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0z

Hepatit B, tedavi stratejilerinde biylik gelismeler kaydedilmesine ragmen, halen diinya capinda
onemli saghk sorunlari arasinda yer almaktadir. Hepatit B virlisii (HBV) karaciger hiicresine girerek kendini
replike etmekte ve antijen salinimiyla es zamanli olarak regulatér T hiicre (Treg), T helper 17 (Th, ), T hel-
per 1 (Th,) ve T helper 2 (Th,) hucreleri dahil olmak tizere bircok zit etkili hiicrenin rol aldigi immun yaniti
indiiklemektedir. Treg hiicrelerinin temel fonksiyonu enfeksiyona kargi uygun bagisiklik yanitinin gelistiril-
mesi, bagisiklik yanitinin gerekmedigi durumda ise baskilanmasini saglamaktir. Treg hiicreleri, “Transfor-
ming Growth Factor-Beta” ve interlokin (IL)-10 benzeri sitokinlerin salinimi yoluyla veya kontakt bagimli
olarak efektor T hiicrelerini baskilayabilmektedir. Bir yandan HBV’ye 6zgiil T hiicre yanitini baskilayarak
karacigeri imminopatolojik hasardan korurken bir yandan da viral persistansa, siroz, hepatoseliiler kanser
(HSK) ve otoimmiinite gelisimine neden olabilen Treg’lerin mekanizmalari heniiz net degildir. Bu calisma-
da, hepatit B hastalarinda Treg hiicrelerinin ve salinan IL-10 sitokin dizeylerinin birlikte degerlendirilme-
sinin, hastaligin agirhgini ve seyrini 6ngérmede kullanisli olup olamayacagini arastirmak amaclanmistir.
Enfeksiyon hastaliklari poliklinik/servisine basvuran 61 HBV enfeksiyonlu hasta ile 30 saglikli kontrol olmak
lzere toplam 91 gonilliden periferik kan numuneleri alinmistir. Akim sitometrisi yontemiyle, yakin za-
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manda tanimlanan belirtecler de kullanilarak, CD4*CD25"9"FOXP3*CD152*CD127'°*Treg hiicre dagi-
limlari arastinlmistir. immiin modiilatér hiicreler tarafindan salinan IL-10 sitokin diizeyi ise kantitatif ELISA
yontemiyle calisiimistir. Akut hepatit B hastalarinin Treg hiicre ylizdeleri normal sinirlarin (%2-4) altinda
(medyan= %1.50, 0.6-3.5) saptanmis, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli (p= 0.005) bulunmustur.
Kronik hepatit B hastalarinin Treg diizeyleri kontrol grubuna gore yliksek bulunmus (p< 0.05), hastaligin
tanisi, evrelemesi ve takibinde kullanilan parametrelerle de iliskili oldugu gorilmustir. Tim hepatit B kli-
nik evrelerinde IL-10 diizeyleri saglkl kontrollerle (medyan= 11.7, 17.3-44.9) karsilastirildiginda anlamli
dizeyde yilksek bulunmustur (p< 0.05). IL-10 dlzeylerinin ise Treg hiicre ile paralel olarak, HBV DNA
yuiki ve HBsAg diizeyleri ile korelasyon gosterdigi saptanmistir (r= 0.48, p< 0.02). Treg hiicrelerinin ve
iligkili sitokin IL-10’un HBV enfeksiyonunun immdtinolojisinde 6nemli rolii oldugu, hastaligin takibinde ve
Treg hiicreyi hedef alan yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesinde umut vadettigi diistintlmastir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B virisii; regtilatér T-hlicre; akim sitometrisi.
ABSTRACT

