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Ozet

Amac¢: Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonu ve
enfeksiyonu takiben ortaya ¢ikan patolojik degisimler
olduk¢a ciddi sonuglar1 olan global bir saglik
sorunudur. 1L18, HBV gibi enfeksiy6z organizmalara
karg1 immun sistemin regiilasyonunda olduk¢a 6nemli
rol oynayan bir sitokindir. Yapilan son ¢alismalar IL18
genindeki varyasyonlarin IL18 gen ekspresyonunu
etkiledigini gostermistir. Bu calismada IL18 gen
polimorfizmleri (rs1946518, rs187238) ile kronik HBV
enfeksiyonu arasindaki iligki aragtirilmistir,

Yontem: Kronik hepatit B hastasi olan 113 birey ve
kontrol grubu olarak segilen 71 bireyin IL18 gen
polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi
kullanilarak belirlenmistir.

Bulgular: IL18 -137 G/C polimorfizmi icin genotip
frekanslari hasta grubunda GG, GC ve CC genotipleri
sirastyla %33.6, %50.4 ve %15.9 kontrol grubunda ise
%32.0, %46.5 ve %18.3 olarak saptanmugtir. IL18 -607
C/A polimorfizmi i¢in ise CC, CA ve AA genotip
frekanslar1 hasta grubunda %55.8, %34.5 ve %9.7;
kontrol grubunda ise %62, %31 ve %7 olarak
bulunmusgtur. IL18 polimorfizmlerinin genotip
dagilimlarinin gruplar arasinda istatistiksel acidan
anlamh bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir
(strastyla p=0.66, p=0.85).

Sonug: Elde edilen bu sonuglar IL18 gen -137 G/C and
-607 C/A gene polimorfizmi ile kronik Hepatit B
arasinda anlaml bir iliski olmadigin1 géstermektedir.
Ancak daha biiyiik 6l¢ekli calismalar 1L-18 -137 G/C
and -607 C/A gene polimorfizminin kronik hepatit B
patogenezinin anlasilmasinda faydali olabilir.
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hepatit B
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Abstract

Aim: Hepatitis B virus (HBV) infection and its
sequelac are now recognized as serious problems
globally. IL-18 is a cytokine that play an important
role in the regulation of immune response against
infectious organisms, including HBV. Recently,
several studies have shown that genetic variations in
IL-18 gene influence expression of 1L18 gene. We
aimed to elucidate the relationship between IL18 gene
polymorphisms (rs1946518, rs187238) and HBV
infection.

Method: Using the polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) method, IL18 gene polymorphisms were
studied in 113 hepatitis B patients and 71 control
subjects.

Results: For TL18 -137 G/C polymorphism, the
frequencies of GG, GC and CC genotypes were
detected as 33.6%, 50.4% and 15.9% in the patient
cases, and 32.0%, 46.5% and 18.3% in the controls.
For IL18 -607 C/A polymorphism, genotype
frequencies of CC, CA and AA were found to Ee
55.8%, 34.5% ve 9.7% in the patient cases and 62%,
31% and 7% in the controls. The genotype
distribution of the 1L18 polymorphisms was not
statistically significant between the groups (p=0.66,
p=0.85, respectively).

Conclusion: These results showed that there was no
relationship between IL18 gene polymorphisms and
chronic hepatitis B. However, larger-scale studies
may be beneficial in understanding the role of IL-18 -
137 G/C and -607 C/A gene polymorphisms in the
pathogenesis of chronic hepatitis B.

