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OZET
Hepatit C viriis (HCV) enfeksiyonlarinda kemokinlerin rolii

Dr. Orgun ZORBOZAN

HCV yogun inflamatuar cevap sonucunda karacigerde fibrozis ile siroza ve
hepatoseliiler karsinoma kadar ilerleyebilen ve yiliksek mortalite ile giden bir tablo
olusturmaktadir. inflame karacigere 16kosit gogiinde kemokinler ve reseptorleri Kilit
role sahiptir. inflamasyonun devamliligi ile saglanan karaciger rejenerasyonu,
karaciger fibrozisi ve malign transformasyonla da kemokinlerin iliskili olabilecekleri
bildirilmektedir. Viriisiin hastaya verdigi zararin disinda antiviral tedavide kullanilan
ajanlarin da ciddi yan etkileri bulunmaktadir. Tedavi siiresinin ve dozunun
belirlenmesinde HCV’nin genotipi karar verdiricidir ancak tedavi yanitina iliskin
kesinlesmis bir belirte¢ henliz mevcut degildir. Bu g¢alisma HCV ile enfekte
hastalarda kemokin reseptorlerinin ve bu reseptdrlerle iligkili kemokin diizeylerinin
ve CCR5 delta-32 delesyonunun HCV enfeksiyonunun patogenez ve dzellikle tedavi
yanitindaki roliinii incelemek amaciyla planlanmastir.

Calismaya Pamukkale Universitesi Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi’ne bagvuran 50 kronik HCV enfeksiyonlu hasta
ve 28 saglikli kontrol dahil edildi. Hasta ve kontrol gruplarinda serum CCL3, CCLA4,
CCL5, CXCL9 ve CXCLI10 diizeyleri, periferik kan CD8" hiicrelerin CCRS5 ve
CXCRS3 yiizey ekspresyonlar1 ve CCRS delta 32 delesyonunun varligi incelendi.
Tedavi yanitlarima gore gruplandirilan hastalar (33 yanitli, 17 yanitsiz) incelenen
parametreler igin kontrol grubu ile ve birbirleri ile kiyaslandi. Hasta gruplarinda hem
CCR5"-CD8" lenfositlerin hem de CXCR3*-CD8" lenfositlerin yiizdesi kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.001 ve p=0.021) ancak
hasta gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0.872). Hasta gruplarinda serum
CCL3, CXCL9 ve CXCLI10 diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek
bulunur iken, serum CCL4 ve CCLS5 diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlaml
fark saptanmadi. Serum CCL3, CCL4, CCL5 ve CXCL9 diizeyleri agisindan yanith
ve yanitsiz hasta gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmaz iken, CXCL10 diizeyleri
yanitsiz hasta grubunda yanitli hasta grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0.001). Viremi varligma gore hastalar gruplandirildiginda CCR5'-CD8*

lenfositlerin yiizdesi agisindan ve CXCR3'-CD8" lenfositlerin yiizdesi acisindan
XIl



anlaml fark bulunmadi. Serum CCL3, CCL4 ve CCLS5 diizeyleri agisindan viremik
hastalarla viremik olmayan hastalar arasinda anlamli fark bulunmaz iken CXCL9 ve
CXCLI10 diizeyleri viremik hastalarda viremik olmayan hastalara gore anlamli olarak
yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.008 ve p<0.001). Calismadaki katilimcilarin tamami
CCRS geni i¢in homozigot dogal tip olarak bulundu.

Bu arastirmadan elde edilen bulgulara gére kronik HCV enfeksiyonu bulunanlarda
CD8" hiicrelerin yiizeyinde CCR5 ve CXCR3 kemokin reseptdrlerinin ekspresyonu
yiiksektir ancak tedavi gruplari arasinda fark bulunmamistir. Bu arastirma CCR5 ile
iligkili ligand CCL3 ve CXCR3 ile iliskili ligandlar olan CXCL9 ve CXCLI10
kemokinlerinin HCV enfeksiyonunda rolii oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte

bu ligandlardan sadece CXCL10 tedavi yanit1 ile iligkili bulunmusgtur.

Anahtar Kelimeler: HCV, kemokin, tedavi yaniti, delta 32
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SUMMARY
The role of chemokines in hepatitis C virus (HCV) infection
Dr. Orgun ZORBOZAN

HCV causes a clinical course with liver fibrosis which progress to cirrhosis and
hepatocellular carcinoma, as a result of an intense inflammatory response, that causes
high mortality. Chemokines and their receptors are shown as the key players for
leukocytes circulation into inflamed liver in several studies. Chemokines have been
reported to be related with liver regeneration provided by continuous inflammation,
fibrosis and malignant transformation. Except for the harm caused by the virus itself,
there are also serious side effects of antiviral agents used in the treatment. HCV
genotype is used for determining the duration and the dose of treatment but there is
not yet a definitive marker of treatment response. This study is designed to
investigate the relationship between chemokine receptors, their related chemokines,
CCR5 delta-32 deletion and HCV infection pathogenesis and especially treatment
response.

Fifty chronic HCV-infected patients and 28 healthy controls who referred to
Pamukkale University Hospital Infectious Diseases Outpatient Clinic were included
in this study. For patient and control groups, serum CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9
and CXCL10 levels, CCR5 and CXCR3 surface expression of peripheral blood CD8"
cells, and CCR5 delta 32 deletion were evaluated. The patients divided into groups
according to treatment responses (33 responders and 17 nonresponders) and were
compared with the control group and with each other for these parameters evaluated.
In both groups of patients the percentage of CCR5"-CD8" lymphocytes as well as the
percentage of CXCR3*-CD8" lymphocytes were significantly higher than the control
group (p=0.001 and p=0.021, respectively), but there was no significant difference
between the patient groups (p=0.872). Serum levels of CCL3, CXCL9 and CXCL10
were significantly higher in patient groups than the control group, while the serum
levels of CCL4 and CCL5 were not significantly different between the groups.
Serum CCL3, CCL4, CCL5, and CXCL9 levels were not significantly different
between responders and nonresponders patient groups, while CXCL10 levels in
nonresponders patient group were significantly higher than those of responders

patient group (p=0.001). While patients were grouped according to the presence of
A\



viremia, the percentage of CCR5'-CD8" lymphocytes or CXCR3'-CD8"
lymphocytes were not significantly different between the patient groups. For serum
CCL3, CCL4, and CCL5 levels, no significant difference was found between non-
viremic patients and viremic patients, while CXCL9 and CXCL10 levels were
significantly higher in viremic patients than non-viremic patients (p=0.008 and
p<0.001, respectively). All participants in the study were wild-type homozygous for
the CCR5 gene.

According to findings of this study, CCR5 and CXCR3 surface expression of the
CD8" cells were increased in chronic hepatitis C infection but there were no
difference between the patient groups. The present study showed that CCR5
associated ligand CCL3 and CXCR3 associated ligands CXCL9 and CXCL10 were
involved in HCV infection. However, only CXCL10 was associated with response to

treatment.

Keywords: HCV, chemokine, treatment response, delta 32
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GIRIS

Hepatit C viriis (HCV), 1989 yilinda non-A non-B hepatitli (NANBH) bir
hastanin kani ile enfekte bir sempanzeden viral RNA’nin izolasyonu ile
tanimlanmistir (1). Ikinci Diinya Savasi’ndan 1980’lere kadar gelismis iilkelerde
HCV bulasmin en sik nedenleri parenteral olarak kontamine kan ve kan {iriinlerine
maruziyet ya da yasa dist enjektabl ilag kullanimi iken, transfiizyon oOncesinde
kanlarin HCV agisindan rutin taranmasiyla birlikte kan transfiizyonuna bagl bulas
azalmistir. Diinyada en ¢ok Afrika ve Dogu Akdeniz’de olmak tizere 130-170 milyon
HCV tastyicist vardir. Enfekte bireylerin %50-85’inde HCV RNA pozitifligi ile
belirlenen kronik enfeksiyon gelisir. Kronik enfeksiyonu olan hastalarin %25’inde

siroz gelisirken bunlarin ¢ogu da hepatoselliiler karsinoma (HCC) ilerler (2).

Viral enfeksiyonu takiben bir¢ok pro-inflamatuar mediatdr, immiin hiicrelerin
karacigere giderek antiviral immiin yanit olusturmasina katkida bulunur. Bununla
birlikte bu giicli immiin yanit virlisi ortadan kaldirmayr basaramazsa kronik
enfeksiyon olusur. Bu durumda ¢ogu vakada siroz ve HCC gelisimi ile sonuglanan
inflamasyon, rejenerasyon ve fibrozis birbirini takip eder. Mevcut bir¢cok yayin,
inflame karacigere 16kosit dolasiminda kemokinleri ve kemokin reseptorlerini kilit
rol alan oyuncular olarak gostermektedir. Ayrica kemokinler inflamasyonun
devamliligi ile saglanan karaciger rejenerasyonu, fibrozis ve malign

transformasyonla da iliskili olabilirler (3).

HCV’ye 6zgili T hiicrelerin enfeksiyonu kontrol altina almasi i¢in kemokinler
ve kemokin reseptorleri arasindaki iligki esansiyeldir. Kazanilmis immiin cevap bu
gorevi yerine getiremezse, enfeksiyonu kontrol etme kapasitesine sahip olmayan
non-spesifik T hiicreler de karacigere goc¢ ederek kalici karaciger hasarina yol
acarlar. Kemokin reseptor ekspresyonunun ve kemokin salgilanmasinin
diizenlenmesi, enfeksiyonun erken fazinda 6zgiin T hiicre gogilinli engelleyerek ve
kronik fazinda non- spesifik T hiicre gociinii bozarak karaciger canlilifini saglamak
suretiyle viral kacis mekanizmasi olabilir. Baz1 kemokinler ve reseptorleri karaciger
hasari ile korelasyon gostermektedir, CXCL10 ve CXCR3 diizeyleri tedaviye yaniti

tahmin etmede fayda saglamislardir. Karaciger inflamasyonunu azaltmak ve



karacigere 0zglin T hiicrelerinin goclinii saglamak icin gelecekte kemokinler ve

reseptorlerinin diizenlenmesi potansiyel terapotik hedef olabilir (4).

Bu calismada HCV ile enfekte hastalarda kemokin diizeylerinin, kemokin
reseptor diizeylerinin ve CCRS delta-32 mutasyon varliginin arastirilmasi ve tedaviye
yanitl ve yanitsiz hasta gruplart arasinda fark olup olmadiginin belirlenmesi

amagclanmustir.



GENEL BIiLGIiLER

HCV EPIDEMIYOLOJISI

HCYV kronik karaciger hastalifinin 6nde gelen sebeplerinden biri olup 6nemli
bir halk sagligi sorunudur. 1989 yilinda Choo ve ark. tarafindan tanimlanmis ve
NANBH olgularinin etkeni oldugu kanisina varilmistir (1). Tim diinyada HCV
enfeksiyonunun prevalansi yaklasik %2,2-3’tiir ve bu oran 130-170 milyon insana
karsilik gelmektedir (2). Prevalansin en diisiik oldugu bolgeler Ingiltere ve
Iskandinav iilkeleri olup %1’in altinda iken, en yiiksek prevalansa sahip bdlge olan
Misir’da bu deger %15-20’dir. Ulkemizde ise HCV prevalanst %1-1,9’dur (5).
Diinyada HCV’nin yayginlig: harita tizerinde gosterilmistir (Sekil 1) (2).

Hepatit C, 2004

\‘;’ !‘2\\% ) Enfeksiyon prevalansi

\“\.1,3_ v - - > 0%

N L B 25-i0%
3 125%

Sekil 1. HCV'nin diinyadaki yayginligi (2)

HCV BULAS YOLLARI

HCV i¢in en etkili ve en yaygin bulas yolu parenteral bulastir. Kan
transflizyonu ve ortak enjektor kullanimi parenteral bulasin ana bilesenleri iken
kanlarin rutin taramalarinin yapilmasi ile birlikte transfiizyon iligkili HCV

enfeksiyonu ¢ok nadir goriilmeye baslanmistir. Bugiin i¢in en 6nemli risk faktorii
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damar i¢i ilag kullanimidir. Bununla birlikte bir¢ok hastada bilinen kan veya damar

ici ila¢ maruziyeti dykiisii bulunmamaktadir (6).

Kan Transfiizyonu Yolu ile Bulas

Gelismis iilkelerde kan iirlinlerinin giivenliginin artmasi ile birlikte transfiizyon
yolu ile HCV bulasi ¢ok nadir goriilmeye baslanmistir; 1994°ten bu yana rapor edilen
olgu bulunmamaktadir. Gelismis iilkelerde klinisyenler eski transfiizyon iliskili HCV

enfeksiyonlarina bagl siroz gibi uzun dénem komplikasyonlar ile kars1 karsiyadirlar

(7).

Gelismekte olan {lkelerde ise modern kan bankaciligi sistemlerinin
kurulamamis olmasina baglh olarak kan ve kan iiriinleri yoluyla bulag HCV
enfeksiyonunun yayilmasindaki énemini korumaktadir. Diinya Saglik Orgiitii kiiresel
kan giivenligi veritabaninin verilerine gore gelismekte olan {ilkelerde kan
bankalarindaki kanlarin %43’l transflizyon ile bulasan etkenler ac¢isindan

taranmamaktadir (8).

Intravenéz ila¢ Bagimlihg ile Bulas

Intravendz ilag¢ kullanimi gelismis iilkelerde HCV bulasinin en sik karsilasilan
yoludur (8). Ortak enjektor kullanimi esas bulas yolu olmakla birlikte uyusturucu
maddenin hazirlanmasi1 esnasinda kullanilan diger araglar da HCV bulasina yol

acabilmektedir (9).

Cinsel Yol ile Bulas

HCV’nin cinsel yolla bulas1 miimkiindiir ancak ne dl¢iide bulastig1 net degildir.
Cinsel yolla HCV bulasi ile ilgili calismalarda bulasa sebep olabilecek diger
etkenlerin dislanamamasina bagli olarak c¢eliskili bulgular elde edilmektedir (10).
Hem seminal sivi hem de vajinal salgilarda HCV izole edilebilmesine karsin
erkekten kadina bulas ihtimali daha fazladir. Seminal sivida HCV-RNA pozitifligi ve
yiiksek viremi diizeyine ek olarak genital mukoza biitlinliigliniin bozulmus olmas1 da

bulas riskini artirmaktadir (11).



Nozokomiyal Bulas

Hastane ortaminda gergeklesen HCV bulasi nozokomiyal HCV bulasi olarak
tamimlanmaktadir. Kontamine kan transfiizyonu veya enfekte organ transplantasyonu
sonucu bulas olabilmekle birlikte en iyi bilinen 6rnegi hemodiyaliz yoluyla bulastir
(12). Hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalarda HCV prevalansi toplumun geneline
gore yiiksektir (13). Cografi bolgelere gore prevalans %10 ile %65 arasinda
degismektedir. Prevalans hemodiyaliz yapilan siirecin uzunlugu ve bu sliregte

transflizyonu yapilan kan trtinlerinin sayisiyla iliskilidir (14).

Gilivenli olmayan terapdtik enjeksiyonlar da O6nemli bir nozokomiyal bulas
nedenidir. Diinyada her yil 2 milyon kisinin kontamine enjektorlerle yapilan

terap6tik enjeksiyonlar sonucu HCV ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (8).

Mesleki Bulas

Mesleki bulas biiylik olciide damar i¢i girisimler esnasinda kontamine olan
igne ile meydana gelen perkiitan yaralanmalara baglidir. Mesleki bulas riskinin en
yiikksek oldugu saglik calisan gruplar1 cerrahlar ve laboratuvar teknisyenleridir.
Perkiitan yaralanma sonrasinda HCV bulas riski %0.5 olarak bildirilmistir ancak
viremik olmayan hastalara yapilan islemler sirasinda olusan yaralanmalarda risk

sifirdir (15).

Perinatal Bulas

Anneden bebege HCV bulas oran1 %5°tir. Bulas riski insan immiin yetmezlik
virtisic (HIV) koenfeksiyonu bulunan HCV enfeksiyonlu annelerde en fazladir.
Bulasla iliskili oldugu bilinen bir diger risk faktorii ise annenin viral yiikiiniin fazla
olmasidir. Dogum sekli (vajinal dogum veya sezaryen) ve emzirme de arastirilan

diger risk faktorleridir ancak anlamli iligski gosterilememistir (16).

Aile i¢i Bulas

Hepatit B virtis (HBV) igin oldugu gibi HCV igin de aile i¢i bulas soz
konusudur ancak bulagin olmasi i¢cin, HCV serum viral ylikiiniin dolayisiyla
sekresyonlardaki HCV viral yiikiiniin HBV’ye kiyasla daha diisiik olmas1 nedeniyle,

enfeksiyon kaynagina tekrarlayan ve uzun yillara yayilan maruziyet gerekmektedir.
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Bulagsma riski kaynak kisinin karaciger hastaligmin ciddiyeti, kaynak kisi ile
maruziyet siiresinin uzunlugu, aile i¢indeki HCV pozitif birey sayist ile dogru
orantili olarak artmaktadir. Makalelerin sistematik derleme c¢alismasinda kronik
karaciger hastalikli kisi ile ev i¢i temasi olan 1332 eriskinden 51’inin (%3.83) HCV
pozitif oldugu gosterilmistir (17).

HCV YAPISI VE SINIFLANDIRILMASI

HCV Flaviviridae familyasinin Hepacivirus genusunun iiyesidir. Tanimlanan
ilk iiyesi olan Flavivirus’un olusturdugu sar1 humma hastalig1r nedeniyle familyaya
Latince sar1 anlamina gelen flavus kelimesinden koken alan bu isim verilmistir.
Flaviviridae familyas1 Flavivirus, Pestivirus ve Hepacivirus genuslarindan
olusmaktadir (18).

HCV’nin 7 genotipi, bu genotipler igerisinde de ¢ok sayida subtipi
bulunmaktadir (19). Bu ¢esitliligin kaynagi hata yapmaya egilimli RNA polimerazin
yiiksek mutasyon oranidir (20).

Virion Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Kiiresel sekle sahip olan virion 50 nm ¢apindadir. Lipid yapisinda bir zarfa
sahiptir. Viral niive de kiireseldir ve 30 nm c¢apindadir. Virion 1siya, organik
¢oziiciilere ve deterjanlara duyarlidir (19). Protein bilesimi halen tanimlanmamis
olmasina karsin virionun bir temel C proteini ve iki zarf glikoproteini kodladig

bilinmektedir (18).

Hiicreye Tutunma ve Giris

HCV’nin konak hiicreye tutunmasi ve girisi karmagik ve basamakli bir siiregtir.
Tutunma i¢in HCV E1 ve E2 glikoproteinleri esansiyeldir. Cesitli model sistemleri
ile HCV ile iligkili ¢ok sayida hiicre ylizey molekiilii tantmlanmistir. Bu molekiiller
arasinda asirt siilfatlanmis heparan siilfat ve disiik dansiteli lipoprotein (LDL)
reseptOrii viral tutunma ve baglanmaya aracilik ederken CD81, ¢pcii reseptor tip BI
(SR-BI) ile sik1 baglant1 proteinleri olan claudin-1 (CLDN-1) ve occludin (OCLN)
baglanma sonrasinda gorev almaktadir (21). Hepatositlerde yogun bir sekilde

eksprese edilen ve lipoproteinlerden kolesterol ve kolesterol esterlerinin segilmesini
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saglayan SR-BI molekiiliiniin, kiiltiire edilmis hepatoma hiicrelerine HCV E2
glikoproteinin baglanmasini1 sagladigi ve tutunmada rol alabilecegi gosterilmistir.
Ozellikle HCV’nin E2 glikoproteini ile siki bir sekilde baglanmakta olan CDS81
molekiiliiniin tutunma sonrasindaki asamada gorevli oldugu diisiiniilmektedir. HCV
E2 glikoproteinine baglanabilen diger molekiiller olan C tipi lektinlerin ise

tutunmadan ¢ok yeni konak hiicrelerine yayilimda rolii oldugu sanilmaktadir (18).

Tutunmay1 takiben HCV muhtemelen clathrin aracili endositoz ile hiicre i¢ine
alinmaktadir. Prodiiktif bir girisin olmas1 viral glikoproteinlerin fiizojenik forma
gecmesini tetikleyen endosomal bolgenin asidifikasyonuna bagimlidir (18). HCV’nin

hiicreye tutunmasi ve girigsinin asamalar1 sekilde gosterilmistir (Sekil 2) (22).