Hepatitis B infection is still among the most important public health problems worldwide, even great
improvements have been made in the treatment strategies. Hepatitis B virus (HBV) replicates itself by en-
tering the liver cells and simultaneously with the antigen release, many antagonistic immune responses
are induced by the regulatory cells including T cell (Treg), T helper 17 (Th,,), T helper 1 (Th,) and T help-
er 2 (Th,) cells. The main function of Treg cells is to develop an appropriate immune response against
infection and to suppress the immune response if it is not required. Tregs suppress the effector T cells via
secreting immune system supressor cytokines such as Transforming Growth Factor-Beta and interleukin
(IL)-10 or contact dependent way. Tregs protect cells from immunopathologic damage of HBV specific
T cell immune response and also cause viral persistence, cirrhosis, hepatocellular carsinoma (HCC) and
autoimmunity but the mechanisms are not clear, yet. In this study, we aimed to determine whether eval-
uation of Treg cells and cytokine IL-10 levels together in hepatitis B patients is useful that may indicate
the disease survey and response to the treatment. The peripheral blood samples of ninety-one volun-
teers, including 61 HBV infected patients and 30 healthy controls selected from applicants of Infectious
Diseases Outpatient/Clinic Service, were taken. Their CD4*CD25"9"FOXP3+*CD152*CD127"°*Treg cell
distribution were measured by flow cytometry method, using the recently defined markers. The level of
IL-10 cytokine released by immunomodulatory cells was determined by quantitative ELISA method. Treg
cell percentages of the patients with acute hepatitis B were below the normal range (2-4%) (median=
1.50%, 0.6-3.5) and the difference was statistically significant (p= 0.005). Treg cell percentages of the
patients with chronic hepatitis B were higher than the control group (p< 0.05), and it was found to be
related to the parameters used in the diagnosis, staging and follow-up of the disease. IL-10 levels were
significantly higher in all hepatitis B clinical stages compared to the healthy controls (median= 11.7,
17.3-44.9) (p< 0.05). Also, in parallel with Treg cells, IL-10 levels were correlated with HBV DNA load
and HBsAg levels (r= 0.48, p< 0.02). Treg cells and the related cytokine IL-10 are thought to play an im-
portant role in the immunology of HBV infection and therefore, promising to follow up the disease and
to develop new therapeutic strategies targeting the Treg cell.

Keywords: Hepatitis B virus; requlatory T-cell; flow cytometry.
GiRiS

Hepadnaviridae ailesinden hepatit B virtisii (HBV), RNA araciligi ile replike olan ve konak
genomuna butinlesen, sitopatik olmayan, hepatotropik, kismen cift iplik¢ikli kiicik DNA
virisiidiir'2. HBV enfeksiyonunun dogal seyri cicek asisi kampanyasi sonrasinda gelisen
“ikterus epidemisi” ile ilk kez 1885 yilinda Lurman tarafindan tanimlanmis olsa da halen,

karacigerin akut veya kronik enflamasyonuna neden olarak, siroz ve hepatoseliiler kansere
(HSK) yol acabilmesiyle dnemli saglik sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir®*. Diin-
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yada her yil 620 bin hastanin ge¢ komplikasyonlar nedeniyle kaybedildigi bildirilmektedir®.
Turkiye’de HBsAg pozitifligi orani bolgeden bolgeye degismekle birlikte ortalama %4 tir
ve (ilkemiz HBV enfeksiyonu acisindan orta diizeyde endemik bélgede yer almaktadir®.

HBV, inklbasyon siresi icinde hepatosit icine girerek replike olmakta, kendine ait an-
tijenleri tiretmekte ve konagin “toll-like reseptorleri (TLR)” de yabanci olan bu yapilari
ve mikroorganizma yuzeyindeki “pathogen-associated molecular patterns (PAMP)”lari
taniyarak immiin yaniti baslatmaktadir’. immiin sistem aracili eliminasyon mekanizma-
lari enfekte hiicreleri ortadan kaldirip enfeksiyonu sonlandirmaya calisir ve kalici nekro-
enflamatuvar aktivite karaciger hasarina neden olabilir. Bu stirecte viicudun immiin ma-
tlrasyonu ve immuin yanitin siddeti hepatitin seyrini belirlemektedir. Aktif enflamasyon
yanitinin tersi yonde fonksiyon goren regilator T hiicreler (Treg) ise diger bircok lenfosit
alt grubu ile birlikte karaciger sintzoidlerinde yer alir ve immiin toleranstan sorumlu-
dur®. Kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonunda Treg hiicrelerinin zararli etkileri gériilmekte;
saglikh kontrollere ve akut enfeksiyona gore artmis diizeyleri viral replikasyon/yuk ile
korelasyon gostermektedir’?. immiin modiilatér hiicrelerden iretilen interldkin (IL)-10;
interferon-alfa (IFN-o) Uretimini inhibe ederek dentritik hiicre apoptozisini uyarmakta,
ardindan antijen sunucu hicreleri baskilayarak CD8*T hiicre uyarilmasini zayiflatmakta
ve HBV-spesifik T hiicre yanitini baskilamaktadir'®. Periferik kan Treg diizeyi takibinin,
hastaligin karaciger yetmezligine progresyonuna iligkin yol gosterici bir belirte¢c olarak
kullanilabilecegi ayrica immun dengeyi yeniden olusturmasiyla kronik hepatit B (KHB)'de
karaciger doku hasarini 6nleyici tedavide kullanilabilecegi yoniinden bulgular mevcut-
tur'!. Diger taraftan insan ve hayvan kanser modellerinde yapilan calismalar, bu hiic-
relerin timér progresyonunu arttirdigini dogrulamistir'?'3 ayrica Treg hiicrelerin akut
fazda azaltiimasinin enfeksiyonun temizlenmesine terapétik etkisi olabilecegi ya da asinin
etkinligini arttirabilecegi ileri stirtilmustir'.

