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OZET

Yiksek Lisans Tezi

IRAK, AL-MUTHANNA EYALETINDE HEPATIT B VIRUSUNUN MOLEKULER
VE IMMUNOLOJIK ARASTIRILMASI

Mudhafar Saud Dakhil ALSHAHER

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Aysegiil OGLAKCI ILHAN
Es Danigsman: Dog. Dr. Taisir Abdulelah KADHIM

Hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonu Irak'ta 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Kronik
HBYV enfeksiyonu, karaciger sirozu (LC) ve hepatoseliiler karsinom (HCC) i¢in bir risk
faktoriidiir, ancak HBV ile iligkili hastaliklarin ilerlemesinde yer alan mekanizmalar
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Konak immiin yanitinin, HBV enfeksiyonu olan
hastalarin  klinik sonuglar1 ile iliskili oldugu bilinmektedir. Sitokinler gibi
immiinomodiilator faktorler, HBV ile iliskili hastaliklarin ilerlemesinde ve tedavisinde
rol oynarlar. Interlékin-35 (IL-35) yeni tanimlanmis bir inhibitdr sitokindir. IL-35'in
enflamasyonu kontrol edebilecegi ve boylece HBV karaciger hasarini sinirlayabilecegi
vurgulaniyor. Bu nedenle IL-35’in hepatit B hastaligina yonelik yeni tedaviler igin bir
hedef olma olasiligini artirmaktadir. Calismaya Al-Muthanna Eyaletinde HBV
enfeksiyonu olan 120 hasta (84 kronik hepatit ve 36 akut hepatit) ile 30 saglikli kontrol
grubu dahil edilmistir. Bu gruplarda IL-35 serum seviyeleri Ol¢ililmiis ve viral DNA
amplifikasyonu yapilmistir. Bulgulara gére, HBV hastalarinda IL-35 seviyelerinin
saglikli kontrollere gore anlamli sekilde azaldigr bulunmustur. HBV enfeksiyonu olan
hastalarin serum orneklerinden 10 viral DNA ekstrakte edilmistir. HBV genomundan
polimeraz geninin amplifikasyonu ve genin Sanger dizilimi i¢in bir PCR protokolii
tasarlanmustir. Diziler, filogenetik analiz ve genetik cesitliligin karakterizasyonu i¢in
HBV referans dizileriyle hizalanmistir. Popiilasyonlar, HBV genotip frekans
dagilimlarinda heterojenlik gostermektedir. Altt HBV genotipi tanimlanmistir (A, B, C,
D, E ve H). En sik rastlanan genotip D (%47) olurken, C genotipi siklik oran1 (%4 ile) en
az gozlenen genotip olmustur. Ek olarak, hastalarin ¢ogunlugu farkli genotipik
kombinasyonlarla karisik HBV genotipleri (iki, {i¢, dort veya bes) gostermistir. Sonug
olarak, HBV genotiplerinden D’nin, Al-Muthanna Eyaletinden Iraklt HBV hastalar
arasinda en yaygin genotip oldugu bulunmustur. Sonug¢ olarak, bu ¢alisma HBV
enfeksiyonunun halk saglig1 iizerindeki etkisini ve bu enfeksiyonun mekanizmalarinin
anlasilmasina yonelik yapilan bir ¢alismanin temel bulgularini icermektedir.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

MOLECULAR AND IMMUNOLOGICAL INVESTIGATION OF HEPATITIS B
VIRUS IN AL-MUTHANNA PROVINCE, IRAQ

Mudhafar Saud Dakhil ALSHAHER

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Asst. Prof. Dr. Aysegiil OGLAKCI ILHAN
Co-Advisor: Assoc. Prof. Dr. Taisir Abdulelah KADHIM

Hepatitis B virus (HBV) infection is an important public health problem in Iraq. Chronic
HBYV infection is a risk factor for liver cirrhosis (LC) and hepatocellular carcinoma
(HCC), but little is known about the mechanisms involved in the progression of HBV-
related diseases. It is known that the host immune response is associated with the clinical
outcomes of patients with HBV infection. Immunomodulatory factors such as cytokines
play a role in the progression and treatment of HBV-related diseases. Interleukin-35 (IL-
35) is a newly identified inhibitory cytokine. It is emphasized that IL-35 can control
inflammation and thus limit HBV liver damage. Therefore, it raises the possibility of IL-
35 to be a target for new treatments for hepatitis B disease. 120 patients with HBV
infection (84 chronic hepatitis and 36 acute hepatitis) and 30 healthy control groups in
Al-Muthanna State were included in the study. Serum levels of IL-35 were measured in
these groups and viral DNA amplification was performed. According to the findings, IL-
35 levels were found to be significantly lower in HBV patients compared to healthy
controls. 10 viral DNAs were extracted from serum samples of patients with HBV
infection. A PCR protocol has been designed for amplification of the polymerase gene
from the HBV genome and Sanger sequencing of the gene. Sequences were aligned with
HBYV reference sequences for phylogenetic analysis and characterization of genetic
diversity. Populations show heterogeneity in HBV genotype frequency distributions. Six
HBYV genotypes have been identified (A, B, C, D, E, and H). The most common genotype
was D (47%), while the frequency rate of C genotype was the least observed genotype
(4%). In addition, the majority of patients showed mixed HBV genotypes (two, three,
four or five) with different genotypic combinations. As a result, HBV genotype D was
found to be the most common genotype among Iraqi HBV patients from Al-Muthanna
Province. In conclusion, this study includes the impact of HBV infection on public health
and the main findings of a study to understand the mechanisms of this infection.

2023, 51 pages
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1. GIRIS

Hepatit B, insanlarda goriilen en yaygin viral enfeksiyonlardan birisidir ve énemli bir
kiiresel halk sagligi sorunudur. Hepatit B viriisii (HBV), diinya ¢apinda 257 milyon
kronik enfeksiyon ve cogu siroz ve hepatoseliiler karsinomdan (HCC) kaynaklanan, yilda
880.000'den fazla Sliimle kiiresel niifusun {igte birini enfekte eden bir hastaliktir (DSO,
2020). Hepatit B viriisii, Hepadnaviridae ailesinin prototip iiyesi olan bir DNA genomunu
(~3.2 kb) igeren kismen ¢ift sarmalli gevsek dairesel bir kodlama organizasyonuna sahip
viriistiir. Bu kodlama organizasyonu dort agik okuma cergevesini kismen veya tamamen
icermektedir (Seeger et al. 2013). Hepatit B viriisili, tam genom dizisinin %8'den fazla
farklilik gostermesine dayanarak A'dan J'ye kadar 10 farkli genotipe siniflandirilmigtir
(Kurbanov et al. 2010). Spesifik HBV genotipleri i¢cindeki 6nemli ¢esitlilik, cok sayida

alt genotipe daha fazla siniflandirma yapilmasina yol agmistir (Kramvis 2014).

HBV varyantlarinin, karaciger hastaliginin siddeti tlizerindeki etkisi oncelikle A-D
genotipleri i¢in arastirilmistir (McMahon 2009; Kao er al. 2010; Levrero ve Zucman-
Rossi 2016). Genotip C, genotip A, B ve D'den daha onkojenik olarak kabul edilmektedir
(Chan et al. 2004; Wong et al. 2013). Benzer sekilde, bazal ¢ekirdek promotdrdeki (BCP)
mutasyonlar, HBeAg ekspresyonunun azalmasina neden olur, ancak Pre-S bdlgesindeki

artmus viral replikasyon ve silmeler, artan HCC riski ile iligkilidir (Liu et al. 2009).

Hepatit B'nin genetik varyasyonlarinin genis dagilim, klinik etkileri agisindan biiyiik bir
zorluk olusturarak mevcut tani testlerinin ve tedavi stratejilerinin tasarimini
zorlastirmakta ve uzun vadeli tedavi programlarin bagarisini tehdit etmektedir (Lazarevic
2014; Yan et al. 2017). Son zamanlarda, baska bir sitokinin (IL-35) viral kaliciligin

korunmasinda rol oynadig1 6ne siirtilmiistir.

IL-35, antiinflamatuar ve immiinosupresif 6zelliklere sahip oldugu kabul edilen IL-12
ailesinin en son iiyesidir (Su et al. 2018). Iki alt birimden olusan heterodiomerik bir
sitokindir; IL-12a zinciri p35 (IL-12p35) ve IL-27p zinciri Epstein-Barr viriisii kaynakli
3 (EBI3) (Song ve Ma, 2016). Uyarilmis dogal T diizenleyici (Treg) hiicreler, 1L-35



iireten diizenleyici B hiicresi (i35-Breg) ve uyarilmis pan T hiicreleri (Xue et al. 2019)
dahil olmak {izere birkag hiicrenin IL-35 iirettigi bildirilmistir. Iki farkli immiinolojik
fonksiyon, IL-35'e baglidir; T hiicrelerinin ¢ogalmasinin baskilanmasi ve bu hiicrelerin
Treg hiicrelerine donlismesi (Collison er al. 2010). Bu islevler nedeniyle, IL-35'in
anormal regiilasyonunun, bagisiklikla iliskili hastaliklarda belirgin bir role sahip oldugu
ileri siiriilmiistiir. Ornegin, otoimmiin hastaliklar, kanser, viral ve bakteriyel
enfeksiyonlar (Zhang et al. 2019). HBV iizerine yapilan son calismalar, IL-35'in kronik
enfeksiyonlarin bagisiklik kaynakli hastaliklardaki roliinde kritik bir rol oynadigini
gostermektedir (Shi ez al. 2015; Shao et al. 2017).

1.1 Cahsmanmin Amaci

1- Irak'in Al-Muthanna Vilayeti'nde yasayan farkli yas gruplar ve farkli risk gruplari
arasinda HBV enfeksiyonlarina iliskin prevalansin, bazi molekiiler ve immiinolojik

parametrelerin belirlenmesi.