HUCRE DISI
BOSLUK

Reseptor
N baglanmasi

Hucre
Membrani

Baglanti

serbestlesmesi

Sekil 2. HCV'nin hiicreye tutunmasi ve girisi (22).

Genom Yapisi
HCV virionu tek iplikli pozitif polariteli RNA icermektedir. Genom yaklagik
9.6 kb uzunlugundadir. 5’ kodlanmayan bolge 340 niikleotid uzunlugundadir ve bir i¢
ribozom giris bolgesi (IRES) icermektedir. 3' kodlanmayan bolge ise 50 niikleotid
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uzunlugunda sekans degisken bolge, yaklasik 100 niikleotid uzunlugunda
polipirimidinden zengin bolge ve iyi korunmus 98 niikleotid uzunlugunda 3’ terminal
bolgeyi igermektedir (19). EK olarak 5’ kodlanmayan boélgede karacigere ozgii bir
mikroRNA olan ve HCV replikasyonuna yardimc1t miRNA-122 igin baglanma
bolgeleri gosterilmistir (20). 5" kodlanmayan bdlge 3011 kodondan olusan tek biiyiik
acik okuma penceresinin (ORF) translasyonunu yonetmektedir. Bu ORF igerisinde

kodlanan genler ve ilgili proteinler sekilde gosterilmistir (Sekil 3) (18).

~9.6 kb Y
3
ORF |~ OH
3'X
' poly UUC
=~ 3011 aa
YAPISAL OLMAYAN GENLER =3
00 4 ‘e o T
T N | pror INETT N | I II } cooH
core E1 E2 p7 NS2 NS3 4A 4B NS5A NS5B
E2-p7
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R OR ORI R R
AU AN O M BB

ER LUMENI

Sekil 3. HCV genomu ve gen ekspresyonlari (18).

Translasyon ve Proteolitik islemler
HCV ORF’nin IRES aracili translasyonu sonucunda, hiicresel ve viral
proteazlar ile kotranslasyonel ve posttranslasyonel islenerek olgun hale getirilen

yapisal ve yapisal olmayan proteinler olusmaktadir (22).

Yapisal Proteinlerin Ozellikleri
HCV,; kapsid ya da kor proteini olan C proteini ve zarf glikoproteinleri olan E1

ve E2 glikoproteinleri olmak {izere iKi ¢esit yapisal protein icermektedir. Genomda



yapisal protein bolgesinin hemen yaninda bulunan integral membran p7 proteininin

yapisal ya da yapisal olmayan protein oldugu netlik kazanmamistir (18).

C proteini ilk sentezlenen poliproteinden iki asamali proteoliz islemi ile
olusturulmaktadir. HCV genomu ile birleserek niikleokapsidi olugturma islevinin
yani sira hiicresel transformasyon, apopitoz ve transkripsiyonel kontrol gibi bir¢ok

hiicresel yolak ile iliskili oldugu bilinmektedir (18).

E1l ve E2 glikoproteinlerinin HCV’nin konak hiicre membranima tutunma ve
fiizyonuna aracilik etmeleri muhtemeldir. Bu glikoproteinlerin sinif II flizyon
proteinleri gibi islev gordiikleri diisiiniilmektedir ancak yapisal bilgi yetersizdir. Zarf
glikoproteinleri viral nétralizasyona oOnciiliik edebilen 6nemli hiimoral antijenik
yapilardir. E1 ve E2 glikoproteinlerinin dis kisimlarinda sirastyla 2 ve 3

immiinojenik alt birim bulundugu gosterilmistir (18).

Virion yapisi ile iliskisi kesin olmayan p7 proteini infektivite i¢in esansiyeldir.
In vitro deneylerde p7 proteininin katyonlara gecirgen membran kanallari
olusturdugu gosterilmistir ancak bu aktivitenin HCV yasam dongiisiinde ne gibi bir

roliiniin oldugu halen netlik kazanmamustir (18).

Yapisal Olmayan Proteinlerin Ozellikleri

Poliproteinin yapisal proteinleri olusturan bolgesi disinda kalan kistm NS
proteinleri olan NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B proteinlerini
olusturmaktadir. NS proteinleri infekte hiicre icerisinde eksprese edilmekte ve viriis

yasam dongiisiiniin hiicre i¢i asamalarini diizenlemektedir (18).

NS2 proteini NS2 ile NS3’i birbirine baglayan ¢inko bagimli bir sistein
proteazin parcasidir ve otokatalitik aktivite ile NS2/NS3 ayrilmasimi saglar. NS2

proteini viriisiin toplanmasinda ve salinmasinda gorev almaktadir (19).

NS3 proteini serin proteaz, helikaz ve niikleotid ii¢ fosfataz aktivitesine
sahiptir. Yapisal olmayan proteinler arasindaki diger baglarmm yikilmasini

saglamaktadir (19).



NS4A proteini NS3 serin proteaz aktivitesi i¢in kofaktdr gorevi gormektedir.
NS4B proteini ise endoplazmik retikulumda membrandz bir replikasyon kompleksi

olusturmaktadir (19).

NS5A proteini serin fosfoprotein yapisindadir. Islevi net olarak bilinmemekle
birlikte viral replikasyon ve toplanmada rol aldigi disiiniilmektedir (19). NS5B
proteini ise hem genomdan komplementer RNA hem de bu negatif RNA’dan pozitif

polariteli RNA sentezletebilen RdRp enzim aktivitesine sahiptir (22).

RNA Replikasyonu ve Viriisiin Olusumu

HCV enfeksiyonu sirasinda konak hiicrede ¢ok biiylik hiicre i¢i membran
degisiklikleri meydana gelmektedir. Replikasyon bilesenlerini sitoplazmik patern
tantyan reseptorlerden, proteazlardan ve niikleazlardan koruyan membrandz ag HCV
tarafindan olusturulmaktadir. NS4B proteininin  C-terminal kismi esas olarak

endoplazmik retikulum kaynakli membran6z ag olusumundan sorumludur (20).

HCV RNA replikasyonu genomla ayn1 uzunlukta negatif RNA ipliginin sentezi
ile baglar. Negatif iplikler kismi ¢ift iplikli replikatif ara {irtinler ya da tam cift iplikli
replikatif sekilde bulunmaktadirlar. Olusan negatif iplik yaklasik 1/10 oraninda
olacak sekilde bir¢cok pozitif ipligin sentezlenmesi i¢in kalip olusturur. Hiicre
kiiltirlerinde HCV ile enfekte hiicrelerin her birinde yaklasik 100 negatif iplik, 1000
pozitif iplik ve her viral proteinden 1,000,000 kopya bulundugu gosterilmistir (18).

HCV partikiilleri dogrudan endoplazmik retikulum igine tomurcuklanr,
sekretuar yolag1 gecerek hiicre ylizeyinden salinirlar. HCV partikiillerinin toplanmasi
muhtemelen viral RNA ile C-proteini arasindaki etkilesimle baslamaktadir (18).
Yapisal olmayan proteinlerden NS5A translasyon, replikasyon ve toplanma arasinda
viral RNA’y1 membrana baglayarak ve yag damlaciklarindaki viral toplanma
bolgeleri ile replikasyon kompleksi arasinda fiziksel bir bag olusturarak molekiiler
bir anahtar rolii oynamaktadir. Yag damlaciklar1 ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein
yolaginin HCV toplanmasi ve salinmasinda merkezi role sahip oldugu gosterilmistir.
Apolipoprotein B, apolipoprotein C1 ve apolipoprotein E HCV virionlarinda

bulunmaktadir (22).
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HCV PATOFIZYOLOJISI

Karacigerin Kronik inflamatuvar Lezyonlarinin Patofizyolojisi

Biyokimyasal degerleri normal olan asemptomatik HCV enfeksiyonlu
bireylerde dahi kronik hepatitten hepatoseliiler karsinoma kadar genis bir yelpazede

karaciger hasar1 goriilebilmektedir (23).

Kronik HCV enfeksiyonunda karaciger lezyonlarinin olusmasina ve
ilerlemesine sebep olan mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir. HCV viral yiikii
ile karaciger hastaliginin ciddiyeti ve prognozu arasinda iligki bulunmamasi
HCV’nin sitopatik olmadigini diistindiirmektedir. HCV’nin dogrudan patolojik etkisi
ile iligkilendirilebilen tek lezyon hepatositlerde lipid birikimi ile ortaya c¢ikan
steatozdur. Sadece HCV genotip 3 ile enfekte hastalarda dogrudan viriis aracilikli
steatoz olusurken diger genotiplerle enfekte hastalarda steatoz metabolik faktorlerle

iliskilendirilmektedir (24).

Kronik HCV enfeksiyonunda karaciger hasar1 portal lenfoid infiltrasyon, fokal
ve kopriilesme nekrozlari ve dejeneratif lobiiler lezyonlar ile karakterizedir. Bu
lezyonlar adezyon molekiilleri ve kemokinler tarafindan karacigere toplanan T
hiicreleri ile olusan lokal immiin yanita bagl olarak olusmaktadir. Lenfoid infiltrat
esas olarak periportal aralikta bulunan CD4+ tip 1 yardimer T hiicreler ile periportal
ve lobiiler alanlarda yer alan CD8+ T hiicrelerden meydana gelmektedir. Karaciger
lezyonlarinin ciddiyeti tip 1 yardimc1 T hiicreler ile iliskili sitokinlerin bolgesel
ekspresyonu ile iligkilidir. Timor nekroz faktor o, fas ve perforin aracili
mekanizmalar ile enfekte hiicreleri ve etrafindaki hiicreleri apoptoza ugratan

sitotoksik T hiicre yanit1 da karaciger hasarinda 6nemli role sahiptir (24).

Fibrozis Gelisim Mekanizmasi
Fibrozis kronik HCV enfeksiyonunun ana komplikasyonudur ve kronik HCV

enfeksiyonu iligkili morbidite ve mortalitenin de esas sorumlusudur (24).

Fibrozis, karaciger hiicrelerinin kronik hasar1 ve bolgesel sitokin ve biiyiime
faktorlerinin salgilanmasi ile seyreden kronik karaciger inflamasyonu sonucunda

olusmaktadir. Perisinlizoidal bogsluklarda yer alan hepatik stellat hiicreler bu
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olusumda 6nemli role sahiptir. HCV enfeksiyonu esnasinda karaciger inflamasyonu
ve hiicre hasari ile iligkili olarak stellat hiicreler aktiflenmektedir. HCV eradikasyonu
stellat hiicrelerinin deaktivasyon veya apoptoz ile ortadan kalkmasina yol acarak

fibrotik evrenin gerilemesini saglamaktadir (24).

Fibrozis olusumunda viral faktorlerin rolii net degildir. Aksine siroza ilerleyen
fibrozis gelisiminde dis etkenlerin rolii biiyiliktiir. En onemli dis etken 1limh
diizeylerde dahi etkili olan kronik alkol kullanimidir. HIV ve diger hepatit viriisleri
ile ko-enfeksiyon, diyabet, obezite ve immiin baskilanma yaratan ¢esitli durumlar da

fibrozis olusumunu siddetlendiren diger faktorlerdir (24).

Hepatoseliiler Karsinom Gelisimi

HCV enfeksiyonunun en 6nemli komplikasyonu olan hepatoseliiler karsinom
HCYV iligkili sirozda %1-4 oraninda goriilmektedir. Hepatoseliiler karsinom i¢in esas
risk faktorii siroz olmakla birlikte kronik alkol kullanimi, viral ko-enfeksiyon varligi,
diyabet ve obezite gibi dis etkenlerin de karsinom olusumunda rol oynadigi

gosterilmistir (24).

HCV enfeksiyonu ile iliskili hepatoseliiler karsinom gelisiminde ana hipotez
kronik karaciger hasarna bagli olarak gelisen dejenerasyon ve fibrozisi takiben
olusan siroz zemininde karsinom olusmasidir. HCV yasam dongiisiinii sitoplazmada
tamamlayan bir RNA viriisii oldugu i¢in konak hiicre genomuna entegrasyonu sz

konusu degildir (25).

Kor proteini, NS3, NS4B ve NSS5SA proteinlerinin tek baglarina veya
onkogenlerle birlikte bir¢cok hiicre serisinde transformasyona yol actigr in vitro
olarak gosterilmistir. Ancak transformasyona yol acan mekanizma net olarak

aydinlatilamamistir (24).

HCV KLINIGI
Akut Hepatit C Enfeksiyonu
Akut HCV enfeksiyonunun en iyi sekilde ortaya kondugu transfiizyon iliskili

hepatitlerde %70-80 olgu asemptomatiktir. Akut HCV enfeksiyonlu eriskin
12



hastalarin %20-30°u klinik belirti vermektedir. Belirtili donem maruziyet sonrasi 3-
12. haftalar arasindadir. Halsizlik, istahsizlik ve sarilik gibi belirtiler
goriilebilmektedir. Hepatosit nekrozunu gosteren alanin amino transferaz (ALT)
yiiksekligi maruziyet sonras1 2. haftadan 8. haftaya kadar devam eder ve normal
degerin st sinirinin 10 katina kadar ¢ikabilmektedir. HCV-RNA maruziyet sonrasi
1-2. haftalarda serumda tespit edilebilmektedir. HCV-RNA diizeyi ilk birkag¢ haftada
hizla yiikselmekte ve ALT yliksekligi ve belirtilerin ortaya ¢ikmasindan hemen 6nce
pik yaparak 10°-10" IU/mL diizeylerine ulasmaktadir. Kendi kendini sinirlayan akut
HCV enfeksiyonunda belirtiler haftalarca siirebilmektedir. ALT ve HCV-RNA
diizeylerinin diismesi ile birlikte belirtiler gerilemektedir (26).

Akut HCV enfeksiyonu ciddi klinik tablo olusturabilmekle birlikte fulminant
karaciger yetmezligi nadiren gorilmektedir. HCV’ye karst olusan antikorlar
belirtilerin goriilmeye basladigi 1-3. aylar arasinda tespit edilebilmektedir. Ancak
belirtili hastalarin %30’unda antikor pozitifligi tespit edilemedigi i¢in akut HCV
enfeksiyonu tanisinda anti HCV antikor testlerinin giivenilirligi diisiiktiir. Ugiincii
aydan sonra ise %90’1n iizerinde hastada anti HCV antikor pozitifligi saptanmaktadir
(26).

Kronik Hepatit C Enfeksiyonu

Kronik hepatit C enfeksiyonu; akut enfeksiyonun baslangicindan sonra en az 6
ay siireyle kanda HCV-RNA’nin pozitif olmasi ile ortaya konmaktadir. HCV
enfeksiyonu HCV-RNA’nin kanda tespit edilemez diizeylere indigi ve ALT
diizeylerinin normale dondiigii %15-25 hastada kendi kendini sinirlandirmaktadir.
Geri kalan %75-85 hasta viriisit 6 aylik donemde kandan temizleyememekte ve
kronik hepatit gelismektedir (26).

HCYV enfeksiyonunun seyri ve klinik sekli etkenle karsilasma yasi, cinsiyet, ik,
HIV veya HBV ko-enfeksiyonu, alkol kullanimi, diyabet gibi konakla iliskili birgok
faktore baglidir (27).

Kronik HCV enfeksiyonu karaciger hastaligi ileri evrelere ulagsmadan 6zgiin

belirtiler vermemektedir. Kronik fazda hastalarin %30-70’inde belirti yoktur ya da
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Ozglin degildir. Baskin olan belirti halsizliktir. Bununla birlikte artralji, miyalji,
parestezi, kaginti, kuruluk sendromu, depresyon, bulanti, anoreksi ve hazimsizlik sik
goriilen Ozgiin olmayan belirtilerdir. Belirtiler ile karaciger hastaliginin siddeti

arasinda iliski bulunmamaktadir (28).

HCYV enfeksiyonunda ALT diizeyleri dalgalanma gdstermektedir veya hafifce
artmis olarak goriilebilmektedir. Hastalarin yaklasik tiigte birinde serum ALT

diizeyleri inat¢1 viremiye ragmen normal seyretmektedir (28).

HCV Enfeksiyonunda Dogal Seyir

Akut HCV enfeksiyonlu hastalarin %49-91°i kronik HCV enfeksiyonuna
ilerlemektedir. Transfiizyon iliskili HCV enfeksiyonu olan hastalarda yapilan uzun
donemli ¢aligsmalarda spontan iyilesme %15-23 oraninda gerceklesirken, hastalarin
%40-73’linde kroniklesme, %15-23linde siroza ilerleme goriilmektedir. Yirmi bes
yillik takip sonucunda karaciger ile iliskili mortalite oran1 %4’tiir. Ayni grupta
yapilan c¢aligmalarda enfeksiyonun baglangici ile kronik hepatit, siroz ve HCC

gelismesi arasinda gegen siire sirasiyla yaklagik 10, 20 ve 30 yil olarak bulunmustur
(29).

Kronik HCV enfeksiyonu kisith morbidite ve mortalite ile yaklasik iki dekat
devam ederken sorunlar daha ¢ok enfeksiyon sonrasi tiglincii ve dordiincii dekatta
belirginlesmektedir. Ancak karaciger hasar1 ve fibrozisin ilerlemesi zamanla dogru
orantili degildir. Hastaligin ilerlemesinde alkol kullanim1 ¢ok 6nemli bir risk faktorii
iken demir birikimi, karaciger yaglanmasi ve metabolik bozukluklar gibi bir¢ok ek
faktor de ilerlemeyi etkilemektedir. Hastalik tiim enfekte bireyler arasinda %15’i

gegmeyen bir grupta yasam kalitesini ve/veya siiresini diisiirmektedir (29).

HCYV Enfeksiyonunda Karaciger Dis1 Tutulumlar
HCV ile enfekte bireylerin yaklasik %1-2’si karaciger dis1 organ tutulumlari
gostermektedir. Bu organ tutulumlart renal, dermatolojik, hematolojik veya

romatolojik olabilmektedir (26).
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HCV enfeksiyonunda goriilen en sik karaciger disi tutulum miks tip
kriyoglobulinemidir.  Kronik HCV  enfeksiyonlu  hastalarin ~ %50’sinde
kriyoglobulinler bulunmaktadir. Yine HCV enfeksiyonlu hastalarla yapilan bir
kohort ¢alismasinda kriyoglobulinemi saglikli kontrol grubuna gore 11 kat daha sik
olarak bulunmustur. Miks tip kriyoglobulinemili HCV hastalarinin sadece %25-30’u
Klinik belirti vermektedir. Bu belirtiler arasinda halsizlik, deri dokiintiileri, purpura,
artralji, Raynaud fenomeni, vaskiilit, renal hastalik ve periferal noropatiler
sayilabilmektedir. Bu klinik tutulumlara gesitli organlarda immiin komplekslerin

birikiminin sebep oldugu diistiniilmektedir (26).

Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda diger sik goriilen karaciger disi
tutulumlar membranoproliferatif glomeriilonefrit, porfiria kutaneous tarda, liken
planus ve vitiligoyu igermektedir. HCV enfeksiyonu ile Hodgkin ve Hodgkin dist
lenfoma, otoimmiin tiroidit, Sjogren sendromu ve seronegatif artritler arasinda iliski
oldugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir ancak bu hastaliklarin sebebinin
dogrudan HCV enfeksiyonu mu yoksa kronik enfeksiyonla iligkili immiin

stimiilasyon mu oldugu net degildir (26).

HCV LABORATUVAR TANISI
HCV enfeksiyonunun tanisinda ve daha da onemlisi tedavi karar1 ve tedaviye
yanitin takibinde virolojik testlerden yararlanilmaktadir. Bu amagla serolojik ve

molekiiler yontemler kullanilmaktadir (30).

Serolojik Yontemler
HCV’ye karst olusan antikorlarin tespiti

HCV’ye kars1 olusan antikorlar, ¢esitli HCV epitoplarina karsi olusan bir¢ok
antikoru tespit eden figiincli kusak enzim immiin assay (EIA) testleri ile
aranmaktadir. EIA yontemlerinin yiiksek performansi immiinoblot testlerinin bu
amagla kullanimin1 azaltmistir. Kanda dolasan antikorlar1 yakalamak igin
rekombinant antijenler kullanilmaktadir. Anti-HCV antikorlar1 i¢in  EIA
yontemlerinin  6zgilliigiic %99’un iizerindedir ancak kiyaslanabilecek bir altin

standart yontem bulunmadigi i¢in duyarliligini saptamak giigtiir (30).
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HCV genotipinin serolojik yontemlerle tayini
HCV’nin genotipi, genotipe 0zgii bolgelere karsi olusan antikorlar1 arayan
yarismal1 EIA yontemleri ile tespit edilebilmektedir. Kronik enfekte immiinkompetan
hastalarda 9%90’a yaklasan oranlarda anlamli sonug¢ elde edilmektedir. Farkli
genotipteki viriislerle enfeksiyona bagli olarak veya ¢apraz reaksiyonlar sonucunda

karisik sonuglar alinabilmektedir (30).