Bu calismada, HBV spesifik T hiicre yanitini baskilayarak karaciger doku hasarini ve
enflamasyonunu azaltan Treg hiicre ve immuin modulator hiicrelerden salinan IL-10 si-
tokin dizeyinin birlikte degerlendirilmesinin, hastahigin agirhigini ve seyrini 6ngérmede
kullanish bir belirte¢c olup olamayacagini arastirmak amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, izmir Katip Celebi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi ile ger-
ceklestirildi (Tarih: 12.11.2015 ve Karar no: 153) ve calismaya katilmay: kabul eden kisi-
lerin gonilli onami alind.

Hasta Secimi

Hastanemiz enfeksiyon hastaliklari poliklinik/servisine basvuran ve hepatit B enfeksiyo-
nu tanisi alan, yaslari 32-54 arasinda degisen, 30 kadin/31 erkek olmak lzere 61 hasta
ile portor taramasi icin basvuran serolojik viral hepatit gostergeleri negatif olan, yaslari
36-62 arasinda degisen, 15 kadin/15 erkek olmak tzere 30 saglikl kontrol grubu olmak
Uzere toplam 91 kisi calismaya dahil edildi. Hazirlanan anket formuna yas, cinsiyet, mes-
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lek, yasadiklari bolge gibi demografik veriler ile ek hastalik/ilag kullanimi 6ykist, semp-
tomlari, hepatit B icin olasi bulas yolu (aile 6ykdsu, hastaneye yatis/ameliyat oykusu, kan/
organ nakli, riskli meslek, intraven6z madde bagimhlig, tatuaj varhigr vb.) kaydedildi.
HBV DNA diizeyi, serolojik (anti-HAV, anti-HIV, anti-HCV, Delta Ag/Ab, HBsAg, anti-HBs,
HBeAg, anti-HBe, anti-HBc IgM, anti-HBc IgG) ve hastane bilgi sisteminden taranarak
biyokimyasal [eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), [6kosit, hemoglobin, trombosit sayilari,
koaguilasyon, alfa-fetoprotein (AFP), karaciger enzimleri, bilirubin diizeyleri], radyolojik
[ultrasonografi (USG)/bilgisayarli tomografi (BT)] ve patolojik (karaciger biyopsisi) tetkik
sonuglari formlara kaydedildi. Calismaya akut ve kronik evredeki hepatit B hastalari dahil
edildi. Kronik HBV enfeksiyonu tasiyan hastalar, “European Association for the Study of
the Liver (EASL)” klinik uygulama rehberinin evrelemesine gore (Tablo I); (i) HBeAg pozi-
tif kronik enfeksiyon, (i) HBeAg pozitif kronik hepatit, (ii)) HBeAg negatif kronik enfeksi-
yon, (iv) HBeAg negatif kronik hepatit evrelerinde olmalarina gére gruplandi’®. Calisma-
ya dahil edilme kriterleri; 6rnek alimindan alti ay 6ncesine kadar immuin modiilator ilag
ya da tedavi almamis olmak, hepatit A virtisi (HAV)/hepatit C viriisi (HCV)/hepatit delta
virlisi (HDV)/hepatit E virtst (HEV) ve insan imm{n yetmezlik virtsi (HIV)'ne bagli ya da
alkolik/otoimmdin karaciger hastaligi, herhangi bir malignansi veya diger ciddi sistemik
hastaliklari bulunmamak seklinde belirlendi.

Numune Alimi ve Hazirlanmasi

Hasta ve kontrol grubundan klinik érnek olarak EDTA’ll tiipe alinan periferik kan nu-
muneleri akim sitometrisi yontemiyle calisildi, es zamanl jel iceren tiipe de alinan or-
nekler santriflij edildikten sonra elde edilen serumlar -40°C’de “enzyme-linked immuno
sorbent assay (ELISA)” calisma giiniine kadar saklandi.