2- Irakli Hastalarda HBV genotiplerinin belirlenmesi.

3- IL-35 ile HBV enfeksiyonu arasindaki iliskinin aragtirilmasi.



2. LITERATUR OZETi

2.1 HBYV Genomunun Yapisi

Hepadnaviridae ailesinin bir {iyesi olan HBV, retroviriislere benzer 6zelliklere sahip
kiiciik bir DNA viriisiidiir (Ganem 2001). En yiiksek viriis konsantrasyonlar1 kanda
bulunsa da, meni ve tiikiirlik gibi diger viicut sivilarinin da HBV igerdigi gosterilmistir

(Gurung et al. 2018)

HBV genomu, kismen ¢ift sarmalli, yaklasik 3.2 kilobaz (kb) uzunlugunda, kiiresel
yapidan olugmaktadir. DNA ipliklerin 5' ucu ile viral polimeraz arasinda kovalent baglar
vardir (Gerlich ve Robinson 1980). HBV genomunun kiigiik kovalent olarak kapali
dairesel DNA'sindan (cccDNA) kopyalanan dort transkript bilinmektedir. Bu
transkriptlerin boyutlar1 sirasiyla 3.5 kb, 2.4 kb, 2.1 kb ve 0.7 kb'dir. Bu transkriptler,
HBYV yasam déngiisii ve karaciger hasarinda tanimlanmais rolleri olan polimeraz, HBcAg,
HBeAg, HBsAg (L, M, S yiizey proteinleri) ve HBx iiretmek tizere kodlanmaktadir
(Liang 2009).

Niikleokapsid, viral genom DNA'sinin tek kopyasina ve negatif zincirin 5' ucuna kovalent
olarak bagli viral polimeraz enzimine sahiptir ve 27 nm c¢apinda 240 viral kapsid
proteininin ikosahedral bir yapida diizenlenmesi ile olusur (Liang 2009; Blok et al. 2007).
Protein kinazlar da dahil olmak {izere baz1 hiicresel proteinler de niikleokapsid yapisinda
paketlenmektedir (Block ef al. 2007). HBV genomu asimetrik yapida olup iki zincirlidir.
Negatif zincir genom uzunluguna sahiptir, tamamlayici pozitif zincir farkli uzunluklarda

olabilir (Doo ve Ghany 2010).

Genom, cekirdek, yiizey, polimeraz, kor ve X proteinerini ifade eden dort agik okuma
cercevesinden (ORF) olugmaktadir (Sekil 2.1). Her bir ORF en az bir diger ORF ile
oOrtlisiir, polimeraz ORF digerlerinin hepsiyle ortiisiir ve her niikleotit en az bir ORF'nin
parcasidir. S, preSI ve pre SII ORF'lerin ¢evirisi, sirastyla ylizey proteinleri olan SHB,
MHB ve LHB'nin ifadesine yol agmaktadir (Li et al. 207/7). Dort promotdr (S, preSl,



preC/C, ve X) ve iki giiclendirici (Enhl ve EnhIl) ORF'lerle ortiismektedir (Bommel et
al. 2015).

Kismen dsDNA

Sekil 2.1 HBV'nin genomu

Tam eksi () sarmalli ve tamamlanmamis (+) sarmalli kismen c¢ift sarmalli DNA
(dsDNA). Dért agik okuma cergevesi (ORF) gosterilmektedir: e antijeni (HBeAg) ve
¢ekirdek proteini (HBcAg) kodlayan 6n ¢ekirdek/¢ekirdek (6n C/C); Polimeraz igin P
(ters transkriptaz), ylizey proteinleri i¢cin PreS1/PreS2/S (ii¢ HBsAg formu, kiigiik (S),
orta (M) ve biiyiik (L)) ve bir transkripsiyonel trans-aktivator protein i¢in X (Hu ve Seeger
2015).

2.2 Gen Uriinlerinin islevi

2.2.1 Yiizey proteini

HBYV ylizey proteini; kiigiik (SHB), orta (MHB) ve biiyiik (LHB) hiicresel lipid materyali

ile birlikte viral zarfi olusturmaktadir (Yan ve digerleri 2012). Hepatit B yiizey antijeninin



(HBs Ag) %85'ini olusturan SHB antijeni, olduk¢a immiinojeniktir ve konak¢inin
HBV'ye kars1 bagisiklik tepkisini tetiklemektedir. Alt viral partikiillerde dolasan fazla
ylizey proteininin, konak¢imin viriise karst immiinolojik tepkisini seyrelttigi
diistiniilmektedir. MHB nin aksine LHB, enfeksiyon ve viral morfogenez i¢in gereklidir.
Filamentlerin ve virionlarin HbsAg 'sinin %10-30 'unu temsil etmektedir. LHB,
hepatositlere viral giriste rol oynar, ancak bu suregte bircok SHB'ye de ihtiyac
duyulmaktadir (Ezzikouri et al. 2014).

2.2.2 Cekirdek proteini

Cekirdek proteini (C), niikleokapsidin ana yapisal bilesenidir. On C /C ORF, bir 6n
cekirdek/cekirdek fiizyon proteinine kopyalanir. Endoplasmik retikuluma giris sirasinda,
19 amino asit Golgi bélmesine taginirken 6n ¢ekirdek proteininin N-terminal ucundan bir
sinyal peptidaz tarafindan ayrilir, ek amino asitler Golgi i¢i proteazlar tarafindan C-
terminal ucundan cikarilir ve HBe antijeni olusturulur. Bu antijen seruma salgilanir.

HBe'nin biyolojik islevi heniiz ¢6ziilmemistir (Cheng et al. 2017).

2.2.3 Polimeraz (P) proteini

Polimeraz (P) dort alana sahiptir; goriiniir islevi olmayan bir ayirici bolge, ters
transkripsiyon aktivitesine sahip olan polimeraz alani; pregenomik viral RNA'nin ters
transkripsiyonu i¢in bir protein primeri olarak hizmet eden bir terminal alani ve ters
transkripsiyon sirasinda RNA sablonunun bozulmasindan sorumlu olan RNase H alani

(Ezzikouri et al. 2014).

2.24 X proteini

X proteininin (HBX) viral replikasyon i¢in gerekli olan rastgele bir transkripsiyon
diizenleyicisi oldugu gosterilmistir. Kendisini DNA'ya baglamasa da HBV
giiclendiriciler/promotorlerden ve onkogenler, sitokinler, biiyiime faktorleri ve hiicre

dongiisii kontrolii ve ilerlemesi, DNA onarimi, apoptotik hiicre 6liimii ile ilgili gesitli



genler dahil olmak iizere hiicresel genlerin promotorlerinden gelen transkripsiyonu
diizenler. HBX ayrica birkag sinyal transdiiksiyon proteini ve hiicre bilylimesi ve hayatta
kalma diizenleyicileri ile kompleksler olusturur. HBV regiilasyonu ve patogenezinde

merkezi bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Liu ez al. 2017).

2.3 Viral Hepatitin Klinik Ozellikleri

Viral hepatitin klinik 6zellikleri, mide bulantisi, kusma, istahsizlik, koyu renkli idrar ve
bazen karin sag iist kadran agrisinin eslik ettigi genis bir semptom yelpazesine sahiptir.
Ates, miyalji, bas agris1 ve artraljiyi genellikle hastaligin baslangicin1 gosteren
semptomlardir. Epidemiyolojide kanitlar bulunsa da klinik olarak etiyolojik faktorii

belirlemek miimkiin degildir (Kudesia and Wreghitt 2009).

Hepatit B ve Hepatit C enfeksiyonlarinin benzer belirtilere sahip oldugu ve genel olarak
cocukluk ve ergenlik doneminde belirti gostermedigi bilinmektedir (Karnsakul ve
Schwarz 2017). Hepatit B ve C viriis enfeksiyonuna sahip yetiskinlerin yaklasik olarak
%50 ila %70'1 semptomsuz bir enfeksiyon gegirebilir. Asemptomatik enfeksiyon gosteren
kisilerde (Kudesia ve Wreghitt 2009) serum aminotransferazlarinda yiikselmeye
goriiliirken, karaciger histopatolojisinde minimal degisiklikler goriiliir. Iltihaplanma ve

fibroz, siroz riskini artirmaktadir (Karnsakul and Schwarz 2017).

Hepatit B’nin kulucka siiresi 3-4 ay arasinda degisir ve bu hastalarin cogunda HBsAg 6
ay i¢inde kaybolur, karaciger fonksiyonlarinda diizelme meydana gelir (Kwon et al.

2016).

Hepatit B'nin klinik seyri, viral replikasyon ile hastanin bagisiklik sistemi arasindaki iliski
tarafindan kontrol edilir; burada dogustan gelen ve kazanilmis bir bagisiklik sistemi
tarafindan iiretilen antiviral sitokinler araciligiyla HBV DNA klirensi vardir (Ozaras ve

Tahan 2018).



2.4 HBYV Enfeksiyonunun immiinopatogenezi

Genel olarak, viral enfeksiyona karsi bagisiklik yanitlar1 dogustan gelen bagisiklik
(fagositlerin, tamamlayici ve dogal 6ldiiriicti hiicrelerin aracilik ettigi) ve kazanilmis
bagisiklik (antijenlerin 6zelliklerini, 6zgiilliiglinii ve cesitliligini gdsteren) olmak {izere

ikiye ayrilir (Rosenberg 1999).

Bagisiklik sistemi, oldukea replikatif olan HBV ile enfeksiyonu baglangicta tantyamaz.
Hiicresel immiin yanit, viral replikasyonu baskilamak ve hepatositlerde bulunan ve akut
hepatite neden olan HBV'yi uzaklastirmak i¢in daha sonra aktive olmaktadir (Gerlich

2013).