Molekiiler Yontemler
HCV-RNA’nin kalitatif veya kantitatif olarak tespiti
HCV-RNA molekiiler yontemler ile kalitatif veya kantitatif olarak tespit
edilebilmektedir.

HCV-RNA’nin kalitatif olarak tespiti i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
veya transkripsiyon aracili amplifikasyon gibi hedef amplifikasyon sistemleri
kullanilmaktadir. PCR yontemlerinin tespit sinir1 50 IU/mL diizeylerindedir ve tim
genotipler i¢in esit duyarliliga sahiptir. Real time PCR yontemleri ile bu diizey 5-30
IU/mL diizeylerine inmektedir (30).

HCV-RNA’nimn kantitasyonu i¢in hedef amplifikasyon sistemlerinin yani sira
sinyal amplifikasyon tekniklerinden de faydalanilmaktadir. Kandaki HCV-RNA’nin
diizeyi tedaviye cevap olasiligii Ongérmede ve tedaviye yanitin takibinde

kullanighidir (31).

HCV genotipinin molekiiler yontemler ile tayini

HCV genotipinin tanimlanmasinda referans yontem NS5B veya El1 gen
bolgelerinin direkt sekanslanmasi ve takiben prototip sekanslar ve filogenetik
analizlerle dizi analizinin yapilmasidir. Bu teknikler subtiplerin de ortaya konmasin
gerektiren molekiiler epidemiyoloji ¢aligmalarinda kullanilmalidir. Klinik pratikte ise
5" kodlanmayan bolgenin direkt sekans analizi veya genotip spesifik problarla ters
hibridzasyon analizi temelindeki ticari kitler kullanilmaktadir. Bu tekniklerle yanlis
tiplendirme nadirken alt tiplerin tanimlanmasinda %210-25 diizeylerinde hata
goriilebilmektedir. Ancak tedavi kararinda alt tipler dikkate alinmadigi i¢in bu

hatalarin klinik 6nemi yoktur (30).
16



HCYV Enfeksiyonunda Tamsal Yaklasim

Kronik HCV enfeksiyonu siiphesi olan hastalarda Oncelikle anti-HCV
antikorlar1 aranmalidir. Pozitif anti-HCV testi olan hastalarda HCV-RNA
arastirtlmalidir. Antiviral tedavi diisiinlilen hastalarda ise kantitatif bir yontemle
HCV-RNA test edilmelidir. Tedavi baslanacak olan tiim hastalarda tedavi siiresine
karar vermek ve tedaviye yanit alma olasiligin1 6ngérmek icin HCV genotipi ortaya
konmalidir. Ayrica agiklanamayan karaciger hastaligi bulunup anti-HCV testi negatif
ve immiindiigkiin olan hastalarda veya akut HCV enfeksiyonu siiphesinde de HCV-
RNA testi yapilmalidir (31).

HCV TEDAVISI VE TEDAVIYE DIRENC

HCV Tedavisi

Siroz ve HCC gibi ciddi komplikasyonlar1 olmast sebebi ile HCV enfeksiyonu
olan hastalarin birgogu icin tedavi onerilmektedir. Tedavide amag hastalikla ilgili
komplikasyonlardan korunmak igin viriisiin eradikasyonudur (32). Tedavi siiresinde

ve sonrasinda olusabilecek virolojik yanitlar tabloda 6zetlenmistir (Tablo 1) (33).

Tablo 1. Virolojik yanitla ilgili tanimlamalar (33).

Virolojik Yanit Zaman (hafta) HCV-RNA Durumu

Hizh virolojik yamit (RVR) 4. Negatif
Genisletilmis RVR (eRVR) 4-12. (boceprevir) Negatif
8-24. (telaprevir)  Negatif

Erken virolojik yanit (EVR) 12. Negatif (tam EVR)
>2logio diistis (kismi EVR)

Tedavi sonu yamt1 (ETR) 48. Negatif

Kalic1 virolojik yanit (SVR) 72. Negatif

SVR-12 60. Negatif

Kronik HCV enfeksiyonu glikoprotein yapisindaki interferon alfa ile tedavi
edilmektedir. Virlise karst immiin yanit1 etkin bir sekilde arttirdigi igin tedavinin
omurgasini olusturmaktadir. Sonrasinda ribavirin ile kombine tedavi altin standart

halini almigtir. Giiniimiizde interferon pegile edilmis formda kullanilmaktadir (34).
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Pegilasyon islemi polietilen glikol zincirlerinin ilag molekiiliine kovalent
olarak baglanmasiyla gerceklesmektedir. Bu islem sayesinde hem ilacin molekiil
blyiikligliniin artmasiyla bobrekten atilimi azalir ve etki siiresi uzar hem de
immiinojenitesi azalir. Biri 40 kDa peginterferon alfa-2a ve digeri 12 kDa
peginterferon alfa-2b olmak iizere kullanim igin onay almis iki pegile interferon
formu bulunmaktadir. Standart interferona gore pegile interferon daha yiiksek kalict
virolojik yanit (SVR) oranlarina sahiptir. Monoterapi olarak kullanildiginda ise

standart veya pegile ayrimi olmaksizin interferon ribavirine tistiindiir (32).

Bir niikleozid analogu olan ribavirin RNA parcalarinin olusumunu ve
uzamasini engelleyerek protein sentezini ve replikasyonu durdurmaktadir. Ribavirin
doza bagimli olarak HCV enfektivitesini inhibe etmektedir. Ancak tek basina
kullanildiginda SVR gelismemektedir (32).

Standart tedavi dozu peginterferon alfa-2a i¢in haftada 180 pg, peginterferon
alfa-2b igin haftada 1.5 pg/kg, ribavirin igin ise 75 kg altinda 1000 mg/giin, 75 kg
tistiinde ise 1200 mg/giindiir. HCV genotip 2 veya 3 ile enfekte hastalarda ise

ribavirin dozu kilodan bagimsiz olarak 800 mg/giindiir (35).

Tedavi siiresinin karar1 da genotipe bagli olarak verilmektedir. HCV genotip 1
ile enfekte hastalarda tedavi stiresi 48 hafta iken tip 2 veya 3 ile enfekte hastalarda 24
hafta SVR elde etmek i¢in yeterlidir. Kronik HCV enfeksiyonunda tedavi algoritmasi
sekilde gosterilmistir (Sekil 4) (35).

HCYV Enfeksiyonunda Tedaviye Direng
Standart peginterferon ve ribavirin tedavisi ile kronik HCV enfeksiyonlu
hastalarin ancak %55’inde SVR goriilmektedir. Tedavi basarisizliginda viral

faktorler ve konak faktorleri birlikte etki etmektedirler (36).

Viriisiin kodladig1 yapisal ve yapisal olmayan proteinler direkt olarak dogal
immiiniteyi inhibe ederken T hiicre proliferasyonunu inhibe ederek kazanilmig

immiiniteyi de etkisiz hale getirmektedir. Hata yapmaya yatkin RNA polimerazi
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sayesinde de HCV yiiksek mutasyon oranlariyla kendisini kazanilmig immiiniteden
korumaktadir (36).

iLK DEGERLENDIRME

Kantitatif Viral Yik
Genotip
Karaciger Biyopsisi

[
i 1
Genotip 1 Genotip 2 veya 3
48 Hafta llag Tedavisi 24 Hafta llag Tedavisi
iLA(; TEDAViSI
12. Hafta 12. Hafta
ot/ antitat viral Vik e Hayt/ Kantitatif Viral vk \EVet
Disiis >=2 log? Dasiis >=2 log?

Yanit Yok Yanit Var Yanit Yok Yanit Var
Tedaviyi Kes Tedaviye Devam Tedaviyi Kes Tedaviye Devam

24. Hafta M 24. Hafta
Hayt/ alitatif Viral ik ) EVet YW/ Kalitatf Viral Yk YEVEt
Tespit Edilmemis? Tespit Edilmemis?

Yanit Yok Yanit Var Yanit Yok Yanit Var
Tedaviyi Kes Tedaviye Devam Tedaviyi Kes Tedaviyi Kes
Hayr, 48. Hafta Evet
Kalitatif Viral Yik
Tespit Edilmemig?

Yanit Yok Yanit Var
Tedaviyi Kes Tedaviyi Kes
TEDAVI SONRASI TAKIBIN

24. HAFTASI
Hayir/  Kalitati Viral Yak  \ Evet Hayir/"  Kalitatif Viral Yak  \ Evet
Tespit Edilmemig? Tespit Edilmemis?
| o ‘ | et

Sekil 4. Kronik HCV enfeksiyonunda tedavi algoritmasi (35).

Irk ve yas gibi sabit konak faktorleri tedaviye yanitsizlikla iligkili bulunmustur.
Bu faktorlerden en belirgin olan ik ile ilgili yapilan ¢alismalarda Afro-Amerikan
irkta ve beyaz Amerikan irkta SVR oranlar sirasiyla %19-28 ve %39-52°dir (36).
Tedaviye yamt 40 yas altindaki hastalarda yaslilara gore daha iyidir. Ozellikle geng

bayanlar tedaviye iyi cevap vermektedir (34).

Degisken konak faktorleri de tedaviye yanitsizlikla iligkilidir. Bu faktorler
arasinda obezite, insiilin direnci ve karaciger yaglanmasi bulunmaktadir. Virahep-C
kohortunda insiilin direncinin bir gostergesi olan homeostaz model degerlendirmesi
(HOMA) indeksi bagimsiz olarak SVR ile iligkili bulunmustur. HOMA skoru normal

(<2) olan hastalarda SVR goriilme orani %60 iken, ilimli insiilin direnci olan
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(HOMA 2-4) hastalarda SVR goriilme orani %40, ciddi insiilin direnci olan
(HOMA> 4) hastalarda ise SVR goriilme oran1 %20 olarak bulunmustur (36).

KEMOKINLER VE KEMOKIN RESEPTORLERI
Kemokinler ya da kemotaktik sitokinler 1okositler, endotel ve epitel
hiicrelerinin migrasyonunu saglayan kiiciik molekiil agirligina sahip molekiil ailesidir

(37).

Kemokinler sistein rezidiilerinin pozisyonuna gore alfa kemokinler (CXC),
beta kemokinler (CC), fraktalkin (CX3C) ve lenfotaktin (C) kemokinler olmak iizere
dort sinifa ayrilmaktadirlar. Islevlerine gére ise kemokinler homeostatik, inflamatuar
kemokinler olarak ayrilmakta veya her ikisi birlikte olabilmektedirler. Birgok
fizyolojik islevde rolii olan homeostatik kemokinler yapisal olarak eksprese edilirken
inflamatuar kemokinlerin ekspresyonu inflamatuar uyaranlarla indiiklenmektedir

(37).

Kemokinlerin Molekiiler Yapisi

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda insanlarda yaklasik 50 kemokin
tanimlanmistir. Kemokinler, 8-12 kD molekiiler agirliga sahip olmasina karsin ¢oklu
alt birimleri bulunabilen protein yapisinda molekiillerdir. Kemokin genleri spesifik
lokuslarda yer almaktadirlar. CC kemokin genleri 17q11.2-12 ve CXC kemokin
genleri de 4q13 lokusunda bulunmaktadirlar (38).

Molekiildeki sistein amino asidinin pozisyonuna gore; CXC, CC, C ve CX3C
seklinde 4 alt gruba ayrilmaktadirlar. Kemokin gruplarmin molekiiler yapis1 sekilde
gosterilmistir (Sekil 5) (39). Alfa-kemokinler, amino terminal ucundaki iki sistein
arasinda bir amino asit bulundugu i¢in CXC kemokinleri olarak tanimlanmaktadirlar.
CXC kemokinler glutamat- 16sin- arjinin (ELR) motifinin bulunup bulunmamasina
gore de ikiye ayrilmaktadirlar. Beta-kemokinler ise ugtaki sisteinler yan yana
olduklar1 i¢in CC-kemokinler olarak isimlendirilirler. C kemokin olarak adlandirilan
lenfotaktin tek sistein igermektedir. CX3C kemokin ise fraktalkin veya norotaktin
olarak adlandirilmaktadir (40).
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Sekil 5. Kemokinlerin molekiiler yapisi (39).

Kemokin Reseptorleri

Kemokin reseptorleri GTP ile eslenik, membrana bagli yedi altbirimden
olusmaktadir. Kemokin reseptorlerinin biiylik bir kesimi birden cok ligand ile
baglanabilmektedir ancak bu ligandlarin ayn1 kemokin alt ailesine mensup olmalari
gerekmektedir (41).

Hiicre yilizeyinde eksprese edilen kemokin reseptorlerinin sayis1 degiskendir.
Ornegin monosit ve lenfositler CCR1 ve CCR2 igin hiicre basma 3,000 reseptor
icerirken eozinofillerin CCR3 reseptorleri i¢in bu say1 40,000 ile 50,000 arasinda
degismektedir (41).

Tek bir hiicre yiizeyinde birden c¢ok farkli tipte kemokin reseptorii eksprese
edilebilmektedir. Her biri farkli islevleri yerine getiren bu reseptorlerin tek bir
hiicrede bulunabiliyor olmasi her reseptoriin farkli sinyal yolagima sahip oldugunu

gostermektedir (41).

Kemokinin reseptoriine baglanmasi ile G proteini Ga ve Gy olmak tizere iki
alt birime ayrilmaktadir. Ga alt birimi Src ailesine ait kinazlar1 aktive ederek mitojen
aktivasyonlu protein kinazlar (MAPKSs) ve protein kinaz B (PKB) aktivasyonuna

onciiliik etmektedir. GBy alt biriminin aktivasyonu ise daha karmasiktir ve en az li¢
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ayr1 yolu igermektedir; fosfatidil inozitol 3 kinaz y iizerinden MAPKs ve PKB
aktivasyonu, fosfolipaz C (PLC) iizerinden protein kinaz C aktivasyonu ve Pyk-2
aktivasyonu. PLC hiicre igine kalsiyum akisini artirarak nétrofil, eozinofil ve bazofil
degraniilasyonunu da igeren bir¢cok hiicresel isleme aracilik etmektedir (41).
Kemokin ve reseptdriiniin baglanmasiyla aktiflenen yolaklar ve sonuglart sekilde

Ozetlenmistir (Sekil 6) (42).

< Kemokin >

2
> e ~lrisl ()
'

| Degranulasyon

o B

SIS [PKC]
(P8S/p110) !
/ ‘ Reseptor r
. Rac, cdc42 ' internalizasyonu ‘
‘Hii' | ‘ ' Degranulasyon

[Hucre iskeletinin Duzenlenmesi!
Kemotaksi
Degranulasyon

Sekil 6. Kemokin reseptor sinyalleri (42).

Kemokin reseptorleri birden cok ligandla baglanabilmektedir. Ancak bu
ligandlarin ayn1 kemokin ailesine ait olmalar1 gerekmektedir. Kemokin reseptorleri,

baglanan ligandlar ve temel islevleri tabloda dzetlenmistir (Tablo 2) (43).

Bu reseptorlerin diginda kemokinler 2 tip sinyal yaratmayan molekiille de iligki
igerisindedirler. Bunlardan ilki, eritrosit kemokin reseptdr veya kemokin i¢in Duffy
antijen reseptorii (DARC) olarak bilinmektedir. Ikinci tip ise heparan siilfat

proteoglikan grubu molekiillerdir (44).
Kemokinlerin slevleri

Kemokinler konak savunma mekanizmasinda, dogal ve kazanilmis bagisikligin

olusumunda ve devaminda hayati Oneme sahiptirler. Bagisikliga ek olarak
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kemokinler yara iyilesmesi, anjiyogenez, embriyogenez, timor gelisimi ve

metastazinda da rol almaktadirlar (37).

Inflamatuar kemokinler enfeksiyon, inflamasyon, doku hasar1 ve tiiméral
dokularda efektdr 1dkositlerin olay yerine gociinii saglamaktadirlar. Inflamatuar
sitokinlerin birgogu hem dogal hem de kazanilmis bagisikligin hiicrelerini igeren
genis bir hiicre grubunda etkilidirler (45). Inflamatuar siirecteki 16kosit gdgiinde
kemokinlerin rolii sekilde 6zetlenmistir (Sekil 7) (46).

Homeostatik kemokinler ise hematopoezde kemik iligine ve timusa, kazanilmis
bagisikligin baslangicinda dalaga ve lenf noduna ve immiin siirveyansta saglikli

dokulara l6kositleri yonlendirmektedirler (45).

Sekil 7. Lokosit gogiinde kemokinlerin rolii (46).

Kemokin reseptorii bulunan 16kositler [1] endotelde ligandlariyla karsilagirlar [2].
Baglanma integrinleri aktifler [3] lokosit adezyonu saglamir [4]. Diapedez [5] ile
damardan ¢ikilarak kemokin gradienti boyunca hareket edilir [6]. Lezyonun merkezinde
[7] yiiksek kemokin konsantrasyonu reseptorleri desensitize eder [8]. Hiicreler aktive
olarak proinflamatuar mediatorler salgilarlar [9].
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Tablo 2. Kemokin reseptorleri ve ligandlart (43).

Reseptor | Ligand Temel Islev

CXCR1 | CXCL8 Notrofil migrasyonu, dogal bagisiklik, akut
inflamasyon

CXCR2 | CXCL1-3,5-8 Notrofil migrasyonu, dogal bagisiklik, akut
inflamasyon, anjiogenez

CXCR3 | CXCL9-11 T hiicre migrasyonu, dogal bagisiklik, Thl
inflamasyonu

CXCR4 | CXCL12 B hiicre lenfopoezi, kemik iligi myelopoezi, santral
sinir sistemi ve vaskiiler gelisim, HIV enfeksiyonu

CXCR5 | CXCL13 B hiicre dolanimi, lenfoid gelisim

CXCR6 | CXCL16 T hiicre migrasyonu

CCR1 CCL3, 5,7, 8, T hiicre ve monosit migrasyonu, dogal ve

13-16, 23 kazanilmig bagisiklik, inflamasyon

CCR2 CCL2,7,8, 13 T hiicre ve monosit migrasyonu, dogal ve
kazanilmis bagisiklik, Th1 inflamasyonu

CCR3 CCL5, 7, 8, 11, Eozinofil, bazofil ve T hiicre migrasyonu, alerjik

13, 15, 24, 26 inflamasyon

CCR4 CCL17, 22 T hiicre ve monosit migrasyonu, alerjik
inflamasyon

CCR5 CCL3-5, 8, 14 T hiicre ve monosit migrasyonu, dogal ve
kazanilmig bagisiklik, HIV enfeksiyonu

CCRG6 CCL20 Dendritik hiicre migrasyonu

CCRY7 CCL19, 21 T hiicre ve dendritik hiicre migrasyonu, lenfoid
gelisim, primer immiin yanit

CCRS8 CCL1, 4, 17 T hiicre dolanim1

CCR9 CCL25 Barsaklara T hiicre gocii

CCR10 | CCL26-28 Cilde T hiicre gocii

CX3CR1 | CX5CL1 T hiicre ve NK hiicre dolanim1 ve adezyonu, dogal
ve kazanilmis bagisiklik, Th1 inflamasyonu

XCR1 XCL1,2 T hiicre dolanim1
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Bagisiklikta kemokinlerin rolii

Kemokinler dogal ve kazanilmig bagisiklikta kilit role sahiptirler. Dogal
bagisikligin aracilar1 notrofiller, monositler, dendritik hiicreler ve NK hiicreleri iken
naif ve hafiza CD4 ve CD8 hiicreler ile immatiir dendritik hiicreler kazanilmis
bagisikliga aracilik ederler. Mikrobiyal metabolizmanin yapisal elemanlar1 ve
tiriinleri patojen iliskili molekiiler paternleri (PAMP) olustururlar. PAMPlar dogal
bagisikligin NOD1, NOD2 ve Toll benzeri reseptér (TLR) gibi patern taniyan
reseptorler (PRR) tarafindan taninmaktadirlar. Epitel hiicreleri ve dendritik hiicreler
PRR sinyalizasyonu sonucunda bir dizi sitokin salgilarlar. Hiicre hasar1 esnasinda da
enfeksiyoz olmayan endojen molekiiller hasarla iligkili molekiiler paternler
araciligiyla TLR aktivasyonu yaparak steril inflamasyon olusturmaktadirlar. TLR
sinyalizasyonuyla salgilanan sitokinler otokrin ve parakrin etkilerinin yani sira
kutuplagmis bir sitokin profiline de yol acan (Tpl ve Tp2) kemokin salinimini da
artirmaktadirlar. Nekrotik hiicrelerden salinan adenozin trifosfat Nrlp3 aktivasyonu
ile intravaskiiler kemokin gradyani olusturarak noétrofilleri nekrotik dokuya
¢ekmektedir (37).