Akim Sitometrisi Caligmasi

Treg hiicre ylzde dagilimlarini belirlemek icin uretici firmanin 6nerileri dogrultusun-
da; once PC5-CD4, ECD-CD25, PE-CD152, FITC-127 floresan isaretli antikorlar kulla-
nilarak ylzey, daha sonra da perforan/fiksatif enzimle muamele edilerek PC7-FOXP3
antikorunun hiicre ici boyanmasi protokoll uygulandi. Yedi renkli akim sitometri ciha-

Tablo I. EASL Klinik Uygulama Rehberine Gére Hepatit B Viriisii (HBV) ve Karaciger Hasari Belirteclerine
Dayali Kronik HBV Enfeksiyonu Olan Hastalarin Evrelemesi

HBeAg pozitif HBeAg negatif

HBsAg Yiiksek Yiiksek/Orta Distik Orta
HBeAg Pozitif Pozitif Negatif Negatif
HBV DNA > 107 IU/ml 104107 IU/m <2000 IU/ml > 2000 IU/ml
ALT Normal Yiiksek Normal Yiiksek
Karaciger hasari Yok/Minimal llimh/Agir Yok limh/Agir
Eski terminoloji immiin toleran immiin reaktif inaktif tasiyici HBeAg negatif

HBeAg pozitif kronik hepatit

ALT: Alanin aminotransferaz.
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zinda (FC 500 Cytometry Beckman Coulter, Inc. ABD) FSC/SSC hiicre dagihmi tzerin-
de uygun lenfosit kapisinda 10.000 hiicre sayilip izotipik kontrolle digerlerinden ayrilan
CD4*, CD25"9" hiicre alt grubunun en parlak hiicreleri secilerek ayni zamanda FoxP3,
CD127"" (Interleukin-7 Receptor alpha, IL-7Ra), CD152* (CTLA-4) eksprese edenlerinin
ylizde oranlar olculdi. Treg hiicrelerin periferik kanda normal dagihm araligi olan %2-4
Uzerindeki degerler artis olarak kabul edildi (Sekil 1).

Kantitatif IL-10 Sitokin Ol¢iimii

immiin modiilatér Treg hiicre tarafindan sekrete edilen IL-10 sitokin diizeyi &lctimii
icin ticari kantitatif ELISA kiti kullanilarak 96 kuyucuklu U-tabanh plaklarda serum 6rnek-
leri Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda (DIAsource Immunoassays SA, Belcika) tek
seferde calisildi.

Virolojik Degerlendirme

Serum HBsAg, anti-HBs, anti-HBc, HBeAg, anti-HBe, anti-HCV, anti-HIV dizeyleri ticari
ELISA kitleri (Architect Plus i2000 SR, Abbott, ABD), HBV DNA viral ylik ise kantitatif ger-
cek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) (Cobas X480, Hamilton, Roche, isveg)
ile 6lculdli. HBY DNA saptama limiti 15 kopya/ml olarak belirlendi.

istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin “Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) 22.0” programi kullanildi. Surekli degiskenlerin nor-
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Sekil 1. Treg hicre ylizdelerinin akim sitometrisi 6l¢timui.
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mal dagilima uyumu Shapiro-Wilks testi ile analiz edildi. Grup varyanslarinin homojenligi
Levene’s testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren ve grup varyanslarinin ho-
mojen oldugu parametrelerde iki grup ortalamasi arasindaki farkin anlamlihgr Student’s
t-testi ile degerlendirildi, sonuclar ortalama ve standart sapma ile ifade edildi. Parametrik
olmayan verilerin karsilastirimasinda Mann-Whitney U ve Kruskall-Wallis testi kullanild,
sonuclar medyan ve 1.-3. ceyrek degerleri (medyan, Q1-Q3) olarak ifade edildi. Spear-
man korelasyon analizi ile deg@iskenler arasindaki iliskilere bakildi. Sonuclar %95 giiven
araliginda, anlamlilik p< 0.05 diizeyinde degerlendirildi.

