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OZET

Onlenebilir kronik hastaliklar arasinda kronik hepatit B énemli yer
kaplamaktadir. Koruyucu hekimlik hizmetlerine ragmen ¢ocuk ve addlesan
yas grubu gerek vertikal gerekse de horizontal olarak bulas riskinin en ¢ok
oldugu populasyondur. Hepatit B enfeksiyonunun seyrini etkileyen faktorler
bulas yolu, virise ait virllans faktorleri ve konagin immun sistemidir.

Mannoz baglayan lektin kompleman sistemi lektin yolundan aktive
ederek dogal bagisiklikta rol alir. Mannoz baglayan lektin eksikliginin bircok
enfeksiy6z ve otoimmun hastalikla iliskili oldugu anlasiimigtir.

Bu calismada cocuklarda kronik hepatit B enfeksiyonu seyrinde
mannoz baglayan lektin gen polimorfizmi ve serum dizeyinin rolu
arastinimistir.

Calismaya kronik hepatit B tanisi ile izlenmekte olan 2-18 yas grubun
67 hasta alindi ve bu hastalar immuntoleran, kronik inaktif ve tedavi grubu
olmak Uzere U¢ gruba ayrilarak incelendi. Tum hastalarda mannoz baglayan
lektin gen polimorfizmi ve serum duzeyleri calisildi. Hastalarin Klinik,
laboratuar ve histopatolojik 6zelliklerinin ve kronik hepatit B enfeksiyonu
seyrinin mannoz baglayan lektin gen polimorfizmi ve serum dizeyi ile iliskisi
incelendi.

Hastalarin %8,9’unda homozigot, %11’9’'unda heterozigot kodon 54
mutasyonu saptandi ve galisma grubunda MBL mutasyon sikhdi toplum
ortalamasina gore fazla bulundu. Serum MBL dlzeyleri mutasyon varligi ile
ters korelasyon gostermekteydi. Kodon 54 mutasyonu sikligi ve serum MBL
duzeyi gruplar arasinda farklilk gdstermedi, ayrica tedaviye yanith ve
yanitsiz hastalar arasinda da farkl degildi. Iistatistiksel anlam tagsimamakla
birlikte MBL serum duzeyi dusuk olan hastalarda karaciger histolojik
aktivitesinin daha fazla oldugu goéruldu.

Sonug olarak, MBL genindeki kodon 54 polimorfizmi kronik hepatit B
tanih gocuk hastalarda ortalamanin Uzerinde bir siklikta gorulmektedir. Bu

mutasyonun hastahigin  kroniklesmesine zemin olusturdugu ancak



kroniklesmis hastaligin ¢ocukluk yas grubundaki progresine etkisi

bulunmadigi gérulmastur.

Anahtar kelimeler: Cocukluk ¢agi, kronik hepatit B, mannoz

baglayan lektin.



SUMMARY

The Relation of Mannose Binding Lectin Gen Polymorphism with

Progression of Chronic Hepatitis B Infection in Children

Although chronic hepatitis B is a preventable infectious disease, it is
still an important health problem. Vertical and horizontal ways are the main
transmission routes for children and adolescents. The progression of
hepatitis B infection depends on transmission route, virulence factors of the
virus and immune system of the host.

Mannose binding lectin is a member of innate immune system and
activates complement system through lectin pathway. Mannose binding lectin
deficiency is considered to be associated with infectious and autoimmune
diseases.

In this study the relation of mannose binding lectin gen polymorphism
and serum levels with the progression of chronic hepatitis B infection in
children is evaluated.

The study included 67 patients between 2-18 years of age with the
diagnosis of chronic hepatitis B. The patients divided into immuntolerant,
chronic inactive and treatment groups according to their clinical status.
Mannose binding lectin gen polymorphism and serum levels were measured
in all patients and their associations with clinical, laboratory and
histopathological properties were evaluated.

Mannose binding lectin gen polymorphism rates were found to be
higher in our patient group than general population that homozygous codon
54 mutation was found in 8.9% and heterozygous mutation was found in
11.9% of our patients. Serum mannose binding lectin levels were inversely
correlated with gene polymorphism. The rate of mutation was similar in all
groups and moreover it was not different in responsive and non-responsive

patients in the treatment group. Lower levels of serum mannose binding



lectin are found to be related with higher histological activity in liver biopsy
specimens, without a statistical significance.

Consequently, codon 54 mutation of mannose binding lectin gene is
seen commonly in children with chronic hepatitis B infection. This mutation is
considered to be a risk factor for the persistence of disease but it did not
have an influence on the progression of chronic hepatitis B infection in

children.

Key words: Childhood, chronic hepatitis B, mannose binding lectin.



GiRiS

Dinya nufusunun yaklagik olarak %40’1t yani 350 milyon insanin
Hepatit B virisu ile temas ettigi bilinmektedir. Enfekte bireylerin %75’i Asya
kitasindadir (1). Asilama yirmi yildan uzun suredir etkin olarak kullaniimakla
birlikte, Ulkemiz gibi yuksek prevalansli bolgelerde perinatal ve erken
cocukluk dénemindeki bulaslar sonucu kroniklesen hepatit B enfeksiyonu

halen 6nemli bir saglik sorunudur.

Hepatit B Virlisu

1965 yilinda Blumberg ve arkadaglari tarafindan Afrikali Aborjinlerin
serumunda daha once bilinmeyen yeni bir antijen tanimlanmistir. Bu antijen
Avustralya (Au) antijeni olarak tanimlanmis ve daha sonraki yillarda hepatiti
tablosuna neden oldugu anlasiimistir (2). 1970 yilnda Dane ve arkadaslari
yaptiklari elektron mikroskopik incelemede Avustralya antijeni tasiyan
bireylerin serumlarinda iki farkli yapida partikil tasidiklari tespit etmislerdir.
22 nm c¢apinda sferik ve filamentoz sekilli olanlar ve 42nm c¢apindaki Dane
partikult olarak isimlendiriimis ve 1973 vyilinda bunlar Hepadnoviridea

ailesinden olan Hepatit B virisu olarak tanimlanmistir (Sekil-1) (3, 4).

Sekil-1: Hepatit B virisu ve viral partikuller (a: sferik, b: filament6z ).



Virion Yapisi ve Genomik Organizasyon

Hepatit B virUsi hepadnoviridea ailesinin ortohepatnoviridea
subfamilyasinin bir Uyesidir ve sadece insanlarda ve deneysel olarak
sempanzelerde enfeksiyona neden olur (1).

Hepatit B virisi (HBV) zarfli bir DNA virusudur. En dista ylzey

antijenlerini tasiyan bir lipid zarf yer almaktadir. Zarfin icinde ise viral genomu
ve HBc ag’i igeren, ikozohedral yapida nikleokapsid yer alir (Sekil-2).
Viral genom 3200 baz ciftinden olugur, kismen c¢ift (%70) ve kismen tek
(%30) sarmallidir. Negatif sarmal tim genomu igerir ve tam uzunluktadir,
pozitif sarmal ise daha kisa olup uzunlugu negatif sarmalin 2/3'G kadardir.
Genomunda %8 farklilik iceren 8 genotip (A>H) ve S geninde %4 farklihga
gore de 24 subtip tanimlanmistir (5).

DNA

Polimeraz

3 Farkh Yizey
Antijeni Formu

Sert Nilkleokapsit

Lipid Membran

Sekil-2: Hepatit B virlisinln yapisi.

Viral genom 4 farkli proteini kodlayan “open reading frame (ORF)”
bdlgeden olusur (Sekil-3):

1- Kor (Core) geni

2-Yuzey antijeni geni



3- X geni
4- Polimeraz genleri.

Kor geni, sirasiyla HBc ag ve HBe ag proteinini kodlayan kor ve
prekor bolgeler igerir.

Yuzey geni, pre-S1(buyuk), pre-S2(orta) ve S(kiguk) yuzey
proteinlerini kodlar.

X geni viral karsinogenez ile iliskili oldugu duastntlen X proteinini
kodlamaktadir.

Polimeraz geni ise polimeraz enzimi kodlar.

3.5 kb RNA

0.7 kb RMNA

Sekil- 3: Hepatit B virisinin genomik organizasyonunu.

Ayrica 11 baz ciftinden olusan DR1 ve DR2 bulunmaktadir ve DNA
replikasyonu sirasinda sarmala spesifik DNA sentezini saglarlar (6).

HBV bir DNA virisu olmakla birlikte, HBV polimeraz geninde reverse

transkriptaz aktivitesi gosteren bir bolge bulunmaktadir ve bu nedenle RNA



bagimli DNA polimeraz 6zelligi tasir yani replikasyonu RNA araciligi ile olur.
Reverse transkriptazin okurken dogrulama (prof reading) 6zelligi olmamasi
nedeniyle viral replikasyon sirasinda diger DNA virUslarina goére oldukga
fazla oranda mutasyon olusur (tahmini olarak yilda >2x10* baz degisikligi).
Hastaligin kroniklesmesi halinde yillarca devam eden replikasyonlar sonucu
ayni hastada farkli mutant virsler ortaya ¢ikabilir (7).

o

tomurcuklanma &oo artan HBsAg

anduphzmnk retikubim Pozitif
soyunma ‘ ‘ sarmal
& sentezi

/

I
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translasyon

Sekil-4: Hepatit B virisunun hepatosit icindeki replikasyonu.

Sekil-4’'te HBV’'nin yasam dongusi goOsterilmektedir. Hepatit B
virisinun hepatosit yuzeyindeki reseptoru tam bilinmemekle birlikte ylzey
antijeninin rol oynadigi disunulmektedir (8). Virlsun hepatosit i¢cine girmesi,
viral ve host membranlarinin fizyonu sonucu viral nukleokapsid hiicre igine
salinir. Viral replikasyonun ilk basamaginda kismen cift sarmal olan viral
genom tamamlanarak ¢ift sarmal haline gelir ve “covalently- closed circular
DNA” (cccDNA) olarak adlandirilir.  cccDNA’nin  olusumu hepatosit
nukleusunda viral DNA replkasyonunu baslatir. RNA polimeraz tarafindan



olusturulan viral RNA'dan virisa ait proteinler olan nukleokapsid proteini
(HBcAg), HBeAg, viral polimeraz, yluzey antijenleri ve X proteini sentezlenir.
Nukleokapsid iginde ise viral RNA kalip olarak kullanilarak reverse
transkripsiyon ile viral DNA sentezi bagslar. Kismi ¢ift iplikli DNA olustugunda
ise nukleokapsid endoplazmik retikulum iginde zarf proteinleri ile birlesir ve
olusan olgun virion hepatosit disina gikarak kan dolasimina katilir. (5, 8, 9).

Hepatit B Genotipleri ve Klinik Onemi

Hepatit B virlsu genotiplendirmesi, tim genomda %8 ya da daha
fazla farklihk gostermesine gore yapilmigtir. A’dan Hye 8 genotip
tanimlanmistir (10). Hepatit B virGsunun genotiplerinin 6zellikleri Tablo1’de

Ozetlenmigtir.

