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OZET

Amag: Kronik HCV enfeksiyonu virlis ve immin sistemin etkilesimleri sonucu
olusan dinamik bir suregtir. Hastaligin seyri bireyler arasinda oldukga buylk
olglide degiskenlik gosterir. Bu nedenle glinimiizde HCV enfeksiyonunun
altinda yatan mekanizmalari arastiran g¢alismalarda popiilasyonlardaki genetik
varyasyonlari arastiran calismalar 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle immin
cevapta rol oynayan genlerdeki polimorfizmlerin HCV enfeksiyonuna genetik
yatkinlikla iligkili olabilecegi diistinlilmektedir. IL18 Th1, immin cevapta 6nemli
roli olan proinflamatuar bir sitokindir. Promotor bolgesinde birgok farkl
inflamatuar ve otoimmin hastalikla iligkili oldugu bilinen iki polimorfizmi (-
137G/C ve -607A/C) gosterilmistir. Ancak IL18 gen polimorfizminin HCV
enfeksiyonuna karsi konagin immiin cevabini etkileyip etkilemedigini arastiran
¢ok az sayida galisma vardir. Bu ¢alismada kronik hepatit C enfeksiyonu ile IL18
promotor polimorfizmi arasinda iliski olup olmadiginin arastiriimasi
amaglanmistir.

Yéntem: HCV enfeksiyonunda /L18 -607C/A (rs1946518) ve -137G/C (rs187238)
polimorfizmlerinin etkisini arastirmak igin PCR-RFLP ydntemi kullanilarak 65
kontrol ve 63 Hepatit C hastasinda /L18 polimorfizmleri ¢caligiimistir.

Bulgular: Kronik hepatit C hastalari ile kontrol grubu arasinda /IL18 genotip ve
allel frekanslari agisindan anlamli bir farklilik bulunamadi.

Sonug: Bulgularimiz /L18 polimorfizminin Kronik Hepatit C enfeksiyonunun
gelisimine zemin hazirlayan 6nemli bir faktér olmadigini géstermistir.
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ABSTRACT

Objective: Chronic HCV infection is a dynamic state of the interactions between
virus and host immune response, and the natural course varies greatly among
different individuals. So currently, most studies investigating the underlying
mechanisms of HCV infection have focused on genetic variations in the human
population. Specially, polymorphisms of immune response genes may be
considered related to a genetic susceptibility to HCV infection. IL18 is a
proinflammatory cytokine that plays an important role in the Thl response.
IL18 gene has two polymorphisms (-137 G/C and —-607 A/C) within the
promoter of the gene have been associated with different inflammatory and
autoimmune diseases. However, there are a few study whether /L18
polymorphisms have influence on host immune response to HCV infection. The
aim of the present study was to determine whether /L18 promoter
polymorphisms association with chronic HCV infection in Turkish subjects.
Method: To evaluate the role of host /L18 -607C/A (rs1946518) and -137G/C
(rs187238) polymorphism in predicting HCV infection, IL18 gene
polymorphisms were studied in 63 hepatitis C patients and 65 control subjects
by using the PCR-RFLP method.

Results: No significant differences were observed in genotype or allele
frequencies among chronically HCV-infected and healthy subjects.

Conclusion: Our results suggest that the /L18 gene polymorphism is not a major
factor predisposing to the development of chronic Hepatitis C infection.
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GiRiS