Kazanilmig bagisikliga hem homeostatik hem de inflamatuar kemokinler
aracilik etmektedirler. Naif T hiicreler, B hiicreler, olgun dendritik hiicreler,
Langerhans hiicreleri ve NK hiicrelerinin sekonder lenfoid organlardaki T hiicre
bolgesine migrasyonu, {iizerlerinde bulunan CCR7°nin CCL19 ve CCL21 ile
aktivasyonu sayesinde gergeklesmektedir (37).

B hiicrelerinin CXCL13 eksprese eden lenf nodundaki folikiillere goci,
yiizeylerindeki CXCRS5 sayesinde gergeklesmektedir. Benzer sekilde immatiir
dendritik hiicreler de inflamatuar kemokinlerin reseptorleri olan CXCR1, CCR1,

CCR2 ve CCR6’y1 eksprese ederek inflamasyon alanina yonlenmektedirler (37).

Yara iyilesmesinde kemokinlerin rolii
Inflamasyon, proliferasyon ve yeniden yapilanma olmak iizere {ic asamada

gerceklesen yara iyilesmesinin her asamasinda kemokinler rol almaktadir (37).

Epidermiste CXCR?2 ile ligandlar1t CXCL1 ve CXCLS8 eksprese edilmektedir.

CXCR2(-/-) farelerde nétrofil gogiiniin yetersiz oldugu, epitelizasyonda keratinosit
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proliferasyonunun ve migrasyonunun azaldigi ve yeni damar olusumu ile yara

kapanmasinin geciktigi gosterilmistir (37).

Transgenik farelerde anjiyostatik kemokin CXCL10’un ekspresyonunun
inflamatuar fazin yogun, graniilasyon fazinin ise genis ve diizensiz olmasi ile iliskisi
ortaya konmustur. Bu durum yara bolgesinde yeni damar olusumunun diizensiz bir

sekilde olmasina ve yara iyilesmesinin gecikmesine yol agmaktadir (37).

CX3CR1(-/-) farelerde makrofaj infiltrasyonu, kollajen birikimi ve yeni damar

olusumunun azalmasina bagli olarak yara iyilesmesinin geciktigi gosterilmistir (37).

Kemik iligi kaynakli keratinosit Onciil hiicrelerinin yara bdlgesine gociinii

artiran CCL27 de yara iyilesmesini hizlandirmaktadir (37).

Anjiyogenezde kemokinlerin rolii
ELR “+” kemokinler olan CXCL1-3 ve CXCL5-8 pro-anjiyogenik ozellikte
iken ELR “-” kemokinler olan CXCL4, CXCL9-11 ve CXCL14 anjiyostatik
aktiviteye sahiptir. Ayrica DARC ELR" kemokinleri sekestre ederek dolayli yoldan
anjiyogenezi inhibe etmektedir. ELR™ kemokinlerin endotel hiicrelerindeki CXCR1
ve CXCR2’ye baglanmasiyla endotel hiicrelerinin proliferasyonu uyarilmaktadir.
Ayrica ELR “+” kemokinler kemik iligindeki endotelyal progenitdr hiicrelerin

anjiyogenez alanina gogiinii saglamaktadir (37).

CC kemokinler de anjiyogenezde role sahiptir. CCL2 endotelyal hiicrelerde

bulunan CCR2’ye baglanarak yeni damar olusumuna aracilik etmektedir (37).

Embriyonik gelisimde kemokinlerin rolii
CX3CR1, CCRI1 ve CCR3 kemokin reseptorlerine sahip fetal trofoblastlar
kemokin reseptdr sinyalizasyonu sayesinde endometrium epiteline migrasyonunu
gerceklestirmektedir. Trofoblastlar ile endometrium arasindaki bu ¢ift yonli
sinyalizasyon sayesinde embriyonun implantasyonu basarili  bir sekilde

gerceklesmektedir (37).
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Kemokinlerin embriyogenezis ve merkezi sinir sistemi gelisiminde roliiniin
bulundugu hayvan modellerinde gosterilmistir. CXCR4, CXCR?7 ve ligandlar1 olan
CXCLI12 noronal prekiirsor hiicrelerin beyindeki hedef boélgelerine yerlesimini
saglamaktadir. Yine CXCR4, CXCR7 ve CXCLI12’nin primordial kék hiicrenin

migrasyon paternini diizenledigi de bilinmektedir (37).

CXCL12/ CXCR4 aks1 kemik iliginde lenfoid ve myeloid serinin gelisiminde,
hematopoietik kok hiicrelerin vaskiiler yayiliminda ve kardiyak gelisimde de rol

almaktadir (37).

Kanserde kemokinlerin rolii
Timor gelisimi  stromal ve tiimoral hiicrelerin {rettigi kemokinlerden
etkilenmektedir. Kemokinler ve reseptorleri migrasyon, metastaz, dolasima karigsma
ve spesifik dokularda kolonize olmalari igin l6kositlere ve tiimor hiicrelerine
yonlendirme isareti gorevi gormektedirler. Bircok tipte kanser asir1 kemokin reseptor
sinyalizasyonuna yol acacak sekilde kemokin ve kemokin reseptor aktivasyon

artigina sebep olmaktadir (37).

Solid tiimorler genellikle malign hiicreler ve timdr biiylimesi ve metastazi igin
onemli olan stromal hiicrelerden meydana gelmektedirler. Lenfositler, makrofajlar,
endotel hiicreleri, fibroblastlar, eozinofiller, graniilositler, B hiicreleri ve NK hiicreler
tiimor dokusundaki stromal hiicreleri meydana getirmektedirler. Timoér mikrogevresi
timor dokusuna 16kosit infiltrasyonunu diizenleyen yogun CC ve CXC kemokin

agina sahiptir (37).

Invazyon ve metastazda kemokinlerin rolii
Bir¢ok kanser tiiriinde CXCL12/CXCR4 ve CCL21/CCR7 aks1 invazyon ve
metastaz i¢in temel faktorlerdir. Timor hiicrelerinde en sik asir1 ekspresyonu goriilen

kemokin reseptoriit CXCR4 tiir (37).

CXCR4 stromal hiicre kaynakli faktor-1a olarak da bilinen CXCL12’ye segici
olarak baglanmaktadir. CXCR4’iin ekspresyonu meme kanseri hiicrelerinde

gosterilmistir. CXCR4 kemotaksiyi yoneterek meme kanseri hiicrelerinin invazyon
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ve metastazina olanak saglamaktadir. CXCL12 meme kanseri hiicrelerinin yayildigi
lenf nodu, akciger, karaciger ve kemik iligi gibi dokulardaki stromal hiicrelerde
eksprese edilmektedir. CXCR4 ayrica glioblastoma kanser kok hiicrelerinde de
gosterilmistir (37).

Otoimmiin hastaliklarda kemokinlerin rolii
Inflamatuar sinoviyal mikrogevrede CXC ve CC kemokinler lokositlerin
vaskiiler endotelden sinoviyaya geg¢isini saglamaktadir. Romatoid artritli hastalarda
CXCL8, CXCLS5 ve CXCLI serum, sinoviyal sivi ve membranlarda en fazla bulunan
ve en 6nemli kemokinlerdir. Sinoviyadan izole edilen makrofajlarin in vitro CXCL8
salgiladig1 gosterilmistir. Bu kemokinlere ek olarak romatoid artritte XCL1 ve

CX3CLI1 sinoviyal s1vida tespit edilmistir (37).

KEMOKINLER ILE HEPATIT ILiSKiSi
HCV enfeksiyonunda karacigere lenfosit goc¢iinde kemokinler oldukca
onemlidirler. Enfeksiyon siiresince olusan karaciger hasarina kemokinler onciilitkk

etmektedirler (40).

Lenfositlerin karacigere gogii ¢ok basamakli karmasik bir siirectir. Kemokinler

ve kemokin reseptorleri bu siirecte onemli bir rol oynamaktadirlar (4).

HCV enfeksiyonunun akut déneminde spontan eradikasyonu i¢in ¢esitli viral
epitoplara kars1 giiclii bir CD4 ve CDS8 yaniti gerekmektedir. Virlise 6zgli yanit

gelistiremeyen ya da yaniti zamanla azalan olgular kroniklesmektedirler (40).

Persistan HCV enfeksiyonu ise karacigerde esas olarak CDS8" hiicrelerden
olusan ve 0Ozgin olmayan inflamatuar infiltrat ile karakterlidir. Bu hiicreler
intrahepatik olarak salgilanan kemokinler ve T hiicreleri iizerindeki kemokin
reseptorleri  arasindaki etkilesim sonucunda karacigere gelmektedirler (4).
Hepatositlerdeki persistan HCV replikasyonu kemokin iiretimine yol agarak
inflamatuar hiicrelerin siirekli olarak karacigere toplanmasmi saglamaktadir.
Toplanan inflamatuar hiicreler de kemokin ve sitokin {liretimine yol agarak stirekli bir

inflamatuar dongii olusturmaktadirlar (Sekil 8) (40).
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Kronik HCV enfeksiyonunda karacigere yardimer T hiicresi tip 1 (Thl) ve
sitotoksik T hiicresi tip 1 (T¢1) fenotipindeki lenfositler baskin olarak go¢ etmektedir.
Bu tipteki lenfositler yiizeylerinde CCR5 ve CXCR3 kemokin reseptorlerini bolca
eksprese etmektedirler. Karacigerde salgilanan ELR “-” CXC kemokinler CXCR3
eksprese eden lenfositleri ortama c¢ekerken, CC kemokinler CCR5 eksprese eden
lenfositleri ortama c¢ekmektedirler. Kronik HCV enfeksiyonunda hepatik lobiil ve
portal alanlarda CCRS ve CXCR3 eksprese eden T lenfositler yogun olarak

bulunurken saglikli bireylerin karacigerlerinde bu hiicreler yok denecek kadar azdir

(4).
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Sekil 8. HCV enfeksiyonunda inflamatuar dongii (40).

ELR “-” Kemokinler ve Hepatit C

Bir¢cok c¢alismada kronik HCV enfeksiyonu bulunan hastalarda CXCL10
ekspresyonu hem karacigerde hem de periferik kanda artmis olarak bulunmustur.
Intrahepatik CXCLI10 iiretimi hepatositlerde ve siniizoidal endotel hiicrelerinde
gerceklesmektedir. Kronik hepatit C hastalarinda intrahepatik CXCL10 mRNA
diizeylerinin lobiiler inflamasyon ile korelasyon gosterirken portal inflamasyon veya

fibrozis ile iligkili bulunmamasi intralobiiler T hiicrelerin gogiinii CXCL10’un
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sagladigim gostermektedir. inflamasyondaki roliiniin yan1 sira CXCL10 antiviral
tedavi yanitinin iyi bir gostergesi de olabilir. Cesitli ¢alismalarda SVR gelisen
hastalarda CXCL10 diizeyleri saglikli bireylere esit bulunurken, tedaviye yanitsiz
hastalarda yiiksek olarak izlenmistir. Tedavi oncesi CXCLI10 diizeyleri de SVR

gelisen hastalarda yanitsizlara gore anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (40).

CXCL9 ekspresyonu da kronik HCV enfeksiyonu bulunan hastalarda enfekte
olmayan bireylere kiyasla karacigerde ve periferik kanda artmis olarak bulunmustur.
Saglikli bireylerde ve kronik hepatit C hastalarinda CXCL9 esas olarak siniizoidal
endotel hiicrelerinde tespit edilirken, kronik hepatit C hastalarinda CXCL9 eksprese
eden hiicreler inflamasyonun derecesiyle orantili olmak {izere anlamli sekilde

artmustir (40).

Saglikli insanlarin karacigerinde CXCL11 ekspresyonu siniizoidal endotel
hiicrelerinde baskin iken HCV enfeksiyonunda iiretimin ¢ogu hepatositlerdedir.
Cesitli calismalarda kronik HCV enfeksiyonunda intrahepatik CXCL11 mRNA
diizeyleri enfekte olmayan bireylere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur ve bu

yiikseklik portal ve lobiiler inflamasyon ile korelasyon gostermektedir (40).

CC Kemokinler ve Hepatit C

Karacigerde CCLS ekspresyonu hepatosit, siniizoidal endotel hiicreleri ve safra
kanali epitelini de igeren genis bir hiicre grubunda goriilmektedir. Yapilan
caligmalarda kronik HCV enfeksiyonlu hastalarin karacigerinde CCLS ekspresyonu

artmis olarak bulunmus ve bu artis inflamasyonun derecesi ile iliskilendirilmistir

(40).

CCLS5 iiretimine miidahale etmek suretiyle HCV, kendisine kars1 olusturulan
immiin yanittan kagabilmektedir. HCV’nin ve E2 zarf proteininin CCL5
ekspresyonunu artirdigi in vitro olarak gosterilmistir. Zarf proteini E2 ile tetraspanin
CD8I1 arasindaki iliski sonucunda doza bagimli olarak CCLS5 salgis1 indiiklenmekte
ve ozellikle periferik CD8" hiicrelerde CCRS yiizey ekspresyonu azalmaktadir.
CCLS5 salgist ve CCRS yiizey ekspresyonundaki degisiklikler karacigere lenfosit

gociinii etkileyebilmektedir (40).
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Konaktaki CCL5 ve CCRS ile ilgili genetik polimorfizmler de belirli HCV
enfeksiyonlu hastalarda azalmis portal inflamasyon ve ilimli fibrozis ile iligkili

bulunmustur (40).

CCL3 ve CCL4’tin HCV enfeksiyonu iizerindeki etkilerini arastiran
caligmalarin biiyiik bir kisminda kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda saglikli
bireylere gore CCL3 ve/ veya CCL4 serum diizeylerinde artislar goriilmiistiir (40).

CCR5 DELTA 32 DELESYONU

CCR5 delta 32 delesyonu; CCRS5 geninin agik okuma penceresinde gergeve
kaymasina yol acan 32 baz ¢iftlik bir delesyondur. Bu mutasyonu homozigot olarak
tastyan bireyler hiicre yiizeylerinde CCRS5 eksprese edemezken, heterozigotluk

fonksiyonel CCRS proteininin ekspresyonunda azalmaya neden olmaktadir (47).

CCRS delta 32 delesyonu HIV enfeksiyonuna kars1 koruyucu oldugu igin
klinik 6nem kazanmistir. HIV enfeksiyonu disinda delta 32 delesyonu romatoid
artritin ve multipl sklerozun daha ilimli formlariyla iliskili bulunmustur. Renal
transplantasyonda da delta 32 delesyonu daha uzun greft 6mri ile iliskilendirilmistir.
Son olarak da kronik HCV enfeksiyonunda CCRS5 delta 32 allelinin prevalansi artmis
olarak bulunmustur. CCRS5 delta 32 homozigotlugu da artmig HCV viral yiikii ile
iligkilendirilmistir. CCRS5 delta 32 delesyonuna bagli CCRS ekspresyonunun kaybi

muhtemelen hiicresel immiin yanit ile etkileserek hepatit C’yi etkilemektedir (47).

CCR 5 delta 32 delesyonu HCV enfeksiyonunda tedavi yanmitini da
etkilemektedir. Kronik HCV enfeksiyonu tedavisi alan hastalardan CCR5 delta 32
delesyonuna sahip olanlar anti HCV tedavisine oldukc¢a diisilk yanit oranlari

gostermektedirler (3).
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GEREC VE YONTEM

CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Hasta Grubu

Mart 2012 — Ekim 2012 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi Egitim
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi’ne bagvuran
hastalardan serolojik olarak HCV’ye karsi antikoru bulunan ve PCR ile viral yiikii
tespit edilen hastalar ¢alismaya alindi. Ayrica c¢alisma igin hastalardan kanlarin
alindig1 anda poliklinik takip rutini dahilinde real time PCR ile viral yiik tespiti

yapild1 . Tiim viral yiik dl¢ilimleri ayn1 yontem ve ayni cihazla yapildi.

Calismaya katilan hasta grubu 23-73 yaslari arasinda 24’1 erkek ve 32’°si kadin

olmak tizere toplam 56 kisiden olugmaktaydi.

Kontrol Grubu
Kontrol grubu; hasta grubuna yas ve cinsiyet olarak benzeyen ancak hasta
grubunun ozelliklerini igermeyen ve kemokinler {izerine etkisi olabilen inflamatuar

hastaliklar1 bulunmayan saglikli bireylerden olusturuldu.

Calismaya katilan kontrol grubu 28-63 yaslar1 arasinda 12’si erkek ve 16’s1

kadin olmak tizere toplam 28 kisiden olugsmaktaydi.

Etik Kurul Onay1
Calisma oncesinde Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurulu’nun 02.11.2010
tarih ve 07 sayr nolu onayr alindi. Caligmaya dahil edilen tiim katilimcilara

aydinlatilmis onam formlart doldurularak yapilacaklar hakkinda bilgi verildi.

ORNEKLERIN TOPLANMASI
Calismaya dahil edilen tiim katilimcilardan 1 adet vakumlu jelli tiipe ve 1 adet

EDTA’ 1 tiipe venoz kan alindu.

Vakumlu jelli tiipe alinan kandan elde edilen serumdan ELISA ¢alismalarinda

kullanilmak tizere 500’er puL ayrilarak -20 °C’de saklandi.
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EDTA’l1 tiipe alman kandan 200 pL’lik kism1 akim sitometri ¢aligmalarinda

kullanilmak tizere alindiktan sonra kalan tam kan PCR g¢alismalarinda kullanilmak

uzere -20 °C’de saklandu.

KULLANILAN CiHAZLAR

Akim sitometri cihaz1 (FACSCalibur, BD, ABD)

Real-Time PCR cihaz1 (LightCycler® 2.0, Roche, ABD)

ELISA okuyucu (ELx808, Biotek Instruments, ABD)

Masaiistii santrifiij (NF 800, Niive, Tiirkiye)

-20°C derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

Avyarlanabilir otomatik pipet seti (1-10 pL, 10-100 uL, 100-1000 uL)
Cok kanalli otomatik pipet (30-300 pL, CappAero™ Multi, Capp,
Almanya)

KULLANILAN SARF MALZEMELERIi

Jelli vakumlu diiz tiipler (LP Italiana, Italy)

EDTA’l1 tiipler (LP Italiana, Italy)

0,5 mL ve 1,5 mL’lik Eppendorf tiipler (Isolab, Almanya)

1-10 pL, 10-100 pL, 20-200 puL ve 100-1000 puL’lik pipet uglar

KULLANILAN KITLER

Insan CCL3 (MIP-1a) ELISA kiti (Invitrogen, ABD)
Insan CCL4 (MIP-1pB) ELISA kiti (Invitrogen, ABD)
Insan CCL5 (RANTES) ELISA Kiti (Invitrogen, ABD)
Insan CXCL9 (MIG) ELISA kiti (Raybiotech, ABD)
Insan CXCL10 (IP-10) ELISA kiti (Invitrogen, ABD)
CCRS5 delta 32 delesyon kiti (Roche, ABD)

KULLANILAN ANTIKORLAR

CCR5-Cy5 1gG2a monoklonal antikor (BD Pharmingen, ABD)
CXCR3-CF IgG1 monoklonal antikor (LifeSpan BioSciences, ABD)
CD8-PE monoklonal antikor (Imgenex, ABD)
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KEMOKIN RESEPTOR DUZEYLERININ TESPIT EDILMESI
Kemokin reseptor diizeylerinin belirlenmesi i¢in akim sitometri teknigi

kullanildi.

Akim Sitometri Prensibi
Akim sitometri; siispansiyon halindeki hiicreleri bir akis kanalindan belirli bir

hizda tek tek gegerken siniflandiran sistemdir (48).

