit B virusu (HBV)'na maruz kalmis olup, bunlarin 400 milyon
kadarinda kronik hepatit B hastaligi oldugu diistiniilmektedir. Hepatit B hastaligi kroniklestiginde tedavi
edilmedigi takdirde ilerleyerek karaciger sirozu ve Raraciger kanserine neden olurken, hepatit B
tastyicilariin (inaktif hepatit B enfeksiyonu) cogunda semptomlara rastlanmamakta ve bireyler saglikli
goriinmektedir. HBV eriskin insanlara bulastiinda %5-10 civarinda kroniklesirken yenidogan ve erken
cocukluk caglarinda bulastiginda ise ¢ok daha yiiksek oranlarda kroniklesme goriilmektedir. Kronik hepatit
B enfeksiyonu hastarun immun sistermini devreye sokarak belirli immun cevaplarin olusmasina neden
olmaktadir. Bu cevaplar ise Risinin genetik yapisina bagli olarak farkliliklar gostermektedir.

Bu ¢alismanin amaci, HBV tagiyicilarinin genetik yapilarindaki farkliliklarin immun cevabin gelismesini
saglayan sitokinlerden interlékin-10'un (IL-10) diisiik veya yiiksek miktarda salgilanmasina neden olmasti
sonucu, Riside hepatit B hastaliginin kronik veya asemptornatik olarak goriilmesine etkili olup olmadiginin
arastirilmasidir.

Arastirmada 18 kronik hepatit B hastasi, 17 hepatit B tastyicist ve 34 saglikli kontrol gruplarindaki bireylerin -
1082, -819 ve -592 konumlarindaki IL-10 sitokin polimorfizmleri incelenmistir. Bunun icin amplifikasyon
refrakter mutasyon sistemi - polimeraz zincir reaksiyonu (ARMS-PCR) uygulanmustir. Elde edilen veriler, -1082
konumundaki AA ve AG genotiplerinin kronik hepatit B hastalart ve asemptomatik tagiyicilar arasinda
anlamli bir farklilik yarattigiu géstermistir (swrasiyla, p= 0.009 ve 0.003). Ayrica, saglikli kontrollerde ve
asemptomatik tastyicilarda ATA haplotipi daha sik goriiliirken, kronik hepatit B hastalarinda ACC
haplotipinin daha yaygin oldugu goriilmdtistiir. Sonug olarak, bu calismada HBV tastyicilarinin kronik hepatit
B hastaligi gelistirmesi ya da asemptomatik tastyici olmasi ile IL-10 sitokininde goriilen genetik farkliliklarin
iliskili oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Kronik hepatit B, hepatit B tagtyicisi, ARMS-PCR, interlokin 10, sitokin.
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SUMMARY

Interleukin 10 (IL-10) Cytokine Polymorphism in Patients with Chronic Hepatitis B and in
Asymptomatic Hepatitis B Carriers

About one-third of the world's population is infected with the hepatitis B virus (HBV); 400 million of them are
considered to have chronic hepatitis B infection. Chronic hepatitis B may lead to cirrhosis and hepatocellular
carcinoma, whereas most hepatitis B carriers (inactive hepatitis B infection) present no symptoms and are
healthy individuals. While 5-10% adult cases with HBV become chronic, this rate is higher in newborns and
early childhood periods. Chronic hepatitis B infection leads to certain immune responses by activating the
immune system of the patient. These responses vary with respect to individuals' genetic structures.

The aim of the present study was to determine whether interleukin-10 (IL-10), which improves the immune
response, affected the course of hepatitis B infection, such as chronic or asymptomatic, because of high or low
levels of IL-10 due to different genetic structures of HBV carriers.

In the present study, IL-10 cytokine polymorphisms at -1082, -819 and -592 positions were investigated in 18
chronic hepatitis B patients, 17 HBV carriers and 34 healthy controls. Amplification refractory mutation system
- polymerase chainreaction (ARMS-PCR) was performed.

The AA and AG genotypes at position -1082 was significantly different (p= 0.009 and 0.003, respectively)
between chronic hepatitis B patients and HBV carriers. Haplotype analysis revealed that the ATA haplotype
was more prevalent in healthy controls and HBV carriers, whereas ACC was more prevalent in chronic
hepatitis B patients.

In conclusion, the present study concluded that the genetic differences in IL-10 cytokines might be associated

with the course of HBV infection.

