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Tim diinyada yaklasik 350-400 milyon kisinin kronik olarak hepatit B virlsii (HBV) ile enfekte oldugu
ve her yil yaklasik bir milyon kisinin de HBV ile iligkili hastaliklar nedeniyle hayatini kaybettigi tahmin edil-
mektedir. Enfeksiyonun kroniklesmesinde virlise ve konaga ait faktorlerin, 6zellikle de konagin bagisiklik
sisteminin rol oynadigi ileri stirlilmektedir. “Stimulator of interferon genes (STING)” hiicre icindeki DNA
varligini algilayarak cesitli sitokinlerin sentezini artiran “patern tanima reseptorii (PRR)” ailesinin bir Gyesi
olup, bu proteinin HBV enfeksiyonuna karsi bagisiklik sisteminin énemli bir elemani olabilecegdi distnl-
mektedir. Bireylerde STING ekspresyonundaki farkliliklar ile HBV’nin kroniklesmesi arasinda bir iligkinin
olabilecegi varsayilarak kurgulanan bu calisma, HBV’ye karsi dogal bagisik bireylerde, kronik hepatit B
hastalarinda ve HBV ile karsilasmamis normal popiilasyonda yer alan bireylerde STING gen ekspresyon
dizeyinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Calismaya 18-65 yas araliginda HBV'ye karsi dogal bagisik
birinci gruptan 30 kisi, kronik hepatit B hastasi ikinci gruptan 30 kisi ve HBV ile kargilasmamis normal po-
pulasyondaki tictincii gruptan 30 kisi olmak lzere toplam 90 kisi dahil edilmistir. Her bir katilimcidan tam
kan ornegi alinip periferik kan monontikleer hiicreleri (PKMNH) izole edilmistir. Elde edilen PKMNH’den
total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen total RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildikten son-
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ra STING gen ekspresyon diizeyi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) yontemiyle belir-
lenmistir. Rt-PCR isleminden sonra 2"22T formiilii uygulanarak normalizasyon islemi gerceklestirilmistir.
Calismaya katilan HBV'ye karsi dogal bagisik bireylerden olusan grubun STING ekspresyon diizeylerinin
ortalamasi 0.084 + 0.026, HBV ile karsilasmamis bireylerden olusan grubun STING ekspresyon duzeyle-
rinin ortalamasi 0.082 + 0.032, kronik hepatit B hastalarindan olusan grubun STING ekspresyon duzey-
lerinin ortalamas ise 0.075 #+ 0.022 olarak bulunmustur. istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark
tespit edilmemistir (p> 0.05). Literatiir taramasina gore, calismamiz HBV enfeksiyonunun kroniklesmesin-
de STING ekspresyon diizeyinin arastinildigi ilk calismadir. istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamasina
ragmen, dogal bagisik bireylerdeki STING ekspresyon diizeylerinin kronik hepatit B hastalarindaki STING
ekspresyon dizeylerinden yaklasik %10 oraninda daha fazla bulunmasi 6nemli bir bulgu olarak deger-
lendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B virtisii; STING;, mRNA.
ABSTRACT

It has been estimated that currently 350-400 million people have been chronically infected with the
hepatitis B virus (HBV) worldwide and approximately one million people die each year due to HBV rela-
ted diseases. It has been suggested that the viral and host factors, especially the host immune system,
may play a role in the chronicity of the HBV infection. Stimulator of interferon genes (STING) is one of
the members of the pattern recognition receptor (PRR) that detects the presence of DNA in a human
cell, activate synthesis of various cytokines and this protein is thought to be an important member of
the immune system against HBV infection. Based on the assumption that there may be a relationship
between the differences of STING expression in individuals and HBV chronicity, the aim of this study was
to investigate STING gene expression levels in individuals naturally immunized against HBV, in chronic
hepatitis B infected patients and in normal individuals who have not been exposed to HBV. A total of
90 volunteers have been included in the study from the age range of 18 to 65, in which the first group
consists of 30 individuals naturally immunized against HBV, the second group consists of 30 chronically
hepatitis B infected patients while the third group consists of 30 healthy population members who
have not been exposed to HBV. Whole blood samples were taken from each participant and peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were isolated afterwards. Total RNA was isolated from PBMC. After
the synthesis of cDNA from the total RNA, STING gene expression levels were determined by real time
polymerase chain reaction (Rt-PCR) method. Normalization was performed by applying the 2-24CT for-
mula after Rt-PCR procedure. STING expression level of the naturally immunized group was calculated
as 0.084 £ 0.026 on average, average STING expression level of healthy population group was 0.082 +
0.032 and STING expression level of chronically infected patients group was 0.075 + 0.022 on average.
There was no statistically significant difference between the groups (p> 0.05). To our knowledge, this is
the first study investigating the role of STING expression in the chronicity of HBV. Although there was
no statistically significant difference between the groups, the data that showed STING expression levels
in naturally immunized individuals were approximately 10% higher than those in chronic hepatitis B
patients and was considered as an important finding.