Akut HBV enfeksiyonunun inkiibasyon siiresi; viral inokulum boyutuna, bagisiklik
yanitinin giiciine ve viriisiin konake1 reseptorlere baglanma yetenegine bagli olarak 2-24
hafta arasinda degismektedir. Akut hepatit B viriisii enfeksiyonunun klinik semptomlari,
enfekte hastalar arasinda; virilisiin susu, viral inokulum, konagin bagisiklik durumu ve

yasina bagh olarak degisiklik gostermektedir (Ozaras and Tahan 2019).

HBsAg, serumda akut HBV'de 1 ile 10 hafta i¢inde ortaya ¢ikan ilk serolojik belirtectir
(Song ve Kim 2016) ve HBsAg, akut viral hepatit B olgularinda 2-6 ay ig¢inde
kaybolurken (Ozaras ve Tahan, 2019), bu belirtecin 6 aydan fazla devam etmesi kronik
HBYV oldugunu gostermektedir (Kao et al. 2002). IgM anti-hepatit B ¢ekirdegi (anti-HBc¢)
HBsAg'den 1-2 hafta sonra ortaya ¢ikar (Ozaras ve Tahan, 2019), bu durumda 400
ng/mL'yi agsan hepatoseliiler karsinom i¢in bir belirte¢ olarak Alfa-fetoprotein (AFP)
kullanilir (Liang 2009). Kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarin iigte birinde siroz veya
hepatoseliiler karsinom gelisebilmektedir. Olusan kronik hepatit B'nin belirleyicileri
virlise (HBV genotipi, HBV DNA seviyeleri, bazi HBV mutasyon paternleri) ve
konakgiya 6zgiidiir (cinsiyet, genetik yapi, yas, bagisiklik durumu) (Liang 2009).



2.5 HBV'nin Epidemiyolojisi

HBYV, diinyada 6zellikle gelismekte olan iilkelerde kronik hepatit hastaliklarinin en sik
nedenidir. HBV enfeksiyonunun prevalansi bir lilkeden digerine degismektedir (Shepard

et al. 2006).

HBV enfeksiyonu akut ve kronik inflamasyona ve karaciger kanserine yol acabilir
(Schidler ve Hildt 2009). Diinyada yaklasik 350-400 milyon kisinin, kronik HBV
tasiyicisi oldugu tahmin edilmektedir (Kao et al. 2002) ve her y1l 620.000'den fazla kisi,
komplikasyonlar nedeniyle 6lmektedir (Gerlich 2013).

HBYV bulagmasi baglica, asemptomatik tasiyicilarin kani ile dogrudan temas, intravendz
ilaglarin aliminda ortak enjektor kullanimi, kan transfiizyonu ve cinsel iliski yoluyla
gerceklesir (Tarky et al. 2013). Bes yasindan kiigiik cocuklarin %30 ila %90'inda HBV’ye
maruz kaldiktan sonra kronik enfeksiyon gdzlenmistir. Ote yandan, HBV’ye maruz kalan
yetiskinlerde, vakalarin yalnizca %2 ila %5 oraninda kronik HBV tastyicisi olduklari
gozlenmistir (Lee et al. 2006). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan HBV iilkeler icin diisiik
endemik <%2, orta endemik %2-8 veya yiiksek endemik>%8 olarak smiflandirilir (DSO
2004).

Irak'ta HBV prevalanst %1 civarindadir (Hussein, 2015; Hussein et al. 2017). Su anda
400 milyon kisinin viriisle enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Cogu asemptomatiktir ve
kisiler hastaliklarinin farkinda degildirler (Shepard ef al. 2006). Bu, Irak gibi gelismekte

olan iilkelerde gelisen saglik sistemlerine ekstra yiik getirmektedir.

2.6 Hepatit B Genotipleri

HBV genom niikleotit cesitliligi, antiviriis tedavisine yanitta bir farkliliga neden olur.
HBYV, tam genom dizisinin %8'den fazlasindaki farka dayali olarak 8 genotipe (A'dan
H'ye) smiflandirilir (Guirgis et al. 2010). Bu genotipler farkli cografi dagilima sahiptir.
A ve D genotipleri Avrupa, Rusya, Hindistan ve Kuzey Asya'da daha yaygindir; B ve C



genotipleri Dogu Asya ve Avustralya'da daha yaygindir; H, F ve G genotipleri ise daha
¢ok Orta ve Giiney Amerika'da dagilmistir (Guirgis et al. 2010).

HBV genotipi, tedavi yaniti, hastalik prognozu ve karaciger sirozu ve hepatoseliiler
karsinom gelisimi ile iligkili oldugundan 6nemli bir gen tipi olarak kabul edilmektedir
(Liu ve Kao 2006; Sen ve digerleri 2008; Toan ve digerleri 2006; Huang ve digerleri
2008). Irak'ta yapilan ¢aligmalarda akut ve kronik HBV enfeksiyonlarinda genotip D'nin
baskin genotip oldugu oldugu bildirilmistir (Dawood et al. 2019; Abdulrazaq and AL-
Azaawie 2017).

2.7 Interlokin (IL-35)

IL-35, IL-12 ailesine ait yeni tanimlanmuisg bir sitokindir ve diizenleyici T (Treg) hiicreleri
ve diizenleyici B (Breg) hiicreleri tarafindan salgilanan gii¢lii bir immiinsiipresif

sitokindir (Xiang and Xie 2015).

IL-35'in proinflamatuar sitokinler tizerindeki etkisinin HBV'nin patogenezinde yer aldig1
bildirilmistir. Calismalarda 1L-35 stimiilasyonunun, PBMC'ler (periferik kan
mononiikleer hiicreler) tarafindan {iretilen interferon gama (IFN-g), IL-1b, IL-6 ve IL-8
konsantrasyonlarint 6nemli 6lgiide azalttig1 ve IL-35'in HBV'ye kars1 sitokinlerin neden

oldugu antiviral bagisiklig1 inhibe ettigi gosteririlmistir (Shao et al. 2017).

Ayrica ¢alismalarda, IL-35'in, HBV klirensini etkileyen ve HCC'nin patogenezini modiile
eden HBV'ye 6zgii CTL (sitotoksik T lenfosit) yanit1 iizerinde inhibe edici etkiler
gosterdigini gosterilmistir (Li ef al. 2015; Xiang and Xie 2015; Xue et al. 2019).

2.8 IL-35'in Biyolojik Ozellikleri



IL-12, ortak alt birimler ve reseptorler iceren a zincirinden (p35) ve p40 ve Epstein-Barr
viriisii kaynakli gen 3'i (EBI3) iceren B zincirinden olusan heterodimerik bir sitokindir
(Sekil 2.2) (Bastian et al. 2019). IL-12 ailesi liyeleri benzer alt birim yapilarini paylagsalar
da 6nemli 6lgiide farkli biyolojik 6zelliklere sahiptirler. IL-12 ailesinin diger {iyelerinden
farkli olarak, IL-35 giiclii immiinostipresif 6zellikler gostermektedir (Collison ez al. 2007;
Niedbala et al. 2007).
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Sekil 2.2 1L-12 ailesi sitokini

IL-12 ailesi sitokin alt birimlerinin bilinen bes liyesi ve bunlara karsilik gelen reseptor alt
birimleri. IL-12 ailesi, p19, p28 ve p35'ten olusan bir a zincirinin ve p40 ve EBI3'ten

olusan P zincirinin farkli montaji ile karakterize edildi.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Malzemeler

3.1.1 Ekipmanlar

Bu calismada kullanilan ekipman ve aletler Cizelge. 3-1'de listelenmistir.

Cizelge 3.1 Ekipman ve aletler

No. Uriin Ad1 Model Sirket Mensei
1 ELISA EL 800 Biotek Amerika Birlesik
Devletleri
2 Hassas terazi ABS/ABJ Kern Almanya
3 Otoklav DE-23 Systec Almanya
4 Otomatik su Zd-1 K&K Gtiney Kore
distile cihazi Scientific
5 Santrifiij CLO008 Cypress Belgika
Diagnostics
6 uv PTRQ Tayvan
Transilluminator
sistemi
7 Yatay Mupid-One Mupid Japonya
elektroforez
sistemi
8 Biyogiivenlik Be-11b Magnehelic Amerika Birlesik
kabini Devletleri
9 Etiiv LEO-080F DAIHAN Kore
Lab Tech
10 | Mikrodalga firin LMH2235ST LG Kore
11 Mikrosantrifiij Mikro 120 Hettich Almanya
12 Mikropipet 100-1000 pl, 50-200 Nanolytik Almanya
pl, 0.5-10 pl
13 Termo TC-3000 Labnet Japonya
dongiileyici
14 Dikey Serie 4 Bosch Birlesik Krallik
dondurucu
15 PCR i¢in UV GLE-UVSC SCI-PLAs Birlesik Krallik
Sterilizasyon
Kabini
16 Vorteks LVM-202 LabTech Kore
17 Su banyosu LWB-111D LabTech Kore

3.1.2

Kitler ve reaktifler
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Bu ¢aligmada kullanilan ticari kitler ve reaktifler Cizelge 3.2'de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2 Ticari Kitler ve Reaktifler

No. Uriin Ad1 Kit kodu Sirket Mensei
1 IL-35 ELISA kiti E0042Hu BT Lab Cin
2 Niikleik Asit izolasyon kiti FAVNK 001-1 | Favorgen | Tayvan
3 Q5® Yiiksek Dogrulukta 2X Ana Karigim M0492S BioLabs | Ingiltere
4 100bp DNA merdiveni N3231S BioLabs | Ingiltere

3.1.3 Kimyasallar

Bu calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 3.3'te listelenmistir. Bu ¢calismada kullanilan
tiim kimyasal {rtinler, tehlikelere maruz kalmayi kontrol etmek i¢cin MSD (malzeme
giivenlik verileri) sayfasindaki veya kaplardaki kimyasal giivenlik talimatlarina gore

kullanilmuistir.