Hepatit C virlsi (HCV) enfeksiyonlari morbidite ve mortalitesi ytiksek
olan 6nemli saglik problemleridir. HCV virlisi asemptomatik tasiyiciliktan
akut ve kronik hepatit, siroz, fulminan hepatit ve hepatoseliiler karsinoma
gibi hastaliklara yol agan en yaygin hepatit etkenlerinden biridir. HCV'li
hastalarin %50-85’i kroniklesmektedir (1). Kronik HCV enfeksiyonunda
hiicresel immunitenin fonksiyonunun vyetersiz olmasindan dolayr viral
replikasyonun baskilanamadigi ve viral eliminasyonun mumkin olmadigi
gosterilmistir. HCV enfeksiyonu sirasinda bircok faktor ve diizenleyici
mekanizma immun cevabin sekillenmesinde rol almaktadir. Ancak virtsin
tamamen vicuttan temizlenmesi ya da kronik tastyicilik durumuna gegiste
hangi immunolojik mekanizmalarin  etkili oldugu henliz acgikhga
kavusturulmamistir (2). Sitokinler immiin sistemin aktivasyonu, dogal ve
kazanilmig bagisikhiktaki rolleri nedeni ile HCV patogenezinde oldukga biyik
o6neme sahiptir (3). Genetik varyasyonlar sitokinlerin ekspresyonu ve yapisini
degistirerek enfeksiyon riskinin artmasina, akut ve kronik hastaliklarin
olusmasina neden olmaktadir (4, 5).

Interlokin-18 (IL18), IL-1 sitokin ailesinin proinflamatuvar bir Gyesi olup
20. vylzyiin  sonunda klonlanmis ve baslangigta IFN-y aktivitesini
duzenlediginden interferon gama (IFN-gama) indukleyici faktér olarak
tanimlanmistir. Thl immin cevapta immin hucreler tarafindan yiiksek
oranda eksprese olan bir sitokindir. Th1 tipi immin cevapta IL-12 ile birlikte
IFN-y Uretimini tetiklemekte ve viral klerenste 6nemli olan natural killer (NK)
ve CD8 T hicrelerini aktive ederek HCV ile infekte hiicrelerin 6limiine yol
acmaktadir (6).

IL18 geni 11 nolu kromozumun q kolunda lokalize olmus ve bugiine
kadar promotor bdlgesinde bir ¢ok polimorfizmin oldugu gosterilmistir.
Bunlardan o6zellikle -137G/C (rs187238) ve -607 C/A (rs1946518) gen
polimorfizmlerinin /IL18 gen ekspresyonunu etkiledigi saptanmistir (7). Ayrica
bu polimorfizmin inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar ile iliskili oldugu da
cesitli calismalarda gosterilmistir (8, 9, 10). Bu c¢alismada Turk
populasyonunda /L18 genindeki -607 C/A ve -137 G/C polimorfizmi ile kronik
hepatit C enfeksiyonu arasindaki iliskinin arastiriimasi amaglanmistir.

YONTEMLER

Calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari
polikliniginde kronik hepatit C tanisi alan 63 hasta ile kontrol grubu olarak
HBsAg, anti-HBc, anti-HBs, anti-HCV ve anti-HIV'i negatif olan 65 saglikli kisiden
olugan, toplam 128 kisi alinmigtir. Olgularimizda kronik hepatit C tanisi, enzyme
immunassay (EIA) metodu ile (Abbott-AXSYM system recombinant c200,c22-
3HC 34, HC3 Texas, USA) HCV antikoru (anti-HCV) ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR, Roche Diagnostic Systems, F Hoffmann-La Roche Ltd, Basel,
Switzerland) yontemi ile hepatit C virus RNA’si belirlenerek ve karaciger
biyopsisi yapilarak konuldu. Calisma éncesi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
yerel etik kurulundan onay alinip tiim hastalar ¢alisma ile ilgili ayrintili olarak
bilgilendirilmis, ¢alisma esnasinda Helsinki Bildirgesi'ne uyulmustur. /L18
genindeki -137 G/C ve -607 C/A polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi  (RFLP) yodntemleriyle
belirlenmistir (11).