Keywords: Hepatitis B virus; STING, mRNA.
GiRiS

Hepatit B virtist (HBV), tim diinyada yaklasik 350-400 milyon kisiyi kronik olarak en-
fekte ettigi dustintlen hepatotropik bir DNA virustdur. Her yil yaklagik bir milyon kisinin

fulminan hepatit, siroz veya hepatoseliiler karsinom (HSK) gibi HBV ile iligkili hastaliklar-
dan dolay hayatini kaybettigi tahmin edilmektedir'-2.

Dogal bagisik yanit olusumu ile sonuglanan HBV enfeksiyon surecinde virtisiin dogal
immun sistem tarafindan algilanmasini takiben salinan interferon (IFN)-alfa ve IFN-beta,

MiKROBiYOLOJi BULTENi 67




Hepatit B Virlsline (HBV) Karsi Dogal Bagisik, Kronik HBV Enfeksiyonu Olan ve HBV ile Karsilasmamis
Bireylerdeki “Stimulator of Interferon Genes (STING)” mRNA Duzeylerinin Karsilastiriimasi

virtsin replikasyonunu baskilamaktadir. Dogal immiin yanit bir yandan da edinsel im-
mun yaniti aktiflestirir. HBV ile enfekte hepatositler CD8 T lenfositler tarafindan hem si-
tolitik hem de sitolitik olmayan yollarla ortadan kaldirilarak enfeksiyon sonlandirilir. Akut
enfeksiyon sirasinda immdin sistem etkin bir sekilde aktiflesip virtisti viicuttan temizleme-
yi basaramazsa kisi kronik olarak enfekte olmaya devam eder*.

HBV enfeksiyonunun immiinopatogenezi halen tam olarak aydinlatilamasa da, HBV
enfeksiyonunda klinik seyir, enfeksiyona neden olan virlsiin genotipi ve altgenotipine,
konagin cinsiyetine, immiin durumuna ve HBV ile karsilasma yasina gore degiskenlik
gostermektedir’.

Viral enfeksiyonlarin seyrini etkileyen konak faktorlerinden biri de “stimulator of inter-
feron genes (STING)” proteinidir®. STING, DNA viriisleri basta olmak izere cesitli mik-
robiyal etkenlerle olusan enfeksiyonlarda dogal immuin yaniti harekete geciren patern
tanima reseptoru (pattern recognition receptor, PRR) Uyelerinden biridir. STING 379
aminoasitten olusan bir protein olup amino terminali ile endoplazmik retikulum ylizeyine
tutunur. insan viicudunda makrofaj, dendritik hiicre, T hiicreleri, endotel, epitel ve fib-
roblast gibi hiicrelerde bulunur. Sitoplazmadaki DNA varligini algiladiktan sonra bir dizi
ikincil haberci kullanip 6zgul transkripsiyon faktorlerini aktiflestirerek IFN-alfa, IFN-beta,
timor nekroz faktort (TNF)-alfa ve interlokin (IL)-6 gibi sitokinlerin sentezini arttirir. Sito-
kin salimimina ek olarak 6zgiil CD8 T lenfositlerin etkinlestiriimesinde gérev alir. Ozellikle
DNA viriislerine karsi olusan savunmada énemli rol oynadigi gésterilmistir’'°. Ayrica
baz hastaliklarda STING ekspresyonunun azalmasinin kétii prognoz isareti olabilecegi
belirtilmistir''. Bu bilgiler STING proteininin HBV'ye karsi gelisen immiin yanitta 6nemli
bir bilesen olabilecegini ve ekspresyon diizeyindeki degisimin HBV enfeksiyonunun seyri
ile iliskili olabilecegini distindiirmektedir.

Bu calismada, HBV'ye karsi dogal bagisik bireyler, kronik hepatit B hastalari ve HBV ile
karsilasmamis bireylerin periferik kan monontikleer hiicrelerindeki (PKMNH) bazal STING
geni ekspresyonlar karsilastirilarak HBV enfeksiyon siirecinde STING’in potansiyel rolu-
nun arastinlmasi amaclanmistir. Ayrica, calismamizda katilimcilarin yas ve cinsiyetlerine
gore STING ekspresyon diizeyleri de incelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurul onayu ile ger-
ceklestirildi (Tarih: 29.07.2016 ve Karar no: 2016/112). Calismaya alinma kriterlerini kar-
silayan kisilere calisma hakkinda ayrintili bilgi verildi ve yazili onamlari alind.

Hasta Grubu

Calismaya 18-65 yas araliinda HBV'ye karsi dogal bagisik 30, kronik hepatit B hastasi
30 ve HBYV ile kargilasmamis normal poptlasyondaki 30 kisiden olusan toplam 90 kisi da-
hil edildi. Calismaya dahil edilecek bireyler belirlenirken immun sistemi baskilayacak ilag
kullananlar, kronik hepatit B hastasi olup son alti ay icinde HBV'ye yonelik tedavi almig
veya halen almakta olanlar, kronik hepatit C hastasi veya kazanilmig immin yetmezlik
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sendromu (acquired immune deficiency syndrome, AIDS) olanlar ve son iki hafta iceri-
sinde enfeksiyoz bir hastalik gecirmis veya halen gecirmekte olanlar calisma disi birakildi.