Keywords: Chronic hepatitis B, hepatitis B carriers, ARMS-PCR, IL-10, cytokine

GIRIS

Hepatit B asilan oldukca koruyucu olmalarina
ragmen, Hepatit B virusu (HBV) enfeksiyonu kiire-
sel bir saglik problemi olmaya devam etmektedir.
Diinyada yaklasik iki milyar insamin bu virusa
maruz kaldig1 ve bunlarin dort yiiz milyonunun
kroniklestigi ayrica her yi1l 10-30 milyondan fazla
insanin da bu virusla bir sekilde enfekte oldugu
aciklanmustir (1, 2). Kronik hepatit B hastalarinin
yuzde besi her yil siroz ya da karaciger kanserine
yakalanarak, bu hastaliktan veya komplikasyon-
larindan dolay1 hayatini kaybetmektedir (3, 4).

HBV enfeksiyonunda, virusun genotipi ve
tasiyicinin  genetik immun yapisi, gerek klinik
seyirde ve gerekse tedaviye yanitta 6nem tasimak-
tadir (5). Sitokinler immun sistemi diizenlemede
onemli rol oynarlar. Sitotoksik T lenfositlerinin
(CTL), makrofajlarin, dogal oSldiiriicti hiicrelerin
(NK) ve graniilositlerin aktif hale gecmesi, biiyii-
mesi ve farklilasmasi gibi fonksiyonlarn da iceren
cok genis calisma alanlarina sahiptirler. Coklu allel
genetik polimorfizmlerin insanlarda cesitli sitokin-
lerin ekspresyonunu ve uretimini etkileyebilecegi
gosterilmistir (6). Ayrica, bu polimorfizmlerin
cogunun otoimmun ve bulasic1 hastaliklar

tizerinde rol oynadig1 belirtilmistir (7). Sitokin
polimorfizmlerini etkileyen bazi faktorler, tasiyici-
nin virusa verdigi tepkiyi ve HBV enfeksiyonunun
sonuclarini kontrol etmektedir. Yapilan arastir-
malar, sitokin sentez seviyelerinin diisiik veya
yuksek olusunun, baz sitokin genlerinin promotr
bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmleriyle
iliskili oldugunu gostermistir (8). Bu sitokin gen
polimorfizmlerinin, HBV enfeksiyonundan dogan
karaciger hastaliklarinin derecesiyle ve hastaligin
gelisme mekanizmasiyla baglantih oldugu tespit
edilmistir (9).

[L-10 gen polimorfizminde belirlenmis bolgelerin
basinda -1082 (A/G), -819 (C/T) ve -592 (A/C)
biallelik bolgeleri gelmektedir. Bu bolgelerdeki
baglantilardan yola cikilarak ti¢ haplotip kurul-
mustur: ATA, GCC ve ACC (8). GCC yiiksek seviye,
ACC orta, ATA ise diisiik seviye IL-10 sentezini
tetikleyen haplotipler olarak belirlenmistir (10,
11). Daha 6nce Cin (12, 13), Kore (14, 15) ve
Japonya'da (16, 17) yapilan calismalarda, bu ¢
bolgedeki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNPs)
ve haplotiplerin hepatit B enfeksiyonunun sonuc-
lartyla baglantili oldugu gosterilmistir. Bu ¢calisma-
da IL-10 sitokininin -1082 (A/G), -819 (C/T) ve -592
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(A/C) pozisyonlarindaki polimorfizmlerinin,
kronik hepatit B hastalan ve asemptomatik tasiyi-
cilar arasindaki baglantilar iliskilendirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Calisma Ornekleri

Calismada 18 kronik hepatit B hastasi, 17 asempto-
matik hepatit B tasiyicisi ve 34 saghikli kontrol iceren
3 grup incelenmistir. Kan o6rnekleri, Haydarpasa
Numune Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'n
dan temin edilmistir. calisma retrospektif olarak
gerceklestirilmis ve kan 6rneklerinden analiz icin
etik komite ve bireylerin onaylan alinmistir. Ornek
kriterleri su sekildedir:

a. Kronik Hepatit B Hastalar1

Kronik hepatit B'li hastalarda en az 6 ay
boyunca hepatit B yiizey antijeni (HBsAg)
ve anti-HBc (total) pozitif ve serum HBV
DNA seviyeleri mililitrede en az 5 pg olarak
belirlenmistir. Ayn1 zamanda normalin
lzerinde serum alanin amino-transferaz
(ALT) ve aspartat amino-transferaz (AST)
seviyeleri goralmustir.