Keywords: interleukin 18; polymorphism; hepatitis B
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Giris

Kronik viral hepatitler diinyadaki baslica saglik
sorunlarindan biridir. Kronik hepatit B (KHB), siroz ve
hepatoselliiler karsinoma gibi komplikasyonlara yol
agmasi nedeniyle onemli bir morbidite ve mortalite
nedenidir. Diinyada 400 milyon kisi hepatit B ile
enfektedir (1). Enfeksiyonunun dogal seyri oldukca
degiskendir. Bazi hastalar biitiin yasamlarn boyunca
viriisii tagimalarina karsin higbir karaciger fonksiyon
bozuklugu gostermezken, bazilarinda kisa siire igerisin-
de karaciger yetmezligine kadar ilerleyebilir. Hepatit B
enfeksiyonu (HBV)'nda kroniklesmeye giden siiregte ne
gibi faktorlerin etkili oldugu ve enfeksiyonun hangi
bireyde serokonversiyonla sonuglanacagi, hangi bireyde
kroniklesecegi su an igin tam olarak agiklanamamak-
tadir. Fakat son yapilan caligmalarda hepatit B viriis
enfeksiyonlarinda karacigerdeki enflamasyon ve
hasardan viriisiin kendisinden ziyade viriisle enfekte
hiicrelerin olusturdugu hiicresel tip immiin yanitin
onemli olduguna yonelik bulgular mevcuttur (2-4).
Sitokinler immiin sistemin aktivasyonu, dogal ve
kazanilmis bagisikliktaki rolleri nedeni ile hiicresel
immiin yanitta dolayisiyla HBV enfeksiyonunun
patogenezinde oldukea biiyiik oneme sahiptir (5). Sitokin
Uretimi genetik olarak diizenlenmektedir ve sitokin
genlerindeki polimorfizmler transkripsiyonel aktiviteyi
etkileyerek sitokin tiretiminde kigisel varyasyonlara yol
acmaktadir (6-8). HBV ile infekte hastalarda, hastaligin
siddeti ile iligkili olabilen sitokin gen polimorfizmlerinin
belirlenmesi, viral hepatitlerin prognozu hakkinda
onemli ipuglar verebilir. Interlokin (IL) 18, T hiicreleri
ve dogal o6ldirici (Naturel Killer; NK) hiicrelerinden
interferon (IF) {retimini tetiklediginden ilk ¢alismalarda
IF- indiikleyici faktdr olarak adlandirilmig ve yardimer T
hiicreleri tip 1 (Th1) yanitta olduk¢a 6nemli rol oynadigt
belirlenmistir (9). Ancak sonraki yillarda yapilan
calismalar IL-18'in aymi zamanda IL-4 ve IL-13 gibi
yardimei T hiicreleri tip 2 (Th2) sitokinlerin {iretimini de
indiikledigini gostermistir (10). Viral hepatite karsi
immiin yanitta Th1 hiicrelerden salinan 1L-2, TNF-a ve
INF- baskin ise viral cogalma etkin bir gekilde
Onlenirken; Th2 hiicrelerden salinan sitokinler (IL-4, IL-
5,IL-10 ve IL-13) baskin oldugunda ise viral cogalma ve
hastaligin kroniklesmesi s6z konusu olmaktadir.
Dolayisi ile Th1l ve Th2 dengesi, hepatit enfeksiyonla-
rinda hastaligin gidisatini, (akut veya kronik)
etkileyebilmektedir (11-13). IL18'in ise hem Th1 hem de
Th2 yanitta etkili oldugu goz 6niinde bulunduruldugunda
(10) HBV enfeksiyonunun patogenezinde oldukca
onemli rol oynadig1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu caligmada
IL-18 genindeki -607 C/A ve -137 G/C polimorfizmi ile
kronik hepatit B arasindaki iliskinin aragtirilmasi amag-
lanmustir.

Gerec ve Yontemler

Caligmaya Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi En-
feksiyon Hastaliklari polikliniginde kronik hepatit B
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tanist alan 113 hasta ile kontrol grubu olarak HBsAg,
anti-HBc, anti-HBs, anti-HCV ve anti-HIV'i negatif olan
71 saglikli kisiden olusan, toplam 184 kisi alind.
Caligma 6ncesi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi yerel
etik kurulundan onay alinip tiim hastalar ¢aligma ile ilgili
ayrmtili olarak bilgilendirilmis, c¢alisma esnasinda
Helsinki Bildirgesi'ne uyulmustur.