Serolojik Testler

Calismaya katilan bireylerin serumlarinda HBsAg, anti-HBs, anti-HBc IgG, anti-HCV ve
anti-HIV serolojik belirteclerinin analizi elektrokemiliminesans (ECLIA) yontemi ile oto-
analizor (Roche Cobas 6000 €601 Analizor, Roche Diagnostics, ABD) kullanilarak ger-
ceklestirildi. Calismada, enfekte bireylerin HBV viral yiikleri COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® (Roche Molecular Systems, ABD) platformunda HBV v 2.0 (Roche Molecular
Systems, ABD) kitleri kullanilarak belirlendi. Analizler uretici firmanin talimatlari dogrul-
tusunda uygulandi ve test sonuclari degerlendirildi.

RNA izolasyonu

Katiimcilardan alinan tam kan érneklerinden PKMNH ayrilmasi yogunluk gradiyenti
yontemiyle lenfosit ayristirma besiyeri (lymphocyte separation medium, LSM, Capricorn
Scientific, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi'?.

Elde edilen PKMNH‘den total RNA izolasyonu icin PureLink® RNA Mini Kit (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kullanildi. Orneklerden izole edilen RNA konsantrasyonlari, Na-
noDrop 2000c spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 6l¢tildi.

Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

izole edilen total RNA’dan “revert aid first strand cDNA synthesis” (Thermo Fisher
Scientific, Litvanya) ile cDNA sentezi gergeklestirildi. STING geninin mRNA diizeyi gercek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) kullanilarak belirlendi. Rt-PCR islemi icin
LightCycler® 480 System (Roche Molecular Systems, ABD) cihazi kullanildi. Her érnek
icin es zamanli olarak hem izolasyon ve amplifikasyon basamaklarinin kontroliiniin hem
de normalizasyonun saglanmasi amaciyla gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)
geninin ekspresyon duzeyi de belirlendi.

Her bir reaksiyon icin 4 pyl cDNA, 12.5 pl 2X SYBR green Rt-PCR karisimi (Biomatik
Corporation, Kanada) hedef genlerin ileri ve ters primerlerini iceren, toplam hacmi 25
pl olan PCR reaksiyon karisimi hazirlandi. Calismada kullanilan primerlerin oligoniikleotit
dizileri ve uzunluklari Tablo I'de belirtildigi gibidir. Rt-PCR islemi iki asamal olarak; i)

Tablo I. Kullanilan Primerlerin Oligoniikleotit Dizileri ve Uzunluklari

Gen Oligoniikleotit dizisi Baz cifti Referans
STING F- CTATTTCTACTACTCCCTCCC 201 14
STING R- CGCAGATATCCGATGTAATATG

GAPDH F- GGTATCGTGGAAGGACTCATGA 188 15
GAPDH R- ATGCCAGTGGCTTCCCGTTCAGC

STING: Stimulator of Interferon Genes.
GAPDH: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz.
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95°C 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, sonrasinda 40 dongi boyunca 95°C’de 15
saniye denatiirasyon ve 60°C’de 1 dakika primerlerin baglanmasi, amplifikasyon ve cift
zincirli DNA’ya baglanan SYBR Green boyasinin 533 nm dalga boyunda floresan 6l¢timdi,
akabinde, ii) erime egrisi (melting curve) analizi icin 55°C’den 97°C’ye kadar asamali
denatirasyon ve floresan olciimu yapilarak gerceklestirildi. Kantitasyon ve erime egrisi
analizi icin LightCycler 480 SW 1.5.1 yazihmi (Roche Molecular Systems, ABD) kullanild.

Analiz sonrasl, olusan egrilerin hedef dizilerin erime noktalarina uygunlugu denetlendi
ve her drnege ait hedef ve kontrol genlerin amplifikasyon egrilerinin cakisma noktalari
(crossing point, cp) elde edildi. Ornekler ve gruplar arasinda STING mRNA {retimindeki
farkhliklari izlemek ve karsilastirilabilir veri elde etmek icin, STING ve GAPDH amplifikas-
yonlarina ait cp degerleri kullanilarak 2-22CT formiilii yardimiyla normalizasyon islemi
gerceklestirildi ve her 6rnege ait rolatif islem degeri elde edildi'®. Her bir grup icin bu
degerlerin ortalamasi alindi ve gruplar arasindaki karsilagstirma bu ortalamalar tGzerinden
yapildi.

istatistiksel Analiz

PCR islemi tamamlanip her 6rnek icin normalizasyon gerceklestirildikten sonra elde
edilen veriler IBM SPSS 22.0 programi ortaminda analiz edildi. Calisma verileri degerlen-
dirilirken tanimlayici istatistiksel metotlarin yani sira gruplarin ortalamalarini kargilastir-
mak icin bagimsiz 6rneklem t testi ile Kruskal Wallis testleri kullanildi. Ayrica, calismanin
SPSS formatindaki verileri, R programi paketlerinden olan ,“foreign” paketi araciligiyla
acik kaynak kodlu, R Studio istatistiksel paket programi ortamina, aktarilarak gorsellesti-
rildi. Sonuclar %95 gliven araliginda, p< 0.05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen kronik hepatit B hasta grubundaki kisilerin serum HBV-DNA di-
zeyleri 2000 IU/ml’nin altinda olup, tedavisiz olarak takip edilen hastalardan olusmustur.
Ayrica hastalarin timi HBsAg ve anti-HBc IgG pozitif olarak belirlenmistir. Bagisik grup
ise anti-HBs ve anti-HBc IgG pozitif bireylerden olusmustur.