b. Asemptomatik Tasiyicilar

HBV bulasmis ancak hicbir belirti goster-
meyen bireyler, normal diizeyde serum ALT
ve AST seviyelerine sahip ve anti-HBe
pozitif hastalar asemptomatik tasiyicilar
grubuna dahil edilmistir.

c. Kontrol Grubu

HBsAg negatif, karaciger fonksiyonlar
normal, akut/kronik hepatit B gecmisi ya da
HBV agis1 olmamus bireyler kontrol grubun-
dayer almistir.

Hepatit C, D ya da HIV ile enfekte olmus, karaciger
hastalig1 bulunan, 3 aydan uzun siiredir diizenli
ila¢c kullanan ya da otoimmun hepatit belirtisi
gosteren bireyler calismaya katilmamustir.

DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA'lar; numunelerden alinan 200 uL
periferik kandan, Qiagen (ingiltere) DNA izolasyon
kiti kullanilarak tiretici firmanin talimatlart dogrul-
tusunda ekstrakte edilmistir. Hiicre zarn ve hiicre-
nin diger kisimlari, Proteinaz K ve liziz tamponu ile
56°C'de inkiibe edilerek parcalanmistir. Genomik
DNA, yikama tampon soliisyonuyla saflastirl-
diktan sonra eliisyon tamponui le elde edilmistir.

Genotip Belirleme

IL-10 polimorfizmin -1082 (A/G) ve -819 (C/T)
pozisyonlarindaki genotipleri, amplifikasyon
refrakter mutasyon sistemi polimeraz zincir reak-
siyonu (ARMS-PCR) ile belirlenmistir. -819 pozis-
yonundaki tek niikleotid polimorfizmi (C/T) ile -
592 pozisyonundaki polimorfizm (A/C) ile karsilikli
baglantis1 -819 T alleli ile -592 A alleli, -819 C alleli
ile -592 C alleli seklinde oldugundan -592 pozisyo-
nundaki alleller icin ek ¢calisma yuritilmemistir.

2.5 uL. 10X Tsg Reaction Buffer (Bio Basic, Kanada),
2.5 uL. 20 mM MgSO4 (Bio Basic, Kanada), 0.5 uL. 10
mM dNTP (Sigma Aldrich, ABD), 0.15 ul. Tsg DNA
Polymerase (Bio Basic, Kanada), kontrol amaciyla
0.5 uL. HGH (Human growth hormone) ve 14.85 uL.
distile su ile toplamda 21 uL. PCR mastermix hazir-
lanmustir. 2 uL. 6rnek DNA ve 2 uL spesifik primerler
(reserve ve forward) mastermix'e ilave edilmistir.
PCR, PCR Thermal Cycler'da (Mycycler, UK)
gerceklestirilmisti. PCR asamalan 96°C'de 10 s,
63°C'de 60 s, ardindan 96°C'de 10 s, 56°C'de 30 s ve
72°C'de 30 s siiren 20 dongi olacak sekilde ayarlan-
mustir. PCR irtinleri etidyum bromiirle boyandiktan
sonra %?2'lik agaroz jelde ytiriitiilerek incelenmistir.

Istatistiksel Analiz

Genotip sonuclarn SPSS Statistical Analysis
Package 16 (SPSS, Inc., Chicago, IL) yazilim kul-
lanilarak analiz edilmistir. IL-10 alelleri, genotipleri
ve haplotipleri Chi-Square test kullanilarak karsi-
lagtinlmistir. P degeri 0.05'ten kiiciik olan analizler
anlaml olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