BULGULAR

Hastalarin calismaya alinmak Uzere yapilan degerlendirmelerinde; %27.9'u HBV'yi
hangi yolla aldiklarini bilmediklerini ve bagka nedenlerle hastaneye basvurularinda ya-
pilan tetkiklerde tani aldiklarini ifade ederken, en sik bulas yolunun aile ici oldugu (27,
%44.3) ve aile bireylerinin yarisina yakininda (birinci ve ikinci derece akrabalarinda ve
eslerinde, n= 29, %47.5) HBV pozitifliginin mevcut oldugu, bunu cerrahi girisim (n=9,
%14.8) ve kan transflizyonlarinin (n= 5, %4.9) takip ettigi gortlmistir. Hepatit B bu-
lasi acisindan riskli mesleklerde calisan (laboratuvar teknisyeni, hemsire, berber) kisilerin
hastalarin %9.8'ini olusturmakta oldugu belirlenmistir. Hastalarin anamnez ve sistemik
muayenelerine dayanarak, blyiik oranda hepatit B'yi asemptomatik (%52.5) gecirdikleri,
akut evrede en sik halsizlik, yorgunluk, kas agrisi gibi 6zgil olmayan yakinmalarin (%18)
goruldigu, diger bulgularin sirasiyla; ikter (%13.1), bulanti (%9.8), idrar renginde koyu-
lasma (%4.9) ve kasinti (%1.6) seklinde ortaya ciktigi izlenmistir.

HBV DNA yuk, HBeAg pozitif kronik enfeksiyon ve HBeAg pozitif kronik hepatit do-
nemi KHB hasta gruplarda en yiiksek dederlere ulagirken (sirasiyla; 107 kopya/ml ve 10°
kopya/ml), HBeAg negatif kronik enfeksiyon ve HBeAg negatif kronik hepatit gruplarinda
distk duzeylerde saptanmistir. Hepatit B hasta gruplarinin alanin aminotransferaz (ALT)
duizeyleri saghkli kontrollerle karsilastirildiginda yiiksek bulunmakla birlikte bu fark yalniz
akut hepatit B (AHB) grubunda istatistiksel olarak anlamli (p< 0.07); INR ve total biliru-
bin diizeyleri AHB grubunda yuksek bulunurken diger gruplarda normal sinirlar icinde
saptanmistir. Histolojik aktivite indeksi (HAI) bakilabilen gruplarda (n= 38); HBeAg pozitif
kronik hepatit (HAI = 7) ve HBeAg negatif kronik hepatit dénemleri (HAI = 6) ile HBe-
Ag negatif kronik enfeksiyon (HAI = 3) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir
(p< 0.01) (Tablo II).

Hepatit B hastalarinda virlise spesifik immin regulasyonun bir belirteci ola-
rak Treg hiicre ylizdesi ve bu hicrelerden salinan IL-10 sitokin diizeyinin klinik evre-
lere gore dagihmi degerlendirildiginde; AHB evresinin genellikle kisa siirmesi (or-
talama alti hafta) ve asemptomatik de gecirilebilmesi nedenleriyle'®'’, bu hasta
grubu sayisinin disik olmasi ve normal dagihm gostermemesi sonucu (Shapiro-Wilk,
p= 0.045), Treg hicre ylzdelerinin saglikli kontrol grubu ile karsilastirimasi non-
parametrik Mann-Whitney U testi ile degerlendiriimis ve akut evredeki hastala-

rnn Treg hiicre yiizdeleri normal dagiim araligindan (%2-4)'® daha diisiik (medyan=
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%1.50, 0.6-3.5) saptanmistir, aradaki fark istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p=
0.005). Normal dagilim gosteren KHB gruplari Treg hiicre dagihminin saglkli kontroller
ile arasindaki farkin anlamliigr student’s t test ile degerlendirilmis; HBeAg pozitif kronik
enfeksiyon (£SD= 2.45, ortalama = %6.00), HBeAg pozitif kronik hepatit (+SD= 5.33,
ortalama= %6.12), HBeAg negatif kronik enfeksiyon (£SD= 2.25, ortalama= %5.90) ve
HBeAg negatif kronik hepatit donemi (£SD= 2.95, ortalama= %6.26) hastalarin Treg htic-
re ylizdeleri saglikli kontrollerle (+SD=1.01, ortalama= %4.073, medyan= %4.1) karsilas-
tinldiginda anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (Tablo II). Tum hepatit B klinik evreleri
ve saglikli kontroller arasi Treg hticre ylizdeleri coklu karsilastiriimasi Kruskal-Walis testiyle
degerlendirilmis; saglikli kontrollerle AHB, HBeAg pozitif kronik enfeksiyon, HBeAg pozitif
kronik hepatit, HBeAg negatif kronik enfeksiyon ve HBeAg negatif kronik hepatit donemi
hastalar arasinda (sirasiyla p= 0.005, p= 0.018, p= 0.018, p= 0.017, p= 0.028), AHB
hastalariyla da KHB hastalari arasinda (HBeAg pozitif kronik enfeksiyon p=0.001, HBeAg
pozitif kronik hepatit p= 0.001, HBeAg negatif kronik enfeksiyon p=0.002, HBeAg nega-
tif kronik hepatit p= 0.002) istatistiksel olarak anlaml fark gorilmusttr (Sekil 2).