IL18 geni -137 G/C ve -607 C/A polimorfizmleri igin sirasiyla forward; 5'-
ATG CTT CTA ATG GAC TAA GGA-3’ ve reverse; 5-GTA ATA TCA CTA TTT TCA
TGA ATT-3' ile forward; 5'-GCC CTC TTA CCT GAA TTT TGG TAG CCC TC ile
reverse; 5'-AGA TTT ACT TTT CAG TGG AAC AGG AGT CC primerleri kullanildi.
PCR islemi, 20-100 ng DNA, 100 pM dNTPs, 20 pmol primer, 1.5 mM MgCl2,
(NH4)SO4’li 1 x PCR buffer (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) ve 1 U Tag DNA
polimeraz (MBI Fermentas) icerecek sekilde distile su ile 25 pL hacminde
gerceklestirildi. PCR sartlari, 95°C’de 3 dk. ilk denatiirasyondan sonra, 35 siklus;
95°C’de 45 sn. denatilrasyon, ve 72°C'de 1.5 dk sentez (uzama) ve 1 siklus
72°C'de 7 dk. son sentez olacak sekilde yapildi. IL18 -137 G/C polimorfizmi igin
primer baglanma (annealing) sicakligi 50 °C’de 45 sn, -607 C/A polimorfizmi igin
ise 60°C’de 30 sn. olarak gergeklestirildi. RFLP isleminde; -137 G/C polimorfizmi
icin uygun primerler kullanilarak elde edilen 10 pL PCR GrtnG 10 U EcoRI (MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania) restriksiyon enzimi ile 37°C’'de 16 saat inklbe
edildi. -607 C/A polimorfizmi igin ise 10 ul’lik PCR Grini 10 U Trull (MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania) restriksiyon enzimi ile 65°C'de 4 saat inklbe
edildi. Kesim sonucu elde edilen PCR Urunleri %3'lik agaroz jelde yuritulerek
degerlendirildi (Sekil 1,2).

Istatistiksel analiz

IL18 gen polimorfizmleri ile Hepatit C arasindaki iliski SPSS (Statistical
Package for Social Sciences, SPSS, version 18.0) paket programi kullanilarak
yapildi. Gruplarin karsilastiriimasinda ki-kare testi kullanildi ve p< 0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Risk hesaplamalari igin Odds Orani
(Odds Ratio, OR) ve giiven aralgi (confidence interval: Cl) %95 guvenirlik
dizeyinde logistik regresyon analizi kullanilarak hesaplandi.

100 bp

Sekil 1: /L18 -137 G/C polimorfizminin PCR-RFLP metodu ile
genotiplendirilmesi. 2, 6, 7, 8, 9, 10 nolu birey: homozigot GG genotipinde
(107 ve 24 bp bant), 3,4, 5 nolu bireyler: heterozigot GC genotipi (131, 107 ve
24 bp bantlar), 1 nolu birey : homozigot CC genotipi (131 bp’lik tek bant) M:
DNA marker

Sekil 2: /L18 -607 PCR-RFLP metodu ile

C/A  polimorfizminin
genotiplendirilmesi. 3 nolu birey: homozigot AA genotipinde (101 ve 71bp
bant), 2,5, 6, 7 nolu bireyler: heterozigot CA genotipi (171, 101 ve 70 bp
bantlar), 1,4,8, 9 nolu bireyler : homozigot CC genotipi (171 bp’lik tek bant).
M: DNA marker

BULGULAR

Kronik hepatit C'li hasta ve kontrol grubunda yas ortalamasi sirasiyla
46.749.6 ve 38.9111.2 olarak bulunmustur. Hasta grubu, 33 (%52.3) kadin, 30
(%47.7) erkek; kontrol grubu ise 33 (%50.7) kadin, 32 (%49.3) erkek bireyden
olusmustur (Tablo 1). /L18 -137 polimorfizminin GG, GC ve CC genotiplerinin
sikhiklar kontrol grubunda sirasiyla; %64.6, %29.2 ve %6.2 iken, hasta
grubunda ise %73.0, %20.6 ve %6.3 olarak saptanmistir. Kontrol grubu ile
hasta grubu arasinda /L18 geninin -137 polimorfizmi agisindan anlamh bir
iliski belirlenememistir (Tablo 2A, B).

Tablo 1. Kronik HCV hastalari ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri.

Degisken Kronik Kontrol p degeri
hepatit C

Yas ortalamasi 46.7 9.6 38.9+11.2 0.01

Cinsiyet

Kadin 33 (%52.3) 33 (%50.7) 0.85

Erkek 30 (%47.7) 32 (49.3)

Tablo 2. (A) Kronik HCV ile IL18 -137 G/C polimorfizmi arasindaki iligki.