18 kronik hepatit B hastasimin, 17 asemptomatik
HBV tasiyicisinin ve 34 saghkl kontroliin -1082
(A/G) ve -819 (G/C) pozisyonlarindaki allelik dagi-
Iimlan analiz edilmis ve veriler istatistiksel olarak
karsilastinlmistir. Elde edilen genotip ve haplotip
dagiimlan analiz edilerek tablolar olusturulmustur
(Tablo 1, 2 ve 3). -1082 pozisyonundaki genotip
dagilimlarnnin asemptomatik tasiyicy/ kronik hasta
ve kronik hasta/saghkl kontrol karsilastirmalarin-
da hicbir anlamli farklilik gériilmezken (p>0.05), -
1082'deki AA genotipinin ticli karsilastinlmasinda
anlaml bir farklilk elde edilmistir. AA genotipi
asemptomatik tasiyicilarda hi¢ goériilmezken, sag-
ikl kontrol grubunda ve kronik hepatit B hastala-
rinda anlaml oranlarda gortilmistiir (sirasiyla %
32.4ve%11.1,p=0.013, Tablo 1).
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Tablo 1. Saglikli kontroller, kronik hepatit B hastalari ve asemptomatik tastyicilar iizerine
-1082 pozisyonundaki polimorfizm dagilimlart

Polimorfizmler Saghkh Kontroller Kronik Hepatit B Asemptomatik Tasiyicilar P degerleri
AA % 32.4 % 11.1 % 0.0 0.013*
AG % 61.8 % 88.9 % 100.0 0.003*
GG % 5.9 % 0.0 % 0.0 0.346

*: anlamli. P degerleri 0.05'ten kiiciik olanlar anlamli olarak degerlendirildi.

Ayni zamanda bu gruplarda AG genotipi analiz
edildiginde de anlaml bir farkhlik elde edilmistir.
Asemptomatik tastyicillarin tamami bu genotipi
tasirlarken, kronik hepatit B hastalan %88.9
oraninda ve saglkl kontroller de % 61.8 oraninda

bu genotipi tasimaktadirlar (p=0.003, Tablo 1). IL-
10'un -819 pozisyonundaki genotip dagilimlarinin
ne ikili karsilasmalarinda ne de Ugli analizinde
hicbir anlamli sonu¢ elde edilmemistir (p>0.05,
Tablo 2).

polimorfizm dagiimlar

Tablo 2. Saglikli kontroller, kronik hepatit B hastalari ve asemptomatik tagtyicilar lizerine -819 pozisyonundaki

Polimorfizmler Saghkh Kontroller Kronik Hepatit B Asemptomatik Tastyicilar P degerleri
CC % 0.0 % 0.0 Sonug yok
CT % 85.3 % 100 % 94.1 0.180
TT % 14.7 % 8.7 0.180

*: anlamli. P degerleri 0.05'ten kiiciik olanlar anlamli olarak degerlendirildi.

Haplotip analizlerine bakildiginda; GCC haplotipi-
nin analizinde anlamli bir farklihk goériilmezken
(p>0.05), ATA ve ACC haplotiplerinin ticlii analizle-
rinde anlamlh sonuclar elde edilmistir. ATA haploti-
pi asemptomatik tasiyici ve saghkh kontrol grupla-
rinda yaklasik %50 oraninda bulunurken, kronik
hepatit B hastalarinda yalnizca %5 oraninda goriil-

mustiir (p=0.0001, Tablo 3). ACC haplotipinin dagi-
Iimi1 bu {i¢ grupta analiz edildiginde ise oldukca
anlamh bir farkhlik elde edilmistir (p=0.0001,
Tablo 3). Bu haplotip asemptomatik tasiyicilarda
hi¢ goriilmezken, kronik hepatit B hastalarinda %
50 ve saghkl kontrol grubunda %14.7oraninda
varoldugu belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Saglikli kontroller, kronik hepatit B hastalart ve asemptomatik tastyicilar iizerine haplotip dagilimlar

Haplotip Saghkl Kontroller Kronik Hepatit B Asemptomatik Tasiyicilar P degerleri
ATA (disiik) % 48.5 % 5.6 % 50 0.000%*
GCC (yiiksek) % 27.9 % 44.4 % 44.1 0.136
ACC (orta) % 14.7 % 50 % 0.0 0.000*

*: anlamli. P degerleri 0.05'ten kiiciik olanlar anlamli olarak degerlendirildi

TARTISMA

[L-10 immun cevabi baskilayici 6zelligiyle dikkat
cekmesine ragmen, ayni zamanda B hiicrelerinin
fonksiyonunu ve humoral cevabi artirdig1 bildiril-

