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0z
Amagc: Bu calismada hepatit B virtisiin (HBV) ve hepatit D viriis fonksiyonel resept6rii sodyum taurokolat kotransporter polipeptitini (NTCP) kodlayan

gendeki polimorfizmlerin tespiti amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismaya 150'si kronik HBV (KHB) ve 143'U farkh klinik endikasyonlar nedeniyle karaciger parankim biyopsisi islemi
gerceklestirilen toplam 293 hasta dahil edildi. Karaciger biyopsi drneklerinden total DNA izole edildi. NTCP S267F varyasyonuna sebep olan SLC10A1
genindeki rs2296651 polimorfizminin belirlenmesinde TagMan SNP genotiplendirme yontemi kullanildi.

Bulgular: KHB hastalari ve kontrol grubunda NTCP-etkilesim domaini oldukca iyi korunmakta olup, hicbir hastada NTCP S267F varyasyona sebep
olan SLCT0AT1 genindeki SNP rs2296651 varyasyonuna rastlanmadi.

Sonuc: KHB'li hastalarda NTCP S267F varyasyonunun HBV iliskili hastaliklarin progresyonu ile NTCP blokajini hedef alan anti-viral terap6tiklerin
tedavi etkinligini Gzerindeki etkisinin sinirl olabilecegi distindldu.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B viris, kronik hepatit B, tek niikleotid polimorfizmi, sodyum taurokolat kotransporter polipeptiti

ABSTRACT

Aim: In this study, the aim is to detect polymorphisms in the gene encoding the sodium taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP), the
functional receptor for hepatitis B virus (HBV) and hepatitis D virus.

Materials and Methods: The study included a total of 293 patients, with 150 diagnosed with chronic hepatitis B (CHB) and 143 undergoing liver
parenchyma biopsy procedures due to different clinical indications. Total DNA was isolated from liver biopsy samples. The TagMan SNP genotyping
method was used to determine the rs2296651 polymorphism in the SLCT0AT gene, which leads to the NTCP S267F variation.

Results: In patients with CHB and the control group, the NTCP-interacting domain was highly conserved, and no variation of the SNP rs2296651 in
the SLCT0AT gene leading to the NTCP S267F variation was detected in any of the patients.

Conclusion: It was thought that in patients with CHB, the impact of the NTCP S267F variation on the progression of HBV-associated diseases and
its influence on the therapeutic efficacy of anti-viral agents targeting NTCP blockade may be limited.

Keywords: Hepatitis B virus, chronic hepatitis B, single nucleotide polymorphism, sodium taurocholate co-transporting polypeptide
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GiRiS
Hepatit B virlis (HBV) iliskili olabildigi siroz ve karaciger
kanseri gelisimi, mevcut tedaviler ile Onlenebilir olmasina
karsin, tamamen viral klerensini saglayacak bir tedavisinin
henliz bulunmamasi ve diinya genelinde her yil yaklasik
bir milyon insanin yasamini yitirmesine neden olabilmesi
nedeniyle dnemli bir halk saghgr sorunu olarak giincelligini
korumaktadir’. Kronik HBV (KHB) enfeksiyonlari virlise ait
viral foktorler ile enfekte bireye ait konak faktorleri ve ayrica
cevresel faktorlerin karsihkl etkilesimi ile sekillenen dinamik bir
strectir. Dolayisiyla kronik viral hepatitlerin dogal seyri, siroz
ve hepatosellller karsinoma (HSK) gibi son dénem karaciger
hastaliklarinin gelismesi ve prognozu ile tedavi yanitlarinin
sekillenmesinde genotip ve mutasyonlar gibi viral faktorler ile
enfekte bireyin genetik ve imminolojik faktorleri ile cevresel
faktorler kritik belirleyicidir?®.

Sodyum taurokolat kotransporter polipeptiti (NTCP) insan
HBV ve onun satellit viriisii olan hepatit D virtis (HDV) igin
fonksiyonel bir reseptordir®. NTCP kromozom 14'de lokalize,
¢6ziinmiis madde tasiyici aile 10'un (sodium/bile acid
cotransporter family, SLC10) bir numaral Gyesi SLCT0AT geni
tarafindan kodlanan, hepatositler tarafindan eksprese edilen
safra tuzlarinin enterohepatik sirkiilasyonunda gérev alan bir
hiicre yiizey glikoproteinidir®. Bu agidan HBV enfeksiyonlari
icin viral ylzey proteini (surface) PreS1 ile hepatosit
ylizeyindeki PreS1'e spesifik reseptdri NTCP araciligr etkilesimi
ve sonrasl endositoz yolu ile hiicre icine transferini kapsayan
giris basamag kritik 6neme sahiptir. Dolayisiyla NTCP, anti-
HBV tedavisi amaciyla virlsiin hepatositlere baglanmasi ve
girisinin engellenmesine yonelik yeni terapotik hedeflerden
birini olusturmaktadir®.