Tablo-1: Hepatit B virGsunun genotiplerinin cografi dagilimi ve klinik dnemi.

Kuzeybati Avrupa, Kuzey Amerika, Afrika
Gulneydogu Asya

GuUneydogu Asya

Guney Avrupa, Orta dogu, Hindistan

Bati Afrika

Orta ve Glney Amerika, Amerikan yerlileri
ABD, Fransa

Orta ve Guney Amerika

I o T moO W >»

v' HBeAg serokonversiyonu ve HBsAg kaybi C>B
v Kroniklesme D>A

v’ Interferon alfa ile tedaviye yanit A>B =2 C >D
v Hizli ilerleyen kronik hastalik C>B

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

Hepatit B Virlis Genomundaki Mutasyonlar
Replikasyon dongusunin o6zelligi nedeniyle mutasyonlarin sik¢a

ortaya c¢ikmasi ve buna ilave olarak ¢ok hizla ¢ogalan bir virls olmasi



nedeniyle Hepatit B virisunin genomunda mutasyonlar ¢ok sik olusmaktadir.
Genellikle klinik 6nemi olmayan nokta mutasyonlar gorilmekle birlikte bazi
belirli mutasyonlarin hastalik seyrine etkileri Gnemlidir.

Hepatit B _ylizey antijeni_mutasyonlari: Yizey antijeni genindeki,

Ozellikle Pre-S2 bolgesindeki, mutasyonlar antikor baglayici bdlgede
degisikliklere neden olur. Tipik mutasyon HBs Ag'nin 145. pozisyonundaki
glisinin arginin ile yer degistirmesi ya da 144. aminoasit olan aspartatin
alanine donusmesi sonucu olusur ve bu mutasyonlar major antikor baglayan
epitop olan “a” determinantinda degisiklige neden olur. Sonugta hem virisun
anti HBs ile noétralizasyonu mumkun olmaz hem de HBs antijenini antikor
baglama metoduyla dlciminde hatalar olusur(1). HBs ag mutant virts suslari
ile enfekte olan kisilerde kanda HBV DNA, HBe Ag ve anti HBs pozitif
saptanir(12). Yani var olan anti HBs virisi noétralize edememektedir.
HBV’'nun endemik oldugu bolgelerde genis populasyonlardaki asilama
calismalarinda HBsAg’nde mutasyon goértlen HBV suslari %2-3 oraninda
gorulmustir. “Vaccine Escape” suslar olarak isimlendirilien bu mutantlar
Ozellikle 145. aminoasitteki  degisiklikler ~ sonucu olusurlar(5).
Transplantasyon sonrasi HBIg kullanimina ragmen goérulen HBV
enfeksiyonlarinda da yine HBsAg mutant suslar suglanmistir (1).

Precore, bazal core promotor ve core genlerindeki mutasyonlar:

“Precore” bolgesindeki mutasyonlar HBe ag sentezini durdururken,
“‘bazal core promotor” genindeki mutasyonlar HBe ag sentezinin %70
oraninda azaltmaktadir (e minus enfeksiyon)(13, 14). Her iki tipteki
mutasyonlar, Hbe Ag’'nin immun tolerans saglayan etkisinin ortadan kalkmasi
sonucunda fulminan hepatit tablosuna neden olabilmektedir. Bu tipteki
mutant suglar genellikle Asya ve Avrupa ulkelerinde gorulmustur ve HBeAg
negatif hastalarda anlamli olarak daha sik gorilmektedir (15). Bu
mutasyonlarin yani sira “core” genindeki mutasyonlar da HBV’nun sitotoksik
T lenfositleri tarafindan taninmasini engellemektedir (immine escape) ve bu
da interferon tedavisine alinan yaniti etkilemektedir(16).

Polimeraz gen mutasyonlari: Polimerazin amino terminali

pregenomik RNA'nin paketlenmesi ve DNA sentezi igin priming gorevini



ustlenirken, karboksi terminali reverse transkriptaz ve RNAaz aktivitesinden
sorumludur. Tedavide uzun sureli nukleozid analoglarinin kullaniimasi
sonucu polimeraz geninin c¢esitli bolgelerinde olugan mutasyonlar YMDD
mutasyonlari olarak isimlendirilir. Sonug¢ olarak polimeraz gen mutasyonlari
nikleozid analoglarina direngli suslarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Viral
replikasyonda onemli rol oynayan reverse transkriptaz bolgesi genellikle
korunur. Nukleozid analoglari ile 1 yillik tedavi sonrasi direng olusma orani
%15-20 iken 4 yillik tedavi sonrasi %65’e ¢ikmaktadir (17). Mutant suslar
tedaviye yanitsizlik ve hastaligin hizli ilerlemesi ile sonuglanir (18). Ayrica
virdsin mutasyona ugramasi sonrasinda hastaligin alevlenmesi de sz
konusu olabilir(19).

Patogenez

Hepatit B virtsu sitopatik bir virls dedgildir. Enfekte olan bireylerde
ilerleyici karaciger hastaligi virisa karsi gelisen immun yanit nedeniyle olur.
Hepatit B virisline kargsi hem dodal hem de adaptif immdn yanit uyarilir.
Virisun klirensinde oncelikle hicresel immuin yanit énemli rol oynasa da
humoral yanitin da katkisi oldugu bilinmektedir.
Akut HBV enfeksiyonlar sirasinda dogal immun yanitin elemanlari olan TNF-
alfa, IFN alfa ve beta tarafindan HBVY DNA'nin ¢ogu (%90’a kadar) ortadan
kaldirithr. Bu asamadan sonra ise enfekte hepatositler Th1 yanitinin 6n
planda oldugu HBV-spesifik sitotoksik CDg T lenfositleri tarafindan temizlenir.
Kroniklesen enfeksiyonlarda ise sitotoksik T lenfosit yaniti yetersizdir ve Th2
lenfositlerin rol oynadigi humoral yanit 6n plandadir (20-22) (Sekil-5).
Hastaligin sinirlandiriimasi veya kroniklesmesine neden olan viral ve konak

faktorleri arastiriimaktadir.
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Sekil-5: Hepatit B virisune karsi olusan immun yanit.

Hepatit B Enfeksiyonunda Histopatolojik Bulgular

Hepatit B enfeksiyonunda histopatolojik olarak diger hepatitlerde de
gOrulebilen tum bulgular izlenebilir. Kronik Hepatit B enfeksiyonunun en tipik
Ozelligi buzlu cam hdcreleridir. Bu goérinimu olusturan HBsAg igeren
endoplazmik retikulumdan olusan ince sitoplazmik inkluzyonlardir.
Hepatositlerin nikleuslari pembe, ince granuler inkllzyonlar (kumlu nikleus)
icerir ki bunlar da kor yapisina isaret ederler ve HBcAg pozitif saptanirlar. Bu
sekilde nukleer boyanma aktif replikasyonun gostergesidir.
Kronik HBV enfeksiyonu olan c¢ocuklarda histopatolojik olarak tanimlanan
elementer lezyonlar erigkinlerinki ile aynidir, en énemli fark cocuklarda
histopatolojik bulgularin daha hafif olmasidir (23).

Kronik hepatit B enfeksiyonunun histopatolojik degerlendirmesinde
Knodell ve modifiye ishak skoru kullaniimaktadir (24).

Hepatit B Virlisu Epidemiyolojisi

HBsAg ve anti-HBs gibi serumda kalici gostergelerinin varligi
sayesinde HBV enfeksiyonunun prevalansi ¢ok iyi arastirilabilmigtir. HBV
gOstergeleri ve tagiyicilarin prevalansi dikkate alinarak dunya; dusuk, orta ve

yuksek endemisite bolgelerine ayrilmigtir (Sekil-6).



Prevalansin dusuk oldugu bolgelerde baslica yetiskinler risk altindadir ve
bulas yolu genellikle perkitan ve cinsel yoldur. Orta ve ylksek endemisite
gOsteren bolgelerde ise baslica ¢ocuk ve addlesanlar risk altindadir ve

perinatal bulas en 6nemli nedendir.

HBsAg Prevalansi

® %2-7 Orta
< %2 Dusuk

Sekil-6: Dinyada HBV’nlin endemisitesi (25).

Ulkemiz genel taramalarda ortaya konan %3,9-12,5 arasindaki
HBsAg seroprevalansi degerleri ile orta derecede endemik bir Ulke
konumundadir (26).

Hepatit B Virlisunun Bulas Yollari

Hepatit B’nin yayllmasindaen buyuk etken  Dinya’da 400
milyonluk buyuk bir rezervuar olan tasiyicilardir. HBV’'nin en yogun
bulundugu vicut sivilari sirasiyla, kan, semen ve vajinal sekresyonlardir.
Bunlarin disindaki diger vicut sivilari da (takGrik, ter, gdzyasi, sut,
nazofarengeal sivilar) potansiyel olarak enfeksiy6zdir (27, 28). HBV’ nin

bulas yollari agagida listelenmistir:

o Seksuel

o Perkiutan
J Perinatal
. Horizontal



o Transflizyon

o Nozokomiyal enfeksiyon

o Organ nakli

Dusuk prevalansli bolgelerde seksuel bulag en sik bulag nedeni iken
yuksek endemisite gosteren yerlerde perinatal bulas ilk siradadir. Perinatal
(vertikal) geciste, annede HBsSAg ve HBeAg pozitif ise bebege bulastirma
%70-90, bebeklerde kronik enfeksiyon gelisme riski %90, annede HBeAg
negatif ise perinatal enfeksiyon bebeklerin %20’sinde goérulmekte, bu
bebeklerin %40-70’inde enfeksiyon kroniklesmektedir. Perinatal bulagmanin
kesin sekli bilinmemekle beraber, %10 kadarinin in utero alindidi, buyuk
bir kisminin dogum sirasinda kan ve vicut sivilarinin yutulmasi ile
gelistigi kabul edilir Sezeryan dogumun koruyuculugu yoktur ve bebegin
anne sutu almasi sakincali degildir (29).

Diger olasi bulas yollarindan perkiutan bulasa intravendz ilag
kullananlarda sik rastlanmaktadir. Horizontal bulas virisu tasiyan Kigilerle
yakin temas ile, dis firgcasinin, tras bigaginin ortak kullaniimasi sonucu
derideki veya mukdéz membranlardaki c¢atlaklar yoluyla olusur (30).
Transfuzyon ile bulas kan bankalarinda HBsAg'nin rutin taranmasi ile
oldukga az goriilmektedir. Diisiik prevalansli bdlgelerde 4/10° iken yiiksek
prevalansli yerlerde 1/20000 oraninda gortlmektedir (31,32).