Tum hepatit B klinik evreleri arasi IL-10 sitokin diizeyi farkinin istatistiksel 6nemi Krus-
kal-Wallis testiyle degerlendirilmis; AHB evresindeki hastalarin (zSD= 10.67, ortalama=
39.6), HBeAg pozitif kronik enfeksiyon (+SD= 12.27, ortalama= 26.6), HBeAg pozitif kro-
nik hepatit (£SD= 7.72, ortalama= 35.1), HBeAg negatif kronik enfeksiyon (xSD= 14.27,
ortalama= 29.2) ve HBeAg negatif kronik hepatit donemi (£SD= 53.25, median= 28.85)
gruplarinin IL-10 diizeyleri saglikli kontrollerle (medyan= 11.7, 17.3-44.9) karsilastiril-
diginda anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p< 0.05) (Sekil 2). HBsAg ile HBV DNA
dizeyleri (r= 0.61, p= 0.006), HBsAg ile IL-10 dizeyleri (r= 0.48, p< 0.02) ve KHB has-
talarinda HBsAg ile Treg hiicre yiizdeleri (r= 0.63, p= 0.028) arasinda pozitif korelasyon
izlenmistir (Sekil 3).

Akim sitometri analizinde Treg hiicreleri belirlemek amaciyla CD4*CD25"9" en parlak
floresans boyanan alanda secilen hiicre populasyonu ile diger Treg belirteci olarak kul-
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Sekil 2. Calisma gruplari arasinda Treg % ve IL-10 degerlerinde saptanan istatistiksel olarak anlamli farkin
Box-plot grafigi ile gosterilmesi.
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Sekil 3. Sirasiyla, HBsAg ile HBV DNA diizeyleri, HBsAg ile IL-10 dtizeyleri ve kronik hepatit B hastalarinda
HBsAg ile Treg hiicre yiizdeleri arasinda saptanan pozitif iligki.

lanilabilecegi distiniilen; CD4*CD25M9"FoxP3* (63.17 + 22.61), CD4*CD25MI"CD152*
(90.219 + 6.42) ve CD4*CD25"9"CD127"°% (84.84 + 7.78) yiizde oranlari karsilastiril-
diginda pozitif korelasyon gorilmustur (sirasiyla r= 0.34, p< 0.05; r= 0.93, p< 0.02; r=
0.62, p< 0.02).

TARTISMA

HBV enfeksiyonlari, asi ile korunmanin yayginlasmasi ve bulasin dnlenmesi icin alinan
tedbirlerin arttinlmasiyla diinya capinda gorilme sikligr azalmakla birlikte, neden oldugu
iki milyar enfekte ve 240 milyon kronik HBV enfeksiyonlu birey nedeniyle baslica halk
sagligi sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir'®2°. Hepatit B enfeksiyonunun viicu-
da girisi ve inkiibasyonundan baslayarak konakta izleyecegi seyir ve nasil sonuglanacagi;
dogal ve kazanilmig immdan yanitin karsilikl etkilesimini iceren karmasik bir diizen sonucu
belirlenir. Ginimuzde, KHB tedavisinde kullanilan ilaglar HBV replikasyonunu baskilama-
larina, karacigerde enflamasyonu azaltmalarina, hastaligin progresyonunu yavaslatmala-
rina ve karaciger hastaliginin remisyonunu saglamalarina ragmen henuz virtstin eradikas-
yonunu saglayacak bir tedavi bulunamamigtir?'.
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Olasi HBV tedavi hedeflerini belirlemedeki calismalar, HBV-immin sistem iliskilerini
ortaya koymaya, bu yolaklarda gorev alan araci molekiillerin ve 6zellikle de son 10 yilda
tanimlanan, imminsupresif regiilatér T hiicrelerin roliinii anlamaya ydneliktir?2, Calis-
mamizda, enfeksiyon etkenlerinin ve bunlara olan immdnolojik yanitin belirlenmesi gibi
mikrobiyolojide daha genis kullanim alani bulmaya baslayan akim sitometrisi yontemiyle
hepatit B hastalarinda periferik kan Treg hticre ytizdelerini ve salinan IL-10 sitokin diizey-
lerini saptayarak hastaligin tani ve takibinde kullanilan diger belirteclerle karsilastirdik.