Kontrol Hepatit ¢
Genotip n=65 (%) Hastalari p OR (95 % Cl)
s n=63 (%)

GG 42 (64.6) 46 (73.0) (2385 Referans

Ge 19 (29.2) 13 (20.6) 0.625 (0.275-
1.419)

cc 4(6.2) 4(6.3) 0.913 (0.215-
3.883)

Tablo 2. (B) Kronik HCV ile IL18 -137 G/C polimorfizmi allel sikliklari.

Kontrol Hepatit C
Allel n=130 (%) Hastalari n=126 p OR (95 % Cl)
(%)
G 103 (79.2) 105 (83.3) 0.427 Referans
c 27 (20.8) 21 (16.7) 0.763 (0.406-
1.435)

126
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IL18 -607 gen polimorfizmi agisindan karsilastirildiginda ise CC, CA ve AA

genotip frekanslari kontrol grubunda sirasiyla; %35.4, %46.2 ve %18.5 iken,

hast

a grubunda ise %42.9, %41.3 ve %15.9 olarak saptanmistir. IL18 -607 gen

polimorfizmi agisindan da hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
belirlenememistir (Tablo 3A, B). IL18 -137 ve -607 allel frekanslari agisindan
da hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir farkhhk belirlenememistir.

Her

iki polimorfizmik alleli ayni anda tasiyan bireylerin hastalik riskini

belirlemek amaciyla yapilan haplotip analizinde de gruplar arasinda anlaml
bir farkhlk belirlenememistir (Tablo 4).

Tablo 3. (A) Kronik HCV ile /L18 -607 C/A gen polimorfizmi arasindaki iligki.
Hepatit C

Genotip Ef;;r(‘:/') Hastalan P OR (95 % Cl)

AR n=63 (%)
cc 23 (35.4) 27 (42.9) 0.68 Referans
CA 30 (46.2) 26 (41.3) 0.738 (0.344-

1.586)
AA 12 (18.5) 10 (15.9) 0.710 (0.259-
1.943)

Tablo 3. (B) Kronik HCV ile /L18 -607 C/A gen polimorfizmi allel sikliklari.

Kontrol Hepatit C
Allel n=130 (%) Hastalari n=126 P OR (95 % Cl)

(%)
C 76 (58.5) 80 (63.5) 0.41 Referans
A 54 (41.5) 46 (36.5) 0.809 (0.489-
1.339)
Tablo 4. Kronik HCV ile IL18 -137/-607 haplotipleri arasindaki iligki.
Hepatit C
1L18 Kontrol _ o
-137/-607 n=130 (%) :-:/a)stalan n=126 P OR (95 % CI)
0

G/C 62 (47.7) 72 (57.1) 0.364 Referans

41 (31.5) 33(26.2) 0.693 (0.392-
G/A 1.226)
c/c 14 (10.8) 8(6.3) 0.492 (0.194-

1.250)
/A 13 (10.0) 13 (10.3) 0.861 (0.372-
1.995)

TARTISMA

HCV enfeksiyonlarinda viral persistans, hastaligin gelisimi ve prognozu

konak organizmanin immin yaniti ile yakindan ilgilidir (2). Sitokinlerin ve
genetik faktorlerin kronik HCV enfeksiyonlarinin patogenezinde o6nemli
oldugu belirtilmektedir. Sitokin profilindeki denge enfeksiyonun dizelmesi
veya persistansi seklinde sonuglanabilmektedir (3). Son vyillarda yapilan

calis
hast:

malarda /IL18 gen bolgesindeki -607 ve -137 polimorfizmi ile gesitli
aliklar arasinda yakin iliski saptanmistir (8-12). IL18 geninin -607.

pozisyondaki sitozin adenin donltsimu CREB (siklik AMP-cevap elementi

baglanma

proteini) baglanma bolgesininin  yapisini  degistirir, -137.