10

mistir (18, 19). Bu nedenle IL-10 sitokini kronik
hepatit B tlizerinde kompleks bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Ozellikle promotr bélgelerde
bulunan IL-10 varyasyonlart HBV enfeksiyonu ve
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hastaligin ilerlemesinde 6nemli rol oynadigi ¢esitli
cahsmalarla ortaya konmustur (12, 14, 16). Bu ¢a-
lismada, IL-10 sitokininin -1082 (A/C) ve -819 (C/T)
pozisyonlarindaki polimorfizmlerin HBV enfeksi-
yonuyla olan baglantilart incelenmistir. Daha
onceki calismalarda IL-10'un -1082 pozisyonun-
daki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) HBV
enfeksiyonunun kroniklesmesini tetikledigi
Fransiz (21), Afro-Amerikan (22) ve Japon (16)
popilasyonlarinda ortaya konmustur. Ancak, SNP
analizleri tek basina varyasyonlarin karmasik
yapisini aciklamada yeterli olmadig bir gercektir.
Bu nedenle haplotip analizleri, HBV enfeksiyonu
gibi bir¢cok faktérden etkilenen hastaliklarda daha
anlamli ve dogru sonuclar sunmaktadir (23).

Yiritilen bu ¢alismanin sonucunda, ele alinan
hasta ve kontrol gruplarinda ozellikle IL-10
tretiminde etkili olan -1082 pozisyonundaki var-
yasyonlarin HBV enfeksiyonuyla anlaml bir iliskisi
oldugu gériilmiistiir. Ozellikle -1082 pozisyonun-
daki AA ve AG genotiplerinin saglikh bireyler ile
hasta bireyler arasindaki dagiliminin anlaml
oldugu gorilmustir. Higbir asemptomatik tasiyici
AA genotipi tasimazken, ele alinan bireylerin
tamaminin AG genotipine sahip oldugu bulunmus-
tur. Elde edilen bu bulgular, AA genotipinin hepatit
B hastaliginin klinik ilerleyisindeki etkisini bildiren
onceki arastirmalari destekler niteliktedir (20).

Calismamzin bulgulan, ATA haplotipinin saghkl
kontrollerde ve asemptomatik tasiyicilarda, ACC
haplotipinin ise kronik Hepatit B hastalarinda daha
yaygin oldugunu gostermistir. Bu bulgularla baglan-
til olarak, ACC haplotipi Cin popiilasyonunda yapi-
lan bir calismada kronik hepatit B hastalaryla iliski-
lendirilirken, ATA haplotipinin asemptomatik tasiyi-
cilarla anlamli bir baglantisinin oldugu gosterilmistir
(13). Diger bir arastirmada ise, Japon popiilas-
yonunda, ATA haplotipinin asemptomatik tastyici-
larla giicli bir baglantisinin oldugu belirtilmistir
(16).IL-10, enflamasyonu hafifletme roliine sahiptir
ve diisiik oranda tiretimi giiclii bir enflamasyon ile
diisiik HBV replikasyonuna neden olmaktadir. Bu
bilgi, diistik Uretici olan ATA haplotipinin asempto-
matik tasiyicilarda biiyiik oranda goériilmesini
aciklamaya yardimci olabilecek niteliktedir (20).
Ancak Takakura ve arkadaslarn (24) tarafindan bu
fikirle celisen bazi bulgular elde edilmistir. ATA
haplotipi kronik hepatit B hastalannda, saghkl
kontrollerle karsilastirldiginda daha biiyiik oranda
gorilmustiir. Ayrica, baska bir arastimada, Tayvan
poptlasyounda bu hastalikla IL-10 arasinda higbir
anlaml baglantiya rastlamlmanstir (25).

Bu farkliliklar popiilasyona veya 6rnek gruplarinin
farklihgina gore hastalik metabolizmasinin degi-
siklik gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Sonuc olarak, IL-10 varyasyonlari ile HBV enfeksi-
yonunun ilerleyis mekanizmasinin iligkili oldugu
sonucu bulunmustur. Bu ¢calisma, Tirk popiilasyo-
nu Uzerine yapilmis IL-10 gen polimorfizmiyle
kronik hepatit B enfeksiyonu yatkinhgi arasindaki
baglantinin incelendigi ilk kapsaml arastirmadir.
Buradan elde edilen bilgiler, bireylerin genetik
yapilan ile HBV enfeksiyonun kronik veya
asemptomatik olarak gelisecegi hakkinda fikir
sahibi olma ve daha kisa siirede tedavi ve 6énlem
alinmasi1 acisindan oldukca o6nemli adimlar
atilmasini saglamustir.
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