Calismaya dahil edilen tim ornekler anti-HCV ve anti-HIV acisindan negatif olarak be-
lirlenmistir. Kronik hepatit B hastalarinin serum alanin aminotransferaz ve aspartat ami-
notransferaz diizeyleri de normal sinirlar icinde gozlenmistir.

Calismaya katilan HBV'ye karsi dogal bagisik 30 kisinin 17’si kadin 13’U erkek, kronik
hepatit B hastasi 30 kisinin 13’0 kadin 17'si erkek, HBV ile karsilasmamis normal poptilas-
yondaki 30 kisinin 15i kadin 15°i erkek olarak belirlenmistir.

Calismaya katilan HBV’ye karsi dogal bagisik grubun yas ortalamasi 43.20 + 9.52,
kronik hepatit B hastasi grubun yas ortalamasi 40.06 + 9.79 ve HBV ile karsilasmamis nor-
mal populasyondaki kisilerden olusan grubun yas ortalamasi 39.43 + 11.32 olup Tablo
[I'de gosterilmistir. Gruplarin yas ortalamalar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
bulunmamistir (p= 0.317).
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Tablo Il. Gruplarin Yas Ortalamalari

Grup Sayi (n) Yas araligi  Ortalama + SD
HBV’ye dogal bagisik kisiler 30 25-63 43.20 £ 9.52
HBV ile kargilasmamis normal popiilasyondaki kisiler 30 20-58 39.43 £11.32
Kronik hepatit B hastalari 30 20-57 40.06 £ 9.79

HBV: Hepatit B virtsu.

STING ve GAPDH Rt-PCR islemi ile elde edilen cp degerleri normalize edildikten sonra
gruplara gore incelendiginde, HBV‘ye karsi dogal bagisiklardan olusan grubun STING
ekspresyon diizeyi ortalamasinin 0.084 + 0.026, HBV ile karsilasmamis bireylerden olu-
san grubun STING ekspresyon diizeyi ortalamasinin 0.082 + 0.032, kronik hepatit B
hastalarindan olusan grubun STING ekspresyon diizeyi ortalamasinin ise 0.075 + 0.022
oldugu tespit edilmistir. Gruplarin STING ekspresyon diizeyleri Sekil 1‘de belirtilmistir.
Gruplar arasinda STING ekspresyon dizeyleri Kolmogrov Smirnov testine goére normal
dagihm gostermemis ve parametrik kosullari saglamamistir. Buna gore, yapilan Kruskal
Wallis testi sonucunda, a= 0.05 yanilma duzeyinde, gruplar arasinda STING ekspresyon
dizeyi ortalamalarinda istatistiksel acidan anlaml farkhhk saptanmamustir (p= 0.473).

Calismamiza katilan gonilliler, tani fark etmeksizin, yaslari g6z 6ntine alinarak dekat-
lar halinde dort gruba ayrilmis ve gruplarin STING ekspresyon dizeyleri analiz edilmistir.
Yirmi ile 30 yas araligindaki 16 (%17.8) gonullinin STING ekspresyon diizeyi ortalama-
sinin 0.068 £ 0.021, 31 ile 40 yas araligindaki 23 (%25.6) gonulltinin STING ekspresyon
diizeyi ortalamasinin 0.089 + 0.032, 41 ile 50 yas araligindaki 36 (%40) gonillinin
STING ekspresyon dizeyi ortalamasinin 0.081 + 0.028 ve 51 yas lzeri 15 (%16.7) go-
nillinin STING ekspresyon duzeyi ortalamasinin 0.075 + 0.017 oldugu gorulmistir.
Gondillilerin yagslarina gore olusturulmus gruplardaki STING ekspresyon duizeyleri Sekil
2'de belirtilmistir. Bu gruplar analiz edildiginde, STING ekspresyon diizeylerinin normal
dagihm gostermedigi belirlenmistir. Buna gore, yapilan Kruskal Wallis testi sonucunda,
a= 0.05 yanilma diizeyinde, dekatlar arasinda STING ekspresyon diizeyi ortalamalari
arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p= 0.106).
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Sekil 1. Gruplara gére STING ekspresyon dtizeyleri.
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Sekil 2. Gondilliilerin tiimiiniin yasa gére STING ekspresyon dtizeyleri.