Nazokomiyal enfeksiyon saglik caligsanlari ile hastalara arasinda
meydana gelen bulastir. Gergek risk orani bilinmemekle birlikte olusabildigi
bildiriimektedir (33). HBsAg pozitif dondrlerden alinan bdbrek ve kornea
gibi organ transplantasyonlari sonucunda da HBV enfeksiyonu
bulasabilmektedir(34).

Hepatit B Enfeksiyonunda Dogal Seyir ve Klinik Bulgular

Hepatit B enfeksiyonunun klinik  spektrumu asemptomatik
enfeksiyondan fulminan hepatite kadar genis bir yelpazedir. Semptomatik
hepatit tablosu, enfekte yeni doganlarin %1’inden azinda, 1-5 yas arasi
enfekte olan ¢ocuklarin ise yaklasik %10’unda ortaya ¢ikar. Fulminan hepatit
cocukluk caginda ¢ok nadir olmakla birlikte genellikle HBsAg tasiyicisi,
HBeAg negatif annelerden dogan bebeklerde goéruldr.

10



Enfeksiyon erigkinlerin %95’'inde HBsAg klirensi ve dogal bagisiklik geligimi
ile sonuglanir. Pediatrik hastalarda ise bu durum enfeksiyonun bulas yasi ve
bulas sekli ile iligkilidir. Enfeksiyon perinatal bulas ile %90, 1-5 yas arasi
enfekte olan cocuklarda %20-30, 5-15 yas arasi enfekte olanlarda %6 ve
erigkin yasta enfekte olan kigilerde ise %1-5 oraninda kroniklesir (35).

Akut Hepatit B Enfeksiyonu: Inkilbasyon periyodu, viral yiikle
dogru orantii olarak 2-6 ay arasi degisir. Klinik bulgularin ortaya
¢cilkmasindan 1-6 hafta 6nce HBsAg ve HBeAg kanda saptanabilir ve bundan
1-2 hafta sonra da anti HBclgM olusur.
inkiibasyon sonrasinda yaklasik bir hafta siiren preikterik (prodrom) evrede
ates, halsizlik, istahsizlik, bulanti, kusma ve kas agrilari gorulebilir. Bu
donemdeki semptomlar Hbs immin komplekslerinin  kompleman
aktivasyonuna yol ag¢masi nedeniyle ortaya c¢ikar(36). Bu donemde
laboratuar olarak ALT yukselmistir, serumda HBV DNA ve HBsAg, HBeAg ve
AntiHBclgM varhgi devam eder. Serum ALT degerleri genellikle 1000-
2000IU/L civarindadir, ALT yuksekliginin prognostik énemi yoktur. Sarilik ve
koyu renkli idrarin ortaya ¢ikmasi ile 1-2 hafta strecek olan ikterik donem
baslar. Daha sonra ise konvalesan donem baslar. En erken kaybolan
antijen HBeAg'dir ve es zamanli olarak serumda AntiHBeAk saptanir.
Replikasyonun baskilanmasi ile yaklagik olarak hastalik semptomlarinin
baslamasindan 12 hafta sonra, serum HBV DNA dizeyi saptanamayacak
kadar dusuktir. Konvalesan donemin basinda HBsAg kandan kaybolur ve
ortalama 8 hafta sonra (pencere donemi) AntiHBsAk olusur. Pencere
doneminde serum AntiHBcIgM tek tanisal test olarak degerlidir. Ardindan
antiHbCIlgG (total anti HBc) olusur ve émur boyu kalir. Dogal bagisiklik
kazanilmis olur.

Fulminan hepatit hastalarin %1inden azinda ve klinik bulgularin
ortaya ¢ikmasindan sonraki 4 hafta iginde gorulur. Mortalite %80’den fazladir.

HbsAgnin kanda 6 aydan wuzun slUre kalmasi kroniklesmeyi
dusunduarar. Ayrica HBeAg'nin kanda 10 haftadan uzun sire devam ettigi

hastalarda da kroniklesme acisindan dikkat edilmelidir. (36, 37)
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Kronik Hepatit B Enfeksiyonu: Kronik hepatit B’li hastalarin
Oykusunde genellikle akut veya semptomatik bir hastalik yoktur.
Semptomatik olarak ise 6n planda halsizlik ve bazi hastalarda sag Ust kadran
agrist  gorulur.  Fizik baki  tamamen normal olabilecegi  gibi
hepatosplenomegali gorulebilir.

Hepatit B enfeksiyonunun kroniklesmesi; virus, hepatosit ve inflamatuar yanit
arasindaki dengelere gére 3 fazda seyreder: immun tolerans fazi, immiin
aktivasyon fazi ve non-replikatif (inaktif tasiyici) faz.

Erken cocukluk doneminde enfekte olan bireylerde yuksek DNA
diuzeylerine kargl aminotransferazlar normaldir ve aktif hepatit tablosu yoktur.
Bu durum immiin tolerans olarak adlandirilir. Ozellikle perinatal donemde
HBeAg varligi yenidoganda immun toleransa neden olur. Hastalar uzun yillar
immuntoleran fazda kalabilir ya da immun aktivasyon fazina gecis olabilir.

immun toleran fazdan immin aktivasyon fazina gegcisi tetikleyen

mekanizmalar tam bilinmemekle birlikte konagin immun yanitindaki degisiklik
sonucu olustugu bilinmektedir (38).
Immun aktivasyon fazinda HBV DNA seviyesi diiger, alanin aminotransferaz
yukselir ve histolojik olarak aktif hepatit saptanir. Bu dénemde immun sistem
enfekte hepatositleri ortadan kaldirmaktadir. Bu donem genellikle uzun yillar
devam eder. immun aktivasyon fazinda aminotransferazlarin 5 kattan fazla
yukselmesi durumu “hepatik flare” olarak tanimlanir. Hepatik flare hepatik
dekompansasyonla sonuglanabilecedi gibi HBeAg serokonversiyonu (inaktif
tasiyicilik fazina gegis) ve HBsag klirensi ile de sonuglanabilir(38).

inaktif tasiyici fazi, anti HBe'nin olusmasi ile baslar. HBV DNA
seviyesi ve aminotransferazlar duser, karacigerdeki nekroinflamasyon durur.
Bu faz dmuUr boyu surebilir ancak bazi hastalar reaktivasyon fazina girebilir;
HBYV DNA ve ALT yulkselir, HBeAg seroreversiyonu olabilir/ olmayabilir (39).
Kronik hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda yillk spontan HBe
serokonversiyonunun %2-15, HBs serokonversiyonunun ise %1 raninda

gozlenir (37).
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Ekstrahepatik Bulgular

Hepatit B virisu ile enfekte olan hastalarin %1-10'unda karaciger disi
organ ve sistemlerde de tutulum gorulmektedir. Bu tutulumlarin yuksek HBV
antijenemisi sonucu olusan immun komplekslere bagh gelistigi
dugunulmektedir(40). En sik gorulen ekstrahepatik tablolar;

e Serum hastaligi benzeri tablo (41)

e Akut nekrotizan vaskdlit (poliarteritis nodosa)(42)

e Membrandz glomerulonefrit (43)

e Papduller akrodermatit (Gianotti-Crosti sendromu)’dur (44).

e Daha nadir olarak da aplastik anemi ve mixt kriyoglobulinemi

gorulebilir(45).

Tani

Akut hepatit tablosu disinda Hepatit B enfeksiyonu genelde sessizdir
ve rastlantisal testlerde ya da taramalar sirasinda saptanir. Hastalik

tanisinda kullanilan serolojik belirtecler ve yorumlari Tablo-2’ gosterilmigtir.

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

HBsAg |Anti-HBs|HBeAg |Anti-HBe | NU-HBCANt-HBC

IgM IgG
inkiibasyon periyodu + - +
Akut enfeksiyon + - + - +
Akut enfeksiyon pencere
o . + +/-
dénemi
Akut enfeksi_;_/on konvalesan N . .
doénem
Kronik inaktif (tasiyici) + - - + - +

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

Dogal bagisikhk - + - +/- - +

Asiile immiinite - +
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izlem

Hastalarin tanisi ve hastalik izleminde aminotransferazlar, serolojik
testler, HBV DNA ve histopatoloji onemlidir.
Akut Hepatit B saptanan hastalarda hepatit tablosu geriledikten sonra 2 hafta
aralarla serolojik takip yapilmasi ve HBsAg'nin kaybolup AntiHBsAk'nun
olusumu takip edilmelidir. AntiHBsAk pozitiflestikten sonra hastada dogal
bagisikhgin kazanildigi kabul edilir.

HBsAg'nin 6 aydan uzun slUre devam etmesi halinde hastalik
kroniklesmistir ve bu hastalarin takibinin Tablo-3'de gosterildigi sekilde

yapiimasi onerilmektedir (46).

Tablo-3: Kronik hepatit B tanili hastalarda izlem semasi.

Serum HBeAg ALT izlem

Pozitif Normal 6 ay ara ile
Negatif Normal 6-12 ay ara ile
Pozitif veya negatif Artmig (<2xN) 3ayaraile
Pozitif veya negatif Artmis (>2xN) 1 ay ara ile

Karacigerin histopatolojik olarak degerlendiriimesi tum kronik
karaciger hastaliklarinda oldugu gibi Kronik Hepatit B tanili hastalarda da
onemlidir. Histopatolojik incelemede karaciger dokusundaki inflamasyon,
nekroz ve fibrozise goére yorum yapilmaktadir. inflamasyon ve nekroz
hastaligin aktivite derecesini (grade) gosterirken, fibrozis prognostik deger
tasir ve hastalik evresini (stage) gosterir. Gliniumuzde siklikla Knodell ve
Modifiye ishak skorlamalari hastali§in histopatolojik durumunu tanimlamak
icin kullanilmaktadir (47).

Tedavi

Cocuklarda kronik HBV tedavisinin mimkin olan en erken yasta
baglanmasi viral replikasyonu ve sonugta ortaya ¢ikacak karaciger hasarini
onlenme agcisindan oOnemlidir. Tedavi kararindan 6nce HBsAg pozitif

saptanan bir hastada hastaligin hangi fazda oldugunun tespit edilmesi, tedavi
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plani ve izlem belirlenmelidir. Bu amacla karaciger enzimleri, tam kan sayimi,
HBV DNA, HBsAg ve HBeAg degerlendirilmelidir (48).

Kronik HBV’de tedavi amaci hastalik etkenini ortadan kaldirmak ve
dolayisiyla bulagtiriciligi dnlemek, etkenin karacigerde neden oldugu hasari
tedavi etmek ve komplikasyonlari onlemektir.

Tedaviye yanitin daha iyi oldugu durumlar, normalin 2 katindan
yuksek ALT degerlerii, HBV DNA'nin distk olmasi (<200001U/ml),
hepatoselller inflamasyonun fazla olmasi ve enfeksiyonun hayatin geg¢
donemlerinde alinmig olmasidir (46).