Cizelge 3.3 Kullanilan kimyasallar

No. Uriin Adi Sirket Mensei
1 Agarose US biological Amerika Birlesik Devletleri
2 DNA/RNA dekontaminasyon Bio-world Amerika Birlesik Devletleri
Spreyi
3 Etanol %70 AMRESCO Amerika Birlesik Devletleri
4 Etanol %100 Scharlab S.L. Ispanya
5 Etidyum bromiir Bio-world Amerika Birlesik Devletleri
6 Niikleaz icermeyen su Bio-world Amerika Birlesik Devletleri
7 TBE (Tris-borat-EDTA) Dongsheng biotech Cin
tampon
8 DNA yiikleme boyasi Dongsheng biotech Cin

3.1.4 Primer tasarimi

HBV'nin DNA polimeraz-ters transkriptazi (polimeraz (P), DNA sentezine baslangic
yapmak i¢in terminal protein (TP), bir ara bolge, ters transkriptaz (RT) ve riboniikleaz H
(RNaseH) olmak iizere dort boliimden olusur. Bir dizi primer ¢ifti, RT'nin uzunluk
dizilerinin DNA fragmanini ¢ogaltmak i¢in tasarlanmistir (Yongqing et al. 2016) (Sekil
3.1). PCR su sekilde yapilmistir: 94°C, 3 dakika: 94°C 30 saniye :56°C, 50 saniye: 72°C,
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50 saniye, 35 saniye: 72 °C 10 dakika. Tiim PCR primerleri, Cizelge 3.4'te gosterildigi
gibi amplifikasyon ve DNA dizilimi i¢in tasarlanmistir. Her primer, 100 pmol/ul'lik bir

stok konsantrasyonuna seyreltildi ve bir sonraki adim i¢in -20°C'de tutuldu.

PCR, iireticinin tavsiyelerine gore Q5® Yiiksek Dogrulukta 2X Ana Karisim (BioLabs,
Ingiltere) ile gerceklestirildi. Primer ¢iftleri ile cogaltilan PCR iiriinleri, jel saflastirmasi

icin %1.2 agaroz jel lizerinde elektroforeze tabi tutuldu ve -70°C'de saklandi.

Terminal | 4v,yc, POL/RT F
Proteini
- 1 183 349(rtl) 692(rt344) 845 aa
amino asit
1I(F
nukleotid
FESS e
130 1302 temel
s
B R

Sekil 3.1 Hepatit B viriisii DNA POL/RT uzunlugunun polimeraz zincir reaksiyonu
amplifikasyonu i¢in primerlerin yeri

(A) 7 alan bolgesi igeren polimerazin RT bolgesinin sematik yapisi. (B) Tasarlanan
astarlarin yeri. RT bolgesinin 130 ila 1302 baz ¢ifti i¢in niikleotit dizisi, NCBI Referans
Dizisinden (Erisim No. NC _003977) ¢ikarilir.

Cizelge 3.4 PCR ve dizileme primer seti

Astar Niikleotit Dizisi
PCR Primer F 5-CTGCTGGTGGCTCCAGTT-3
R 5- GCTAGGAGTTCCGCAGTATGG-3
F 5-CTGCTGGTGGCTCCAGTT-3
Siralama Primer R 5- GCTAGGAGTTCCGCAGTATGG-3

3.1.5 Deney tasarimi
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Calismanin deneysel modeli sekil 3.2°de 6zetlenmistir.

Numune Sayis1
(n=150)

) ) HBYV Hastalar1 (n=120)
Viral DNA Ekstraksiyonu

(n=10) Kontrol (n=30)

v |

HBV'nin Polimergz Genini
Cogaltmak I¢in

Konvansiyonel PCR IL-35 Olgtimii

v )

DNA dizilimi

(Sanger Yontemi ile) Sonug Analizi

\

Biyoinformatik

Sekil 3.2 Arastirmanin deneysel modeli

3.2 Yontemler

3.2.1 Tamponlarin ve reaktiflerin hazirlanmasi

3.2.1.1 Tris- borat- EDTA (TBE) tamponu

14



TBE tamponu (10X), (Dongsheng, Chinna) tarafindan saglanmistir. Bu ¢ozelti, verilen
TBE-10x tamponunun 100 ml'si alinacak, 900 ml distile su ile iki dakika karistirilarak
homojen bir TBE (1X) tamponu elde edilerek hazirlandi1 ve agaroz jel elektroforezi i¢in

kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklandi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Jel Elektroforezi

3.2.1.2 %1 Agaroz jel hazirlanmasi

100 mL 1X TBE igeren bir behere bir gram agaroz eklendi. Karigim mikrodalga firinda
¢oziinene kadar 1sitildi. Daha sonra beher ¢ikartild1 ve agaroz karisimi karigtirildi. Beher
tekrar mikrodalga firma koyuldu ve kaynama saglandi, hi¢ kabarcik olugmadiginda
firindan ¢ikarildi. Agaroz yaklasik 50°C'ye kadar sogumasi i¢in bekletildi ve ardindan her
100 mL agaroz jeli i¢in 2.5 mikrolitre TBE X10 ¢ozeltisinden etidyum bromid eklendi
(Sambrook ve Russell 2001).
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3.2.1.3 PCR primerleri

1. Liyofilize primer tiipleri, peletlenmis oligoniikleotidin kaybolmasini 6nlemek i¢in
acilmadan 6nce dondiiriildii, ardindan her bir PCR primeri i¢in 100 uM (mikromolar)
stok primer ¢ozeltisi nihai konsantrasyonuna ulasana kadar niikleaz igermeyen su

ilave edilerek primerler yeniden siispanse edildi.

2. Her PCR prime icin etiketli ayri, yeni, steril ve niikleaz igermeyen, 1 ml'lik
mikrosantrafiyj tiipti, 10uM calisma sollisyonu olusturmak iizere her bir primer stogu

icin 10 pl'ye 90 pl (mikrolitre) niikleaz icermeyen su eklenerek seyreltildi.

3. Her bir primerden esit miktarda etiketli mikrosantrifiij tiipiine eklenerek karigim
primerini hazirlandi, tim hacim yukar1 ve asagi1 10 kez pipetleyerek iyice karistirildi

ve saklama i¢in -20 C°'de tutuldu.

3.2.2 DNA ekstraksiyonun sterilizasyonu

Steril durumda olmas1 gereken tiim plastik esyalar, cam esyalar ve aletler 20 psi'de 15
dakika otoklavlandi. Pipet uglar1 ve mikrosantrifiij tiipleri otoklavda 1,5 atmosfer
basingda 15 dakika sterilize edildi. Kabin %70 etanol ile silindi ve ardindan ¢alisma
ylzeyinin niikleaz aktivitesini temizlemesine ve uzaklastirmasina izin vermek igin

calismaya baslamadan 6nce niikleaz dekontaminasyon spreyi uygulandi.

3.3 Ornekleme

3.3.1 Ornek koleksiyon

Calismaya dahil edilen kisiler Mayis-Eyliil 2022 tarihleri arasinda Al-Muthanaa

Eyaletindeki halk saglig1 laboratuvari, diyaliz merkezi, talasemi merkezi, kan bankasi ve
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Al-Hussain Egitim Hastanesi'ne gelen hastalardan secildi. 5 cc'lik siringa ve igne
kullanilarak hastalardan 5 mL kan alindi. Tam kan 6rnekleri (n=150), HBV'li 120 hasta
(67 erkek ve 53 kadn) ile farkli yas gruplarinda (20-75 yas) 30 saglikli kontrol (18 erkek
ve 12 kadin) grubu olarak ayrildi. Hepatit B viriisii, qPCR teknigi ile 6l¢lilmiis pozitif ve
negatif numuneler tespit edilmistir. Hasta grup, hastane klinik testlerine gore kronik ve

akut olarak siniflandirildi.

Serumlar1 ayirmak igin kan &rnekleri 1500 devirde 3 dakika santrifiij edildi. Orneklerin
serum IL-35 seviyeleri IL-35 ELISA kiti kullanilarak 6l¢iildii. Viral DNA, PCR ve

sekanslama teknikleri ile belirlenen serum 6rneklerinden ve genotiplerden izole edildi.

3.3.2 Veri toplama

Her hasta tarafindan bir veri koleksiyonu hazirlandi ve kullanildi. Yas, medeni durum,
kan transfiizyonu Oykiisii, dis prosediirleri dykiisii, cerrahi operasyon Oykiisii, dovme

gecmisi dahil olmak {izere veriler yliz yiize goriigmeler yoluyla toplandi.

3.4 Serum IL-35 Diizeylerinin Ol¢iimii

Orneklerin serum IL-35 seviyeleri, IL-35 ELISA kiti (BT Lab Bio assay Technology
Laboratory (Shanghai, China) cat no. EO0O42Hu) kullanilarak kit protokollerine gore
kullanilarak 6lgtldii. IL-35 seviyeleri, standart bir egriye dayali olarak hesaplandi.

3.4.1 IL-35 ELISA Kkitinin test prensibi

Bu kit bir Enzime Bagli Immiinosorbent testidir (ELISA) (Sekil 3.4). Plaka, insan IL-35
antikoru ile 6nceden kaplanmistir. IL-35 eklendi ve kuyucuklarda kaplanmis antikorlara
baglandi. Daha sonra biyotinlenmis insan IL-35 antikoru eklendi ve numunedeki IL-35'e
baglanmaktadir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklendi ve Biyotinlenmis IL-35
antikoruna baglandi. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama

asamas1 sirasinda yikandi. Daha sonra substrat soliisyonu eklendi ve insan IL-35 miktari
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ile orantili olarak renk gelisti. Reaksiyon, asidik stop soliisyonu eklenerek sonlandirildi

ve absorbans 450 nm'de Sl¢iildii.