Genotip Analizi

1L-18 genindeki -137 G/C (rs187238) ve -607 C/A
(rs1946518) polimorfizmleri Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) yontemleriyle belirlendi.

IL-18 geni -137 G/C (rs187238) ve -607 C/A
(rs1946518) polimorfizmlerinin tespiti igin sirasiyla
Forward; 5'-ATG CTT CTA ATG GAC TAA GGA-3' ve
Reverse; 5'-GTA ATA TCA CTATTT TCA TGA ATT-3'
ile Forward; 5'-GCC CTC TTA CCT GAA TTT TGG
TAG CCC TCile Reverse; 5'-AGATTTACT TTT CAG
TGG AAC AGG AGT CC primerleri kullamildi. PCR
islemi, 20-100 ng DNA, 100 uM dNTPs, 20 pmol primer,
1.5 mM MgCI2, (NH4)SO4'h 1 x PCR buffer (MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania) ve 1 Unite Tag DNA
polimeraz (MBI Fermentas) igerecek sekilde distile suile
25 pL hacminde gergeklestirildi. PCR sartlari, 950C'de 3
dakika ilk denatiirasyondan sonra, 35 siklus; 959C'de 45
saniye denatiirasyon, ve 720C'de 1.5 dakika sentez
(extension) ve 1 siklus 720C'de 7 dakika son sentez olacak
sekilde yapildi. IL18 -137 G/C polimorfizmi i¢in primer
baglanma (annealing) 1s1s1 50°C'de 45 saniye, -607 C/A
polimorfizmi igin ise 60°C'de 30 saniye olarak
gergeklestirildi. RFLP isleminde; -137 G/C polimorfizmi
icin uygun primerler kullanilarak elde edilen 10 pL PCR
iriinii 10 U EcoRI (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)
restriksiyon enzimi ile 37°C'de 16 saat inkiibe edildi. -607
C/A polimorfizmi icin ise 10 pL'lik PCR friinii 10 U
Trull (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) restriksiyon
enzimi ile 65°C'de 4 saat inkiibe edildi. Kesim sonucu
elde edilen PCR iiriinleri %3'liik agaroz jelde yiiriitiilerek
degerlendirildi.

Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 19.0 paket programinda ki-kare ve
binary lojistik regresyon analizi testleri kullanilarak
degerlendirildi ve p<<0.05 degerleri anlamli olarak kabul
edildi.

Bulgular

2010-2012 tarihleri arasinda yiiriitiilen ¢alismaya
KHB'li 113 hasta ile kontrol grubu olarak ta 71 saglikli
birey almmustir. Calisma grubunun sosyo-demografik
ozelliklerine bakildiginda; KHB tanisi alan hastalarin yas
ortalamas1 41.25+10.75 olup, 48'si kadin, 651 erkek
hastadan olusmaktadir. Kontrol grubunun yas ortalamasi
ise 35.13+18.71 olup 31 kadin, 40 erkekten olugmaktadir.



Karakas Celik ve ark

KHB ile TL18 -137 polimorfizmi arasindaki iligki
incelendiginde; GG, GC ve CC genotipi sirastyla hasta
grubunda %55.8, %34.5 ve %9.7; kontrol grubunda ise
%62, %31 ve %7 olarak bulunmustur. Kronik hepatit B
ile IL18 -607 polimorfizmi arasindaki iliski incelendi-
ginde ise hasta grubunda CC, CA ve AA genotipleri
sirastyla %33.6, %50.4 ve %15.9 kontrol grubunda ise
%32.0, %46.5 ve %18.3 olarak saptanmistir; kronik
hepatit B grubu genotip frekanslari kontrol grubu ile

kiyaslandiginda her iki grupta da istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmamustir (sirasiyla p=0.66,
p=0.85; Tablo 1 ve 2). Benzer sekilde kronik hepatit B
hastalarinin IL18 geni -137 ve -607 polimorfizmleri alel
frekanslari kontrol grubu ile kiyaslandiginda da anlaml
bir faklilik goériilmemistir (sirastyla, p=0.38, p=1). Ayrica
kronik hepatit B ile 1L18 haplotipleri arasinda da
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik gériillmemistir
(p=0.77; Tablo 3).