Akim sitometri hidrolik, optik ve elektrik olmak {izere 3 ayri Sistemin
entegrasyonu ile olugmaktadir. Hidrolik sistemle hiicreler akim hiicresine tek sira
halinde iletilmektedir. Bu ge¢is farkli basingtaki iki sivinin olusturdugu ince kanalda
gerceklesmektedir. Optik sistemde akim hiicresine ulasan hiicreler 488 nm dalga
boyundaki argon ion lazer i1sinlari ile karsilagmaktadirlar. Hiicrelerden sagilan ve
yayilan 1sinlar fotodedektorler ile algilanmaktadirlar. Forward scatter (FSC)
dedektorii ile hiicrelerin biiyiikliikleri, side scatter (SSC) dedektorleri ile hiicrelerin
graniilaritesi ve floresan dedektorleri ile belirli yapilar1 boyar maddelerle isaretlenmis
hiicrelerin floresan yogunlugu algilanmaktadir. Son olarak elektrik sistemi ile optik
sinyaller amplifiye edilerek elektrik sinyallerine doniistiiriilmekte ve bilgisayara
iletilmektedir (49). Calismada kullanilan FACSCalibur cihazinin optik sistemi
sekilde gosterilmektedir (Sekil 9) (50).
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Sekil 9. FACSCalibur optik sistemi (50).
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AKim Sitometri Islem Basamaklar

Akim sitometri islemi monoklonal antikorlarla aranan antijenik yapilarin

isaretlenmesi, cihazda okutma ve analiz olmak tizere 3 asamada gergeklestirildi (51).

10.
11.
12.

13.

14.

15.

izotip kontrol ve antikorlar i¢in 2 adet 12x75 mm’lik falcon tiiplerine
100’er uL tam kan pipetlendi.

Izotip kontrol tiipiine 20 pL mouse PE-Cy5 lgG2a ve 10 uL mouse CF
IgG1 izotip kontrolleri eklendi.

Antikor tiiptine 20 uL CCR5-Cy5 1gG2a, 10 uL CXCR3-CF IgG1 ve
10 pL CD8-PE antikorlar1 eklendi.

Izotip kontrol ve antikor tiipleri vortekslenerek 25 dakika karanlik
ortamda ve oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras: tiipler vortekslenerek 2 ml lizis tamponu eklendi ve
tekrar vortekslendi. Oda 1sisinda, karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben tiipler 300 g (1200 rpm) hizinda 5 dakika santrifiij
edildi.

Tiiplerdeki sivi kisim atilip dip ¢okeltisi vortekslendi.

Cokeltinin tizerine 2 ml yikama soliisyonu eklenip vortekslendi.

Tiipler 300 g (1200 rpm) hizinda 5 dakika santrifiij edildi.

Tiiplerdeki sivi kisim atilip dip ¢okeltisi vortekslendi.

500 pL yikama soliisyonu eklenip vortekslendi.

Sirasiyla izotip kontrol ve antikor tiipleri FACSCalibur cihazinda
okutuldu. Cihazda okutma 12 pl/dakika hizinda gergeklestirildi.
Herbir tiip i¢in 10000 olay kaydedildi.

Olaylarin kaydedilmesinde ve analizinde CellQuest Pro yazilimi
kullanildi.

Kaydedilen olaylar forward scatter/side scatter, 1gG2a PE-Cy5/IgG1l
CF, CD8 PE/CCR5 PE-Cy5, CD8 PE/CXCR3 CF ve CCR5 PE-
Cy5/CXCR3 CF grafikleri ile analiz edildi. Grafikler sekilde
goriilmektedir (Sekil 10).

“Forward scatter/side scatter” grafiginde lenfosit kapisi alindu.
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16. Izotip kontroller olan IgG2a PE-Cy5/IgGl CF grafiginde, lenfosit
kapisinda negatif olan kadran belirlendi. Buna gore diger grafiklerde
kadranlar isaretlendi (Sekil 10).

17. CD8 PE/CCRS5 PE-Cy5 grafigi ile CD8" lenfositler iizerindeki kemokin
reseptor CCRS diizeyleri belirlendi.

18. CD8 PE/CXCR3 CF grafigi ile CD8" lenfositler iizerindeki kemokin
reseptor CXCR3 diizeyleri belirlendi.

19. CXCR3 CF/CCR5 PE-Cy5 grafigi ile kemokin reseptor CCR5 ve

kemokin reseptor CXCR3’1i birlikte eksprese eden lenfositler belirlendi.
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Sekil 10. Akim sitometri analiz grafikleri

A. Forward Scatter- Side Scatter grafigi, B. Izotip kontroller, C. CD8-CCRS grafigi, D.
CD8-CXCR3 grafigi, E. CCR5-CXCR3 grafigi

KEMOKIN LIGAND DUZEYLERININ TESPIiT EDILMESIi
Kemokin ligand CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 ve CXCL10 diizeylerinin
belirlenmesi igin ticari ELISA kitleri kullanildi.

CCL3, CCL4, CCL5 ve CXCL10 Reaktifleri
e Liyofilize rekombinant standartlar
e Standart diliient tamponu

e Kontroller: 2 diizey liyofilize rekombinant human MIP-1a (CCL3)
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e Olgiilen kemokin ligandma kars1 antikor ile kapli mikrotitrasyon
stripleri (her biri 8 kuyucuklu 12 adet strip)

e Biyotin ile isaretli konjugat

e Streptavidin peroksidaz (100 kat konsantre)

e Streptavidin peroksidaz diliient

e 25X yikama tamponu

e Inkiibasyon tamponu (sadece CCL4 i¢in mevcut)

e Stabilize kromojen: Tetrametilbenzidin

e Durdurma ¢ozeltisi

Kitler analiz anina kadar 2-8 °C’de saklandig1 i¢in analiz Oncesi tiim reaktifler
oda sicakligina getirildi. Dondurularak saklanmis olan hasta serumlar1 oda 1sisina

getirildi.

CCL3, CCL4, CCLS5 ve CXCL10 ELISA kitlerinin her biri i¢in, konsantre
halde bulunan streptavidin peroksidazin 120 pL’si 12 mL streptavidin peroksidaz
diliienti ile 100 kat sulandirildi ve kullanima hazir streptavidin peroksidaz haline

getirildi.

CCL3, CCL4, CCL5 ve CXCLI10 ELISA kitlerine her biri i¢in, 20 mL 25x
konsantre yikama tamponu 500 ml yikama tamponu elde edilecek bi¢cimde distile su

ile diliie edilerek kullanima hazir hale getirildi.

CC Kemokin Ligand 3 (CCL3, MIP-1a)
CCL3 diizeyleri “Invitrogen Human MIP-lo ELISA” kiti kullanilarak
serumdan Sandwich ELISA yontemi ile tespit edildi.

CCL3 standartlarinin hazirlanmasi
Liyofilize standart, standart diliient tamponu ile 5000 pg/mL konsantrasyonda
sulandirildi. Bu ¢ozeltiden 1000 pg/mL ile 15.6 pg/mL araliginda human MIP-1a
elde edilecek sekilde seri diliisyon yapildi (Sekil 11).
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80 ul 200 i 200 i 200 pl 200 ul 200 ul 200 ul
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Resuspended
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pg/ml pg/mi pga/mi pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml

Sekil 11. CCL3 standart diliisyonu

CCL3 ¢alisma basamaklart

10.

11.

12.

13.

14.

Sifir standart kuyucuguna 50 pL standart diliient tamponu pipetlendi.
Standartlar, hasta serumlar1 ve kontrollerden uygun kuyucuklara 50’ser
uL pipetlendi.
Kromojen korii haricindeki tiim kuyucuklara 50’ser pL biyotin konjugat
pipetlendi ve plak hafifce ¢alkalandi.
Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar bosaltilip 400 pL kullanima hazir yitkama tamponu ile 4
kez yikandi ve kurutma kagidina hafif¢e vurarak kurutuldu.
Kromojen korii haricindeki tiim kuyucuklara 100°er pL kullanima hazir
streptavidin peroksidaz pipetlendi.
Plagin kapag kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Bes nolu basamak tekrar edildi
Tiim kuyucuklara 100’er pL stabilize kromojen pipetlendi.
Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika
inkiibe edildi.
Tim kuyucuklara 100’er pL. durdurma c¢ozeltisi eklendi ve hafifce
calkalanda.
Tiim kuyucuklarin absorbansi durdurma c¢ozeltisinin eklenmesini
takiben en ge¢ 2 saat iginde 450 nm dalga boyunda kromojen koriine
kars1 okutuldu.
Calisilan CCL3 standartlar ile kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil
12).
Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta serumlarindaki CCL3 diizeyleri
belirlendi.
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Sekil 12. CCL3 kalibrasyon egrisi

CC Kemokin Ligand 4 (CCL4, MIP-1p)

CCL4 diizeyleri “Invitrogen Human MIP-1 B ELISA” kiti kullanilarak

serumdan Sandwich ELISA yontemi ile tespit edildi.

CCL4 standartlarinin hazirlanmasi

Liyofilize standart, standart diliient tamponu ile 5000 pg/mL konsantrasyonda

sulandirildi. Bu ¢ozeltiden 1000 pg/mL ile 15.6 pg/mL araliginda human MIP-1p

elde edilecek sekilde seri diliisyon yapildi (Sekil 13).

100 pL 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl

SN TN AN

Resuspendad
Standard

5.000
pg/mL

Sekil 13. CCL4 standart diliisyonu

1.000 500 250 125 62.5 31.2 15.6
pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL
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CCL4 ¢calisma basamaklar:

10.
11.

12

14.

15.

16.

17.

Sifir standart kuyucuguna 50 pL standart diliient tamponu pipetlendi.
Standartlar ve hasta serumlarindan uygun kuyucuklara 50’ser pL
pipetlendi.

Standartlar ve hasta serumlarinin bulundugu kuyucuklara 50’ser uL
inkiibasyon tamponu pipetlendi.

Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar bosaltilip 400 pL kullanima hazir yikama tamponu ile 4
kez yikandi ve kurutma kagidina hafif¢e vurarak kurutuldu.

Kromojen korii haricindeki tiim kuyucuklara 100’er pL biyotin
konjugat pipetlendi ve plak hafif¢e calkalandu.

Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

Bes nolu basamak tekrar edildi.

Kromojen korii haricindeki tiim kuyucuklara 100’er pL kullanima hazir
streptavidin peroksidaz pipetlendi.

Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

Bes nolu basamak tekrar edildi.

. Tiim kuyucuklara 100’er pL stabilize kromojen pipetlendi.
13.

Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda ve karanhikta 20 dakika
inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklara 100’er pL durdurma ¢ozeltisi eklendi ve hafifce
calkaland.

Tim kuyucuklarin absorbanst durdurma ¢ozeltisinin eklenmesini
takiben en gec 2 saat iginde 450 nm dalga boyunda kromojen koriine
kars1 okutuldu.

Calisilan CCL4 standartlart ile kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil
14).

Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta serumlarindaki CCL4 diizeyleri

belirlendi.
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Sekil 14. CCLA4 kalibrasyon egrisi

CC Kemokin Ligand 5 (CCL5, RANTES)

CCLS5 diizeyleri “Invitrogen Human RANTES ELISA” kiti kullanilarak

serumdan Sandwich ELISA yontemi ile tespit edildi.

CCL5 standartlarinin hazirlanmasi

Liyofilize standart, standart diliient tamponu ile 10000 pg/mL konsantrasyonda

sulandirildi. Bu ¢ozeltiden 2000 pg/mL ile 31.2 pg/mL araliginda human RANTES

elde edilecek sekilde seri diliisyon yapildi (Sekil 15).

100 pL 150 Wl 150 pl 150 ul 150 pi 150 i 150 pl

Resuspended
Standard

10.000
pa/mL

1,000 500 250 125 62.5 31.2

2,000
pg/mL  pg/mL  pg/mL pa/mL pg/mL  pg/mL

pg/mL

Sekil 15. CCLS5 standart diliisyonu
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CCL5 ¢alisma basamaklart

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Hasta serumlari standart diliient tamponu ile 50 kat diliie edildi.

Sifir standart kuyucuguna 50 pL standart diliient tamponu pipetlendi.
Standartlar ve hasta serumlarindan uygun kuyucuklara 50’ser pL
pipetlendi.

Kromojen korii haricindeki tiim kuyucuklara 50’ser pL biyotin konjugat
pipetlendi ve plak hafif¢ce ¢alkalandi.

Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar bosaltilip 400 pL kullanima hazir yikama tamponu ile 4
kez yikandi ve kurutma kagidina hafif¢e vurarak kurutuldu.

Kromojen korii haricindeki tiim kuyucuklara 100’er pL kullanima hazir
streptavidin peroksidaz pipetlendi.

Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

Alt1 nolu basamak tekrar edildi.

Tiim kuyucuklara 100’er pL stabilize kromojen pipetlendi.

Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika
inkiibe edildi.

Tim kuyucuklara 100’er pL. durdurma c¢ozeltisi eklendi ve hafifce
calkaland.

Tim kuyucuklarin absorbansi durdurma ¢ozeltisinin eklenmesini
takiben en gec 2 saat iginde 450 nm dalga boyunda kromojen koriine
kars1 okutuldu.

Calisilan CCL5 standartlari ile kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil
16).

Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak diliie hasta serumlarindaki CCL5
diizeyleri belirlendi ve diliisyon faktorii olan 50 ile carpilarak gergek

CCLS5 diizeyleri elde edildi.
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Sekil 16. CCLS kalibrasyon egrisi

CXC Kemokin Ligand 9 (CXCL9, MIG)
CXCLO9 diizeyleri “Raybio® Human MIG ELISA” kiti kullanilarak serumdan
Sandwich ELISA yontemi ile tespit edildi.

Reaktifler

e Anti-human MIG kapli mikrotitrasyon stripleri (her biri 8 kuyucuklu 12
adet strip)

e 20x yikama tamponu

e Standartlar: Rekombinant human MIG

e Standart diliient tamponu (diliient A): 1 sise 30 mL % 0.09 sodyum azid
igerir

e Diliient B: 15 mL 5x konsantre tampon

e Konjugat: Biyotin ile isaretli anti human MIG

e Streptavidin peroksidaz (20000 kat konsantre)

e Stabilize kromojen: Tetrametilbenzidin

e Durdurma ¢ozeltisi

CXCL9 reaktiflerinin ve standartlarinin hazirlanmasi
Diluent B distile su ile 5 kat dilte edildi.
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Liyofilize standart, 400 pL diliient A ile 160 ng/mL konsantrasyonda olacak
sekilde sulandirildi. Hafifce galkalanarak 10 dakika bekletildi. Bu ¢ozeltiden 30 pL
alinarak 770 uL diliient A igeren tiipe aktarildi ve bu tiip 6000 pg/mL human MIG
olarak etiketlendi. 2000, 666.7, 222.2, 74.07, 24.67 ve 8.23 pg/mL human MIG
olarak etiketlenen 6 bos tiipe 400’er uL diliient A eklendi ve sekilde tariflendigi gibi
200 pL ile seri diliisyon yapildi. Dilient A tek basma O pg/mL standart olarak
kullanild1 (Sekil 17).

30 pl standard

+770 ul 200ul 200 ul 200 pl 200 ul 200 ul 200 pd
6000 2000 666.7 2222, 74.07 24.67 3
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml po ml po ‘ml

Sekil 17. CXCL9 standart diliisyonu

Konsantre halde bulunan streptavidin peroksidazin 6ncelikle 2 puL’si 198 puL 1x
diliient B ile 100 kat sulandirildi. Bu diliie karigtmi 60 pL’si 12 mL diliient B ile
sulandirilarak 20000 kat diliie kullanima hazir streptavidin peroksidaz haline

getirildi.

Liyofilize halde bulunan konjugat 100 pL diliient B ile sulandirilarak 65x
konsantre konjugat haline getirildi. Islem &ncesi yine diliient B ile 65 kat

sulandirilarak kullanima hazir hale getirildi.

20 mL 20x konsantre yikama tamponu 400 ml yikama tamponu elde edilecek

bicimde distile su ile diliie edilerek kullanima hazir hale getirildi.

CXCLY ¢calisma basamaklar
1. Standartlar ve hasta serumlarindan uygun kuyucuklara 100’er pL
pipetlendi. Plagin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 2.5 saat inkiibe
edildi.
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Kuyucuklar bosaltilip 300 pL kullanima hazir yikama tamponu ile 4
kez yikandi ve kurutma kagidina hafif¢e vurarak kurutuldu.

Tim kuyucuklara 100’er puL biyotin konjugat pipetlendi. Plagin kapagi
kapatilarak oda sicakliginda 1 saat hafifce calkalanarak inkiibe edildi.
Iki nolu basamak tekrar edildi.

Tiim kuyucuklara 100’er pL kullanima hazir streptavidin peroksidaz
pipetlendi. Plagin kapag: kapatilarak oda sicakliginda 45 dakika hafifge
calkalanarak inkiibe edildi.

Iki nolu basamak tekrar edildi.

Tim kuyucuklara 100’er pL stabilize kromojen pipetlendi. Plagin
kapagi kapatilarak oda sicakliginda ve karanlikta hafifce calkalanarak
30 dakika inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklara 50’ser pL durdurma ¢ozeltisi eklendi ve 450 nm
dalga boyunda okutuldu.

Calisilan CXCL9 standartlari ile kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil
18).

10. Bu Kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta serumlarindaki CXCL9

diizeyleri belirlendi.
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Sekil 18. CXCL9 kalibrasyon egrisi
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CXC Kemokin Ligand 10 (CXCL10, IP-10)
CXCL10 diizeyleri “Invitrogen Human IP-10 ELISA” kiti kullanilarak
serumdan Sandwich ELISA yontemi ile tespit edildi.

CXCL10 standartlarinin hazirlanmasi
Liyofilize standart, standart diliient tamponu ile 5000 pg/mL konsantrasyonda
sulandirildi. Bu ¢ozeltiden 500 pg/mL ile 7.8 pg/mL araliginda human IP-10 elde
edilecek sekilde seri diliisyon yapildi (Sekil 19).

100 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pi 200 pi 200 pl

s R " e A T AW T

= S B 0 0 O

5.000 500 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 [o]
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Sekil 19. CXCL10 standart dilisyonu

CXCL10 ¢alisma basamaklari

1. Sifir standart kuyucuguna 50 pL standart diliient tamponu pipetlendi.

2. Standartlar ve hasta serumlarindan uygun kuyucuklara 50’ser uL
pipetlendi.

3. Kromojen korii haricindeki tiim kuyucuklara 50°ser uL biyotin konjugat
pipetlendi ve plak hafifce ¢alkalandi.

4. Plagin kapag kapatilarak oda sicakliginda 3 saat inkiibe edildi.

5. Kuyucuklar bosaltilip 400 pL kullanima hazir yikama tamponu ile 4
kez yikandi ve kurutma kagidina hafif¢e vurarak kurutuldu.

6. Kromojen korii haricindeki tiim kuyucuklara 100’er pL kullanima hazir
streptavidin peroksidaz pipetlendi.

7. Plagin kapag kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

8. Bes nolu basamak tekrar edildi.

9. Tiim kuyucuklara 50° ser pL stabilize kromojen pipetlendi.

10. Plagin kapag kapatilarak oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika

inkibe edildi.
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11. Tim kuyucuklara 100’er pL durdurma c¢dozeltisi eklendi ve hafifce
calkaland.

12. Tim kuyucuklarin absorbansi durdurma ¢o6zeltisinin eklenmesini
takiben en ge¢ 2 saat iginde 450 nm dalga boyunda kromojen koriine
kars1 okutuldu.

13. Calisilan CXCL10 standartlari ile kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil
20).

14. Bu Kkalibrasyon egrisi kullanilarak hasta serumlarindaki CXCLI10

diizeyleri belirlendi.

3.000 I
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Sekil 20. CXCL10 kalibrasyon egrisi

CCR5 DELTA 32 DELESYONUNUN SAPTANMASI
CCRS5 delta 32 delesyonunun gosterilmesi igin “real time PCR” teknigi
kullanildi.

Genomik DNA’nin Elde Edilmesi
Genomik DNA, Roche® High Pure PCR Template Preparation Kit kullamilarak
tam kandan elde edildi. Presipitasyon olusumuna engel olmak amaciyla kit 15-25 °C’

de saklandi.
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Reaktifler
e Baglayic1 tampon; 6 M guanidin-HCI, 10 mM iire, 10 mM Tris-HCI,
%20 Triton X-100, pH 4.4
e Liyofilize Proteinaz K
e Inhibitér ayiric1 tampon; 5 M guanidin-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6.6
e Yikama tamponu; 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5
e Eliisyon tamponu; 10 mM Tris-HCI, pH 8.5

e Filtreli tiipler ve Koleksiyon tiipleri

Reaktiflerin hazirlanmasi
Liyofilize proteinaz K 4.5 mL distile su ile kullanima hazir hale getirildi.