Buna karsin NTCP geni lizerinde saptanan 6zellikle p.Ser267Phe
(S267F) polimorfizminin (single nucleotide polymorphism;
SNP), NTCP'nin fizyolojik fonksiyonunda degisime neden olarak,
HBV'nin hiicre icine girisi ve enfeksiyon yiiklinlin azalmasina
neden olabildigi bildirilmistir. Dolayisiyla NTCP'nin bu genetik
varyantlarinin HBV enfeksiyonuna direng ve HBV enfeksiyonu ile
iliskili karaciger sirozu ve HSK gelisme riski ile iliskili olabilecegi
hipotez edilmektedir. Ayrica NTCP etkilesim domainindeki (HBV
PreS1) sekans farkhliklarinin NTCP'ye baglanma afinitesinde
degisiklige neden olarak anti-HBV tedavisi amaciyla tasarlanan
HBV giris inhibitdrlerine kargi tedavi yanitlarini olumsuz yonde
etkileyebilecegi de 6ne siriilmektedir®'.

Dolayisiyla bu calismanin amaci HBV ve HDV fonksiyonel
reseptorii NTCP kodlayan gendeki polimorfizmleri saptamak
ve NTCP S267 polimorfizminin varyasyonunun hastalarin
klinik sonuclari Gzerindeki etkileri ile NTCP'yi hedef alan yeni
terapotiklerin tedavi etkinliginin 6dngorilmesinde prognostik
etkisini degerlendirmektir.

GEREG VE YONTEM

Bu calisma Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu
(TUBITAK) 2185769 proje numarasi ile desteklenmistir.
Calismanin etik onayl Istanbul Universitesi, istanbul Tip
Fakiltesi Etik Kurulu tarafindan verilmistir (no: 2018/1251,
tarih: 14.09.2018).

Olgularin Se¢imi ve Tanimlanmasi

Hasta Galisma Grubu

Bu calismaya 6 aydan uzun siireli HBsAg seropozitifligi nedeniyle
KHB enfeksiyonu tanimlanan ve istanbul Universitesi, istanbul
Tip Fakiiltesi, Gastroenterohepatoloji Klinigi tarafindan takip
edilen, histolojik ve klinik degerlendirme amaciyla karaciger
parankim biyopsisi islemi planlanan tedavi naif 150 KHB'li
hasta dahil edildi (Tablo 1).

Kontrol Grubu

Bu calismaya istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi,
Gastroenterohepatoloji Klinigi tarafindan kronik hepatit C
enfeksiyonu tanili 63 ve viral hepatit etkenleri disinda (non-viral)
farkh kinik endikasyonlar nedeniyle karaciger parankim biyopsisi
gerceklestirilen 80, toplam 143 hasta dahil edildi (Tablo 1).

Klinik Materyal

Hastalardan karaciger biyopsi ornekleri alindi. Karaciger
biyopsi islemleri istanbul Tip Fakiiltesi Gastroenterohepatoloji
Klinigi ve girisimsel radyoloji birimlerinde gerceklestirildi. Ticari
bir kit (QlAamp DNA Mini kit, Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
kullanilarak karaciger biyopsi drneklerinden elde edilen total
DNA 6rnekleri SNP genotipleme ve viral mutasyonlarin tespitine
yonelik sekans analizleri icin -20 °C'de muhafaza edildi.

SNP Genotiplendirme (SLC10A1/rs2296651)

Genotip Analizi

Hastalarin  karaciger doku orneklerinden intrahepatik
diizeyde izole edilen insan DNA o&rneklerinden SNP'lerin
tani ve analizi Uretici firma tarafindan saglanan real-time-
polimeraz zincir reaksiyonu cihazi ve yodntemi kullanilarak
gerceklestirildi (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD).
NTCP S267F varyantinin (c.800G>A, SLC10A1/rs2296651)
genotiplendirilmesi icin TagMan SNP  genotiplendirme
yontemi kullanildi. SNP analizleri icin TagMan SNP genotipleme
deneyi elde edilen amplifikasyon egrileri ve allel ayrimlari igin
StepOne Software programlari kullanildi.

Demografik ve klinik laboratuvar verileri: Hastalarin
demografik, diger klinik laboratuvar veriler ile patolojik
verileri hasta dosyalari velya hastanenin elektronik veri kayit
sisteminden elde edildi.
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istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) (16.0 software, SPSS Inc., Chicago, IL) programi
kullanilarak gerceklestirildi. Veriler arasindaki kategorik
degiskenlerin karsilastirlmasinda ki-kare testi veya Fisher
testleri, kategorik olmayan verilerin karsilastiriimasinda ise
Mann-Whitney U ve one-way ANOVA testleri kullanildi.
Sonuglar ortalama ve standart sapmalari ile ifade edildi. P<0,05
degerleri istatistiksel olarak anlaml fakhlik olarak kabul edildi.