ALT degerleri normal sinirlarda olan hastalarda tedaviye yanit
alinamamaktadir bu nedenle bu hastalarin tedavi edilmesi 6nerilmemektedir.
Kronik HBV’li hastalarda tedaviye baglama kriterleri sunlardir:
3-6 aydan uzun suredir devam eden ALT yuksekligi (>2xN)
Aktif viral replikasyon (HBeAg pozitifligi ve/veya HBV DNA >200001U/ml)
(48).

Kronik Hepatit B’li gocuklarda onerilen degerlendirme semasi Sekil-

7’de gosterilmistir (46).

Kronik Hepatit B tanili gocuk hasta

Aktif replikasyon var \

( HBeAg +,serum HBV DNA >20000 IU/ml ) Replikasyon yok
ALT > 2x normal ALT<= 2x normal
Hepatik dekompansasyon Gézlem ve takip
/ m/\
En kisa siirede tedavi et 3 ay takip et, tedavi planla

Sekil-7: Kronik hepatit B tanili gocuklarin yonetimi.
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Tedavide pediatrik yas grubunda onay almis ilaglar Interferon alfa,
lamivudin ve adefovir’ dir.

interferon, immiin sistemimizde dogal olarak yer alan ve viral
enfeksiyonlara karsl olusan bir proteindir. Antiviral etkinligini virlisin hicre
icine girisini, replikasyonunu, viral zarfin agilmasini ve viral mRNA’'nin
translasyonunu inhibe ederek gosterir. Ayrica enfekte hucrelerin sitotoksik T
lenfositleri tarafindan taninmasini ve yok edilmesini saglar (49). Interferon
alfa 5-10 mU/m2, haftada 3 kez subkutan yolla 24 hafta slreyle uygulanir.
Tedavi iki yasindan blyuk cocuklar i¢in uygundur. Tedavinin etkinligi ALT nin
normale donmesi, HBV DNA’nin negatiflesmesi ve HBeAg serokonversiyonu
ile degerlendirilir. Yapilan c¢alismalarda c¢ocuk yas grubunda interferonun
etkinliginin ~ (%23-35) kontrol grubuna goére (%10) daha ylksek
bulunmustur(50). interferon tedavisinin ates, kas agrisi, bag agrisi, kilo kayb,
sa¢c dokulmesi, depresyon otoimmunitenin tetiklenmesi ve Idkopeni gibi
onemli yan etkileri vardir ve tedavi suresince hastalar bu yonden de yakin
takip edilmelidir.

Lamivudin, viral replikasyonu onleyen bir nukleozid analogudur. HBV
DNA'y1 yiksek oranda (%97) 4 hafta icinde negatiflestirir (51). Yan etkileri
¢ok azdir ve oral yolla kullanilir. Dozu 3mg/kg (max 100mg/gtn)’dir.Tedavide
hedef interferonda oldugu gibi HBeAg serkonversiyonu ve ALT
normalizasyonudur. 286 c¢ocuk hasta ile yapilan bir ¢alismada lamivudinin
etkinliginin (%23) plaseboya goére (%13) daha yuksek bulunmustur(52).
Tedavi suresinda farkli uygulamalar olmakla birlikte genel olarak 3 yil ya da
HBe serokonversiyonu sonrasi 6 ay daha devam edilmesi seklinde
uygulanmaktadir.

Adefovir, yakin zamanda FDA onayi alan bir purin analogudur. Viral
replikasyonu baskilar ve endojen IFN aktivitesini indUkler. Yapilan
calismalarda 48 haftalik tedavi ile 6 yasindan buylk cocuklarda HBe
serokonversiyon orani %22 bulunmustur. 6 yas altinda farkhlik

bulunmamistir. Cocuk yas grubunda adefovir direnci saptanmamistir (53).
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Prognoz

Kronik HBV tanili hastalarin yaklasik olarak 1/3’'Unde uzun dénemde
siroz, terminal donem karaciger hastaligi ya da hepatoseluler karsinom gibi
ciddi komplikasyonlarin gelistigi bilinmektedir. Prognoz hem viral (HBV DNA
seviyesi, HBV genotipi, mutant virislar) hem de konaga ait faktorler (yas,
cinsiyet, genetik yapi ve immun sistem) ile iligkilidir (54).

Korunma

Hepatit B enfeksiyonundan korunma iki sekilde mimkin olmaktadir

Hepatit B immiinglobulin

HBV igeren materyalin deri yoluyla inokulasyonu veya dogrudan
mukozalara temasi, akut olarak viral Hepatit B geciren kisi ile yakin temas
ve hepatit B’'li anneden dogan bebeklere uygulanir. Dogum sonrasi 0,5 ml
HBIg intramuskuler olarak ilk 12 saatte Hepatit B asisi ile birlikte ancak farkl
bdlgelerden uygulanir. Temas sonrasinde ise ilk 2 hafta icinde 0,06ml/kg
(maks. 5ml) HBIg intramuskuler olarak uygulanmalidir. Koruyuculugu
%75ten fazladir (55).

Asi

Saflastinimig  HBsSAg (>%95) igeren rekombinant asilar
kullanilmaktadir. . Dogumdan itibaren her yasta 0,5-1 ml as1 3 doz olarak
(ilk 2 doz birer ay ara ile 3. doz birinci dozdan 6 ay sonra olmak Uizere) kas
icine uygulanmaktadir. U¢ doz asi sonrasi saglikli erigkinlerde %90’dan
fazla oranda, ¢ocuklarda %95 oraninda antikor olusturur. Koruyucu antikor
dizeyi 100 IU/ml'dir (55).

Dogal Bagisiklik ve Mannoz Baglayan Lektin

Enfeksiyonlara karsi ilk basamak savunmada dogal bagisikhk rol
oynar. Konak ile temas bdlgesindeki fiziksel ve kimyasal bariyerleri asan
enfeksiydoz ajan “patern taniyan molekuller” olarak adlandirilan bir grup
protein ile karsilasir. Bu molekuller temel olarak enfeksiyoz etkenin
fagositozu ve lizisine neden olurken diger yandan edinsel immuan sistemin

uyariimasini da saglar. Toll benzeri reseptorler, kollektin ve fikolinler patern
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taniyan molekullere 6rnek olarak gosterilebilir. Mannoz baglayan lektin insan
kollektinleri arasinda en iyi tanimlanmis olandir(56).

Mannoz Baglayan Lektin

1946 yilinda Nobel 6duld alan Sir Frank Macfarlane Burnet, serumda
influenza virlsunu inaktive eden 3 adet inhibitor protein ( alfa, beta, gamma)
varligini gostermigtir.  Uzun yillar sonra 1990 yilinda Anders ve ark beta
proteininin “mannoz baglayan lektin” (MBL) oldugunu saptamislardir (57,58).
MBL, lektin bolge iceren kollajen yapida bir proteindir ve Kkollektinler adi
verilen bir protein ailesinin elemanidir. Diger belli bash kollektinler yogun
olarak akcigerlerde ve diger mukozal alanlarda bulunan surfaktan protein A
ve D dir.

MBL’nin Yapisal Ozellikleri

MBL primer olarak karacigerde Uretilenbir akut faz reaktanidir. C tipi
lektinler ailesinin bir Gyesidir. Birbirine 6zdes ve 32kDa agirliginda 3
polipeptid zincirden olusur, toplam 96kDa agirhgindadir ve Uuglu heliks
yapisindadir. (59). Polipeptid zincirlerin her biri C terminalinde patojen
mikroorganizmalarin oligosakkarid yapisini taniyan “kalsiyum bagimli lektin
bdlgesi” icerir. Kanda fonksiyonel MBL bu Gglu heliks yapisinin multimerleri
(tetramer, pentamer, heksamer) halinde bulunur. Polimer sayisi arttik¢a
MBL'nin oligosakkaridlere, affinitesi artar ve MBL asosiye serin proteazlar
(MASP) aktive olur. MBL yapisal ve fonksiyonel olarak komplemanin C1q
komponentine benzer ancak farkl olarak MBL antikor olmaksizin patojenleri
baglayabilir (60).

MBL 10.kromozon ustunde yer alan ve 4 eksondan olusan Mbl2 geni
tarafindan kodlanir. Ekzon 1’de codon 52, 54 ve 57°de olusan mutasyonlar
MBL vyapisini bozmakta ve polimerizasyonu engellemektedir. Mutasyona
ugramamis allel ‘A’ olarak tanimlanirken, kodon 54’teki (Gly—>Asp) mutasyon
‘B’ alleli, kodon 57’deki (Gly->Glu) mutasyon ‘C’ allelini ve kodon 52’deki
(Arg>Cys) mutasyon ‘D’ allelini olusturur. Homozigot ya da heterozigot
mutasyonlar serum MBL dlzeylerinde azalmaya neden olur. Mutasyon
tasimayan bireylerde (AA) serum MBL duzeyi genellikle 1000ng/ml’'nin
uzerindeyken, heterozigot mutantlarda (AB, AC, AD) dizey genellikle 500-
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1000ng/ml civaridir. Homozigot mutantlarda (BB,CC,DD) ise serum MBL
duzeyi genellikle <50ng/ml’dir(60).

Beyaz irkta serum MBL dizeyi azliginin %40, MBL’nin eksikliginin
ise %8 oraninda goéruldugu bildirilmigtir (56). Yakin zamanda farkli etnik
gruplardaki mutasyon sikhgi arastinimis ve Guney Amerika’da B allel
sikliginin %80, Avrasya populasyonlarinda B allel sikhgr %11-16, Bat
Afrika’da C allel sikhdinin %32 oldugu, Avustralya Aborjinlerinde ise mutant
allellerin goriimedigi bildirilmigtir (61).

MBL’nin immun Sistemdeki Rolii

MBL kompleman sistemi aktive etme yetenegine sahip tek
kollektindir. Kompleman sistemi (KS) hem dogal hem adaptif immin yanitta
onemli rol oynayan bir dizi protein ve enzim kompleksidir. Plazmada inaktif
olarak bulunan enzimlerin sirasiyla aktivasyonu ile inflamatuar peptidlerin,
opsoninlerin ve hucre zar atak kompleksinin olugtugu bir yoldur.
Kompleman sistem karsilastigi mikroorganizmalara karsi fagositozu
guclendirme, B hucrelerinin antijen duyarlihgini artirma, immun kompleksleri
dolasimdan uzaklagtirma ve buyuk immuin agregatlarin olsumunu 6nleme
gibi inflamatuar reaksiyonlar ile cevap verir (62).

Plazma globulinlerinin %10 kadarini kompleman olusturur ve baslica
uretim vyerleri monositler, makrofajlar, bébrek tubulus ve glomerullari ve
hepatositlerdir.