Calismaya katilan gruplar kendi iclerinde de yaslari goze alinarak dekatlar halinde dort
gruba ayrilmis, istatistiksel analiz icin yeterli 6rneklem buyuklugine ulasilamasa da fi-
kir verici olacagi distinulerek ayrintili sekilde irdelenmistir. Yapilan analizler sonucunda
HBV'ye karsi dogal bagisiklardan olusan grupta STING ekspresyon diizeyi ortalamasinin
en yuksek 41 ile 50 yas araliginda ve 0.087 + 0.023 oldugu gorilmustir. STING ekspres-
yon diizeylerinin normal dagilim gosterdigi bu dort grubun karsilastirimasi icin yapi-
lan Anova testi sonucuna gore istatistiksel acidan anlamli bir farklilik bulunmamistir (p=
0.727). HBV ile karsilasmamis bireylerden olusan grupta ise STING ekspresyon diizeyi
ortalamasinin en yuksek 31 ile 40 yas araliginda ve 0.098 + 0.030 oldugu saptanmistir.
STING ekspresyon diizeylerinin normal dagihm gostermedigi bu dort grubun karsilastiril-
masi icin uygulanan Kruskal Wallis testi sonucuna gore istatistiksel acidan anlamli bir fark-
hhk bulunmamistir (p= 0.268). Kronik hepatit B hastalarindan olusan grupta da STING
ekspresyon diizeyi ortalamasinin en yiksek 31 ile 40 yas araliginda ve 0.084 + 0.026
oldugu tespit edilmistir. STING ekspresyon diizeylerinin normal dagilim gosterdigi bu
dort grubun karsilastinlmasi icin uygulanan Kruskal Wallis testi sonucuna gore bu grupta
da istatistiksel acidan anlaml bir farkliik bulunmamistir (p= 0.339). Gruplarin STING eks-
presyon dulzeylerinin yas araliklarina gore dagilimi Tablo Ill‘te ayrintili olarak belirtilmistir.

Gondilliler tani fark etmeksizin cinsiyet durumlarina gore incelendiginde, STING eks-
presyon diizeyleri normal dagim gostermektedir. Kadin katiimcilarin STING ekspresyon
dizeyi ortalamasi 0.087 + 0.027, erkek katihmcilarinki ise 0.073 + 0.024 olarak bulunmus-
tur. Cinsiyete gore olusturulan gruplarin STING ekspresyon diizeyleri Sekil 3‘te belirtilmistir.
Cinsiyete gore STING ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi icin yapilan bagimsiz érnek-
lem t testi sonucuna gore, a=0.05 yaniima diizeyinde, STING ekspresyon diizeyi ortalama-
lari arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farkliik bulunmamistir (p= 0.560).

Calismaya katilan gruplar kendi iclerinde cinsiyetleri g6z 6nune alinarak incelendik-
lerinde; HBV'ye karsi dogal bagisiklardan olusan gruptaki 17 kadinin STING ekspresyon
diizeyi ortalamasinin 0.092 + 0.025, ayni gruptaki 13 erkeginkinin ise 0.072 + 0.025
oldugu gorilmdustir. STING ekspresyon duzeylerinin normal dagiim gosterdigi bu iki
grubun karsilastiriimasi icin yapilan bagimsiz 6rneklem t testi sonucuna gore, a= 0.05
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Tablo Ill. Gruplarin STING Ekspresyon Diizeylerinin Yas Araliklarina Gére Dagilimi

STING ekspresyon diizeyi

Grup Yas arahigi  Sayi1 (n) Minimum Maksimum Ortalama + SD p
HBV'ye karsi dogal ~ 20-30 3 0.047 0.088  0.069 +0.021 0.747
bagisik kisiler 31-40 7 0.043 0133 0.086+0.040
41-50 14 0.045 0142  0.087 +0.023
51 ve tzeri 6 0.053 0.106  0.081+0.017
HBV ile 20-30 8 0.052 0137  0.072+0.027 0.268
';Z?::fjmam@ 31-40 8 0.054 0.154  0.097 +0.030
poptlasyondaki 41-50 9 0.040 0.162 0.085 + 0.042
kisiler 51 ve izeri 5 0.052 0.091 0.067 + 0.016
Kronik hepatit B 20-30 5 0.047 0.081 0.062+0.012 0.339
hastalar 31-40 8 0.051 0128  0.084 £0.026
41-50 13 0.048 0128  0.074 +0.023
51 ve iizeri 4 0.058 0103  0.077 +0.020

HBV: Hepatit B virlisii.
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Sekil 3. Gondilliilerin tiimiintin cinsiyete gore STING ekspresyon dtizeyleri.

yanilma diizeyinde, kadinlarin STING ekspresyon diizeyi ortalamalarinin erkeklerinkinden
istatistiksel olarak anlaml sekilde yuiksek oldugu tespit edilmistir (p= 0.03). HBV ile kargi-
lasmamis bireylerden olusan gruptaki 15 kadinin STING ekspresyon diizeyi ortalamasinin
0.088 £ 0.035, ayni gruptaki 15 erkeginkinin 0.076 + 0.029 oldugu gorilmdustir. STING
ekspresyon diizeylerinin normal dagilim gostermedigi bu iki grubun karsilastirilmasi icin
yapilan Kruskal Wallis testi sonucunda istatistiksel acidan anlaml bir fark tespit edilme-
mistir (p= 0.272). Kronik hepatit B hastalarindan olusan gruptaki 13 kadinin STING eks-
presyon diizeyi ortalamasinin 0.080 + 0.023, ayni gruptaki 17 erkeginkinin 0.071 £0.021
oldugu gériilmistiir. iki grubun STING ekspresyon diizeylerinin normal dagiim géster-
medigi belirlenmistir ve yapilan Kruskal Wallis testi sonucunda istatistiksel agcidan anlamli
bir fark tespit edilmemistir (p= 0.267).