Sekil 3.4 IL-35 ELISA kiti

3.5 Serum Orneklerinden Viral DNA Ekstraksiyonu

FavorPrepTM M Viral Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti I (Favorgen Biotech (Tayvan) kat
no. FAVNK 001-1) (Sekil 3.5) kullanilarak asagidaki adimlar izlenerek viral DNA
ekstrakte edildi:

1. 140 pl numune (serum) bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

2. Omege 570 pl VNE Buffer eklendi, vorteksleyerek iyice karistirildi ve oda sicakliginda
10 dakika inkiibe edildi.

3. 570 pl etanol (%96~100) numune karisimina ilave edildi, vorteksleme ile iyice

karistirildi.
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4. Bir VNE kolonu, bir toplama tiipii ile birlestirildi. 700 pul numune karigimi (etanol
eklendi) VNE Kolonuna aktarildi, 8.000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi ve ardindan akis
atild1.

5. Numune karigiminin geri kalani1 (etanol eklendi), VNE Kolonuna aktarildi, 8,000 x g'de
1 dakika santrifiijlendi, VNE Siitunu, yeni bir toplama tiipii ile birlestirildi.

6. VNE Kolonuna 500 pl yikama tamponu 1 (etanol eklendi) eklendi, 8.000 x g'de 1

dakika santrifiijlendi ve ardindan akis atild1.

7. VNE Kolonuna 750 pl yikama tamponu 2 (etanol eklendi) eklendi, 8.000 x g'de 1

dakika santrifiijlendi ve ardindan akis atild1.

8. Yedindi basamak tekrar edildi. VNE siitununa 750 pl yikama tamponu 2 (etanol
eklendi) eklendi, 8.000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi ve ardindan akis atildi. VNE

Kolonu, kullanilmis toplama tiipii ile birlestirildi.

9. VNE kolonunu kurutmak i¢in 3 dakika daha tam hizda (~18.000 X g) santrifiijlendi.

10. VNE Kolonu, bir eliisyon tiipii ile birlestirildi. VNE Kolonunun membran merkezine

50 pl dnceden 1sitilmis RNaz icermeyen su ilave edildi. VNE Siitunu 2 dakika bekletildi.

11. Niikleik asidi ayristirmak i¢in 2 dakika santrifiijlendi.

12. Nikleik asit -70 °C'de saklandi.

Sekil 3.5 Viral DNA Ekstraksiyonu islemi

3.6 PCR amplifikasyonu
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Ekstre edilen DNA, primerler ve PCR 6n karisimi vortekslendi ve santrifiijlendi. PCR
karisimi, toplamda 50 pL hacimde, 25 pL PCR premiksi i¢eren bir sekilde hazirlandi. Her
bir primerden 2,5 uL ve sablon DNA'dan 5 pL kullanildi. Hacim, niikleaz igermeyen su
eklenerek 50 uL'ye tamamlandi. Cizelge 3.5’te gosterilmektedir.

Cizelge 3.5 PCR reaksiyonunun bilesenleri

Bilesenler Reaksiyon Hacmi Nihai Konsantrasyon
Q5 Yiiksek Dogrulukta 2X Ana Karigim 25 uL 1X
10 pM {leri Primer 2.5uL 0.5 uM
10 uM Ters Primer 2.5ulL 0.5 uM
Sablon DNA's1 degisken < 1,000 ng

Niikleazsiz Su

50 uL’ye kadar

Tiipler PCR’a koyuldu. Kapagi kapatildi ve PCR kosullarin1 gosteren Cizelge 3.6'y1 takip

eden amplifikasyon programi ¢alistirildi.

Cizelge 3.6 PCR programi reaksiyonu

PCR adim Sicakhik Zaman Dongii
numarasi

[k Denatiirasyon 98°C 30 saniye
Denatiirasyon 98°C 10 saniye

Eslestirme 67°C 30 saniye 35
Eklenti 72°C 30 saniye
Son Uzatma 72°C 2 dakika

Tutmak 4-10°C - —

Tutmak :Sogutma Amplifikasyon dongiileri tamamlandiktan sonra, termal

dongiileyiciden ¢ikarilmadan Once reaksiyonu stabilize etmek i¢in daha diisiik bir
sicaklikta (6rn. 4-10°C) bir sogutma veya bekletme adiminin olmasi yaygin bir durumdur.
Bu, amplifiye edilmis DNA iiriinlerinin herhangi bir olast bozulmasini 6nlemeye

yardimci olabilir.

3.6.1 Konvansiyonel PCR iiriin analizi

PCR iiriinii, agagidaki adimlara gore agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi:
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1. Agaroz jel %1, 1X TBE (100 pl) kullanilarak ve (1 g) icinde ¢oziilerek hazirlandi,
ardindan 2 dakika mikrodalgaya konuldu. Daha sonra oda sicakliginda sogumaya

birakildi.

2. Agaroz jel soliisyonuna 2.5 pl Ethidium bromide boyasi eklendi.

3. Sabit taraftaki uygun konuma sabitlenmis tarak sonra agaroz jel ¢ozeltisi tepsiye
dokiildii, ardindan oda sicakliginda 15 dakika katilasmaya birakildi. Daha sonra tarak
nazikge tepside ¢ikarildi ve her bir tarak yuvasina 5 ul PCR iiriinii eklenirken bir yuvaya

3.5 ul (100bp Merdiven) eklenmistir.

4. Jel tepsisi elektroforez haznesine sabitlendi ve 1X TBE tamponu ile dolduruldu. Daha

sonra 100 voltta 15 dakika voltaj uygulandi, ardindan 40 dakika 50 volta disiirtildii.

5. Konvansiyonel PCR iiriinii 1230 bp, UV transilliminatdr sistemi kullanilarak

goriintiilendi.

3.6.2 PCRiiriinlerinin jel elektroforezi

PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Kii¢iik hacimlerde (5-10 pl) PCR
tirtinleri, 1 gm agaroz 100 ml TBE tamponu iceren %1 (w/v) agaroz jelleri kullanilarak
ayrildi. PCR firiinleri 6x ylikleme boyasi ile karistirildi. 100 bp'lik bir DNA merdiveni
(BioLabs) (3,5 pl merdiven, numunelerin gociinii izlemek ve PCR {irtinlerinin boyutunu
belirlemek i¢in) bir molekiiler isaretleyici olarak kullanildi. Jeller 100V'ta 15 dakika
calistirlldi, ardindan 40 dakika 50V'a diisiiriildii. Bantlar daha sonra bir UV

transilliiminator sistemi kullanilarak gorsellestirildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 PCR amplifikasyonu

3.7 Siralama

DNA polimeraz gen dizilemesi i¢in 10 adet konvansiyonel PCR {iriinii 6rnegi, genetik
analizor tizerinde ileri ve ters primerler kullanilarak ve Sanger dizileme yoOntemi

kullanilarak hizmet alimi ile yapildi.

3.8 Biyoinformatik

3.8.1 Coklu sekans hizalama

Yerel Hepatit B viriisii klonlarinda (No.1-No.10) ve NCBI-Genbank Hepatit B viriisii
klonlarinda kismi Hepatit B viriisii polimeraz dizisinin ¢oklu dizi hizalama analizi
(MEGA 6.0, ¢oklu hizalama analiz araci), ve ClustalW hizalama analizi kullanildi
(Alestig et al. 2001).

3.8.2 Filogenetik agac¢ analizi

Yerel Hepatit B viriisii klonlar1 ve NCBI-BLAST Hepatit B viriisii klonlar1 arasindaki

genetik iliskinin incelenmesi i¢in kullanilan Hepatit B polimeraz geni kismi dizisine
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dayanan filogenetik aga¢ analizidir. Filogenetik aga¢, Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean (UPGMA agaci1) kullanilarak (MEGA 6.0 siiriimiinde) olusturuldu
(Yu et al. 2010).

3.9 istatistiksel Analiz

Tiim sonuglarin analizinde MiniTabl8 yazilimi ve Microsoft Excel kullanilmistir.
ANOVA test, gruplar arast farkliliklar1 test etmek i¢in kullanilmistir. Karsilastirmali
analizler Ki kare testi kullanilarak yapilmistir. 0.05'ten kiigiik p p degeri anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hastalar

Toplam 150 hastadan toplanan serum 6rneklerinden HVB grubunu olusturan 120 hasta
icin HBV pozitifligi test edildi. HBV ile enfekte ¢aligma hastalarinin klinik 6zellikleri
Cizelge.4.1 'de verilmektedir.

Cizelge 4.1 HBV ile enfekte ¢alisma hastalarinin klinik 6zellikleri

Degiskenler Say1 Yiizde %
Hastalik durumu Akut 36 30
Kronik 84 70
Cinsiyet Erkek 67 56
Kadn 53 44
Medeni durum Evli 102 85
Bekar 18 15
Kan nakli Yes 10 8
Hayir 110 92
Cerrahi operasyon Evet 20 17
Hay1r 100 83
Dis prosediirleri Evet 33 27.5
Hayir 87 72.5
Dovme Evet 14 12
Hayir 106 88
Cinsiyet
80
70
60
- 50
H Kadin - 40
H Erkek - 30
- 20
- 10
T - 0

Erkek Kadmn

Sekil 4.1 Cinsiyete gére HBV hastalari
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Cizelge 4.2 HBV hastalariyla iliskili klinik faktorlerin ki-kare analizi

Degisken Grup Sig.
Hasta Kontrol Toplam . p-degeri
Cinsiyet Say1 % Say1 % Say1 %
Erkek 67 56 18 60 85 56.7 | 0.1697 | 0.680393
Kadin 53 44 12 40 65 43.3
Toplam | 120 | 100 30 100 150 100
Yas 20Y 24 20 7 233 31 233 | 0.2665 | 0.875264
30-40Y 66 55 15 50 81 27.1
>50Y 30 25 8 26.6 38 25.3
Toplam | 120 | 100 30 100 150 100

4.2  1IL-35 Sonuglari

IL-35 konsantrasyonu, ticari IL-35 ELISA kitleri (BT Lab

Laboratory (Shanghai, China) ile 6l¢iildii.