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

1- Klasik yol

2- Alterne yol

3- MBL yolu

MBL yolu, MBL mikroorganizmalardaki karbonhidrat yapilara
baglanmasi ile aktive olur. Baglandigi karbonhidratlarin ¢ogu memeli
hicrelerinde yuksek yogunlukta bulunmayan spesifik aminoasit motifi
tasidigindan, self yapilari ayirt edebilir, siklikla mikrobiyal hicrelerin ylzeyleri

ile iyi uyum gosterir (ref-eddi 1p). Bu hticrelerle baglanmasi; fagositlerin MBL

19



ile kaplanan bakterilere tutunmasi, bakterinin hicre igine alinmasi ve
oldarulmesi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle MBL, direkt olarak bir opsonin
olarak gérev yapmaktadir (63).

MBL, C1qg'dan bagimsiz olarak C1r2-C1s2 kompleksleri ile iliskiye
girerek klasik yoldan komplemani aktive etmektedir. MBL, MBL asosiye serin
proteaz (MASP) ile birleserek, “serum bakterisidal faktor” olarak adlandirilan
bir kompleks olusturmaktadir. MASP, fonksiyonel olarak aktive Cls'ye
benzer ve hem C4 hem de C2'yi parcalayarak C3 konvertaz aktivitesi ile
C4b2a komplekslerini olusturabilir. Bu antikor ve C1q'dan bagimsiz
mekanizma, “kompleman aktivasyonunun lektin yolu” olarak
isimlendiriimektedir. MASP, C3'U direkt olarak pargalayabilecek bir yapiya
sahip oldugundan, alternatif yoldan da komplemani aktive edebilecegi
dusunulmektedir (63).

MBL, spesifik immun yanit olusuncaya kadar gecen 2-3 gunluk
surede dogal bagisik yaniti aktive etmesi nedeniyle dnemlidir.

MBL Eksikliginin Klinik Sonuglari

Dunyadaki en yaygin immun yetmezlik olan MBL eksikligi, ¢cocukluk
doneminde tekrarlayan c¢ocukluk c¢agi infeksiyonlarina neden olmaktadir.
Yapilan c¢alismalar, MBL mutant allelleri icin hem homozigot hem de
heterozigot olanlarda infeksiyon riskinin arttigini géstermektedir (63).

Gunumuzde yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma mannoz baglayan lektin
gen polimorfizmlerinin ve dusuk serum duzeyinin bircok bakteriyel, viral,
fungal ve protozoal enfeksiyonun sikligini artirdigini gostermistir. Ayrica MBL
polimorfizmi kemoterapi alan hastalarda, kemik iligi transplantasyonu
yapilanlarda ve post operatif donemdeki hastalarda enfeksiyon riskini
arttirmakta, sistemik inflamatuar yanit sendromu, gebelikte tekrarlayan
dusukler ve prematir dogum, iskemik kalp hastaligi, sistemik lupus
eritematozus ve romatoid artrit gibi kollajen doku hastaliklari ile de iligkili
oldugu dusunulmektedir (56).

Hepatit B enfeksiyonu ile MBL iligkisini arastiran ¢alismalarda serum
MBL dizeyi yuksek olan bireylerde viral klirens oraninin daha yuksek oldugu

ve dusuk bireylerde ise kroniklesmenin daha sik goérildigu bildirilmigstir (64).
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Ayrica MBL gen mutasyonu olan kronik hepatit B’li hastalarda siroza ilerleme
hizinin ve spontan bakteriyel peritonit sikhginin arttigr gosterilmigtir (65).

Hepatit C’li hasta grubundaki bir calismada ise MBL eksikligi
olanlarda interferon tedavisine yanitin daha dusuk oldugu bildirilmistir (66).

MBL Eksikliginde Replasman Tedavisi

Serumda MBL eksikliginin sonuglarinin anlasiimasindan sonra ilk
defa 1998 vyilinda kan dondrlerinden elde edilen saflastinimis MBL
tekrarlayan enfeksiyonlari olan bir hastada ve kistik fibrozisli bir hastada
basariyla kullaniimistir. Son donemde rekombinant olarak Uretilmis MBL'nin
faz calismalari yapilmaktadir. Bu Grinun 1- MBL eksikligi nedeniyle
enfeksiyonlara vyatkinligi olan kigiler, 2- MBL’nin hastalik progresini
etkileyebilecegdi akut enfeksiyonlarda ve 3- MBL destegdinin faydali olabilecegi
kronik enfeksiyonlarda (65) terapotik kullanima girece@i dusunutlmektedir.

Bu c¢alismada kronik hepatit B enfeksiyonu tanisiyla izlemekte
oldugumuz 3-18 yas arasi ¢ocuk hastalarda MBL gen polimorfizmi ve serum

duzeyinin hastalik progresine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.
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GEREG VE YONTEM

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Gastroenteroloji,
Hepatoloji ve Beslenme bilim dalinda kronik hepatit B tanisi ile izlenen 2-18
yas aras! hastalar alind1.

Hastalar kronik hepatit B enfeksiyonunun fazina goére 3 gruba
ayrilarak incelendi ve bu gruplar:

- Immuntoleran grup; HBsAg (+), HBeAg (+), HBV DNA (+) ve ALT
normal,

- Spontan serokonversiyon gdstermis olan inaktif tasiyici grubu;
HBsAg (+), anti-HBe (+), HBV DNA <2000IU/ml ve ALT normal,

- Tedavi almis grup ise HBsAg (+), HBeAg (+), HBV DNA>20000
IlU/ml, ALT normalin 2 katindan yuksek ve karaciger histopatolojisinde
Knodell indeksi >4 veya fibrozis >2 olan ve bu nedenle tedavi verilmis yani
kronik aktif hepatit tablosu gostermis olan hastalar olarak tanimlandi.

Eslik eden bagka bir kronik hastaligi olan ve ¢alisma igin kan alindigi
sirada akut enfeksiyon gegiren olgular calisma disi birakildi.

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 30 Aralik 2008 tarihli ve 2008-21/50 no’lu karar ile onay alindiktan
sonra arastirmaya baslandi.

Tez g¢alismasinda kullanilacak kanlarin toplanmasi amaciyla hastalar
telefon ile aranarak konu hakkinda bilgi veriimis ve hastaneye cagrildi.
Bilgilendirilmis olur formu imzalandiktan sonra her hastadan MBL gen
polimorfizmi icin 3 ml EDTA’l kan alinarak -20'C’de muhafaza edildi. MBL
serum duzeyi ve Hepatit B virls genotiplendirmesi igin ise 5 ml diz kan
alinarak 3000 devirde 5 dakika santriflij edilerek -20C’de saklandi.

Calismaya alinan 67 hasta, immuntoleran olanlar Grup 1 (n=16),
spontan serokonversiyon ile inaktif tasiyici olanlar Grup 2 (n=23 ) ve tedavi
almis olanlar ise Grup 3 (n= 28) olarak gruplara ayrildiktan sonra Grup 3
tedaviye yanith (3a) (n:17) ve yanitsizlar (3b) (n:11) olarak iki alt grupta

degerlendirildi.
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Hastalarin cinsiyet, tani yasi, izlem suresi, aile Oykusu, bagvuru
semptomlari, hastalik fazina goére laboratuar izlemleri [serum HBV DNA
(IU/ml), ALT(IU/ml) dizeyleri, HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-HBe degerleri,
ultrasonografi bulgulari, serum AFP duzeyleri (ng/ml)], biyopsi yapildi ise
histopatolojik bulgular, tedavi grubundaki hastalarin tedavi dozlari ve sureleri,
ayrica tedaviye yanit durumlari retrospektif olarak kaydedildi.

Tedavi oncesi histopatolojik inceleme Patoloji AD laboratuarinda
Knodell histopatolojik aktivite indeksine gore yorumlandi (48).

Kronik hastalik seyrini etkileyebilecegdi icin HBV DNA elde edilebilen
tum hastalarda hepatit B viris genotiplendirmesi yapildi. PCR ydntemi
kullanildi ve Uulkemizde D genotipinin baskin olmasi nedeniyle hastalar
genotip D ve non-D olarak siniflandirildi.

MBL genotiplendirmesi icin literatirde tanimlandigi sekilde

A - mutasyon olmayan

B - kodon 54 mutasyonu

C - kodon 57 mutasyonu

D - kodon 52 mutasyonu kullaniidi.

MBL serum duzeyi ELISA yontemi (Oligomer-ELISA kit-Antibody
Shop, Danimarka) ile ve MBL gen polimorfizmi PCR ve Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) yoéntemi ile Mikrobiyoloji AD Immunoloji
laboratuarinda ve Hepatit B virlis genotiplendirmesi PCR yontemi ile
Mikrobiyoloji AD PCR laboratuarinda calisildi.

Serum MBL Duzeylerinin Caligiimasi

Serum ornekleri oda isisina getirilerek ¢dztinmeleri saglandi ve
homojen karisim elde etmek icin yavas hizda vortekslendi. Her bir serum
orneginden 5 mikrolitre (ul) alnarak 495 pl dilisyon solisyonu ile
karistirilarak serumlar 1/100 oraninda sulandirildi. Caligsma plagindaki her bir
kuyucuga dilie edilmig serumlardan 100 pl konarak oda isisinda 1 saat
inkiibe edildi. inkiilbasyon sonrasinda her bir kuyucuk 300 pl yikama
sollusyonu ile 4 kez yikandi. Yikama islemi sonrasinda 1/100 sulandiriimig
serum konmus olan kutucuklara 100ul biyotinlenmis MBL antikoru eklendi.

Oda 1sisinda 1 saat inkube edildikten sonra yikama solusyonu ile 4 kez
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yikandi. Daha sonra kuyucuklara 100ul HRP-Streptovudin sollisyonundan
eklenerek oda isisinda 1 saat inkube edildi ve ardindan 4 defa yikama
yapildi. Son olarak ise kuyucuklara 100 ul tetrametilbenzidin eklenerek oda
isisinda ve karanlk alanda 15 dakika inkibe edildi. inkiibasyon sonrasi
kuyucuklara 100ul stop sollsyonu eklendi ve reaksiyon durduruldu. Olusan
optik dansiteler 450nm’de 620 nm dalga boyu referans alinarak okundu.
Elde edilen degerler Ureticinin talimatlarina gére yorumlandi ve 100 ng/ml’'nin
altindaki degerler disuk, 1000ng/ml’ nin Ustliindeki degerler ise normal olarak
kabul edildi.

MBL Gen Polimorfizminin Galisiimasi

MBL gen polimorfizmi Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Mikrobiyoloji
ve immiinoloji laboratuarinda gahsildi. EDTA'li tiipe alinmis 2ml tam kandan
DNA ornekleri izole edildi.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu ticari bir kit (QlAamp DNA Mini Kit, QIAGEN....)
kullanilarak firmanin talimatlarina gére yapildi. 1,5 ml eppendorf tlplerinin
icine 20 ul Protease kondu ve her bir tipe 200 ul kan ve 200ul Buffer AL
eklenerek 15 saniye vortekslendi. 56'C’de 10 dakika inkibe edildikten sonra
200ul %100 etanol eklenerek 15 saniye vortekslendi. Tuplerin igindeki
karisim QIAGEN spin kolona aktarildi ve 8000 rpm hizda 1 dakika santrif(j
edildi. Daha sonra tuplerin igine 500ul Buffer AW1 eklendi ve tekrar 8000rpm
hizda 1 dakika santrifij edildi. QIAamp spin kolon temiz 2ml'lik tlplere
yerlestirildi ve igine 500ul Buffer AW2 eklendi. Daha sonra spin kolon
14000rpm hizda 3 dakika santrifuj edildi ve tekrar temiz 2ml’lik temiz tuplere
aktarildi. Son olarak spin kolona 200ul Buffer AE eklenerek oda isisinda 1
dakika inkibe edildikten sonra 1 dakika 8000 rpm hizda santriflj edilerek
DNA izolasyon islemi sonlandirildi.