Kullanima hazir Proteinaz K -20 °C’de saklandi.

Inhibitér ayiric1 tampon 20 mL saf etanol ile kullanima hazir hale getirildi.

Kullanima hazir inhibitér ayirici tampon 15-25 °C’de saklandi.

Yikama tamponu 80 mL saf etanol ile kullanima hazir hale getirildi. Kullanima

hazir yikama tamponu 15-25 °C’de saklandi.

Genomik DNA ekstraksiyon basamaklari
Genomik DNA’ nin ekstraksiyonu igin 200 uL tam kan kullanildi. Islem anina

kadar -20 °C’de saklanan kanlar oda sicakligina getirildi.

Ekstraksiyon isleminin Oncesinde eliisyon tamponu 1s1 blogunda 70 °C’ye
kadar 1sitild1.

Malzemeler hazirlandiktan sonra sirasiyla asagidaki islemler tiim 6rnekler i¢in
ayr1 ayr1 uygulandi:
1. Nukleaz igermeyen 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine 200 pL tam kan,
200 pL baglanma tamponu, 40 pL kullanima hazir Proteinaz K eklendi.
Karistirilarak 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
2. Karisima 100 pL isopropanol eklendi ve karistirildi.
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Bir filtreli tiip koleksiyon tiipiine yerlestirildi. Karigim filtreli tiipe
pipetlendi. I¢ ice gegmis tiipler 8000 g’de 1 dakika santrifiijlendi.
Filtreli tiip ayrilarak yeni bir koleksiyon tiipline yerlestirildi. Filtreli
tiipe 500 uL inhibitdr ayirict tampon eklendi. i¢ ice gecmis tiipler 8000
g’de 1 dakika santrifiijlendi.

Filtreli tiip ayrilarak yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. Filtreli
tiipe 500 uL yikama tamponu eklendi. I¢ ice gegmis tiipler 8000 g’de 1
dakika santrifiijlendi.

Filtreli tiip ayrilarak yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. Filtreli
tiipe tekrar 500 puL yikama tamponu eklendi. i¢ ice ge¢mis tiipler 8000
g’de 1 dakika santrifiijlendi.

Siiziilen siv1 atildiktan sonra i¢ ige gegmis tiipler 13000 g’de 10 saniye
daha santrifiijlendi. Koleksiyon tiipii atildi.

Filtreli tiip 1.5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiiptine takildi. Filtreli tiipe
200 pL eliisyon tampon eklendi. i¢ ice gecmis tiipler 8000 g’de 1
dakika santrifiijlendi.

DNA’y1 iceren mikrosantrifiij tlipli real time PCR islemi yapilana kadar
-20 °C’de saklandi.

Real Time PCR

Delta 32 delesyonunun saptanmasi i¢in LightCycler™ sistemi ve “LightCycler

FastStart DNA Master SYBR Green I’ kullamildi. Islem amplifikasyon ve erime

egrisi analizi

olmak tizere iki asamada gergeklestirildi.

Delesyonun saptanmasi i¢in kullanilan primerler (Tablo 3) ve SYBR Green

master (Tablo 4) igerigi tablolarda gosterilmistir.

Tablo 3. Delta 32 delesyon primerleri

Primer Baz Dizilimi
D32-F 5’-ACCTGCAGCTCTCATTTTCC- 3
D32-R 5’-CCAGCCCCAAGATGACTATC-3
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Tablo 4. LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |

Kit Bileseni

LightCycler FastStart Enzim

LightCycler FastStart Reaksiyon Karisimi SYBR Green I
MgCl; stok soliisyonu, 25 Mm

Distile H,O

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |
hazirlanmasi

e 1 viyal LightCycler FastStart enzim ve 1 viyal LightCycler FastStart
reaksiyon karigimi hafif¢e calkalandi.

e Enzimin 10 pL’si 1 viyal reaksiyon karisiminin igine pipetlendi.
Vorteksleme yapmadan pipetle karistirildi.

e Islem 3 viyal reaksiyon karisimi icin tekrarlandi ve 96 testlik reaksiyon
karisimi elde edildi.

e Viyaller “LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green 1” olarak
etiketlendi.

e Olusturulan karisimlar islem anina kadar -20 °C’de saklandi.

Primer Karistminin hazirlanmasi
Bos bir reaksiyon tiipli primer karisimi olarak etiketlendi, agsagidaki bilesenler
sirasiyla pipetlendi ve hafifce karistirildi.
e 10 uL “forward primer”
e 10 uL “reverse primer”
e 80 pL distile H,O

Reaksiyon karigiminin hazirlanmasi
Real time PCR isleminden hemen &nce bos bir reaksiyon tiipii 32 6rneklik
karisim olarak etiketlendi, asagidaki bilesenler sirasiyla pipetlendi ve hafifce

karistirildi.
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166.4 uL distile H,0

25.6 uL MgCl,

16 pL primer karigimi

32 uL LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |

Real Time PCR ve erime egrisi analizi basamaklar:
Her bir hasta i¢in reaksiyon karigimindan 7.5 pL, ekstrakte edilen
DNA’dan 2.5 pL onceden sogutulmus LightCycler kapillerlerine
eklendi.
Kapillerler durdurucu ile kapatilarak 700 g’de 5 saniye santrifiijlendi.
Kapillerler LightCycler cihazinin rotoruna yerlestirildi.
95 °C’de 10 dakika pre-inkiibasyonu takiben 95 °C’de 10 saniye, 60
°C’de 10 saniye ve 72 °C’de 10 saniye olmak iizere 45 dongii
amplifikasyon yapildi.
Melting curve 65 °C’den 95 °C’ye 0.1 °C/saniye egimle olusturulurken
floresans 530 nm dalga boyunda 6lgiildii.
LightCycler rotoru sogutuldu.
32 baz ¢ifti delesyonu igeren amplikonlar igermeyenlere gore 2 °C daha

diisiik erime sicakligina sahip olmasi sayesinde tespit edildi.

VERILERIN ANALIZi
Verilerin istatistiksel analizi SPSS 16.0 (Chicago, ABD) paket programi

kullanilarak yapildi. Veriler aritmetik ortalama + standart sapma (x+SD) veya

ortanca ve ceyreklikler arasi1 fark (m; IQR) olarak ifade edildi.

Calismadaki degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigr Kolmogorov-

Smirnov testi ile degerlendirildi.

Normal dagilima uyan Olgiimsel degiskenlerin gruplar arasindaki farki tek

yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile degerlendirildi. Normal dagilima

uymayan Olclimsel degiskenlerin gruplar arasindaki farki Kruskal Wallis varyans

analizi ile degerlendirildi. Belirlenen farkin hangi gruplar arasinda oldugunu
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saptamak i¢in parametrik kosullar1 saglayan verilere post-hoc testlerden (¢oklu
karsilagtirma testleri) Tukey testi, karsilamayan verilere de Bonferronni diizeltmeli
Mann Whitney U testi uygulandi. Olgiimsel olmayan degiskenler icin ki-kare testi
kullanildi.

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testinde anlamlilik smir1 p<0.05/3

(0.016) kabul edildi. Diger tiim istatistiksel analizler i¢in anlamlilik sinir1 p<0.05
olarak kabul edildi.
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BULGULAR
Calismaya 32 kadin, 24 erkek olmak iizere toplam 56 hasta dahil edildi. Tedavi
baslanmayan 4 hasta ve yan etkiler nedeniyle tedavisi kesilen 2 hasta calismadan
cikarildi. Hasta verileri 28 kadin, 22 erkek olmak iizere toplam 50 hasta ile analiz
edildi. Verileri analiz edilen 50 hastadan 43 tanesinin kani tedavi tamamlandiktan

sonra alindi, 7 hastanin kani ise tedavi baglangicinda alindi.

Hasta grubu tedavi yanitina gore “yanith hastalar” ve “yanitsiz hastalar” olmak
tizere iki gruba ayrildi. Yanit degerlendirilmesi tedavi siiresince ve tedavi sonrasinda

belirlenmis olan viral yiike gore yapildi.

Yanithh hasta grubu 19 kadin, 14 erkek olmak {iizere toplam 33 bireyden
olugsmaktaydi. Yanitsiz hasta grubu 9 kadin, 8 erkek olmak tizere toplam 17 bireyden
olugsmaktaydi. Kontrol grubu 16 kadin ve 12 erkek olmak iizere toplam 28 bireyden
olusturuldu. Kadin hastalar yanitsiz hastalarin %52.9’unu, yanith hastalarin ise
%57.6’s11 olusturmaktaydi. Kadin hastalarin %32.1°1 yanitsiz iken, erkek hastalarin
%357.1°1 yanitsizdi. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete goére dagilimlari grafik

tizerinde gosterilmistir (Sekil 21).

® Erkek mKadin

Yanitli Hasta Yanitsiz Hasta Kontrol

Sekil 21. Hasta ve kontrol gruplariin cinsiyete gore dagilimlari
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Hasta gruplar1 kanlarin alinma anindaki vireminin testlere etkisinin ortaya
konmasi i¢in “viremik hasta” ve “viremik olmayan hasta” olmak iizere iki gruba
ayrildi. HCV-RNA testinin pozitif olmasi1 viremi kriteri olarak kullanildi. Viremik
hasta grubu ve viremik olmayan hasta grubunun tedaviye yanit durumlar tabloda
gosterilmistir (Tablo 5). Kanlarin alindig1 anda viremik olan ve takiplerinde tedaviye
yanit alinan 8 hastanin (viremik yanitli hastalar) 2 tanesinde SVR, 1 tanesinde tedavi
sonu yaniti (ETR), 4 tanesinde erken virolojik yanit (EVR), 1 tanesinde ise kismi
EVR elde edildi. Yanitsiz olup viremik olmayan 1 hastanin ise HCV-RNA pozitifligi

tedavi sonrasinda tespit edildi.

Tablo 5. Viremik ve viremik olmayan hasta gruplarinin 6zellikleri

Viremik Hastalar ~ Viremik Olmayan Hastalar

n=24 n=26
Yanith Hastalar n=33 8 25
Yanitsiz Hastalar n=17 16 1

Hasta grubunun virolojik yanitlarinin dagilimlar1 ve olgu sayilari grafik

tizerinde gosterilmistir (Sekil 22).

Kismi EVR: 1
ETR: 2

By anith hastalar: 33
[Yanitsiz hastalar, 17

Sekil 22. Hasta grubunun virolojik yanit dagilim grafigi

EVR: Erken virolojik yanit, ETR: tedavi sonu yaniti, SVR: Kalici virolojik yanit
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Kolmogorov-Smirnov testi ile CXCL10 diizeyleri haricindeki tim olgtimlerin

normal dagilima uydugu tespit edildi.
Hasta gruplari ve kontrol grubu arasinda yas (p=0.335) ve cinsiyet (p=0.948)
acisindan anlamli fark yoktu. Kontrol grubu ile hasta gruplarinin yas ve cinsiyet

ozellikleri tabloda gosterilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarinin 6zelliklerinin karsilastiriimasi

Yanith Yanitsiz Kontrol
Hastalar Hastalar
n=33 n=17 n=28
Yas (X £SD yil) 47.7+9.9 50.2+9.58 52+12.3
Erkek Cinsiyet (%) 42.4 47.1 42.9
Kadin Cinsiyet (%) 57.6 52.9 57.1

X £SD: Ortalama+standart sapma

Yanith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubunda CCR5'-CD8" lenfositlerin
yiizde orani kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.022 ve
p=0.039). Yamth hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu arasinda ise CCR5"-CD8"
lenfositlerin ylizde oranlar1 agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0.971). Kontrol
grubu ile hasta gruplarmin CCR5'-CD8" lenfositlerin yiizde oranlar1 tabloda
gosterilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Hasta ve kontrol gruplarinin kemokin reseptor diizeyleri

Yanith Hastalar Yanitsiz Hastalar Kontrol
n=33 n=17 n=28
CCR5", CD8" (%) 15.59 16.01 11.36
CXCR3", CD8" (%) 23.20 22.14 16.15

Yanmith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubunda CXCR3*-CD8" pozitif
lenfositlerin yiizde oranlari kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu

(swrastyla p=0.001 ve p=0.021). Yanith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu arasinda
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ise CXCR3"-CD8" lenfositlerin yiizde oranlar agisindan anlamli fark bulunmadi
(p=0.872). Kontrol grubu ile hasta gruplarinin CXCR3*-CD8" lenfositlerin yiizde
oranlari tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 7).

Yanith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubunda CCL3 diizeyleri kontrol
grubundan anlamli olarak yiliksek bulundu (sirasiyla p=0.011 ve p=0.001). Yanith
hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu arasinda ise CCL3 diizeyleri agisindan anlamli
fark bulunmadi (p=0.358). Kontrol grubu ile hasta gruplarmin CCL3 diizeyleri
tabloda gosterilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Hasta ve kontrol gruplarinin kemokin ligand diizeyleri

Yanith Yanitsiz Kontrol
Hastalar Hastalar

n=33 n=17 n=28
CCL3 (x +SD pg/mL) 3.64+4.73 5.09+3.45 0.94+1.10
CCL4 (x +SD pg/mL) 59.87+20.52 63.75+20.50  48.94+20.15
CCL5 (x £SD ng/mL) 59.53+81.38 40.94+17.29 29.78+12.61
CXCL9 (x £SD ng/mL) 2.07+2.57 2.55+2.44 0.63+0.30
CXCL10 (m(IQR) pg/mL) | 169.75(132.47)  398.04(302.49)  92.24(61.76)

X £SD: Ortalamatstandart sapma, m: Medyan, IQR: Ceyreklikler aras1 fark

Hem yanitli hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
(p=0.099, p=0.053), hem de yanith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu arasinda
(p=0.800) CCLA4 diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmadi. Kontrol grubu ile hasta
gruplarinin CCL4 diizeyleri tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 8).

Hem yanith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
(p=0.090, p=0.782), hem de yanith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu arasinda
(p=0.489) CCLS5 diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmadi. Kontrol grubu ile hasta
gruplariin CCLS diizeyleri tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 8).
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CXCLY diizeyleri yanith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubunda kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.020 ve p=0.008). Yanith
hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu arasinda ise CXCL9 diizeyleri agisindan anlamli
fark bulunmadi (p=0.713). Kontrol grubu ile hasta gruplarmin CXCL9 diizeyleri
tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 8).

Yanith hasta grubu ve yanitsiz hasta grubunda CXCL10 diizeyleri kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.001, p=0.001) Yanitsiz
hasta grubunun CXCL10 diizeyleri yanitli hasta grubuna gore anlamli olarak ytliksek
bulundu (p=0.001). Kontrol grubu ile hasta gruplarinin CXCL10 diizeyleri tabloda
gosterilmistir (Bkz. Tablo 8).

Viremik hasta grubu ile viremik olmayan hasta grubu arasnda CCR5"-CD8"
lenfositlerin yiizde oranlar1 agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0.494). Viremik ve
viremik olmayan hasta gruplarmin CCR5"-CD8" lenfositlerin yiizde oranlar tabloda

gosterilmistir (Tablo 9).

CXCR3*-CD8" lenfositlerin yiizde oranlar1 agisindan viremik hasta grubu ile
viremik olmayan hasta grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.990). Viremik ve
viremik olmayan hasta gruplarmin CXCR3*-CD8" lenfositlerin yiizde oranlari

tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 9).

Tablo 9. Viremi durumuna gore kemokin reseptor diizeyleri

Viremik Hastalar Viremik Olmayan p
n=24 Hastalar
n=26
CCR5", CD8" (%) 16.60 14.93 0.494
CXCR3", CD8" (%) 22.82 22.86 0.990

Viremik hasta grubu ile viremik olmayan hasta grubu arasinda CCL3 diizeyleri
acisindan anlamli fark bulunmadi (p=0.417). Viremik ve viremik olmayan hasta

gruplarinin CCL3 diizeyleri tabloda gosterilmistir (Tablo 10).
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CCLA4 diizeyleri agisindan viremik hasta grubu ile viremik olmayan hasta grubu
arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.442). Viremik ve viremik olmayan hasta

gruplarinin CCL4 diizeyleri tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 10).

Tablo 10. Viremi durumuna gore kemokin ligand diizeyleri

Viremik Hastalar ~ Viremik Olmayan p
n=24 Hastalar
n=26
CCL3 (X +SD pg/mL) 5.18+4.30 3.17+4.25 0.417
CCL4 (x +SD pg/mL) 60.18+22.88 62.12+18.20 0.442
CCL5 (x =SD ng/mL) 40.22420.32 65.19+90.18 0.211
CXCL9 (x =SD ng/mL) 2.95+3.03 1.58+1.72 0.008
CXCL10(m(IQR) pg/mL) | 405.30(278.37) 155.08(74.56) <0.001

X £SD: Ortalama+standart sapma, m: Medyan, IQR: Ceyreklikler aras1 fark

Viremik hasta grubu ile viremik olmayan hasta grubu arasinda CCL5 diizeyleri
acisindan anlamli fark bulunmadi (p=0.211). Viremik ve viremik olmayan hasta

gruplarinin CCLS5 diizeyleri tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 10).

Viremik hasta grubunun CXCL9 diizeyleri viremik olmayan hasta grubuna
gore anlamli olarak yiiksektir (p=0.008). Viremik ve viremik olmayan hasta
gruplarinin CXCL9 diizeyleri tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 10).

Viremik hasta grubunun CXCL10 diizeyleri viremik olmayan hasta grubuna
gore anlamli olarak yiiksektir (p<0.001). Viremik ve viremik olmayan hasta
gruplarinin CXCL10 diizeyleri tabloda gosterilmistir (Bkz. Tablo 10).

Hastalar HCV-RNA diizeyinin 2x10° 1U/mL’nin iizerinde veya altinda
olmasma goére gruplandirildiginda gruplar arasinda CCRS'-CD8" lenfositlerin ve
CXCR3"-CD8" lenfositlerin yiizde oranlar1 acisindan anlamli fark bulunmadi
(sirasiyla p=0.265, p=0.180) (Tablo 11).
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Tablo 11. HCV-RNA diizeyine gore kemokin reseptor diizeyleri

HCV-RNA< 2x10°  HCV-RNA> 2x10° p
IU/mL IU/mL
n=42 n=8
CCR5*, CD8" (%) 15.20 18.56 0.265
CXCR3*, CD8" (%) 22.14 26.54 0.180

Hastalar HCV-RNA diizeyinin 2x10° IU/mL’nin iizerinde veya altinda
olmasina gore gruplandirildiginda gruplar arasinda CCL3, CCL4, CCL5 ve CXCL9
diizeyleri acisindan anlamli fark bulunmadi (sirasiyla p=0.677, p=0.723, p=0.288 ve
p=0.423 ). CXCLI10 diizeyleri ise HCV-RNA diizeyi 2x10° IU/mL’nin iizerinde olan
grupta anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.022) (Tablo 12).

Tablo 12. HCV-RNA diizeyine gore kemokin ligand diizeyleri

HCV-RNA< 2x10°  HCV-RNA> 2x10° p

IU/mL IU/mL

n=42 n=8
CCL3 (x +SD pg/mL) 4.03+4.30 4.68+4.25 0.677
CCL4 (x +SD pg/mL) 61.60+22.88 59.03+18.20 0.723
CCLS5 (x +SD ng/mL) 55.45+20.32 41.42+90.18 0.288
CXCL9 (x £SD ng/mL) 2.33+3.03 1.74+1.72 0.423
CXCL10(m(IQR) pg/mL) | 177.65(225.27) 484.91(268.55) 0.022

X £SD: Ortalamatstandart sapma, m: Medyan, IQR: Ceyreklikler aras1 fark

CCRS5 delta 32 delesyonu agisindan hasta ve kontrol gruplarinin tamami “dogal

tip” olarak tespit edildi. Homozigot ya da heterozigot delesyona rastlanmadi.
Hasta gruplarindan HCV genotipi ile ilgili verilerine ulasilan 31 hastadan 29

hastanin HCV genotipi tip 1b, 1 hastanin HCV genotipi tip 2b, 1 hastanin HCV
genotipi tip 3a olarak tespit edilmistir.
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TARTISMA
HCV; tiim diinyada 130-170 milyon insanda var olan Onemli bir kronik
karaciger hastalig1 etkenidir. HCV ile enfekte olan bireylerin %50-85’inde HCV
RNA pozitifligi ile ortaya konan kronik HCV enfeksiyonu gelismektedir. Kronik
HCV enfeksiyonu olan hastalarin %25’inde siroz gelisirken, siroz gelisen hastalarin

biiyiik cogunlugu da hepatoseliiler karsinoma ilerlemektedir (2).