IL-35'in HBV enfeksiyonu siirecinde bir rol oynayip oynamadigini arastirmak i¢in dnce
HBYV hastalarinda IL-35'in serum konsantrasyonlarini belirledik. HBV hasta grubundaki

serum IL-35'in kontrol grubuna gdre anlamli olarak diisiik olmasi, IL-35 ile HBV

enfeksiyonu arasindaki potansiyel iligkiyi diistindiirmektedir.

Ayrica IL-35'in serum seviyesi kronik HBV hastalarinda sirasiyla akut ve saglikli kontrol

ile karsilastirildiginda 6nemli dl¢giide azalmistir (Sekil 4.2: Cizelge 4.3).
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IL-35 serum diizeylerinin
a * E Kontrol
. B Akut HBV
E Kronik HBV
25
2
1.5
o]
! 8
D
Kontrol Akut HBV Kronik HBV

Sekil 4.2 Akut ve saglikli kontrol ile karsilastirildiginda kronik HBV hasta grubunda IL-
35 serum diizeylerinin kutu grafigi

Cizelge 4.3 Kronik HBV hastalarinda, akut ve saglikli kontrolde serum IL-35 diizeyi i¢in

ANOVA test sonuglari

Kaynak SS df MS
Gruplar arasinda 5.034 2 2.517 F=17.45443
Tek grup i¢inde 21.198 147 0.1442

Toplam 26.232 149

* f oran1 degeri 17,45443'tiir. p degeri <.00001'dir. Sonug, p <.05'te anlamlidir. (ss-kare

toplami, df-derece serbestlik, ms- ortalama kare).

4.3 HBV'nin Molekiiler Calismasi

4.3.1 Serum drneginin viral DNA ekstraksiyonu

Viral Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti kullanilarak yapildi. Sekil 4.3'te gosterildigi gibi

agaroz jel elektroforezi iizerinde migrasyon yoluyla viral DNA verim degerlendirmesi

26



icin HBV hastasinin serum 6rneklerinden (n=10) viral DNA ekstrakte edilmistir. Serum
orneklerinden viral DNA izolasyonu %1 agaroz jelde 100 voltta 15 dakika elektroforez

ile yapildu.

Sekil 4.3 Agaroz jel iizerinde Viral DNA izolasyonu

4.3.2 HBV'nin DNA polimeraz genlerinin PCR amplifikasyonu

HBV'nin DNA polimeraz genleri spesifik forward ve reverse primerler kullanilarak
amplifiye edildi. PCR {iriiniiniin molekiiler agirlig1 agaroz jel lizerinde ayrildi (Sekil 4.4).
PCR iiriinleri %I 'lik agaroz jel uzerinde 100 voltta 15 dk ayrild1 ve daha sonra 40 dk 50

volta diisiirtildii.

Sekil 4.4 PCR iiriinleri %1'lik agaroz jel lizerinde
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4.4 Irakh Hastalarda HBV Genotiplerinin Belirlenmesi

Hepatit B viriisii, tam genom dizisinin % 8'den fazlasindaki farka dayali olarak 8 genotipe
(A'dan H'ye) siiflandirilir (Guirgis, B.S. et al. 2010).Genotipler, Alt Tip A dahil olmak
tizere 8 HBV alt tipi i¢in 23 HBV genomik DNA referans sekansi iceren NCBI
veritabaninda (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping) bulunan HBV sekanslari
kullanilarak analiz edildi ( Erisim No. X02763, X51970, AF090842), Alt Tip B (Erisim
No. D00329, AF100309, AB033554), Alt Tip C (Erisim No. X04615, M12906,
ABO014381), Alt Tip D (Erisim No. X65259, M32138, X85254), Alt Tip E (Erisim No.
X75657, AB032431), Alt Tip F (Erisim No. X69798, AB036910, AF223965), Alt Tip G
(Erisim No. AF160501, AB064310, AF405706) ve Alt Tip H (Erisim No. AY090454,
AY090457, AY090460). (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5 HBV genotip analizi
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DNA polimeraz genlerinin PCR iiriinleri kullanilarak yapilan genotipleme, Al-Muthanaa,
Irak'tan 10 vakada genotiplerin (A, B, C, D, E ve H) mevcut oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Genotip D'nin baskin genotip oldugu gosterilmistir. (Sekil 4.5, Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Irakli hastalarda HBV genotipinin dagilimi

Genotip Yiizde
D (Saf + Karisik) 47%
A (Saf + Karigik) 22%
H (Karisik) 13%
B (Saf + Karisik) 9%
E (Saf + Karigik) 5%
C (Karigik) 4%

mD
EA
" H
EB
mE
uC

Sekil 4.6 Hastalarda HBV genotipinin dagilimi

4.5 Filogenetik Analiz

Deoksiriboniikleik asit (DNA) dizileme analizi sonuglari, filogenetik aga¢ analizine
dayali Hepatit B viriis klonlarini ve yerel Hepatit B viriis klonlar1 ile NCBI-Blast Hepatit
B viriisii arasinda (MEGA 6.0) kullanilarak Clustal W hizalama analizini igermektedir.
Lokal Hepatit B viriisii klonlarinda (No.1-No.10) ve NCBI-Genbank Hepatit B viriisii
klonlarinda (No.11-No0.20) kismi Hepatit B viriisii polimeraz dizisinin ClustalW
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kullanilarak ¢oklu dizi hizalama analizi (MEGA 6.0, ¢oklu hizalama analiz araci). Yerel
hepatit B viriisii klonlar1 ile NCBI-Genbanck hepatit B viriisii klonlar1 arasindaki
polimeraz niikleotid dizilerindeki ¢oklu dizilim analizi benzerligi (*), gosterildigi gibi bos

ylizey polimeraz niikleotit dizileri bir farkliliga (mutasyon) isaret etmektedir (Sekil 4.6).

101
180
ds
4sgd
5,505
(X}
157
8508
9,509
10510
1NZ097641 1 (ARG

19.MK213657.1  JRRC
20.604965891  {{RNC

Sekil 4.7 Hepatit B viriisii polimeraz gen dizisi yerel Hepatit B viriisii klonlarinin (No.1-
No.10) ve NCBI-Genbank Hepatit B viriisii klonlarinin ¢oklu dizi hizalama
analizi (MEGA 6.0, ¢oklu hizalama analiz araci) kullanilarak ClustalW
hizalama analizi. Polimeraz niikleotid dizilerindeki ¢oklu hizalama analizi
benzerligi (*)

Yerel Hepatit B viriisii klonlar1 (No.1, No.2, No.3, No.4, No.5, No.6, No.8, No.9 ve
No.10) klonlart NCBI- ile yakindan iliskiliydi. Blast Hepatit B viriisii (MK517520.1,
GU799050.1, MK517523.1, MK517521.1, GQ486552.1, GQ486352.1), (MZ097841.1,
GQ486048.1, GQ486589.1, MK213857.1) arasinda degisir. Yerel Hepatit B viriisii
klonlar1 (No.7) klonlar1, gosterildigi gibi NCBI Blast Hepatit B viriistinden farkliydi
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.8 Kismi Hepatit B polimeraz genine dayali filogenetik agac analizi

Yerel Hepatit B viriisii klonlar1 ve NCBI-BLAST Hepatit B viriisii klonlar1 arasindaki
genetik iliskinin incelenmesi i¢in kullanilan dizi, filogenetik agag, (MEGA 6.0
versiyonunda) aritmetik ortalama (UPGMA agaci) ile agirliksiz cift grup yontemi
kullanilarak olusturulmustur. Yerel Hepatit B viriisii klonlar1 viriisii (MK517520.1,
GU799050.1, MK517523.1, GQ486552.1, MK517521.1, GQ486352.1, MZ097841.1,
GQ486048.1, MK213857.1 GQ486589.1) arasinda degismektedir.

4.6 Tartisma

4.6.1 Demografik ozellikler

HBYV enfeksiyonlari, diinya genelinde insanlar arasinda en yaygin bulagici hastaliklardan

biridir. Enfeksiyonlar, akut hepatitden klinik olarak asemptomatik kronik enfeksiyona
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kadar genis bir klinik 6zellige sahiptir ve bazen kronik hepatit ve karaciger sirozuyla
ilerleyebilir (Dasarathy ve digerleri 1992). HBV enfeksiyonunun yayginligi, genetik

cevresel ve konak faktdrlerin yapisinda bagli olarak iilkeden tilkeye degismektedir.

Farkli popiilasyonlarda HBs antijeni (HBsAg) pozitifligi yayginligr %0.5'ten %20'ye
kadar degismektedir. Yapilan bir c¢alismada, yerel doktorlarda %6.42 tasiyicilik
bildirilmistir (Ameen ve digerleri 2005). Delhi'de yapilan bagka bir ¢alismada, kardiyak
cerrahi i¢in kan transfiizyonu alan hastalarda %6.9 transfiizyonla iliskili hepatit (TAH)
rapor edilmistir; toplam TAH vakalariin %20'si HBV ile iliskilidir (Tarky ve digerleri
2013).