MiKROBiYOLOJi BULTENi 73




Hepatit B Virlsline (HBV) Karsi Dogal Bagisik, Kronik HBV Enfeksiyonu Olan ve HBV ile Karsilasmamis
Bireylerdeki “Stimulator of Interferon Genes (STING)” mRNA Duzeylerinin Karsilastiriimasi

TARTISMA

STING, DNA virtslerinin neden oldugu enfeksiyonlar basta olmak lizere cesitli mikrobi-
yal enfeksiyonlarda dogal immin yaniti harekete gecirerek IFN-alfa, IFN-beta ve TNF-alfa
gibi sitokinlerin Giretimini uyaran bir PRR proteinidir'é. STING ekspresyon diizeyi yiiksek
olan hiicrelerin viral enfeksiyona karsi daha direncli oldugu gézlenmistir'>!7. STING pro-
teininin yoklugunda viral enfeksiyona karsi yeterli sitokin retilemedigi ve enfeksiyonun
daha 6limciil seyrettigi ortaya konmustur’-'®. STING aktivasyonuyla HBV replikasyonu-
nun baskilandigi ve bu proteine sahip olmayan farelerin HBV viral ylkiiniin daha yuksek
oldugu tespit edilmistir'®20.

Calismamizda bireylerin STING ekspresyonundaki farkhliklar ile akut HBV enfeksiyonu
sonrasi bagisiklik gelistirilmesi veya enfeksiyonun kroniklesmesi arasinda bir iliski olup
olmadiginin ortaya konulmasi amaclanmistir. Bu amacgla kronik hepatit B hastasi olan,
HBV’ye karsi dogal bagisiklik gelistiren ve HBV ile karsilasmamis normal popdlasyondaki
saglikh kisilerden alinan kan 6rneklerinden PKMNH izole edildikten sonra bu hicrelerdeki
STING geni bazal ekspresyon diizeyleri karsilagtirilmigtir.

Calismaya katilan gruplarin yas ortalamalari ve cinsiyet dagilimlari arasinda istatistik-
sel fark bulunmamaktadir (p= 0.317). Gruplarin STING ekspresyon diizeyi ortalamalar
karsilastinldiginda dogal bagisik kisilerde bu ortalamanin kronik hepatit B’li hastalardan
yaklasik %10 daha ytiksek oldugu bulunmustur. Ancak, yapilan analiz sonucunda bu fark
istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir (p= 0.473). Bununla birlikte, 6rneklem hacmi-
nin daha genis tutulacagi bir calismada sonuclarin anlamlilik diizeyine ulagmasi olasidir.

Yapilan calismalarda STING ve Toll benzeri reseptor (Toll-like receptor, TLR) 7-9 ago-
nistleriyle intrahepatik dogal immiuinitenin aktiflestirilerek HBV enfeksiyonunun kontrol
altina alinabildigi gosterilmistir. Bu calismalar isiginda kronik hepatit B tedavisinde PRR
Uzerinden dogal immiiniteyi aktiflestirecek farmakolojik ajanlarin kullanima kazandiriima-
st amaciyla genis capl calismalar yuritilmektedir?'.

Guo ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen bir calismada'® STING agonisti bir mo-
lekil makrofaj hiicre kiltiirine uygulanmuis, salinan sitokinler alinarak HBV ile enfekte
hepatosit hiicre kiltir ortamina tatbik edilmis ve sonug olarak hepatositlerdeki kapsit
iligkili HBV-DNA, pregenomik RNA, proteini ve kor proteini miktarinin azaldigi ortaya
konmustur. Bu calismada HBV ile enfekte farelere periton yolu ile STING agonisti enjekte
edildikten yaklagik bir glin sonra farelerin hepatositlerindeki HBV-DNA miktarinin kontrol
grubundakilere oranla 13 kat daha az oldugu tespit edilmistir. Calismada STING agonist-
lerinin HBV‘ye karsi immuinoterapi icin iyi birer molekdl olabilecegi ileri strilmdastdr. Bir
baska calismada ise kronik hepatit B hastalarinda STING mRNA diizeyinin kontrol gru-
bundan distik oldugu ve hastalarda STING mRNA diizeyi azaldikga HBV-DNA yiikiiniin
arttigj), antiviral tedaviye yanitin ise azaldi§i gézlenmistir?2.