HCV enfeksiyonunun akut doneminde spontan eradikasyonun saglanmasi i¢in
cesitli viral epitoplara karsi giiclii bir CD4 ve CD8 yanit1 gerekmektedir. Virlise 6zgii
immiin yanit1 gelistiremeyen veya yaniti zamanla azalan olgular kroniklesmektedirler

(40).

Akut HCV enfeksiyonu ile ilgili ¢alismalari insanlarda yapmanin gesitli
zorluklara sahip olmasi ve HCV enfeksiyonu siirecini tam olarak ortaya koyabilen
giivenilir hayvan modellerinin kisitl olmast nedeni ile HCV enfeksiyonunda olusan
inflamasyon ve rol alan kemokinler ile ilgili veriler kronik enfeksiyon fazina
dayandirilmaktadirlar (40).

Kronik HCV enfeksiyonunda karaciger lezyonlarimin olusmasma ve
ilerlemesine neden olan mekanizma ya da mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamistir. Bununla birlikte HCV viral yiikii ile karaciger hastaliginin
ciddiyeti ve prognozu arasinda iliski bulunmamasi HCV’nin sitopatik olmadigini
diistindiirmektedir (24).

Kronik HCV enfeksiyonunda karaciger hasarinin bilesenleri portal lenfoid
infiltrasyon, fokal ve kopriillesme nekrozlari ile dejeneratif lobiiler lezyonlardir. Bu
lezyonlar adezyon molekiilleri ve kemokinler araciligi ile karacigerde toplanan T
hiicreleri tarafindan olusturulan bolgesel immiin yanita bagli olarak meydana
gelmektedirler. Olusan lenfoid infiltrat esas olarak periportal aralikta bulunan CD4"
tip 1 yardimer T hiicreler ile hem periportal hem de lobiiler alanlarda yer alan CD8”
T hiicreleri igermektedir. Karacigerde olusan lezyonlarin ciddiyeti tip 1 yardime1 T

hiicreler ile iligkili sitokinlerin bolgesel ekspresyonu ile iliskilidir (24).
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Kronik HCV enfeksiyonunda karacigere lenfosit gogiinde kemokinler oldukga
onemlidirler. Enfeksiyon siiresince olusan karaciger hasarina kemokinler onciiliik

etmektedirler (40).

Uzamis HCV enfeksiyonunda karacigerde esas olarak CD8" T hiicrelerden
olusan ve 0zgiin olmayan inflamatuar infiltrat bulunmaktadir. Bu hiicreler,
karacigerde salgilanan kemokinler ve T hiicreleri iizerindeki kemokin reseptorleri

arasindaki etkilesim sonucunda karacigere gelmektedirler (4).

Hepatositlerde HCV replikasyonunun devam etmesi kemokin iiretimine yol
acarak inflamatuar hiicrelerin siirekli olarak karacigerde toplanmasini saglamaktadir.
Toplanan bu inflamatuar hiicreler de kemokin ve sitokin iiretimine yol agarak siirekli

bir inflamatuar dongii olusturmaktadirlar (40).

Kronik HCV enfeksiyonunda karacigere baskin olarak Tpl ve Tcl
fenotipindeki lenfositler go¢ etmektedirler. Bu tipteki lenfositler yiizeylerinde CCRS
ve CXCR3 kemokin reseptorlerini yiiksek miktarlarda eksprese etmektedirler.
Karacigerde salgilanan ELR “-” CXC kemokinler CXCR3 eksprese eden lenfositleri
karacigere yonlendirmekte, CC kemokinler ise CCRS eksprese eden lenfositleri
karacigere yonlendirmektedirler. Kronik HCV enfeksiyonunda hepatik lobiilde ve
portal bolgelerde CCRS5 ve CXCR3 eksprese eden T lenfositler yogun olarak
bulunmaktadirlar. Saglikli bireylerin karacigerlerinde ise bu kemokin reseptorlerini

eksprese eden hiicreler ¢ok diisiik miktarlarda bulunmaktadirlar (4).

Standart pegile interferon ve ribavirin tedavisi ile kronik HCV enfeksiyonlu
hastalarin ancak %55’inde SVR elde edilmektedir. Tedavi basarisizligina viriise ait
faktorler ve konak faktorleri birlikte etki etmektedirler (36).

Inflamasyondaki roliiniin yanmi sira bazi kemokinlerin ve reseptdrlerinin

antiviral tedavi yanitinin iyi bir gostergesi de olan bir konak faktorii olabilecegine

vurgu yapan ¢alismalar bulunmaktadir (40).
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Sunulan arastirma da HCV ile enfekte hastalarda kemokin reseptorlerinin ve bu
reseptorlerle iliskili kemokinlerin diizeylerinin ve CCRS5 delta-32 delesyonunun
HCV enfeksiyonunun patogenez ve Ozellikle tedavi yanitindaki payini incelemek

amaciyla planlanmistir.

Kemokin reseptorlerinin HCV enfeksiyonlarinin patogenezindeki ve tedavi

yanitindaki rolii bir siiredir arastirmacilarin ilgisini ¢cekmektedir.

Larrubia ve arkadaslari, 30 kronik HCV enfeksiyonu bulunan hasta ve 20
saglikli kontrol ile yaptiklar1 calismada; hasta grubunda karacigerin portal ve lobiiler
bolgelerinde CD8" T hiicrelerin artigini ve bu hiicrelerin yiizeylerinde periferik
kandaki hiicrelere gore daha fazla CCRS5 (sirasiyla %76.79; IQR 18.19 ve %31.46;
IQR 31.87, p<0.01) ve CXCR3 (swrasiyla %73.30; IQR 15.05 ve %61.03; IQR
36.73, p<0.05) eksprese ettiklerini gostermislerdir. CCR5 ve CXCR3 vyiizey
ekspresyonu acisindan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunmamustir. Intrahepatik CCR5 ve CXCR3 yiizey ekspresyonu yiiksek olan CD8"
T hiicrelerinin diizeyleri ile porto-periportal ve lobiiler inflamasyon arasinda pozitif

korelasyon bulurken fibrozis ile korelasyon tespit etmemislerdir (52).

Perney ve arkadaslari, 50 kronik HCV enfeksiyonu bulunan hasta ve 44 saglikli
kontrol ile yaptiklar1 ¢alismada; hasta grubunun kaninda saglikli kontrol grubuna
gore CD4" T hiicrelerin yiizeyinde CCRS (sirasiyla %29+12 ve %22+8, p=0.001) ve
CXCR3 (swrastyla %49+13 ve %36+11, p=0.006) ekspresyonunun arttigini
gostermiglerdir. Tedavi 6ncesindeki alti aylik donem boyunca da hasta grubunun
kanindaki CD4" T hiicrelerin yiizeyinde CCR5 ve CXCR3 ekspresyonu stabil
seyretmistir (53).

Curbishley ve arkadaslari, karaciger transplantasyonu yapilan hastalarin
rezeksiyon yapilan karaciger dokular ile yiiriittiikleri ¢alismada; karacigeri infiltre
eden lenfositlerin yiizeyinde CXCR3 ekspresyonunun periferik  kandaki
lenfositlerden anlamli olarak fazla oldugunu gostermislerdir (sirasiyla %7.74+£3.27
ve %2.45+2, p=0.021) . Hastalikli olmayan karacigeri infiltre eden lenfositlerin

yiizeyinde (%38.6+8.76, p<0.001) de periferik kandaki lenfositlere gore CXCR3
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ekspresyonu fazla bulunmustur ancak en fazla artig inflame karacigeri infiltre eden
lenfositlerdedir (%87.24+9.21, p<0.001). Ayni c¢alismada CXCR3’iin sadece
adezyonda degil ayn1 zamanda karacigerde endotelden transmigrasyonda da rolii

oldugu gosterilmistir (54).

Shields ve arkadaslari, HCV enfeksiyonuna bagli siroz nedeni ile karaciger
transplantasyonu yapilan hastalardan ve saglikli karaciger donoérlerinden elde
ettikleri karacigeri infiltre eden lenfositlerle yaptiklar1 ¢alismada; lenfositlerin
yizeyinde CXCR3 ekspresyonunu ve CCR5 ekspresyonunu sirozlu hastalarda
saglikli kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulmuslardir. Ayni ¢alismada karacigeri
infiltre eden lenfositler ile periferik kandaki lenfositler kemokin reseptorleri
agisindan kiyaslandiginda CXCR3 diizeyleri sirozlu hastalarda sirasiyla %12.03+4.9
ve %2.82+0.47 (p=0.0039) ve saglikli kontrolde sirasiyla %8.83£1.81 ve
%2.79+0.44 (p=0.03) olarak bulunmustur. Karacigeri infiltre eden lenfositler ve
periferik kandaki lenfositler icin CCRS diizeyleri ise sirozlu hastalarda sirasiyla
%76.2£3.1 ve %29.75+2.9 (p=0.004) ve saglikli kontrolde sirasiyla %58.6+£9.3 ve
%27.443.5 (p=0.009) olarak bulunmustur (55).

Sunulan arastirmada, hem yanithh hasta grubunda hem de yanitsiz hasta
grubunda CCR5"-CD8" lenfositlerin ve CXCR3*-CD8" lenfositlerin yiizde oranlari
kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu. HCV enfeksiyonunun akut
evresinde yogun bir sekilde HCV’ye spesifik sitotoksik T lenfosit yanit1 goriiliirken
vireminin kontrol altina alinmasi ile birlikte bu yanit azalmaktadir ancak viral
kontroliin saglanamamasi durumunda kayda deger sitotoksik T lenfosit yanitinin
devam ettigi bildirilmektedir (56). Kronik HCV enfeksiyonunda karacigere Thl ve
T.1 fenotipindeki lenfositler baskin olarak go¢ etmektedirler ve bu tipteki lenfositler
yiizeylerinde CCRS5 ve CXCR3 kemokin reseptorlerini yogun olarak eksprese
etmektedirler (4). Bu sebeplere bagli olarak sunulan aragtirmadaki hasta grubunda da
periferik kanda CD8" lenfositlerin CCRS5 ve CXCR3 kemokin reseptor
ekspresyonlarinin yogun olmasini beklemekteydik. Perney ve arkadagslar1 (53) da
periferik kanda CD4" T hiicrelerde CCRS5 ve CXCR3 ekspresyonunu hasta grubunda
saglikli kontrole gore anlamli olarak yiliksek bulmuslardir. Larrubia ve arkadaslarinin

(52) yaptig1 galisma ise bizim ¢aligmamizin sonuglari ile ¢elismektedir. Larrubia ve
63



arkadaglarinin ¢aligmasinda hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda periferik
kandaki CD8" T hiicrelerinde CCR5 ve CXCR3 reseptor ekspresyonu agisindan
anlamli fark bulunmamistir, esas ekspresyon artis1 karacigeri infiltre eden
lenfositlerde goriilmiistiir. Olusan bu farklilik teknik nedenlere bagli olabilir;
kemokin reseptorlerinin ekspresyonu in-vitro olarak hizla diismektedir, bu nedenle
kanin alinmasindan akim sitometri islemine kadar gecen siire reseptor

ekspresyonunun belirlenmesinde 6nemlidir.

Yine sunulan arastirmada yanitli hasta grubu ve yanitsiz hasta grubu arasinda
CCR5"-CD8" lenfositlerin ve CXCR3"-CD8" lenfositlerin yiizde oranlar1 agisindan
anlamli fark bulunmadi. Literatiirde sunulan arastirmada oldugu sekilde HCV
enfeksiyonlarinda tedavi yanit gruplarma gére CCRS5 ve CXCR3 ekspresyonlarini

arastiran ¢alismalar kisithidir.

Hem viremi varligina gore hastalar gruplandirildiginda hem de HCV-RNA
diizeyine gore hastalar gruplandirildiginda CCR5'-CD8" lenfositlerin yiizde oranlar:
acisindan ve CXCR3'-CD8" lenfositlerin yiizde oranlari acgisindan anlamli fark
bulunmadi. Sunulan arastirmada periferik kan CD8" T lenfositlerin CCR5 ve CXCR3
ekspresyon diizeyi HCV viremisinden etkilenmemistir. Sunulan arastirma ile elde
edilen bulgulara gére hasta gruplarinda CD8" lenfositlerin CCR5 ve CXCR3 yiizey
ekspresyonlarinin saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak yiliksek olmas1t CCR5
ve CXCR3 kemokin reseptorlerinin HCV  patogenezinde rolii oldugunu
diisindirmektedir ancak tedavi yanitini tahmin etme konusunda fayda
saglamamaktadirlar. CCRS5 ve CXCR3 kemokin reseptorlerinin patogenezdeki
roliiniin anlagilabilmesi icin periferik lenfositler ile es zamanli olarak karacigeri
infiltre eden lenfositlerdeki ekspresyonlarinin da immiinohistokimyasal tekniklerle
gosterilmesine ve ekspresyonun oldugu lenfositlerin yogunlastigi karaciger

bolgelerinin de belirlenmesine gereksinim vardir.

Kemokin reseptorlerinin yant sira kemokin ligandlarinin da HCV

enfeksiyonlarinin patogenezindeki ve tedavi yanitindaki rolii arastirilmaktadir.
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Damar igi ilag bagimlilari ile yaptiklar: bir ¢alismada Zeremski ve arkadaslari;
9 olgunun 10 akut HCV enfeksiyonu epizodunda CCL3, CCL4, CXCL9, CXCL10
ve CXCLI11 diizeylerini dinamik olarak takip etmislerdir. CXCR3 iligkili kemokinler
olan CXCL9, CXCL10 ve CXCLI11 diizeylerinin HCV-RNA’nin tespitini takiben 3-
11. haftalarda belirgin olarak yiikseldigi goriiliirken, CCRS5 iligkili kemokinler olan
CCL3 ve CCL4 diizeylerinde belirgin bir dalgalanma goriilmemistir. Bu durum
caligmacilar tarafindan CCRS ile iligkili kemokinlerin akut HCV enfeksiyonunda

onemli roliiniin bulunmadigi lehinde yorumlanmustir (57).

Ingiltere’de yiiriittiikleri calismada Shields ve arkadaslar;, HCV enfeksiyonuna
bagli siroz nedeni ile karaciger transplantasyonu yapilan hastalar ve saglikl
karaciger donorleri ile yaptiklari ¢alismada; hepatik CCL3, CCL4, CXCL9 ve
CXCLI10 ekspresyonlarint incelemislerdir. HCV ile enfekte karacigerde CXCLO9
(p=0.002) ve CXCL10 (p=0.015) ekspresyonlarinin saglikli olgularin karacigerine
gore anlamli olarak arttigini ve ekspresyonun belirgin olarak siniizoidal endotelde

oldugunu bildirmektedirler (55).

Florholmen ve arkadaslari, 72 kronik HCV enfeksiyonu olan hasta (39 SVR,
33 yamitsiz hasta) ve 5 saglikli kontrolle yaptiklar1 ¢aligmada; 72 hastanin sadece
basvuru aninda, 42 hastanin ise hem basvuru aninda hem de tedavinin 24. saatindeki
serum CCL2, CCL3, CCL4 ve CCLS5 kemokin diizeylerini dl¢gmiislerdir. Olgiilen tiim
kemokin diizeyleri hasta gruplarinda saglikli kontrole gore yiiksek bulunmustur
ancak bu yiikseklik sadece CCL2 ve CCL3 i¢in anlamlidir (sirasiyla p<0.0005 ve
p=0.003). Yanit gruplar1 arasinda ise kemokin diizeyleri agisindan anlamli fark
bulunmamistir. SVR grubunda tedavinin 24. saatindeki CCL3 ve CCL4 diizeyleri
basvuru anina gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bagvuru ani ile tedavinin 24.
saatindeki kemokin diizeyi ortalamalarinin farki SVR grubunda yanitsiz gruba gore
CCL3, CCL4 ve CCLS igin anlaml olarak yiiksek iken CCL2 i¢in anlamli fark

bulunmamastir (58).

Kemokinler ile HCV tedavi yanit1 arasindaki iligkinin incelendigi bir baska
arastirmada Apolinario ve arkadaslari, 63 kronik HCV enfeksiyonlu hastanin (36

SVR, 27 yanitsiz hasta) tedavi oncesinde, tedavinin 12, 24 ve 48. haftalarinda ve
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tedavi sonrasi 24. haftada CCL4, CXCL9 ve CXCL10 diizeylerini dlgmiislerdir.
Hasta grubunda bazal CCL4, CXCL9 ve CXCL10 diizeyleri saglikli kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bazal CXCL10 diizeyi yanitsiz
hasta grubunda yanithh hastalardan anlamli olarak yiiksektir (p=0.019). SVR
grubunda CCL4 ve CXCLI10 diizeyleri anlamli olarak diisiis gosterirken (sirastyla
p=0.04 ve p=0.02) CXCL9 diizeylerinde anlamli diisiis gézlenmemistir. Yanitsiz
hastalarda da tedavi ile kemokin diizeylerinde diislis goriilmesine karsin bu diisiis

anlamli bulunmamustir (59).

Kronik HCV enfeksiyonu tedavisi almak {izere bagvuran 95 hastanin dahil
edildigi bir arastirmada Lee ve arkadaglari, tedavi yanmitini tahmin etmek igin
immiinolojik belirtecler olan Serumda c¢o6ziinebilen CD30, IL-18, serum IL-13
reseptor a2, TGF-B1 ve CXCL10 diizeylerini degerlendirmislerdir. SVR goriilen
hastalarda ve SVR goriilmeyen hastalarda tedavi Oncesi immiinolojik belirtecler
acisindan fark saptanmazken, SVR goriilen hastalarda SVR goriilmeyen hastalara
gore TGF-B1 diizeyleri hafif yiiksek, CXCL10 diizeyleri ise hafif diisiik olarak
saptanmigtir. Elde edilen TGF-B1 ve CXCL10 diizeylerini gore olusturulan ve “TIP”
olarak adlandirilan skorlama sistemi Hepaskor ile kiyaslanmistir. TIP skoru ile tedavi
yanit1 %81 duyarlilik ve %58 6zgiilliik ile tahmin edilmistir. Ayrica TIP skoru tedavi
yanitini tespit etmede HCV genotipine {istiin bulunmustur (p=0.003) (60).

Zeremski ve arkadaglari, CXCR3 iligkili kemokinler ile inflamasyon arasindaki
potansiyel iliskiyi ortaya koymak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 106 kronik HCV
enfeksiyonu olan hasta ve 6 enfekte olmayan kontroliin karaciger biyopsi
materyallerinde CXCL9, CXCL10 ve CXCL11 mRNA ekspresyonunu
degerlendirmislerdir. Enfekte grupta degerlendirilen her iic kemokinin intrahepatik
MRNA ekspresyonlar1 enfekte olmayan gruba gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.00001). Ciddi lobular ve portal inflamasyonu olan ve fibrozis
evresi yiiksek olan hastalarda da intrahepatik mRNA diizeyleri anlamli olarak yliksek
tespit edilmistir. Demografik ve virolojik parametrelerin etkisi ¢ikarildiginda sadece
CXCL10 ile intrahepatik lobular inflamasyon arasindaki iliski anlamli bulunmustur.
HCV genotip 1 ile enfekte hastalarda da HCV genotip 2 ile enfekte olan hastalara

gore CXCL10 mRNA diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (61).
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Lagging ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢calismada HCV genotip 1 ile enfekte 173
hastanin tedavi oncesi plazma CXCLI10 diizeylerinin tedavi yamiti ile iliskisini
degerlendirmislerdir. Hizli virolojik yanit (RVR) ve SVR elde edilen hastalarda
tedavi oncesi CXCLI10 diizeyleri anlamli olarak diisiikk bulunmustur (sirasiyla
p<0.0001 ve p=0.0002) . Cok degiskenli lojistik regresyon analizlerinde diisiik
CXCLI10 degeri RVR ve SVR i¢in bagimsiz olarak prediktif bulunmustur. HCV
genotip 1 ile enfekte hastalarda bazal CXCL10 diizeyi i¢in 600pg/mL degeri cut-off
olarak alindiginda negatif prediktif degeri %79 bulunmustur (62).