BULGULAR

Hastalarin Karakteristigi

Calismaya dahil edilen hastalarin demografik, klinik ve
histolojik verileri Tablo 1'de ézetlenmistir. Ozetle bu calismaya
78'i erkek 72'si kadin yas ortalamasi 41,63+13,17 olan 150
KHB hastasi dahil edildi. Hastalar karaciger biyopsi 6rneklerinin
histolojik degerlendirmesi sonucu elde edilen histolojik aktivite
indeksi baz alinarak elde edilen veriler uyarinca ortalama
nekroenflamatuvar aktivite (grade), diizeyleri 4,96+2,8 fibrozis
evre (stage) diizeyleri ise 2,04+1,30 olarak tespit edildi. Bu
veriler calisma grubuna dahil edilen hastalarin genel olarak

Tablo 1. Hastalarin karakteristik ozellikleri

aktif kronik hepatit ile uyumlu ve sinirli diizeyde enflamatuvar
aktivite ve fibrozise sahip oldugunu goéstermektedir.

Calismaya dahil edilen 63'l kronik hepatit C enfeksiyonlu ve
80'i non-viral karaciger hastaligi olan 58'i erkek 85'i kadin
toplam 143 kontrol grubu hastanin da demografik, klinik,
klinik laboratuvar, virolojik ve histopatolojik verileri Tablo
1'de ozetlenmistir. Kronik hepatit C'li hastalarin histolojik
olarak enflamasyon derecesi (grade) 6,00+2,10, fibrosis evreleri
(stage) ise 2,59+1,13 idi. Viral hepatit disinda farkh klinik
endikasyonlar nedeniyle karaciger biyopsisi yapilan hastalarin
32'sini (%40) karaciger yaglanmasi tespit edilen hastalar
olusturmaktaydi.

SLC10A1/rs2296651 Polimorfizmi (S267F, NTCP Varyant)

Bu calismada 150 KHB hastasi ile kontrol grubundaki 143
hastanin karaciger dokusundan elde edilen total insan
DNA'sinda SLC10A1/rs2296651 genindeki S267F (G/A)
genotipi ve polimorfizmi arastirildi. Gerek KHB gerekse
kontrol grubundaki hastalarin hicbirinde S267F (G/A)
polimorfizmine rastlanmadi. Hasta ve kontrol grubundaki
tlim drneklerin molekiiler analizlerinde SLC10A1/rs2296651
geninin 267. aminoasitini (AA). kodlayan kodondaki allel

Kontrol grup

KHB, n=150 KHC, n=63 r:;(—)viral karaciger hastalig, 3
Yas ort+SS (yil) 41,63+13,17 56,08+16,38 47,48+13,86 N.S.
Cinsiyet (E/K) 7872 21/42 37/43 N.S.
Klinik laboratuvar, ort+SS
AST (U/L) 51.68+54.08 52,08+42,13 96,68+148,84 <0,05
ALT (U/L 68.38+89.46 69,03+99,97 114,22+141,29 <0,05
ALP (U/L) 74,62+26,85 80,30+27,46 171,40+207,59 <0,05
GGT (U/V) 31,26+34,44 56,84+58,14 174,50+246,13 <0,05
Viral faktorler
Log HBV DNA (IU/mL) 7,29+7,69 U U
Log HCV RNA (IU/mL) U 8.08+8,03 U
Histoloji, ort+SS
Enflamasyon (grade) 4,96+2,84 6,00+2,10 <0,05
Fibrozis (stage) 2,04+1,30 2,59+1,13 U <0,05
NASH U U 21
NAFLD U U 1
Non-spesifik degisiklik* U u 26
Kolestatik karaciger hastaligi™ U U 12
Cirrhosis U U 5
Portal hipertansiyon/venopati U U 5
*Histopatolojik tanida yapisal olmayan degisiklikler, fibrozis yoklugu, minimal diizeyde portal ve lobliler enflamatuvar infiltratlar.
**Primer biliyer kolanjit, primer sklerozan kolanjit.
AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz, ALP: Alkalen fosfataz, GGT: Gama glutamil transferaz, NASH: Non-alkolik steatohepatit, NAFLD: Non-alkolik yagli
karaciger hastaligi, HBV: Hepatit B viriis, HCV: Hepatit C viriis, N.S.: Not significant, ort+SS: Ortalama+standart sapma, E/K: Erkek/kadin, U: Uygulanamaz
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homozigot olacak sekilde G/G olarak tespit edildi. Hicbir
hastada G/A heterozigot veya A/A homozigot allelleri
saptanmadi (Tablo 2).