Yapilan calismalarda, KHB hastalarinin Treg hicreleri, AHB hastalarindan %33 daha
yiiksek bulunmustur'®23, KHB hastalarinin HBeAg pozitif kronik hepatit ddneminde Treg
yuizdelerinin HBeAg negatif kronik enfeksiyon donemiyle karsilastirildiginda belirgin olarak
daha yuksek olusu nedeniyle, hastaligin agirhgini gosterecek bir prognostik belirteg olabi-
lecegi bildirilmistir?*. Zhi-Jun Su ve arkadaslarinin 2013 yilinda KHB hastalarinda yaptiklari
calismada®®, heparinize periferik kanda Treg ve Th,, yuzdeleri birlikte l¢tilmis, hastalar
serum Tbil ve ALT diizeylerine gore agir ve hafif KHB olarak iki grupta degerlendirilmistir.
Treg hiicreler CD4*CD25"9"CD127'°" olarak secildiginde saglikl kontrollerin Treg yiizde-
leri (%5.69), agir (%7.66) ve hafif (%6.72) KHB hastalarindan istatistiksel olarak anlamli
Olclide disuk bulunmustur. Calismamizda, akut evredeki hastalarin Treg hiicre ytzdeleri
normalin (%2-4) alt sininndan daha disuk, HBeAg pozitif kronik enfeksiyon ve HBeAg
pozitif kronik hepatit, HBeAg negatif kronik enfeksiyon ve HBeAg negatif kronik hepatit
donemindeki KHB hastalarindaki Treg hiicre yiizdeleri ise saglikl kontrollerle karsilasti-
rildiginda anlamli diizeyde yliksek bulunmustur. AHB Treg hticre ylizdeleri ile tim KHB
gruplarininkiler arasinda istatistiksel olarak belirgin fark gozlenmistir.

Aalaei-Andabili ve arkadaslar tarafindan yapilan sistematik derlemede'®, 107 viral
kopya/ml tzerinde HBV DNA ytikiine sahip hastalarin daha dustk viral ylkli hastalarla
karsilastinldiginda Treg hiicre yizdelerinin anlaml 6lclide yiiksek bulundugu, bu ne-
denle Treg hiicre artiginin HBV DNA yiiki ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmisitir.
Calismamizda HBeAg pozitif kronik enfeksiyon (2.96 x 107 kopya/ml) ve HBeAg pozitif
kronik hepatit (1.12 x 10° kopya/ml) dénemi KHB hastalarinda en yiiksek HBV DNA yiiki
saptanirken bunu AHB hastalari izlemistir (3.36 x 10* kopya/ml), HBeAg negatif kronik
enfeksiyon ve HBeAg negatif kronik hepatit donemindeki KHB hastalarinin viral yiki ise
daha disiik bulunmustur (sirasiyla, 0.45 x 10 kopya/ml, 7.89 x 10° kopya/ml). HBV
DNA yiiki ile Treg hticre ytzdesi arasinda KHB hastalarinda pozitif iliski goralmustir.

Berry ve arkadaslarinin yaptiklari calismada?®, antienflamatuvar sitokin IL-10 diizeyinin
artistyla immuin yetmezlik ve akut karaciger yetmezligine ilerleme gorildigu ve yuksek
IL-10 seviyelerinin akut hepatitte kotl prognozla iliskili olabilecegi ileri strilmustir. Bas-
ka bir calismada, IL-10 gen polimorfizmi olan hepatit B hastalarinda, daha diistik kapasi-
tede IL-10 lretimine bagli, asemptomatik tasiyiciigin kronik progresif karaciger hastaligi
gelisiminden belirgin oranda daha yiiksek gériildiigii rapor edilmistir?”. Akut hepatitte ve
alevlenmede IL-10 seviyeleri yiikselerek karacigeri immin hasardan korurken muhteme-
len viral persistansa neden olmaktadir, diger taraftan kronik hepatitin ge¢ fazinda azala-
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rak, ancak devam eden immdunolojik aktiviteye bagli olarak saglkli kontrollere oranla yine
de daha yiiksek seviyede kalarak, immiin regiilasyonun yeniden olusumunu saglamak-
tadir. Calismamizda AHB hastalarinin IL-10 seviyelerinin, hem saglkli kontrollerden hem
de KHB hastalarindan daha ytiksek seviyede bulunmasinin bu mekanizmaya bagl oldugu
disiincesindeyiz. Anna Parfieniuk-Kowerda ve arkadaslarinin yaptigi derlemede?®, sagliklr
kisilerde IL-10’un baskin olarak monositlerden salinirken persistant viral enfeksiyonlarda
ve KHB hastalarinda asil kaynagin Treg hiicreler oldugu, IL-10 diizeyinin HBsAg ile birlikte
Olcimiiniin asemptomatik hepatit B tasiyicilarini, fluktuan (dinamik) hepatit B hastalarin-
dan ayriminda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Bizim calismamizda, HBeAg pozitif
kronik hepatit donemindeki KHB hastalarinin serum IL-10 diizeyleri, HBeAg negatif kronik
enfeksiyon diizeyinden anlamli 6lctide ylksek bulunmus ve bu bulgularla, literattrle de
uyumlu olarak, HBeAg pozitif kronik hepatit donemi hastalarinin prognozlarinin daha
kétli olacag distinilmistiir. Zhi-Jun Su ve arkadaslarinin yaptiklari calismada®®, 1L-10
dizeylerinin saglkh kontrollerde (28.34), agir (51.47) ve hafif (48.84) KHB hastalarindan
dustik oldugu gorilmustir. Bu calismada ayrica karaciger enflamasyonunun, ALT ve Tbil
dizeylerinin Treg hiicre, TGF-f ve IL-10 duzeyleri ile iligkiliyken, Th17 ile iliskili olmadigi
sonucuna varilmistir. Bu bulgular calisma sonuclarimizla paralellik gosterirken, Zhi-jun Su
ve arkadaslarinin calismasinda®> KHB gruplarinin tedavi almis hastalari da iceren hetero-
jen bir poptlasyondan olusmasi sonuclarin karsilagtirmasini giiclestirmistir.