Hepatit B viriisiiniin yayilmasi diinya genelinde endise verici bir hizda devam etmektedir
ve bu bircok iilke iizerinde etki yaratmaktadir. Pakistan'da HBV'ye maruz kalma oram
tam olarak onaylanmamis olsa da (Idrees ve digerleri 2010), farkli hepatit B
belirteglerinin ~%38 yayginligi, %4 HBsAg tasiyict orani ve dogal doniisiimle anti-HBV
ylizey antikorlar1 (Anti HBs Ab) ile %32 olarak bildirilmistir (Idrees ve digerleri 2010).
Diisiik ekonomik statiiye sahip cografi bolgelerde yiiksek HBV yaygilig1 gozlenmistir,
bu da bu hastaligin kontrol edilmesinin 6nemini vurgulamaktadir (Akbar ve digerleri

1997; Tarky ve digerleri 2013).

HBYV, dogum sirasinda anneden yeni dogan bebege bulasabilir. Bunun yani sira, cinsel
yolla, kan ve kan iirlinleri transfiizyonu ve igneler araciligiyla kontamine kanla temas
yoluyla bulasabilir (Papastergiou ve digerleri 2015). Viriisiin bir topluluktan digerine
bulagma sekli, normlara, geleneklere ve sosyal faktorlere gore degisiklik gosterir. Cin'de
yapilan 8000'den fazla katilimciyla gerceklestirilen bir ¢alismada, erkek cinsiyetin, ileri
yasin ve cerrahi operasyon oykiisiinlin HBV pozitifligi yoniinden yiiksek riskle iligkili

oldugu bulunmustur (Li ve digerleri 2012).

Tiirkiye'de, diyaliz, HBV aile oykiisii ve HBV pozitif kisilerle cinsel temas, HBV
enfeksiyonunu edinme risk faktorleri olarak bulunmustur (Ozer ve digerleri 2011). Irak'ta

HBV enfeksiyonu risk faktoriinii belirlemek i¢in yapilmis bir ¢calisma bulunmamaktadir.
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Yatili bakim merkezleri (Mcintosh ve Bek 1997), dovme salonlar1 (Jafari et al. 2012) ve
berber diikkanlar1 (Candan ve digerleri 2002) gibi yerlerde de bulagma gergeklesebilir.
Kreslerde, okullarda, evlerde, kapali kurumlarda veya yiiksek riskli temas/garpisma
sporlarinda meydana gelen kiiciik kesikler veya ufak yaralar HBV bulagsmasina neden
olabilir. Kronik HBV enfeksiyonu olan kisiler acik yaralardan viriisii cevresel ylizeylere

yayarak acik lezyonlara sahip kisileri enfekte edebilirler (Nelson ve digerleri 2016).

Yapilan calismada gen¢ ¢ocuklarin tiikiirik ve gdzyas1 drneklerinde ¢ok yiiksek HBV
DNA diizeyleri tespit edilmis ve evde ve okullarda ¢ocuklar arasinda artan bir bulasma
hizina neden olmustur (Komatsu ve digerleri 2012). Evlerde, spor salonlarinda, okullarda
veya kapali kurumlarda kronik hepatit B tagiyicilarindan bulasma, kii¢iik yaralarin veya
kesiklerin gazli bezler veya bandajlarla kapatilmasiyla onlenir. Tiras bicaklari, tirnak
makaslari, mutfak bicaklari, banyo havlulari, dis temizleme araglar1 ve kismen yenmis
yiyecekler gibi nesnelerin, semptom gostermeyen tasiyicilar ve temaslar arasinda

paylasilmasi 6nlenmelidir (Martinson ve digerleri 1998).

HBYV enfeksiyonu agilama ile onlenebilir. HBV asilama kapsami, bir iilkeden digerine
degismektedir ve tahmini kapsama oran1 Afrika iilkelerinde %24 iken bati iilkelerinde
%70'in iizerindedir (Bekondi ve digerleri 2015). Irak'ta yapilan 6nceki bir ¢aligmada,

saglik calisani olan tiim katilimcilarin asilandigi gosterilmistir (Hussein 2015).

Yas, akut enfeksiyonun siddeti ve yasamin ilerleyen donemlerinde kronik tasiyici
durumun cesitli sekellerinin goriilme siklig1 iizerinde etkilidir. Ozellikle, akut enfeksiyon
yetiskinlerde daha siddetli olmasina ragmen, bebeklerde ve okul 6ncesi cocuklarda kronik
tastyicilik riski ¢ok daha yiiksektir ve bu da ileriki yaslarda primer hepatoseliiler karsinom
ve siroz riskini artirir. Bu calismada yas gruplarina gore genotip siklik dagilimi yas

gruplart arasinda anlamli bir farklilik géstermemistir.

Cinsiyet ile ilgili olarak, mevcut bulgu, erkek ve kadin hastalar arasinda anlamli bir fark
olmadigini (p=0,680) (Cizelge 4.2) gdstermistir. Bu sonuclar, (Abdulla ve Goreal 2016)
tarafindan yapilan onceki c¢alisma ile iligkilidir. HBV enfeksiyonu prevalansinin

erkeklerde (91/135) kadinlardan (43/135) daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ismail et al.
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(2017) tarafindan yapilan bir baska c¢alismada, Misir'da erkekler arasinda HBV

enfeksiyonu prevalansinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Bu calisma, Al-Rubaye ve ve digerleri tarafindan yapilan 6nceki ¢alisma ile uyumluydu,
cliinkli erkeklerde kadinlardan daha yiliksek oldugunu ve istatistiksel olarak anlamli
olmadigint bulmuslardi (Al-Rubaye et al. 2016). Ayrica baska bir ¢alismada HBsAg
prevalansinin erkeklerde (%0,7) kadinlardan (%0,5) daha yiiksek oldugu ve aradaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p=0,07) belirtilmistir. Kadin bagisc1 sayisi
erkeklerden ¢ok daha az olmasina ragmen, HBsAg pozitifligi acisindan erkek/kadin orani

1,2'dir ve bu beklenen sonuglarla uyumludur (Ataallah ef al. 2011).

Tarafindan yapilan bir ¢alismada, erkeklerin hepatit (%44,20) ve kadinlarin hepatit
(%16,6) ile enfekte oldugunu buldular, bu nedenle erkekler kadinlardan daha fazla hepatit
enfeksiyonu oldugu goriilmiistiir ve bunun sebebi de erkeklerin kadinlardan daha sik kan
bagislamasi oldugu diisiiniilmiistiir (Nile er al. 2018). Cogu insan popiilasyonunda,
erkeklerde kadinlara gore kronik hepatit viriisii tastyicilarinin prevalansi daha yiiksektir.
Kadmlarin enfeksiyona yanit olarak anti-hepatit liretme olasilig1 erkeklerden daha
fazladir. Artan tasiyict sikligr ile iligkili hastaliklar erkekler arasinda daha yaygindir
(Tanaka et al. 2006).

Bahsedilen cinsiyet orantisizligi, erkeklerde birden fazla cinsel partner, uyusturucu
kullanim1 ve hijyenik olmayan berber tiras uygulamalar: gibi yiiksek riskli islerin ve

davraniglarin artan sikligi ile agiklanabilir.

4.6.2 IL-35

HBYV sitopatik olmayan bir viriis oldugundan, immiin aracili konak reaksiyonlari hem

HBYV ile iliskili karaciger hasarinda hem de viral kontrolde ¢ok 6nemli bir rol oynar.
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Sunulan sonuglar, Irak HBV hastalarinin mevcut orneginde IL-35'in asagi regiile
edildigini dogrulamistir. Bu baglamda, genellikle konak aracili immiin reaksiyonlarin
viral kontrolde ve HBV enfeksiyonuna bagl karaciger hasarinda belirgin bir rol oynadigi

ileri siirtilmektedir (Mohsen 2020).

Sitokinlerin, IL-12 sitokin ailesi dahil olmak {izere bu reaksiyonlara aracilik ettigi
gosterilmigtir. Aile, bes sitokini kapsar; HBV gelisiminde hayati bir rol oynadigi
bildirilen IL.6; IL.12; 1L.23, IL.27 ve IL.35 (Peeridogaheh et al. 2018; Muhsen 2020;
Yang et al. 2019) ve diger enfeksiyonlar (Alkhanak et al. 2015).

IL-35, bu ailede yeni tanimlanmig bir sitokindir. Bu ¢aligmanin sonuglariyla uyumlu
olarak, son zamanlarda kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda IL-35 ve IL-35'in serum
diizeylerinin Onemli Olgiide azaldigr gosterilmistir ve yazarlar IL-35'in HBV
enfeksiyonunda olas1 bir rolii oldugunu 6ne siirmiislerdir (Shi ve digerleri 2015). Bu
nedenle, HBV hastalarinin periferik kaninda anormal bir IL-35 regiilasyonu one
stiriilmektedir, ancak hastalardaki azalmis serum IL-35 seviyesini agiklamak icin net bir

mekanizma tanimlanmamustir.