pozisyondaki guanin sitozin degisimi ise HTF1 (histon H4 gen spesifik
transkripsiyon faktort 1) baglanma bolgesini etkiler. Giedraitis ve ark. (7)
tarafindan yapilan galismada -607. pozisyonda A alleli veya -137. pozisyonda

C a

lleli bulundugunda promotor aktivitesinin azaldig;; /L18 geni -607.

pozisyonda C ve -137. pozisyonda ise G allelini tasiyan haplotipte IL18 protein

ekspresyonunun

anlaml  derecede arttigl gosterilmistir. /L18 gen

polimorfizmine bagli olarak IL18 dlzeyindeki azalmanin ise hepatit C
enfeksiyonun kroniklesmesiyle iliskili olabilecegi disunulmektedir (6).

Literatiirde, HCV enfeksiyonu ile /L18 gen polimorfizmi arasindaki iligkiyi

arastiran az sayida g¢alisma bulunmaktadir. Elde edilen veriler ise oldukga

celis
pers

kilidir. IL18 gen polimorfizminin (-607 C/A ve -137G/C) HCV klerensi ve
istansi lzerine etkisini arastiran bir calismada An ve ark. (13) -607A ve -

137C alleli ile viral klerens arasinda anlamli bir iligki oldugunu gostermistir.
Bunun yani sira bu ¢alismada /L18 -607A ve -137C haplotipinin de viral klirens

ile g

tclh bir sekilde iligkili oldugu gosterilmistir. Haas ve ark. (14) tarafindan

yapilan bir bagka galismada ise hasta ve kontrol grubu arasinda /L18 allel ve
genotip frekansi agisindan anlamli bir fark bulunmamakla beraber viral
genotip 1’e sahip HCV’li hastalarda, tedaviye yanit ile -607A alleli arasinda

pozitif bir iligki saptanmistir. /L18 -137G allel frekansinin ise tedaviye yanit
vermeyen hastalarda daha yuksek oldugu gosterilmistir. Ancak, karacigerdeki
inflamasyonun siddeti veya siroz ile /L18 gen polimorfizmleri arasinda anlamli
bir iliski olmadigini géstermislerdir. Bu ¢alismadan farkli olarak Bouzgarrou ve
ark. (15) -607 promotor bolgesindeki CC ve CA genotiplerinden en az bir C
allelini tasiyanlarin siroz ve hepatoselliler karsinoma igin ylksek risk
olugturduklarini belirlemisierdir. Yue ve ark. (16) tarafindan -656 G/T, -137
G/C ve +105 A/C gen polimorfizmleri ile HCV arasindaki iliskinin arastirildig
calismada ise -137 G/C polimorfizmi HCV arasinda anlaml bir iligki
belirlenememistir. Bizim g¢alismamizda bu galismaya benzer sekilde, kronik
HCV ile IL18 gen polimorfizmleri arasinda anlamli bir iliski bulanamamistir.
Elde edilen sonuglardaki bu farkliliklarin etnik gruplar, bireyler arasindaki
varyasyonlar ve olgu sayisinin azligindan kaynaklaniyor olabilecegi
distunilmektedir.

Yaptigimiz bu galismada bazi kisitlamalar (olgu sayisisnin azhgi gibi)
bulunmakla birlikte; kronik hepatit C’li hastalarda /L18 gen polizmorfizmleri
ile ilgili az sayida ¢alisma bulundugundan ve bildigimiz kadariyla Tirkiye
henlz boyle bir galisma yapilmadigindan Turkiye de HCV enfeksiyonu riskine
karsl bu polimorfizmin etkisinin belirlenmesinin literatiire katki saglayacagi
distnilmektedir.

SONUG

Yaptigimiz galismada /L18 gen polimorfizmleri ile kronik HCV arasinda
anlamh bir iliski bulunamamistir. Kronik hepatit C hastalarinda /L18 gen
polizmorfizmleri ile ilgili daha genis kapsamli g¢alismalar konunun
aydinlatiimasinda yararli olabilirler.
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