Tablo 1. Kronik HBV ile IL18 rs187238 gen polimorfizmi arasindaki iligki

. Kontrol grubu Hasta grubu o

. Genotip =71 (%) =113 (%) p OR (%95 CI)
% GG 44 (62) 63 (55.8) Referans
=] .
E GC 2231 39 (34.5) 0.66 1.238 (0.647-2.370)
=]
-
3 cC 5 11(9.7) 1.537 (0.499-4.733)
&)
=~ Kontrol grubu Hasta grubu °
QI Alel n=142 (%) n=226 (%) p OR (%95 CI)
® G 110 (77.5) 165 (73) Referans
= 32 (225 1 (27 0.38

C (22.5) 61(27) 1.271 (0.778-2.077)

Tablo 2. Kronik HBV ile IL18 rs1946518 gen polimorfizmi arasindaki iligki

. Kontrol grubu Hasta grubu o
- Genotip =71 (%) =113 (%) p OR (95 % CI)
‘E ce 25 (32.0) 38(33.6) Referans
=
E CA 33 (46.5) 57 (50.4) 0.85 1.136 (0.586-2.204)
[=]
: AA 13 (18.3) 18 (15.9) 0.911 (0.380-2.183)
O
g Kontrol grubu Hasta grubu o
$ Alel n=142 (%) =226 (%) p OR (95 % CD)
® 83 (58.5) 133 (58.8) Referans
= 59 (41.5 93 (41.2 1.0
A (41.5) (41.2) 1.017 (0.664-1.557)
Tablo 3. Kronik HBV ile IL18 -137/-607 haplotipleri arasindaki iliski
_ 5 Kontrol grubu Hasta grubu o
o 1L18 -137/-607 n=142 (%) n=226 (%) p OR (95 % CI)
2 % G/C 58 (40.8) 88 (38.9) Referans
5 é G/A 52 (36.6) 77 (34.1) 0.77 0.976 (0.602-1.583)
= C/C 25 (17.6) 45 (19.9) ' 1.186 (0.657-2.142)
C/A 7 (4.9) 16 (7.1) 1.506 (0.584-3.888)
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Tartisma

Siroz ve hepatoselliiler karsinomanin en sik nedeni
olan HBV enfeksiyonu, diinyanm ve tlkemizin 6nemli
saglik problemlerindendir (14). Klinik arastirmalar
kronik Hepatit B'nin patogenezinde Thl ve Th2
sitokinler arasindaki dengenin rol oynadifini ortaya
koymustur ve IL-18 Th1/Th2 dengesinde olduk¢a 6nemli
bir mediatordiir (10-13). IL-18, IL-1 sitokin ailesinin
proinflamatuar bir liyesi olup HBV virlisiiniin temizlen-
mesinde ve hastalik patogenezinde olduk¢a dnem tagi-
maktadir (15). McGuinness ve ark. (16) IL-18
seviyesinin viral hepatit hastalarinda yiikseldigini ve
karaciger hasarinin genisligi ile korele oldugunu
gostermislerdir. Ek olarak in vivo ¢alismalarda IL-18'in
transgenik farelerde karacigerdeki HBV replikasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (16).