HCV ile enfekte 265 hastada plazma CXCL10 diizeylerinin karaciger
histolojisi, viral yamit ve tedavi seyri ile iliskisinin incelendigi bir g¢alismada
hastalarin plazma CXCLI10 diizeyleri tedavi 6ncesinde, tedavi sirasinda ve tedavi
sonrasinda Ol¢iilmistiir. HCV genotip 1 veya HCV genotip 4 ile enfekte hastalarda
bazal plazma CXCL10 diizeyinin 150pg/mL degerinin altinda olmasi, bazal plazma
CXCLI10 diizeyinin >150pg/mL olmasina goére RVR elde edilmesi ile anlaml1 olarak
iligkili bulunmugtur. HCV genotip 1 veya 4 ile enfekte hastalardan SVR elde
edilenlerde SVR elde edilemeyenlere gére bazal CXCL10 diizeyleri anlamli olarak
diisiiktiir (p<0.0001) ancak HCV genotip 2 veya 3 ile enfekte edilenlerde bu sekilde
bir iligki gézlenmemistir. SVR elde edilen hastalarda HCV genotipinden bagimsiz
olarak tedavinin 12. haftasinda CXCL10 diizeylerinde bazal CXCL10 diizeylerine
gore kaydedilen diislis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.0002). Tiim
HCV genotipleri (p=0.05) ancak 6zellikle HCV genotip 1 (p<0.0001) i¢in tedavi
oncesi viral yiikiin 2x10° TU/mL degerinin iizerinde oldugu hastalarda CXCLI10
diizeyi, viral ytki 2x10° TU/mL degerinin altinda olanlara gére anlamli olarak

yiiksek bulunmustur (63).

Fattovich ve arkadaslari, HCV enfeksiyonu bulunan ve heniiz tedavi almamis
280 hastada bazal CXCL10 diizeyi, tedavi oncesi HCV viral yiikii ve 1L28B
polimorfizminin virolojik yanita etkisini degerlendirmislerdir. HCV genotip 1 ile
enfekte hastalarin ¢ok degiskenli analizlerinde; diistiik bazal CXCL10 diizeyi, IL28B
rs12980275 polimorfizmi, 400000 IU/mL’nin altinda tedavi 6ncesi HCV viral yiikdi,
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hasta yasinin 40 yas altinda olmasi, diisitk gama glutamil transpeptidaz diizeyi ve

RVR elde edilmis olmasi SVR ile iliskili bulunmustur (64).

Sunulan arastirmada, hem yanitli hasta grubunda hem de yanitsiz hasta
grubunda serum CCL3, CXCL9 ve CXCLI10 diizeyleri kontrol grubundan anlaml
olarak yiiksek bulunurken, serum CCL4 ve CCLS5 diizeyleri agisindan gruplar
arasinda anlamli fark saptanmadi. CCRS ile iligkili kemokin ligandlar1 agisindan
bakildiginda ¢alismamizin sonuglart Florholmen ve arkadaslarinin (58) ¢alismasiyla
CCL3, CCL4 ve CCLS5 igin uyumlu iken Zeremski ve arkadaslarinin (57)
calismasiyla CCL3 agisindan gelismektedir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore CCL3
diizeylerinin ve beraberinde reseptorii CCR5’in ekspresyonunun hasta gruplarinda
anlamli olarak yiiksek oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda, CCL3’tin HCV
enfeksiyonlarinin patogenezinde rolii oldugu disiiniilebilir. CXCR3 ile iliskili
kemokin ligandlar1 agisindan bakildiginda Apolinario ve arkadaglarmin (59)
calismasinda oldugu gibi sunulan calismada da CXCL9 ve CXCL10 diizeyleri hasta
gruplarinda kontrole gore yiiksektir ancak 0l¢iilen diizeylerin cogunlugu (50 hastanin
43 tanesi) tedavi sonrast diizeydir, Apolinario ve arkadaslarmin yiiksek olarak
bulduklar1 6l¢timler ise bazal diizeylerdir ve tedavi sonrasinda yanitli grupta yanitsiz
gruba gore anlamli olarak diismistiir. Sunulan arastirmaya benzer sekilde Zeremski
ve arkadaglar1 (61) da CXCR3 ile iliskili kemokinlerin hepatik ekspresyonlarint HCV
enfeksiyonu bulunan hastalarda saglikli kontrole gore anlamli olarak yiliksek
bulmuslardir. Sunulan arastirma CXCR3 ile iliskili ligandlar olan CXCL9 ve
CXCL10 kemokinlerinin HCV enfeksiyonunda rolii oldugunu gostermektedir.

Sunulan ¢aligmada serum CCL3, CXCL9 ve CXCL 10 diizeyleri hasta gruplart
arasinda kargilastirildiginda CCL3 ve CXCL9 i¢in yamith ve yanitsiz hastalar
arasinda fark bulunmazken, serum CXCL10 diizeyleri yanitsiz hasta grubunda yanith
hasta grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. CCL3 i¢in bu arastirmada elde
edilen sonuglar Florholmen ve arkadaslarinin (58) yaptigi ¢alisma ile uyumludur.
CXCLI10 i¢in bu arastirmanin sonuglart Apolinario ve arkadaslarinin (59) c¢alismasi
ile benzerdir; Apolinario ve arkadaslar1 yanitsiz hastalarda bazal CXCL10 diizeyini
yanith hastalara gore yiiksek bulmuslardir ve tedavi sonrasinda yanith hastalarda

diizeyler anlamli olarak diigmiistiir, sunulan caligmada ise agirlikli olarak tedavi
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sonras1 diizeyler Olciilerek yanitsiz hastalarda yanithh hastalara gore CXCL10
diizeyini yiiksek bulunmustur. Sunulan ¢alismada buldugumuz CXCL10 diizeyleri ve
tedavi yanit1 arasindaki iliski benzer sekilde Lagging ve arkadaslar1 (62), Romero ve

arkadaglar1 (63) ve Fattovich ve arkadaslarinin (64) yaptiklari ¢alismalarda da vardir.

Viremi durumuna gore hastalarin serum kemokin diizeyleri karsilastirildiginda
CCL3, CCL4 ve CCLS5 igin anlamh fark bulunmazken, serum CXCL9 ve CXCL10
diizeyleri viremik hastalarda viremik olmayan hastalara gore anlamli olarak yiliksek
bulunmustur. HCV-RNA diizeyine gore (2x10° TU/mL degerinin iizerinde veya
altinda olmasina gore) hastalarin serum kemokin diizeyleri karsilastirildiginda CCL3,
CCL4, CCLS5 ve CXCLS9 icin anlamh fark bulunmazken, serum CXCL10 diizeyleri
viral yiikii 2x10° TU/mL degerinin iizerinde olan hastalarda viral yiikii 2x10° 1U/mL
degerinin altinda olanlara gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bizim
calismamiza benzer sekilde HCV viral yiikiine gore plazma CXCL10 diizeylerini
kiyaslayan Romero ve arkadaslari (63) tedavi oncesi viral yiikiin 2x10° 1U/mL
degerinin iizerinde oldugu hastalarda CXCLI10 diizeyini, viral yiikii 2x10° 1U/mL

degerinin altinda olanlara gore anlamli olarak yiliksek bulmuslardir.

CCRS5 kemokin reseptoriiniin HCV enfeksiyonlarinin patogenezinde ve tedavi
yanitinda paymin oldugunun ¢esitli ¢aligmalarda gosterilmis olmasi arastirmacilar
CCRS5 delta 32 delesyonunun HCV enfeksiyonlari ile iligkisini incelemeye

yOneltmistir.

Wald ve arkadaslari, 127 kronik HCV enfeksiyonu bulunan hasta, 48 HCV
enfeksiyonu ile iliskili son donem karaciger yetmezligi nedeni ile karaciger
transplantasyonu yapilan hasta ve 75 HCV dis1 nedenlerle karaciger transplantasyonu
yapilan hasta olamak iizere toplam 250 yahudi Israil asilli hastada CCR5 delta 32
delesyonunun varligini arastirmislardir. HCV igin seropozitif olan 175 hastadan
sadece birinde homozigot mutasyon saptanmistir. HCV seropozitif hastalarda CCRS5
delta 32 alleli siklig1 %16.5 olarak bulunmustur. Alt gruplar arasinda da mutasyon
siklig1 benzer bulunmustur. Karaciger histopatolojisine ait verisi bulunan heterozigot

mutant 21 hasta ve mutasyon bulunmayan 47 hasta karsilastirildiginda, heterozigot
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mutantlarda hepatik inflamasyonun anlamli olarak az oldugu (p<0.005) tespit
edilmistir (65).

Ispanya’da 139 kronik HCV enfeksiyonlu hasta ve 100 saglikli kontrol ile
yaptiklar1 ¢alismada Ferrer ve arkadaslari, CCR5 delta 32 delesyonunun ve CCR2
V641 polimorfizminin varligini aragtirmislardir. Tedavi Oncesinde 85 hastaya
karaciger biyopsisi yapilarak Knodell histolojik aktivite indeksleri elde edilmistir.
Hasta grubunda CCRS delta 32 allel siklig1 %5.4 bulunurken kontrol grubunda %7.5
olarak bulunmustur (p=0.46). Ayrica CCRS delta 32 delesyonunun varliginin
karacigerdeki histopatolojik bulgulara etki etmedigi gosterilmistir (66).

Woitas ve arkadaslari, 153 HCV enfeksiyonlu hasta, 102 HIV enfeksiyonlu
hasta, 130 HCV/HIV ko-enfeksiyonlu hasta ve 102 saglikli kan donorii ile yaptiklar
calismada CCRS delta 32 delesyon varligini aragtirmislardir. CCR5 delta 32 allel
siklig1 tek basina HCV enfeksiyonu bulunan hastalarda (%16, p<0.05) ve HCV/HIV
ko-enfeksiyonlu hastalarda (%12.7) saglikli kan dondérlerine (%8.3) ve tek basina
HIV enfeksiyonu bulunan hastalara (%9.3) gore yiiksek bulunmustur. Ayrica CCR5
delta 32 alleli i¢in homozigot olan hastalarda HCV viral yiikii dogal tip allele sahip
hastalardan yiiksek (p=0.045) bulunmustur (67).

Wasmuth ve arkadaglari, Almanya’nin iki farkli bolgesinden (Aachen ve
Berlin) toplam 333 hemofilisi bulunmayan HCV enfeksiyonlu hasta ve 125 HCV
enfeksiyonu i¢in yiiksek riske sahip ancak anti-HCV negatif kontrol grubu ile
yaptiklar1 ¢alismada CCRS delta 32 delesyonunun varligini arastirmiglardir. CCR5
delta 32 allel siklig1 ac¢isindan her iki hasta grubu ve kontrol grubu (sirasiyla %7.6,
%9.5 ve %10.4) arasinda anlamli fark bulunmamistir. Her iki hasta grubunda da
CCRS delta 32 allelini tagiyanlar ile tasimayanlar arasinda HCV viral yiikii ve HCV
genotipi agisindan anlamli fark bulunmamustir. Berlin kohortunda SVR goriilme
sikligit CCRS delta 32 allelini tasimayanlarda bu alleli heterozigot tasiyanlara gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.03). Ancak Aachen kohortunda ve iki
kohort birlikte hesaplandiginda SVR siklig1 agisindan anlamli fark bulunmamustir.
Aachen kohortunda CCR5 delta 32 alleline sahip hastalarda ortalama

portal/periportal ve lobiiler nekro-inflamatuvar aktivite bu allele sahip olmayanlara
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gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.02). Ancak Berlin kohortunda ve iki
kohort birlikte hesaplandiginda nekro-inflamatuvar aktivite agisindan anlamli fark

bulunmamustir (68).

Ahlenstiel ve arkadagslari, interferon-o. monoterapisi alan 78 hasta ve
interferon-ribavirin kombinasyon tedavisi alan 78 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada
CCRS delta 32 alleli varhigi ile tedavi yaniti arasindaki iliskiyi incelemislerdir.
Kombine tedavi alanlarda monoterapiye gére ETR ve SVR elde edilme oranlari
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001). Kombine tedavi alanlar ile
monoterapi alanlar arasinda CCRS delta 32 allelini bulundurma siklig1 agisindan fark
gorliilmemistir (sirastyla %20.5 ve %24.4, p=0.7). CCRS5 delta 32 allelini tasiyan
hastalarda ETR elde edilme siklig1 bu alleli tasimayanlara gére anlaml olarak diisiik
bulunurken, SVR elde edilme sikligr i¢in anlamli fark gdzlenmemistir. Monoterapi
grubunda CCRS5 delta 32 allelinin varligit ETR elde edilmesi i¢in bagimsiz negatif
prediktor olarak bulunmustur (p=0.03). Kombinasyon tedavisi alan grupta ise CCR5

delta 32 allelinin varligi tedavi yanitin1 etkilememistir (47).

HCV enfeksiyonu bulunan 163 Belgikali hasta ve 310 Belgikali saglikli kontrol
ile yaptiklar1 ¢alismada Thoelen ve arkadaslari, CCRS5 delta 32 allel sikligim

aragtirmiglardir. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda allel siklig1 agisindan fark

bulunmamustir (sirasiyla 0.080 ve 0.119, p=0.09) (69).

Glas ve arkadaslari, Miinih’te 62 HCV enfeksiyonu bulunan hasta ve 119
saglikli kontrol ile yaptiklari ¢alismada HCV enfeksiyonu ile CCR5 delta 32
delesyonu arasindaki iligkiyi ve tedavi yaniti ile korelasyonunu arastirmislardir.
CCRS delta 32 allel siklig1 bakimindan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda fark
bulunmamustir (sirasiyla %13.7 ve %11.3, p=0.3106). Hasta grubunda tedaviye yanit
verenler ile vermeyenler arasinda da CCRS delta 32 allel siklig1 bakimidan fark

bulunmamustir (sirastyla %13.5 ve %11.9, p=0.5846) (70).

Sunulan ¢alismada hasta gruplarindaki ve kontrol grubundaki katilimcilarin
tamami CCRS geni i¢in homozigot dogal tip olarak bulunmustur. Karakaya ve

arkadasglar1 (71) Tirkiye nin 7 farkli cografi bolgesinden 400 katilimer ile yaptiklar
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calismada Tirkiye’deki CCR5 delta 32 allel sikligini %2.62 olarak bulmuslardir,
homozigot mutant allele rastlanmanustir. En yiiksek siklik I¢ Anadolu Bélgesi’nde
%7.26 olarak bildirilmis iken Marmara Bolgesi’nden mutasyon bildirilmemistir.
Sozi edilen galismada da genel olarak mutant allel sikligi Bati Avrupa ile uyumlu

olarak kuzeyden giineye dogru gidildik¢e azalma gostermistir.

Sunulan ¢aligmada hasta grubunun %56’s1 kadin hastalardan olusmaktaydi.
Kadin hastalar yanitsiz hastalarin %52.9°unu olustururken, yanitli hastalarin ise
%57.6’sim1  olugturmaktaydi. Kadin hastalarin %67.9’u yanithi hasta grubunda
bulunmakta iken, erkek hastalarin %42.9’u yanith hasta grubunda bulunmaktaydi.
Kau ve arkadasglarimin (72) yaptigi sistematik derleme c¢alismasinda; standart
interferon ve ribavirin tedavisi alan HCV enfeksiyonlu hastalarda SVR ile kadin
cinsiyet arasinda anlamli iligki bulunurken, pegile edilmis interferon ve ribavirin
tedavisi alanlarda tedavi yaniti ile cinsiyet arasinda herhangi bir iligki

saptanmamuistir.

Interferon tedavisine yanitta viral genotipin SVR icin en énemli prognostik
faktor oldugu bilinmektedir. Genel olarak interferon tedavisinde HCV genotip 1 ile
enfekte hastalarda HCV genotip 2 ve 3 ile enfekte hastalara gore daha diisiik
oranlarda SVR elde edilmektedir . SVR elde edilme oranlart HCV genotip 2 ve 3 igin
%065 olarak bildirilirken, HCV genotip 1 i¢in %30 olarak bildirilmektedir (34).

Sunulan ¢alismada HCV genotipi ile ilgili verisi bulunan 31 hastadan 29
hastanin HCV genotipi tip 1b, 1 hastanin HCV genotipi tip 2b, 1 hastanin HCV
genotipi tip 3a olarak tespit edilmistir. Tip 1b ile enfekte 29 hastanin 10’unda
tedaviye yanit alinamazken 3 hastada EVR, 1 hastada kismi EVR, 2 hastada ETR, 13
hastada SVR, tip 2b ile enfekte 1 hastada SVR, tip 3a ile enfekte 1 hastada ise EVR
elde edilmistir. Calismamiza katilan hastalarin bolgemiz i¢in beklendigi sekilde
baskin olarak HCV genotip 1 ile enfekte olmasi sebebi ile genotipler arasi yanit

karsilastirmast yapilamamustir.
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SONUCLAR
. Degerlendirmeye alinan 6rneklerin 44’{ kadinlardan (%56.4; 28 hasta, 16 saglikli
kontrol), 34’1 erkeklerden (%43.6; 22 hasta, 12 saglikli kontrol) toplandi.

. Hastalarin 33’1 (%66) tedaviye yanitli iken, 17 hasta (%34) tedaviye yanitsizdi.

Hem yanith hasta grubunda hem de yamitsiz hasta grubunda CCR5'-CD8"
lenfositlerin (sirastyla p=0.022 ve p=0.039) ve CXCR3*-CD8" lenfositlerin
(swrastyla p=0.001 ve p=0.021) ylizde orani kontrol grubundan anlamli olarak
yiiksek bulundu.

. Yamith hasta grubu ve yamtsiz hasta grubu arasinda CCR5'-CD8" lenfositlerin
ve CXCR3'-CD8" lenfositlerin yiizdesi agisindan anlamli fark bulunmadi
(sirasiyla p=0.971 ve p=0.872).

. Yanith ve yanitsiz hasta gruplarinda serum CCL3 (sirasiyla p=0.011 ve p=0.001),
CXCL9 (swrasiyla p=0.020 ve p=0.008) ve CXCL10 (sirasiyla p=0.001 ve
p=0.001) diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulunurken, serum
CCL4 (sirastyla p=0.099 ve p=0.053) ve CCL5 (sirasiyla p=0.090 ve p=0.782)

diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.

. Serum CCL3, CCL4, CCL5 ve CXCL9 diizeyleri agisindan yanitli ve yanitsiz
hasta gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmad:i (sirasiyla p=0.358, p=0.800,
p=0.489 ve p=0.713).

. Serum CXCLI10 diizeyleri yanitsiz hasta grubunda yanitli hasta grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.001).

Hastalar viremi varhgma gore gruplandinildiginda hem CCR5'-CD8"
lenfositlerin yiizdesi agisindan hem de CXCR3*-CD8" lenfositlerin yiizdesi
acisindan viremik olan ve viremik olmayan hastalar arasinda anlamli fark

bulunmadi (sirasiyla p=0.494 ve p=0.990).
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Serum CCL3, CCL4 ve CCL5 diizeyleri agisindan viremik hastalarla viremik
olmayan hastalar arasinda anlamli fark bulunmadi (sirastyla p=0.417, p=0.442 ve
p=0.211).

Serum CXCL9 ve CXCLI10 diizeyleri viremik hastalarda viremik olmayan
hastalara gore anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.008 ve p<0.001).

Hastalar HCV-RNA diizeyine gore (2x10° IU/mL degerinin iizerinde veya
altinda olmasina gore) gruplandirildiginda hem CCR5'-CD8" lenfositlerin
yiizdesi acisindan hem de CXCR3"-CD8" lenfositlerin yiizdesi agisindan gruplar
arasinda anlamli fark bulunmadi (sirasiyla p=0.265 ve p=0.180).

Hastalar HCV-RNA diizeyine gore gruplandirildiginda serum CCL3, CCLA4,
CCLS5 ve CXCLO9 diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi
(sirastyla p=0.677, p=0.723, p=0.288 ve p=0.423).

Serum CXCL10 diizeyleri HCV-RNA diizeyi 2x10° TU/mL degerinin iizerinde
olan hastalarda, 2x10° TU/mL degerinin altinda olanlara gére anlamli olarak
yiiksek bulundu (p=0.022).

Hasta gruplarindaki ve kontrol grubundaki katilimeilarin tamami CCRS geni i¢in

homozigot dogal tip olarak bulundu.
HCV genotipi ile ilgili verisi bulunan 31 hastadan 29 hastanin HCV genotipi tip

1b, 1 hastanin HCV genotipi tip 2b, 1 hastanin HCV genotipi tip 3a olarak tespit
edildi.
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