Onceki galigmalar, serum IL-35 seviyesinin ALT ve AST ile negatif korelasyon
gosterdigini bulmustur. IL-35 ile ALT ve AST arasindaki korelasyon, IL-35'in karaciger
hasarimin yeni bir belirteci olarak calisabilme olasiligini gdstermistir. Ayrica bazi
caligmalarda IL-35'in hepatoseliiler karsinom progresyonu (Long et al. 2016),
saldirganlik ve niiks (Fu et al. 2016) ile iliskili oldugu bildirilmektedir. insanlarda IL-12
sitokin ailesinin tek iiyesi olan IL-35'in, canli organizmada aktive oldugunda yukari
regiilasyon kapasitesine sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (Collison ve digerleri 2012).
IL-35, immiinolojik, inflamatuar ve enfeksiyon hastaliklarinin yan sira tiimor ilerlemesi
acisindan da 6nemli bir katki saglayabilir (Sakkas ve digerleri 2018). IL-35'in fizyolojik
etkileri, 6ncelikle Treg hiicrelerinin proliferasyonunu ve genislemesini indiikleyerek ve
Th17 hiicrelerinin farklilagsmasini engelleyerek ortaya ¢ikar, ancak IL-35 ayrica CD4+
efektor T hiicresi aktivasyonunu baskilayarak tiim reaktif T hiicresi yanitlarinda azalmaya

neden olabilir (Hu ve digerleri 2014).
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Ayrica, IL-35 asin1 ifadesi, Thl hiicrelerinin frekansinda segici bir azalmaya ve IL-10
tireten CD4+ T hiicrelerinde artisa yol agar. HBV enfeksiyonu durumunda, IL-35'e yanit
olarak tiimor nekroz faktorii-a, interferon-y, IL-6, IL-22 ve IL-23 serum diizeyleri
azalirken IL-10 artar (Huang ve digerleri 2019). IL-35 ve immiinsiipresif
mekanizmalarinin daha ileri anlagilmasiyla, kalici kronik HBV enfeksiyonunun veya
karaciger hastaliklarinin kétiilesmesinin kontrolii i¢in hedefe yonelik immiinoterapiler ve
antiviral yaklasimlar tasarlamak miimkiin olacaktir. Bu nedenle, 6zellikle 1L-35 alt
birimlerinin gen ifadesine dayali olanlar da dahil olmak iizere, HBV'nin
immiinopatogenezinde IL-35'in roliinli aydinlatmak i¢in daha fazla ¢alismaya kesinlikle

ihtiyag vardir.

4.6.3 Irakh hastalarda HBV genotipleri

HBV genotiplerinin karakterizasyonu, hepatit B'nin dogal seyri hakkinda daha 1iyi bir
anlayisa katkida bulunur, ¢iinkil viriisiin genetik heterojenitesi, klinik sonuglari etkileyen
biyolojik o6zelliklere sahip olma egilimindedir. HBV, yiiksek genetik heterojeniteye
sahiptir. Genomik DNA dizisi molekiiler evrimsel analizine gore, ¢esitli lilkelerde izole
edilen HBV suslar1 A'dan J'ye kadar on genotipe ayrilmistir ve bunlarin farkli cografi
dagilimlar1 vardir (Kurbanov ve digerleri 2010). Genotip B ve C Okyanusya ve Asya ile
sinirliyken, genotip A ve D yaygin olarak bulunurken Afrika ve Avrupa'da en yaygin
olanidir (Zehender ve digerleri 2014). E, F, G ve H gibi diger genotipler de bazen Asya'da

bulunur.

Kanitlar giderek HBV genotiplemenin HBV hastalik ilerlemesini 6ngérmek ve uygun
antiviral tedaviyi belirlemek i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir. Genotipler A ve D ile
akut enfeksiyon, genotipler B ve C'ye gore kronisite oraninin daha yiiksek olmasina yol
acar (Wai ve digerleri 2005). Genotip C genellikle perinatal enfeksiyon i¢in bir risk
faktorii olarak kabul edilir ve siroz ve HCC dahil olmak iizere ciddi karaciger hastaligiyla
iliskilidir (Liu et al. 2014). Interferon tedavisinde, genotipler A ve B'ye sahip hastalar,
genotipler C ve D'ye gore daha iyi tedavi yanitina sahiptir (Kao ve digerleri 2000).
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HBV'nin genotipleme islemi, hasta gruplarinin karakterizasyonu ve epidemiyolojik
calismalar i¢in 6nemlidir. Farklt HBV genotiplerinin klinik 6nemi, akut ve kronik HBV
enfeksiyonu olan hastalarda giderek daha fazla taninmaktadir (Mohebbi ve digerleri
2012). Dahasi, birkag¢ ¢alisma, pre-kor ve kor promotor bolgelerindeki mutasyonlarla
HBYV e antijeninin (HBeAg) liretimini ortadan kaldiran veya azaltan mutasyonlar arasinda
giiclii bir iliski oldugunu gdostermistir. HBV enfeksiyonunun seyri, konak genetik
faktdrler, yas ve viriisiin genetik degiskenligi gibi birkag faktore baghidir. Epidemiyolojik
Oonemin yam sira, HBV genotipleri hastalik deseni ve tedaviye yanit iizerinde etkili

olabilir (Sunbul 2014).

Bu calismada HBV genotiplerinin hastalar arasindaki dagilim yiizdesi su sekildeydi: D
(Saf + Karisik), A (Saf + Karisik), H (Karisik), B (Saf + Karisik), E (Saf + Karisik)
C(Karisik), yani en yaygin genotip D saf genotip (%47) ve ikinci sirada H genotip (%13),
bununla birlikte A karisim genotip (%22) yaygindi, bunu D genotip, B, E ve C genotipi
ayrica orneklerde kaydedilmistir (%9, %5, %4) (karisik olarak).

Bagdat'ta Ahmed (2013), KHB hastalarinda genotip D'nin (%80) ve karisik genotip
D+F'de (%20) baskin oldugunu bulmustur. Oysa Basra Al- Aboudi ve Al-Hmudi (2015)
genotip D'yi %92,3 olarak saptadi ve %7,69'unda D+E karisik genotiplere sahipti. Ayrica
Irak'm Kiirdistan bolgesi Duhok'ta (Abdulla ve Goreal 2016) genotip D'nin Duhok /
Irak'taki ana genotipi genotip B takip etmektedir. Genotip D'ye sahip KHB hastalarinin
yiiksek yilizdesi HBe Ag pozitiftir. Komsu iilkelerdeki HBV genotipleri hakkindaki
raporlar sunu gostermektedir; fran'da (Yoosefi et al. 2016), 154/163 numunede (%94,5)
ve 9/163 numunede (%S5,5) genotip D'nin C/D genotip karisimina sahip oldugunu
bulmustur. Urdiin'de Genotip D, HBV ile enfekte olmus tiim Urdiinlii hastalarda baskin
genotipi temsil ediyordu (Hamoudi et al. 2016). Suriye'deki hastalarin %97'sinin genotip
D ile enfekte oldugu bulunmustur (Antaki ez al. 2010).

Suudi Arabistan'da 160 HBV hastas1 arasinda en yaygin olani Genotip D idi ve 135
(%84,4) hastada bulunmus, bunu A (18; %11,3) ve E (7; %4,3) izlemistir (Asaad et al.
2015). Umman'da HBV genotipleri D (130/170; %76,47) ve A (32/170; %18,28)
Umman'da baskinken, HBV genotipleri C ve E daha az sikliktaydi (her biri %1,18) (Al
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Baglani et al. 2014). Birlesik Arap Emirlikleri'nde 88 hastanin hepsinde (%100) HBV
DNA en yaygin olani genotip D (%79,5) idi, bunu genotip A (%18,2) ve genotip C (%2,3)
izlemistir (Alfaresi et al. 2010). Misir'da, genotip D'nin toplam enfeksiyonlarin %87'sini
(%100) olusturdugunu, HBV-DNA pozitif oldugunu, diger %13'lin D/F karisik
enfeksiyonlarint gosterdigini gostermistir (Khaled er al. 2011). Pakistan'in farkl
bolgelerinde yiiriitillen on farkli arastirma, Pakistan'daki en yaygin HBV genotipinin
%63,71'lik genel yayginlik oraniyla genotip D oldugunu, ardindan genotip A (%10,036),
genotip C (%7,55) ve genotip B'nin (5,335) geldigini gostermistir. Karisik genotipler
strastyla %2,377 ve %9,931 olmustur (Ali et al. 2011). Asya'da A, C ve D'nin en baskin
oldugu yedi genotip (A-G) belirlenirken, Avrupa ve Afrika'da A, C, D ve G genotipleri
tespit edilmistir. A+C ve C+D karisik genotipleri Asya'da, Avrupa'da C+D ve Afrika'da
A+D baskindi (Toan et al. 2006).

F ve H genotipleri yalnizca Gliney ve Orta Amerika'da tespit edilmistir ve genotipi G,
Fransa, Almanya; Meksika ve Amerika Birlesik Devletleri'nde tanimlanmistir. Genotip
A, Kuzey Amerika, kuzeybat1 Avrupa, Sahra alt1 Afrika'da daha yaygindir ve Hindistan.
Cin'de ti¢ genotip B, C, D ve A bulunmustur (Tonetto ef al. 2009; Dupinay et al. 2010;
Roman et al. 2010; Li et al. 2008).

Genotip D ile enfeksiyon, genotip A'dan daha siddetli karaciger hastaligi ile iliskilidir
(Amini ve digerleri 2008). Akut hepatitte ana HBV bulasma yolu, cinsel iligki, sik
uluslararasi seyahat ve farkli etnik kokenden insanlarla temas gibi goriinmektedir; 2010).
Bu ¢alisma, HBV enfeksiyonundan mustarip hastalarin D, C ve A gibi farkli genotiplerle
enfekte oldugunu gostermistir; bu da hepatit B ile enfekte vakalarda HBV genotipinin

baskinliginda 6nemli bir degisiklik olmadigini diistindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1 Sonuclar

e [L-35'in serum seviyesi kronik HBV hastalarinda sirasiyla akut ve saglikli kontrol ile

karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide azalmistir.

e Mevcut ¢calisma, cinsiyetin ve yasin enfeksiyon sonucu iizerinde anlamli bir etkisinin

olmadigin1 géstermistir.

e Mevcut ¢alisma, 6 genotip ile karisik genotipik enfeksiyon gdstermistir. Bu ¢alisma,
hastalar arasinda karisik genotiplerde genotip D'nin (%47) baskin oldugunu

gostermistir.

5.2  Oneriler

Irak'ta hepatit B viriisiinlin cografi dagilim genotipinin degerlendirilmesi i¢in 6rnek
sayisinin fazla oldugu ¢alismalara ve IL-35'in HBV ile iliskisini ortaya koymak i¢in daha

ileri diizey ve kapsamli ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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