MBL Gen Amplifikasyonu

izole edilen DNA, PCR ydntemi ile amplifiye edildi. Her bir hasta igin
PCR karisimi 5’- GTA GGA CAG AGG GCA TGC TC-3 ve 5-CAG GCA
GTT TCC TCT GGA AGG-3’ baz dizilimizi iceren primer sekanstan 0,5’er pl,

nukleotidleri iceren dNTP karisim solisyonundan 1ul, DNA polimeraz enzimi
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olan Taq polimeraz enziminden (50/ul) 0,25 ul, Taq polimerazin tampon
sollisyonu olan Taq Bufferdan 5ul ve MgCl2’den 3ul eklenerek hazirlandi.
Son olarak, izole edilen hasta DNAIlar1 her bir tipe 10ul eklendi ve uzerine
50ul ye tamamlayacak sekilde 29,75ul distile su ilave edildi. Elde edilen
karigsimlar 6nceden programlanmis olan Thermocycler’ a (Corbett Research,
Avustralya)  vyerlestirildi. DNA denatirasyonu igin 94'C'de 30 saniye,
pimerlerin DNA’ya baglanmasi icin 60°'C'de 1 dakika, polimerizasyon igin
72’°C’de 2 dakika ve en son olarak yarim kalan zincirlerin tamamlanmasi igin
72'C’de 5 dakika tutulacak sekilde programlandi. islem sonunda gogaltilan
DNA'dan 10ul alinarak %2’lik agaroz jel kullanilarak eletroforez yapildi. DNA
zincirleri etidyum bromur ile boyanarak ultraviyole 1sik kaynaginda
goruntulendi.

Elde edilen MBL gen urunlerinde gen polimorfizmlerinin saptanmasi
amaciyla her hasta ic¢in 2 ayri tupe 17,5 ul gogaltiimig DNA kondu. Bir tupe 5
unite BshNI restriksiyon enzimi (10 G/ul) ve 2 ul tampon solisyonundan (10X
Buffer) eklenerek 37°C’de 90 dakika inkube edildi. Diger tupe ise 3,5 Unite
Mboll restriksiyon enzimi (50/ul) ve 2ul tampon solisyonu (10x Buffer) ilave
edilerek 37'C’de 90 dakika inkube edildi. Restriksiyon iglemi tamamlandiktan
sonra olusan urlnler %2’lik agaroz jel elektroforezde 100 volt uygulanarak 45
dakika yudratuldu ve ultraviyole 1sik kaynaginda goruntulendi. BshNI
restriksiyon enzimi ile kesilmis DNA A alleli, Mboll ile kesilmis DNA C alleli,
her iki enzimle de kesilme gozlenmeyen DNA B alleli olarak tanimlandi.
Elektroforez sirasinda kesilen bolgelerde olusan c¢ift bant heterozigot

mutasyon, tek bant ise homozigot mutasyon olarak degerlendirildi (Sekil-8).
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Sekil-8: MBL genotiplendirme ¢alismasinda jel elektroforez 6rnegi.

Hepatit B Viriis Genotip Calismasi

Hepatit B genotip calismasi, kanda >104 copy/ml HBV DNA
saptanan immuntoleran ya da tedavi grubu hastalarin serumundan (n: 35),
tedaviye yanith hastalarda ise tedavi oncesi alinan karaciger biyopsi
érneklerinden (biyopsi materyali hastanemizde ise) (n: 5) galisildi. Ulkemizde
en sik D genotipi saptanmasi nedeniyle, 2004 yilinda Eroglu ve ark
tarafindan tanimlanan basit PCR yontemi kullanilarak, D ve non-D olarak
genotiplendirme yapildi.

Duz tupe alindiktan sonra santrifij edilerek -20'C’de saklanan hasta
serumlarindan AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen
Biosciences, Birlesik Devletler) kullanilarak ureticinin talimatlarina gére DNA
izolasyonu yapildi. Doku ornekleri ise patoloji laboratuarindaki parafin bloklar
eritilerek 0,5cm uzunlukta doku pargalari alindi. 24 saat Ksilen iginde
bekletildi ve elde edilen saflastiriimis dokudan QIAamp DNA FFPE Tissue kit
(QIAGEN, Almanya) kullanilarak Ureticinin talimatlarina gére DNA izole edildi.
Amplifikasyon icin karisimlar her biri toplam 45ul olacak sekilde 1 ml’lik
tiplerde olusturuldu. 200 uM dNTP mix, 1,25U Taq DNA Polimeraz (5U/ul),
25 nM MgCI2 ve (distle su ile hazirlandi. HBV1 (5-
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TCACCATATTCTTgggAACAAQA-3’) ve HBV3 (5-
(G/IA)TCGGGAAAGAATCCCAgAg-3’) primerlerden 0,4uM eklendi. Her bir
tipe 5ul izole edilmis DNAI ilave edildi ve iglem basglatildi. Denaturasyon igin
94’C’da 1 dakika, primerlerin DNA’ ya baglanmasi icin 55’'C’de 1 dakika ve
polimerizasyon igin 72°C’'de 1 dakika inkiibe edildi ve bu sekilde toplam 40
dongl yapilarak amplifikasyon tamamlandi. Elde edilen PCR Urinu %2’lik
agaroz jelde 100 volt uygulanarak 45 dakika yudrataldi ve ultraviyole 1sik
kaynaginda goruntulendi. 79 bp uzunlukta kesilen pargalar genotip D,
kesilme gorulmeyenler non-D olarak tanimlandi (Sekil-9).

Sekil-9: Hepatit B virls genotiplendirme galismasinda jel elektroforez érnegi.

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 16.0™ kullanilarak yapild.
Kategorik degisken sikliklari arasindaki farklar chi-square testi ile arastiridi.
Verilerin normal dagilim goésterip géstermedigi Shapiro-Wilk testiyle incelendi.
Normal dagilim godstermeyen iki grup dediskenleri arasindaki fark Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildi. Ortalamalarla birlikte standart sapma verildi
ve anlamlilik duzeyi, a =0.05 (p<0.05) olarak alindi.

27



BULGULAR

Calismaya kronik hepatit B tanisiyla izienmekte olan 37 erkek, 30 kiz
toplam 67 hasta alindi. Yas ortalamasi 13,8+4,1idi. Hastalarin izlem suresi
ortalama 4,09+3,64 yildi. Aile dykusu hastalarin %64’Gnde (n: 43) mevcuttu
ve hastalarin %11,9 (n: 8) bagvuru sirasinda semptomatikti.

Calisma grubu kronik hepatit B enfeksiyonunun progresyonuna gore
alt gruplara ayrildiginda immun toleran olanlar (Grup 1) %23,8 (n: 16),
spontan HBe serokonversiyonu gostererek kronik inaktif olanlar (Grup 2)
%34,3 (n: 23) ve izlem suresince immun aktivite gostererek tedavi edilmis
hastalar ise (Grup 3) %41,7 (n: 28) idi. Tedavi almis hasta grubu ise tedaviye
yanithlar (Grup 3a, n=17) ve yanitsizlar (Grup 3b, n=11) olarak ayrica

incelendi. Gruplarin demografik 6zellikleri Tablo-4’te gosterilmektedir.

Tablo-4: Gruplarin demografik 6zellikleri.

Grupl Grup?2 Grup3 b
n: 16 n:23 n: 28
Cinsiyet (E:K) 9:7 13:10 15:13
Yas (yil) ortxSD 11,69+4,45 14,65+3,42 14,32+4,23

Izlem stresi (yil) ort+SD 4,44+4 14 2,80+3,16 4,97+3,62

Aile ykiisti (%) 75 60,8 60,7

Hepatit B virlUs genotipleri 34 hastada kan, 5 hastada karaciger
dokusundan izole edilen HBV DNA’dan calisiimisti. Bunlarin 35 tanesi
(%89,7) D genotipinde iken 4 tanesi (%10,3) non-D genotipinde idi. Non-D
genotipte olan 4 hastanin iki tanesi immuntoleran, bir tanesi tedaviye yanitl,
digeri ise tedaviye yanitsizdi. Calisma grubumuzda D genotipi sikligi sayica

az olmakla birlikte gruplar arasi farklilik gdstermemekteydi (p=0,23).
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Hastalarin MBL gen polimorfizmlerine bakildiginda 53(%79,1)
hastada mutasyon olmadidi (AA), 8 (%11,9) hastanin heterozigot kodon 54
mutasyonu (AB) tasidigi ve 6 (%8,9) hastanin da homozigot kodon 54
mutasyonu (BB) tasidigi goruldiu (Sekil-10).

MBL Genotip

8,9
I

M AA
M AB
BB

79,1

Sekil-10:Hastalarin MBL genotip oranlari.

Polimorfizmin cinsiyete gore degisiklik géstermiyordu (p=0,73).

Hepatit B enfeksiyonunu vertikal (aile 6ykisu) ya da horizontal bulag
ile kazananlarin MBL kodon 54 mutasyonlari arasinda farklilik bulunmadi
(p=0,73).

MBL kodon 54 mutasyonu ile serum dizeyinin iliskisine bakildiginda
ise homozigot ve heterozigot mutantlarin serum MBL dlzeylerinin birbiriyle
korele ve mutant olmayanlara gére anlamli olarak daha dusuk oldugu goruldi
(p<0,05) (Sekil-11).
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Sekil-11: MBL genotip B (kodon 54 mutasyonu) ile serum MBL diizeylerinin
korelasyonu.

Hastalarin serum MBL duzeylerine bakildiginda 54 hastanin (%80,5)
serum duzeyinin normal, 7 hastanin (%10,4) normalden dusik, 6 hastanin
(%8,9) ise serum MBL dizeyinin sifir oldugu saptandi. MBL serum dizeyinin
kizlarda 2680,94+£1455,87 ng/ml, erkeklerde 2823,37+1359,71 ng/ml bulundu
ve cinsiyete gore istatistiksel farklilik goéstermedi (p=0,67). MBL serum
duzeyinin yasa gore degisiminde istatistiksel anlamli olmamakla birlikte yas

ile ters korelasyon goésterdigi goruldu (p=0,315, r:-0,12) (Sekil-12).
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Sekil-12: MBL serum dizeyinin yasla birlite degisimi.