Daha once yapilan calismalarin cogunda Treg hiicrelerini tanimlamak icin CD4 ve
CD25 belirtecleri kullanmistir. Fakat CD25 fonksiyonel T hiicreler tarafindan da eksprese
edilmektedir. Ayrica CD25’in dustik ya da yuksek ekspresyonuna iliskin net tanimlar da
hentiz mevcut degildir. Bu nedenle Treg diizeyini belirlemek icin CD4 ve CD25 ile isaret-
lemenin dogrulugu yeterli degildir?®. Giincel veriler dogrultusunda FoxP3, Treg hiicreleri
icin en 0zgun ve en iyi isaretleyici olarak kabul edilmektedir. Ancak, FoxP3’ln hicre igin-
de eksprese edilmesi nedeniyle Treg hiicrelerin bu belirtece gore izole edilmelerinin gti¢
olmas! yiizeyde eksprese edilen baska belirteclerin arastirilmasi geregini dogurmustur®°.
insanda regiilatér Foxp3"9"CD25"9"CD4* T hiicrelerin hafiza fenotiplerinde CD152 eks-
prese edilmektedir, yalniz CD4*CD25* hiicrelerle karsilastirldiginda CD152 pozitifliginin
Treg hticre oranlariyla daha iyi korele bulunarak bu hiicreleri tanimlamada kullanilabile-
cegini 6ne siiren calismalar mevcuttur®'. Son zamanlarda IL-7 reseptdriin o zinciri olan
CD127 tanimlanmustir. Yetiskin kord ve periferik kaninda CD4*CD25*CD127'°" hiicrelerin
yaklasik %90’inin FoxP3 eksprese ettigi, bu yeni sayilabilecek isaretleyici kullanilarak Treg
hiicreleri tanimlanabilecegi gosterilmistir®2. Bu nedenlerle, calismamizda diizenleyici T
hiicreleri belirlemek icin CD4*CD25"9", CD4*CD25"9"FoxP3*, CD4*CD25"9"CD152*
ve CD4*CD25*CD127'°% pozitifligi ayr ayri degerlendirilmistir. CD4*CD25M9" hiicrelerin
%90 iizerinde bir oranla CD152 pozitifligiyle, CD4*CD25"9" hiicrelerin yaklasik %85'inin
ayni zamanda CD127'°" poritifligiyle Treg hiicre belirlenmesinde kullanilabilecegi diisii-
niilmistiir. CD4*CD25"9"FoxP3* hiicreler ile hepatit B parametrelerinin korelasyonunun
diger ylzey belirteclerine gore daha zayif olusunun; hiicre ici boyama protokoll zorlugu-
na bagl oldugu duslintlmustir.
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Sonug olarak, bu calismayla periferik kan Treg hiicre ve IL-10 sitokin seviyelerinin he-

patit B'nin ciddiyeti ve evresiyle iligkili oldugu ve bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi gos-
terilmistir. Treg hiicre dlciimiinde CD4*CD25"9"FoxP3*CD152*CD127"°" belirteclerinin
birlikte kullaniimasiyla daha guvenilir sonuclar elde edilmektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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