Kronik hepatit B tasiyicilari ile saghklh gonullilerin periferik dendritik hiicrelerindeki PRR
tiyelerinden olan TLR9un ekspresyon diizeylerinin karsilastirildigi bir calismada?® kronik
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hepatit B tasiyicilarinda saglikli goniilliilere oranla TLR9 ekspresyon diizeylerinin anlamli
sekilde dustk oldugu tespit edilmistir. Ayni calismada TLR9 ekspresyon diizeylerindeki
azalma ile iligkili bir sekilde IFN-alfa tretiminde de azalma oldugu go6zlemlenmis ve pe-
riferik dendritik hiicrelerdeki TLR9 ekspresyon diizeylerindeki azalmanin viral persistansa
katkida bulunabilecedi ileri strllmustiir. Tedavisiz kronik hepatit B tastyicilari ile saghkl
gondilliler arasinda yapilan ve PKMNH’lerindeki TLR1-10 ekspresyon diizeylerinin kar-
silastinldigr bir baska calismada hepatit B tasiyicilarinin PKMNH’lerindeki TLR2 ekspres-
yon diizeyleri saglikli géniilliilerinkilerden anlamli sekilde diisiik bulunmustur. iki grubun
TLR4 ekspresyon diizeyleri arasinda fark olmamasina ragmen, hepatit B tasiyicilarinda
sitokin Gretiminin distk olmasinin TLR4 sinyal yolagindaki fonksiyonel bir hasardan
kaynaklandig ileri strilmustir. Bu durumun hepatit B enfeksiyonunun kroniklesmesine
katkida bulunabilecegi ifade edilmistir?. Bu calismada TLR4 ekspresyon diizeyleri baki-
mindan iki grup arasinda fark olmadigi halde fonksiyonel acidan yetersizlik gozlemlenmis
olmasi, “STING ekspresyonundan bagimsiz fonksiyonel bir yetersizlik s6z konusu olabilir
mi?” sorusunu akla getirmektedir.

Konu ile ilgili yapilan bir calismada, STING proteinindeki tek niikleotit polimorfizmle-
rinin STING ekspresyon duzeyini etkilemedigi; ancak IFN ve niikleer faktor kappa betayi
aktive edici etkinin farkh oranlarda olsa bile tim polimorfizmlerde azaldigi gozlemlen-
mistir?>. Calismada STING proteininin ekspresyon diizeyinde farklilik gézlenmeksizin po-
limorfizme bagli fonksiyonel kapasitesinin azaldiginin gosterilmesi calismamiz acisindan
da fikir acicidir. Nitekim, calismamizda kronik hepatit B hastalari ile dogal bagisiklar ara-
sinda STING proteininin ekspresyon dlizeyi ortalamalari acisindan farklilik g6zlenmese de
bu calisma 1s1ginda polimorfizme bagh STING’in fonksiyonel kapasitesinde bir azalma s6z
konusu olabilir. Konunun netlige kavusturulmasi agisindan kronik hepatit B hastalarinda
STING proteininde fonksiyonel yetersizlige neden olabilecek bir polimorfizm varliginin
arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

Hepatit B enfeksiyonunun kroniklesme siirecine etki eden en 6nemli konakgi faktor-
lerinden biri de konagin virusle karsilasma yasidir. E§er konakg¢i yenidogan doneminde
virtsle karsilasirsa enfeksiyon %90 oraninda kroniklesirken, 1-5 yas arasinda gerceklesen
karsilasmalarda kroniklesme orani %20-30, eriskin yasta gerceklesen karsilasmalarda ise
oran %5-10"dur. Kroniklesme oraninin yasla azalmasinda; T lenfositlerin zaman icerisin-
de olgunlagmasi ve virlise etkin cevap olusturabilecek kapasiteye gelmesinin 6nemli rol
oynadigi ileri siiriilmektedir?®. Calismamiza katilan goniilliiler tani fark etmeksizin yaglari
g0z onune alinarak dekatlar halinde dort gruba ayrilmis, gruplarin STING ekspresyon
diizeyi ortalamalari degerlendirilmistir. STING ekspresyon diizeyi ortalamalarinin 20-30
yas araligindaki kisilerde 0.068 + 0.021, 31-40 yas araligindaki kisilerde 0.089 + 0.032,
41-50 yas arahgindaki kisilerde 0.081 + 0.028, 51 yas ve Ustl kisilerde 0.075 + 0.017
oldugu tespit edilmistir. Degerlendirme sonucunda; 31-40 yas araligindaki katihmcilarin
STING ekspresyon ortalamalarinin, diger yas gruplarinin ortalamalarindan daha ytiksek
oldugu gozlemlenmistir. Ancak yapilan istatistiksel analiz sonucunda dort grubun STING
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ekspresyon dlzeyi ortalamalari arasinda anlamli bir fark gorilmedigi ortaya konmustur
(p= 0.106). Bununla birlikte, calismamiza katilan gondlliler tani fark etmeksizin yaslari
g6z onine alinarak dekatlar halinde dort gruba ayrilarak incelendiginde STING ekspres-
yon diizeyinin 31-40 yas araliginda en yuksek diizeye ulastigl, ilerleyen dekatlarda gide-
rek azaldigi belirlenmistir. Calismaya katilan gruplar kendi iclerinde yaslar goze alinarak
ayni sekilde dort gruba ayrilip degerlendirildiginde; HBV ile karsilasmamis bireylerden ve
kronik hepatit B hastalarindan olusan gruplarda STING ekspresyon diizeyinin yine 31-40
yas araliginda en yiksege ulastigi, HBV’ye karsi dogal bagisiklardan olusan grupta ise
en ylksek diizeye 41-50 yas araliginda ulastigi gozlemlenmistir. Gruplar arasindaki bu
farkhligin tam anlamiyla aydinlatilabilmesinin kapsamli bir calismayla miimkin olacagi-
na inanmaktayiz. Bu calismada hasta ve bagisik grubun HBV ile karsilasma yaslarina ait
saglikh bilgiye ulasilamamustir. Bu nedenle karsilasma yasi bilinen bireylerde klinik seyrin
takip edildigi ve bu strecte STING ekspresyonunun izlendigi ¢alismalara gereksinim du-
yulmaktadir. Ayrica, enfeksiyonun kroniklesme oranlarinin farklilik gosterdigi yenidogan
ve cocukluk yas gruplarini da iceren kapsamli bir calisma ile STING ekspresyonunun HBV
enfeksiyonunun klinik seyrine etkisinin belirginlestirilebilecegini diisinmekteyiz.