MBL kodon 54 mutasyonunun hastalik progresine etkisine
bakildiginda gruplar arasinda homozigot ya da heterozigot mutasyon tagima

oranlarinda farkhlik bulunmadi (Sekil-13) (p=0,75).
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0
Grup 1 (n=16) Grup 2 (n=23) Grup 3 (n=28)
mAA(Nn) 13 17 23
H AB(n) 1 4 3
BB(n) 2 3 2

Sekil-13: MBL kodon 54 mutasyonu tasiyan hastalarin gruplara gore dagilimi

(p=0,75).
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Tedavi almis grupta ise tedaviye yanitli ve yanitsizlarin MBL geninde
homozigot veya heterozigot kodon 54 (genotip B) mutasyon varliginin tedavi

etkinligini degistirmedigi goruldu (p=0,61) (Sekil-14).

Mutasyon (+)
B Mutasyon(-)

Tedaviye yanitli Tedaviye
(n=17) yanitsiz (n=11)

Sekil-14: Tedaviye yanitli ve yanitsiz hastalarin MBL genotip B (kodon 54
mutasyonu) oranlari.

Hastalik progresine gore MBL serum duzeyleri karsilastirildiginda

gruplar arasinda anlamli farkhihk bulunmadi (Tablo-5).

Tablo-5: Gruplarin serum MBL dizeylerinin karsilastiriimasi.

Serum MBL dizeyi (ng/ml) p
Grupl (n:16) 2764,18+1396,45
Grup2 (n:23) 2486,59+1428,58
0,39
Grup3 (n:28) 2948,93+1404,07
Tedaviye yanitli 3002,57+1416,94
0,79
Tedaviye yanitsiz 2859+1446,65
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Benzer gekilde tedaviye yanith ve yanitsiz olanlarin MBL serum
duzeylerinin farkhlik gostermedigi goraldu (p=0,79) (Tablo 5).

MBL polimorfizminin spontan ya da tedavi ile HBe serokonversiyonu
olusumu ile iligkisine bakildiginda, serokonversiyon saglanmig ve
saglanmamis hastalarin MBL polimorfizm oranlari ya da serum MBL

duzeyleri arasinda istatistiksel farklihk bulunmadi.(p=0,78) (Tablo-6).

Tablo-6: HBe serokonversiyonu olan hastalarin MBL serum duzeylerinin

kargilastiriimasi.

Serum MBL duzeyi (ng/ml)

Anti Hbe Ak (+) | 2707,72£1420,73
Anti Hbe Ak (-) | 2802,81£1390,04

p=0,78

Tedavi almig grupta karaciger histopatolojisinin  MBL gen
polimorfizmi/ serum duzeyi ile iliskisi arastirildiginda Knodell indeksi 4’ten az
ya da fazla olanlar arasinda farklilik bulunmadi ancak istatistiksel anlamlilik
tasimayan ters korelasyon saptandi. Benzer sekilde karacigerde fibrozis
skoru 2’den az ya da fazla olanlar arasinda da MBL polimorfizmi ya da serum

diuzeyi farkhlik géstermedigi saptandi.
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TARTISMA VE SONUG

Cocukluk caginda ortaya cikan kronik hastaliklar uzun dénemde
bireylerin yagsam kalitesini bozmakta, yasam suresini kisaltmakta, ¢alisma
gucund azaltmakta ve ekonomik yuk olusturmaktadir. Bu nedenle gocuklari
onlenebilir kronik hastaliklardan korumak c¢ocuk hekimlerinin 6nemli
gorevlerinden biridir.

Onlenebilir kronik hastaliklar arasinda kronik hepatit B onemli yer
kaplamaktadir. Koruyucu hekimlik hizmetlerinin arttirilmasina ragmen g¢ocuk
ve adllesan yas grubu gerek vertikal gerekse de horizontal olarak bulas
riskinin en ¢ok oldugu populasyondur (67).

Hepatit B asisi dinyada 1982 yilinda kullaniimaya baglanmis ve
ulkemizde de 1998 yilinda rutin asilama takvimine girmistir. Rutin agilamanin
basariimasi ile ¢ocuk yas grubunda enfeksiyon oranlari birgcok Ulkede
yaklasik %80 oraninda azalma gdstermistir (68). Ulkemizde ise rutin agilama
ile 10 yilda dogu illerindeki gocuklarda seropozitivite prevalansi %8-10’dan
%2,7’ye gerilemigtir (69). Butin bu cabalara ragmen Hepatit B halen tim
dinyada 350 milyondan fazla insani etkileyen O6nemli bir mortalite ve
morbidite nedenidir (70).

Hepatit B enfeksiyonunun seyrini etkileyen faktorler bulas yolu, virise
ait virulans faktorleri ve konagin immun sistemidir.

Orta ve ylUksek endemik bdlgelerde hastaligin kroniklegsmesini
etkileyen en 6nemli faktorin yenidogan déneminde ya da erken gocuklukta
bulas oldugu bilinmektedir (71).

Ulkemizde kronik hepatit B orta endemisite gostermektedir ve
hastaligin kroniklesmesinde 6nemli olacagi i¢in c¢alisma grubumuzdaki
hastalarda bulas yolu sorgulanmistir. Grubumuzdaki hastalar, hastaliklarinin
herhangi bir doneminde izleme girdikleri i¢in tam olarak bulas zamani ve yolu
bilinememektedir. Ancak annede kronik hepatit B enfeksiyonu olanlarin

vertikal gecisle enfekte olduklari disunudldtugunde tim grupta bu oran %64 idi
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ve farkli progresyon gosteren gruplar arasinda farkhlik gorilmedi. Yani bizim
hasta grubumuzda bulas zamani prognostik farkllik olusturmamaktadir.

Virlse ait prognostik faktorlerden ise en iyi tanimlanan genotiptir.
Hepatit B virGsinin 8 genotipi tanimlanmistir ve bunlar belli cografi
bolgelerde endemisite gosterirler. Ulkemizde yapilan caligmalarda %84-100
oraninda D genotipi saptanmigtir (72). Bizim galismamizda hepatit B virls
genotipi 39 hastada c¢alisilabildi ve bunlarin %89.7’si genotip D iken %10,3’U
genotip non-D olarak belirlendi. Genotip non-D sayica az olmakla birlikte
immuntoleran, tedaviye yanith ve vyanitsiz gruplar arasi esit dagilim
gOstermekteydi. Kronik inaktif gruptaki hastalarda HBV DNA elde edilemedigi
igin genotip calismasi yapilamamistir.

Calismamizda genotip Non-D’nin  Turkiye'’de vyapilmis diger
calismalara goére ortalama olarak daha ylksek oranda saptanmasinin
bdlgemizin yluksek oranda Balkan Ulkelerinden go¢ almasi ile iligkili olarak
disunulda.

Erigkin hasta gruplarinda vyapilan c¢alismalarda e minus
enfeksiyonlarin, hizli siroza ilerleyigsin ve semptomatik akut hepatit B
enfeksiyonlarindan da genellikle D genotipinin sorumlu oldugu gdsterilmistir
(11). Bizim hastalarimizda e-minus enfeksiyon saptanmamis olup, bunun
hastalarin ¢ocukluk c¢aginda olmasi ile iligkili oldugu, ilerleyen yillarda
genotiple D ile enfekte olan hastalarimizda e-minus hastalik riskinin
olabilecegi dusunulda.

D genotipli hastalarimiz fibrozis ac¢isindan incelendiginde ise
ortalama fibrozis evresinin 1 oldugu yani siroza hizli ilerleyisin olmadigi
goruldu. Bu sonug da hastalarimizin gocuk yasta olmasi ile iligkilendirildi.

Hastalarimizin genellikle tarama sirasinda saptanmasi ya da bagka
bir merkezde tani alarak hastanemize sevk edilmesi nedeniyle hastalarin
akut hastallk donemine ait bilgilerimiz kisith idi. Bununla birlikte
hastalarimizin  %11,9'unun OyklUsinde semptomatik hastalik o6ykusu
mevcuttu. Hastalarimizin genotiplere gore hastalik seyirleri incelendiginde
ise, genotip D’ nin baskin oldugu bir dlkede olmamiz ve ¢alismamizda non-D

genotipinin sayica az olmasi nedeniyle genotip D ve non-D nin klinik tablo ile
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iligkisinin istatistiksel olarak yorumlanmasi mumkun olmamigtir. Sonug olarak
hasta grubumuz igin Hepatit B virlis genotipinin hastalik progresine etkisi
bulunmamistir.

Hepatit B’li hastalari ikiz kardes, aile ve etnik kdkenlere gore
gruplandirarak arastiran c¢alismalarda konak immunitesini etkileyen genetik
faktorlerin  hastalik progresi ile iligkili oldugu anlasiimigtir. Hepatit B
enfeksiyonuna karsi 6n planda Th1 yanitinin olustugu ve bu yanitin yetersiz
kaldigi durumlarda ise hastaligi kroniklesme surecine girdigi bilinmektedir.

Yapilan ¢alismalarda diger tim enfeksiy6z durumlarda oldugu gibi
viral enfeksiyonlarda da dogal immun yanitin 6nemi vurgulanmigtir (73).

Mannoz baglayan lektin kalsiyum bagimh C tipi bir serum lektinidir ve
kompleman sistemi aktive ederek dogal immun yanitta rol alir.

Serum MBL dizeyi cinsiyete gore farklilik gostermezken, yasla birlikte serum
dizeyinin degistigi bilinmektedir. Yenidoganlarda serum duzeyi erigkin
dizeyin 2/3’Gdir ve 1. aydan sonra yas arttikca serum dizeyi azalmaya
baslar ve erigkin donemde stabil olarak devam eder. (74, 75). Calismamizda
yenidogan doneminde olan hastamiz yoktu, tUm hastalarimiz 2 yasindan
buyuktu. Kiz ve erkek hastalar arasinda MBL serum duzeyleri farkli degildi.

Bizim c¢alismamizda da literatirde belirtildigi gibi, istatistiksel
anlamhlik tagimamakla birlikte, yas arttikca MBL dlzeyinde azalma oldugu
saptandi.

MBL, 10.kromozomda yer alaln MBL-2 geni tarafindan
kodlanmaktadir ve bu gendeki tek nukleotid polimorfizmleri proteinin yapisini
bozmakta ve serum dizeyinde azalmaya neden olmaktadir. Bilinen 3 tip
mutasyon vardir:

Kodon 54 mutasyonu-> B allelini

Kodon 57 mutasyonu-> C allelini,

Kodon 52 mutasyonu-> D allelini olugturmaktadir.

Mutasyonlarin toplum sikliklari etnik kdokene gore degismektedir.
Guney Amerika’da saglikli populasyonun %80 oraninda B alleli tagirken,

Avrupa ve Asya’da toplum prevalansi % 25 olarak bildirilmigtir. Bu bdlgede C
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alleli nadir gorulmektedir. Afrika’ da ise C alleli sikligi %50-60 civarindadir
(76).