Giedraitis ve ark. (18) 1L-18 geninde -656, -607, -
137, +113 ve +127 olmak iizere 5 tane polimorfizm
saptamig ve bu polimorfizmler arasinda 6zellikle
promoter bélgedeki -607 ve -137. pozisyondaki polimor-
fizmlerinin IL-18 ekspresyonunu etkiledigini ve ona
bagli zincirleme immiinolojik fonksiyonlar arasinda
fonksiyonel agidan farkliliklar yarattigini gostermisler-
dir. 1IL18-137. pozisyondaki G>C transversiyonunun
H4TF1 niikleer faktor baglanma bolgesini degistirdigi ve
—607. pozisyondaki C>A transversiyonunun ise cCAMP
cevap elementi baglanma proteininin (CREB) baglanma
bolgesinde hasara yol ag¢tigi belirlenmistir. Bu
varyasyonlari tagtyan bireylerde IL18 promoter aktivite-
sinin dlsiik olmasi nedeni ile IL-18 tiretiminin diisiik
oldugu gosterilmis olup bu polimorfizmlerin romatoid
artrit, SLE, tip 1 diabet ve HCV enfeksiyonu ile iligkili
oldugu birgok calismada gosterilmigtir (19-21). Ayrica
IL-18 gen polimorfizminin Hepatit B ile iliskisi de birgok
etnik populasyonda gosterilmekle (22-24) birlikte
Tiirkiye'de yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
caligmada IL-18 gen polimorfizmleri ile hepatit B
arasindaki iligki aragtirilmis ancak hepatit Bile IL-18 gen
polimorfizmi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
iligki bulunamamustir.

IL-18 gen polimorfizminin HBV enfeksiyonuna
vatkinlikla iligkili olup olmadigt ile ilgili farkl: populas-
yonlarda yapilan c¢alismalardan elde edilen veriler
oldukc¢a celigkilidir. Migita ve ark. (22) yaptiklan
caligmada -607 AA genotipinin hepatit B'ye karst
koruyucu etki yaptigini (OR, 0.41) gosterirken -607 AG
genotipinin (OR, 2.07) ise hepatit riskini 2.07 kat
arttirdiginn gostermistir. Ayrica -607 AA genotipinin ve
-137 C allelinin HBV'ye bagli karaciger hasarina karsi
koruyucu etki yaptigini gostermistir. Zhang ve ark. (23)
ise -137 C alelinin HBV enfeksiyonuna kars1 koruyucu
rol oynadigini (OR, 1.80) belirtirken IL18 geninin -607.
pozisyonundaki polimorfizmi ile HBV enfeksiyonu
arasinda bir iligki olmadigin1 géstermistir. Ayn1 ¢aligma-
da ayrica, C/C haplotipi ile (-137. pozisyonda C ve -607.
pozisyonda C olmasi) hepatit B arasinda anlamli bir iligki
oldugu gosterilmistir. IL18 -607 C/A polimorfizmi ile
hepatit B arasinda anlamli bir iligki bulunmazken yiiksek
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viral yilike sahip grupla kiyaslandiginda diigiik viral yiike
sahip grupta -607 AA genotip sikliginin daha diisiik
oldugu tespit edilmis ve HBV-DNA replikasyonunun
onlenmesi ile AA genotipinin iligkili olabilecegi
belirtilmigtir. Bu galismadan farkli olarak Hirankarn ve
ark. (24) ise -607 AA polimorfizmi ile HBV enfeksiyonu
arasinda iliski oldugunu ortaya koymakla birlikte -137.
pozisyondaki polimorfizm ile HBV enfeksiyonu
arasinda anlamli bir iligki bulamamuigtir. Haplotip analizi
sonucunda ise G/A haplotipinin (-137. pozisyonda G ve -
607. pozisyonda A olmasi) HBV riskini 1.47 kat arttirdi-
gin1 gostermislerdir (OR, 1.47). Bizim ¢aligmamizda ise
haplotipler ile HBV enfeksiyonu arasinda anlamli bir
iliski olmadigi tespit edilmistir. Caligsmalar arasindaki bu
farkliligin etnik varyasyonlardan kaynaklaniyor
alabilecegi diisliniilmektedir.

Sonug olarak, yaptigimiz calismada kronik hepatit
B ile IL-18 -137 G/C ve -607 C/A gen polimorfizmi
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki olmadigi
saptanmistir. Ancak IL-18 gen polimorfizmlerinin HBV
enfeksiyonlarindaki roliiniin belirlenebilmesi igin
tastyici, kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinoma
gibi farkli risk gruplarini i¢eren daha biiylik Slcekli
calismalarin faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.
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