Hepatit B enfeksiyonunun dogal seyrine etki eden faktorler arasinda konagin cinsiyeti
de yer alir. Konu ile ilgili yapilan calismalarda genel olarak kadin hepatit B tasiyicilarinda-
ki viral yikin erkek tastyicilara oranla daha distik oldugu, karacigerlerindeki NK hiicre
yogunlugunun kadin hastalarda erkek hastalardan yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Ost-
rojenin, HBV gen ekspresyonunun énemli bir uyaricisi olan Enh | elementinin aktivitesini
azaltarak HBV’nin replikasyonunu baskiladigi gosterilmistir. Ayrica, kadin hepatit B hasta-
larinda HSK gelisme olasiliginin da erkek hastalara oranla daha dustik oldugu ortaya kon-
mustur?”-28, Cinsiyet ile hepatit B’nin klinik seyri arasindaki bu iliskiden yola ¢ikarak calis-
mamiza katilan gondalluler tani fark etmeksizin kadin-erkek olarak iki gruba ayrilip STING
ekspresyon dlzeyi ortalamalari degerlendirilmistir. Kadin katilimcilarin STING ekspresyon
diizeyi ortalamalarinin 0.087 + 0.027, erkek katiimcilarin ortalamalarinin 0.073 + 0.024
oldugu go6zlemlenmistir. Kadinlardaki STING ekspresyon diizeyi ortalamalar erkeklerden
yuiksek bulunmakla birlikte yapilan istatistiksel analiz sonucunda iki grubun STING eks-
presyon diizeyi ortalamalari arasinda anlamli bir fark gorilmedigi tespit edilmistir (p=
0.560). Calismaya katilan gruplar kendi iclerinde cinsiyetleri g6z 6niine alinarak incelen-
diklerinde de tim gruplarda kadinlarin STING ekspresyon dUzeyi ortalamalarinin erkek-
lerinkinden daha yiiksek oldugu gorilmdustir. Ayrica HBV'ye karsi dogal bagisiklardan
olusan grupta ise bu farkin istatistiksel acidan anlamli oldugu tespit edilmistir (p= 0.03).
Literatlr arastirmalarina gore calismamiz cinsiyet ile STING ekspresyon diizeyi iligkisinin
arastinldigr ilk cahsmadir. Caismamizin bu agidan konu ile ilgili ileride yapilacak genis
kapsamli calismalara 151k tutacagr kanaatine varilmistir.

Sonug olarak, calismamizda gruplarin temel STING gen ekspresyon duzeyleri karsilas-
tirilmug, istatistiksel analiz sonucunda anlamli bir fark bulunmamasina karsin HBV'ye karsi
dogal bagisik grubun bazal STING gen ekspresyon dizeyleri kronik hepatit B‘li hasta
grubundan yaklasik %10 daha yliksek bulunmustur. Bununla birlikte, 6rneklem hacminin
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daha genis tutuldugu ve bireylerin STING gen polimorfizminin irdelendigi calismalarin
STING'in HBV immiinopatogenezindeki roltiniin aciklanmasina katki saglayacagini du-
sinmekteyiz. Bu kapsamdaki calismalarin kronik hepatit B tedavisinde, STING agonistleri
ile dogal immuiniteyi aktiflestirecek olasi farmakolojik ajan gelistirme calismalarina 1sik
tutabilecegini varsaymaktayiz. Ayrica, hepatit B enfeksiyonunun akut donemindeki has-
talarda STING gen ekspresyon diizeylerinin 6lctilmesi ve hastalarin klinik seyri arasindaki
iliskinin izlenmesi ve ekspresyon diizeylerinin karsilastirimasinin da STING proteininin
HBV’ye karsi dogal bagisiklik gelisimindeki olasi katkisinin ortaya konmasinda yardimci
olacagi kanaatindeyiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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