Ulkemizde yapilan calismalarda saglikli populasyonda homozigot B
alleli %2-6, heterozigot B alleli sikligi ise %12-20 oraninda bulunmustur (77,
78).

Bizim c¢alismamizda ise hastalarin  %79,1inde  mutasyon
saptanmazken, %8,9’'unda homozigot B alleli, %11,9'unda heterozigot B alleli
saptandi. C ve D allelleri ise saptanmamistir.

Literatirde kodon 54 mutasyonunun (B genotipi) hepatit B
enfeksiyonu persistansina zemin hazirladigi yani hastaligin kroniklesmesinde
rol oynadigi gosterilmistir (79). Bizim hasta grubumuzda da MBL genindeki
homozigot kodon 54 mutasyon sikhginin saglikli populasyona gore yuksek
olmasi kodon 54 mutasyonunun hastaligin persistansinda etkili oldugunu
dusundurmektedir. Bu agidan bulgularimiz literattrt desteklemektedir.

Saglikli populasyonda bu mutasyonlar sonucu MBL serum dlzeyi
disukliga (100-1000 pg/ml) %40 oraninda saptanirken ve %8 oraninda ise
ciddi MBL eksikligi (<50pg/ml) olusmaktadir (giris 56). Bizim calismamizda
hastalarin %80,5’'inde serum MBL dizeyi normalken, %8,9’'unda serum
dizeyi azalmig, %10,4’Unde ise serumda MBL saptanamamistir. Bu oranlar
literatlr ile uyumludur. Mutasyon saptanmayanlarin serum MBL dizeyleri
ortalama 3273ng/ml, heterozigot mutantlarin 667ng/ml ve homozigot
mutantlarin 402ng/ml bulunmustur..

Calismamizda mutasyon tasimayanlarin, heterozigot ve homozigot
mutantlarin  serum MBL duzeyleri mutasyon varhgi ile korelasyon
gOstermisgtir.

MBL eksikliginin bazi bakteriyel, viral, fungal ve protozoal
enfeksiyonun seyrini etkiledigi anlasiimigtir. Bunlardan en iyi tanimlananlar
candida albicans, A grubu B hemolitik streptokoklar, Stafilococcus aureus, M
tuberculosis, Leishmaniasis, HIV, Hepatit B ve C’dir (80). Enfeksiyonlar
haricinde MBL eksikliginin SLE, RA gibi otoimmun hastaliklar, tekrarlayan
dusukler, preterm dogum ve iskemik kalp hastaligi ile de iligkisi gosterilmis
(81-84).
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MBL ile hepatit B enfeksiyonu iligkisinde iki mekanizma One
surtulmastur:

Birincisi, MBL’nin Hepatit B virlsine zarf yapisindaki orta ylzey
antijeninin mannoz oligosakkaridler vasitasiyla baglandigi ve kompleman
aktivasyonunu baslattigi yonundedir. Bu sayede MBL hepatit B virisunun
direk klirensinde rol oynamaktadir (85). Ayrica MBL'nin yine kompleman
sistemi aktive ederek olusan immun komplekslerin temizlenmesini sagladigi,
bu sayede inflamatuar hasari azalttigi gosterilmistir. Bu nedenle serumda
MBL eksikligi kompleman sistem aktivasyonunun defektif olmasina neden
olur ve HBV enfeksiyonu sirasinda olugsan immun komplekslerin klirensi
azalarak karacigerde doku hasarina neden olur (86).

ikinci mekanizma ise MBL’nin sitokinler (izerine diizenleyici etkisi ile
iligkilidir. YUksek serum MBL dizeyi monositlerden IL-6, IL-1B ve TNF-alfa
gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini  azaltmaktadir. MBL eksikligi
durumunda ise bu sitokinlerin arttigi gozlenmistir ve sonugta kronik
inflamasyon ve fibrozisin ortaya c¢iktigi anlasiimistir (87).

Sonugcta dustk serum MBL dizeyinin viral yuk ve inflamatuar sitokin artisina
neden oldugu, bunun da karacigerde inflamatuar hasari ve fibrozis surecini
hizlandirdigi dusunulmektedir.

Bizim hastalarimizda da istatistiksel anlam olusturmamakla bilikte
MBL serum dizeyi azaldikga Knodell indeksinin ve fibrozisin arttigi
gOrulmustlr. Bu durumun vyillar iginde istatistiksel anlam tasiyan bir
inflamatuar hasarin baglangigc dénemi olabilece@i disunuldi.

MBL eksikligi icin belirlenen sinir deger degisik hasta gruplarinda
ortaya cikan komplikasyonlara gore degerlendirildiginde in vitro immun
aktivasyon icin en az 200 ng/ml, I6semi hastalarinda en az 500-1000ng/ml ve
obstetrik komplikasyonla icin ise en az 100ng/ml olmasi gerektigi
gOsterilmigtir (88).

Biz calismamizdaki hastalarda ise tUm gruplarin, ayrica tedaviye
yanith ve yanitsizlarin MBL ortalamalarinin birbirine yakin oldugu goéraldu ve

dolayisiyla bir sinir deger saptanmadi.
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Mannoz baglayan lektin gen polimorfizmi ve serum duzeyinin kronik
Hepatit B hastalik progresine etkisi buglne kadar az sayida c¢alismada ve
eriskin hasta gruplarinda caligiimistir.

Yuen ve ark. (79) yaptiklari bir calismada kodon 54 mutasyonunun
hastalik persistansi ve hastalik progresyonunda etkili oldugunu savunmuslar
ve kodon 54 mutasyonu olan yetigkin HBV hastalarinda semptomatik siroz ve
spontan bakteriyel peritonit gelistirme olasiliklarinin daha fazla oldugunu
gOstermiglerdir. Boylelikle mutasyonu olan kigilerin izlem yaklagimlarinin
degisebilecegini, koruyucu ab vb verilebilecegini savunmuslardir.

ABD’de Thio ve ark. (89) tarafindan 2005 yilinda yapilan bir
calismada toplam 527 yetigkin hasta incelenmis ve mutasyon gbzlenmeyen
kisilerde hepatit B enfeksiyonu dogal bagisiklik ile sonuglanirken, kodon 54
mutasyonu olan dusuk serum MBL dlzeyi gosteren hastalarda ise persistan
hastalik anlaml olarak daha sik gorilmus. Arastirmacilar, dusuk serum MBL
duzeyinin hastalik persistansi ile iligkili oldugunu 6ne surmugler.

Song ve ark. (90), Vietnamli hastalarda yaptiklari bir galismada akut
hepatit B geciren kigilerde kodon 54 mutasyonunun daha sik saptanmigtir.
Ayni galismada hastalarda kodon 54 mutasyonu ile ylksek viral yuk arasinda
iliski bulunmus ve bu sonuc ile MBL ‘nin HBV klirensinde direk etkili oldugunu
savunmuslardir.

Hokazaki ve ark. (91) yaptiklari calismada ise MBL mutasyonlarinin
Hepatit B virisinlin neden oldugu fulminan hepatit tablosunda surviyi
kisalttigini gostermiglerdir.

Bunlarin yani sira Chong ve ark. (92) yaptiklari ¢calismalarda kodon
54 mutasyonu ile hepatit B virus klirensi ya da hastalik progresyonu arasinda
iliski saptamamisglardir.

Thomas ve ark. (93) 137 Asyall hasta Uzerinde yaptiklari calismada
kodon 52 mutasyonunun hastalik persistansi ile iliskili oldugunu gostermigler,
kodon 54 mutasyonun ise bu yonde etkisinin olmadigini one surmuglerdir.

Sonug¢ olarak, MBL serum dizeyinde azalmaya neden olan
polimorfizmlerin Hepatit B enfeksiyonunun prognozunu kot etkiledigi gorusu

agirhk kazanmaktadir.
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Tdm bu g¢alismalarin i1siginda bizim sonuglarimiz degerlendirildiginde
3 grupta inceledigimiz hastalarda, immuntoleran, spontan serokonversiyon
gOsteren ve tedavi almis olanlarda MBL gen polimorfizm oranlari ve serum
MBL duzeyleri arasinda farkhlik bulunmadi. Ayrica hastalarimiz Hbe
serokonversiyonu olanlar -olmayanlar olarak incelendiginde yine MBL
mutasyonu ve MBL serum duzeyleri arasinda farkliik bulunmadi. Siroz
gelisen hastamiz yoktu ve spontan bakteriyel peritonit saptanmadi.

Bu sonuglar literatur ile uyum gostermektedir. Hastalik
persistansinda onemli olan kodon 54 mutasyonu, hastalarimizda hepatit B
enfeksiyonun kroniklesmesinde rol almis olabilecegi ve yine uzun donemde
kotu prognostik onem tasidigr gosterilen kodon 54 mutasyonunun ¢ocuk yas
grubunda gerek klinik gerekse de histopatolojik olarak hizli progresyona
neden olmadigi gorulmustar.

Matsushita ve ark. (94) tarafindan Hepatit C’li hastalarda yapilan bir
calismada kodon 54 mutasyonu olanlarda iFN’a daha az yanit oldugu
gOsterilmistir. MBL gen mutasyonlarinin kronik hepatit B hastalarinda tedavi
yanitlarina ve ila¢ direnglerine olan etkisi henltz arastiriimamigtir.

Bizim hasta grubumuzda ise toplam 28 hasta tedavi almisti ve %60
tedaviye yanitli idi. Tedaviye yanitli ve yanitsiz hastalar arasinda MBL gen
mutasyonu ve serum duizeyleri farklilik gdstermiyordu.

ilag direnci ilacin kullanim siiresiyle korelasyon géstermektedir ve bu
nedenle tedavi alma suresi yetigkinlere gore daha kisa olan ¢ocuk hastalarda
ila¢ direncine nadir rastlanmaktadir. Bizim hastalarimizda Lamivudin direnci
saptanmadi ve bu nedenle MBL polimorfizmi ile ¢ocuk hastalardaki ilac
direnci arasinda iliski kurulamadi.

Sonug olarak, MBL genindeki kodon 54 polimorfizmi kronik hepatit B
tanih gocuk hastalarda ortalamanin Uzerinde bir sikhkta gorilmektedir. Bu
mutasyonun hastahdin  kroniklesmesine zemin olusturdugu ancak
kroniklesmis hastaligin  gocukluk yas grubundaki progresine etkisi

bulunmadigi gértlmastur.
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EKLER

EK-1: Kisaltmalar

Ag Antijen

Ak Antikor

ALT Alanin aminotransferaz

AST Aspartat aminotransferaz
cccDNA Convalently closed circular DNA
DNA Deoksiribonukleik asit

ELISA Enzim bagli immun test

HBV Hepatit B virusu

IFN interferon

KS Kompleman sistem

MASP MBL iliskili serin proteaz

MBL Mannoz baglayan lektin

ORF Opern reading frame

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