TARTISMA

Son vyillarda NTCP'yi kodlayan SLCT0AT gendeki genetik
varyasyonlarin saptanmasi ve bunlarin NTCP'nin HBV iliskili
reseptor fonksiyonu lzerindeki etkilerinin arastiriimasi giincel
bir yaklasimdir. SLC10A1 genindeki genetik varyasyonlarin
tespiti amaciyla agirlikh olarak Asya populasyonu lizerinde

yapilan bilimsel calismalarda en sik rastlanan NTCP
iliskili genetik varyantin; S267F polimorfizmi oldugu
rapor edilmektedir. Bu amacla gerceklestirilmis bilimsel

calismalarin bir kisminda SLC10AT geni lizerinde saptanan
S267F polimorfizminin, NTCP'nin fizyolojik fonksiyonunda
degisime neden olarak, HBV'nin hiicre igine girisinin ve
enfeksiyon yiikiinlin azalmasina neden olabildigi bildirilmistir.
Dolayisiyla NTCP S267F genetik varyantinin HBV enfeksiyonuna
direnc ve HBV enfeksiyonu ile iliskili karaciger sirozu ve HSK
gelisme riski ile iliskili olabilecegi hipotez edilmektedir'®-'31617,

NTCP geninin 4. ekzonunda yer alan ve vyanhs anlamli
mutasyona (missense) sebep olan NTCP S267F(c.800G>A,
rs2296651) varyantinin, HBV'nin reseptér fonksiyonunda
azalmaya neden oldugu bunun da HBV'nin reseptdre baglanma
kaybina, hiicre icine girise ve replikasyon kapasitesinin azalmasi
ile sonuglanabildigi de 6ne siirtilmektedir®.

NTCP S267F varyantinin HBV klerensi, HBV iliskili siroz, HSK ve
HBV enfeksiyonuna direnc ile iliskisinin irdelenmesi amaciyla
yapilan bir cahsmada S267F (A allel) varyanti saglikli grupta
HBV ile enfekte hastalara gore daha yiiksek oranda tespit
edilmistir. Dolayisiyla S267F varyantinin HBV iliskili siroz
ve HSK gelisme riski ile hastalik progresyonunda azalma ile
iliskili olabilecedi buna karsin spontan HBV klerensi ile iliskili
olmayabilecegi rapor edilmistir. 5267F varyantinin genel olarak
HBV enfeksiyonu ve iliskili hastaliklardan koruyucu nitelige
sahip oldugu, bununla birlikte bu varyantin sirozun HSK
yoniinde progresyonununu ise engellemedigi belirtiimektedir™.

NTCP varyasyonlarinin varyasyonlarin KHB enfeksiyonuna
direnc¢ ve klinik sonuclarina etkisinin arastirildigi Asya (Cin)
populasyonunu kapsayan yaklasik 2000 hasta ve 2000 saglikli
kontrol grubu iceren bir calismada, NTCP Ser267Phe varyantinin
KHB'ye direnc ve HBV iliskili karaciger hastaliklarinin
insidansinda azalmayla iliskili oldugu rapor edilmistir'?.

Ayrica NTCP, HBV ve HDV enfeksiyonlarinin tedavisi amaciyla
virlisiin hepatositlere baglanmasi ve girisinin engellenmesine
yonelik yeni terapotik hedeflerden biridir. NTCP'nin reseptor
fonksiyonun engellenmesi amaciyla HBV PreS1 domaininin
NTCP baglanma motifini iceren N-terminal bdlgesindeki
ilk 47 aa'nin (2-48 aa) ucuna (2. aa, lizin) miristik asitin
(tetradekanoik asit) eklenmesi (Miristilasyon; Protein
N-myristoylation) ile elde edilen sentetik bir lipoproteinin
tedavide kullanilmasi  planlanmaktadir®'®.  Glnimizde
HBV Pre-S1'in ilk 47 aa'ni baz alarak elde edilen sentetik
bir lipoprotein olan Bulevirtide'nin (BLV) sentez edilmis ve
terapotik etkinliginin test edilmesine yonelik pre-klinik ve
klinik cahismalar devam etmektedir'®?. Bu nedenle NTCP
etkilesim domainindeki (HBV Pres1) sekans farkhliklari ve
NTCP'deki tek niikleotid polimorfizmlerin (Single nucleotide
polymorphism, SNP) tanimlanmasi, HBV enfeksiyonlarinin
tedavisi amaciyla yakin gelecekte klinik kullanimi planlanan
HBV hiicre giris inhibitorlerinin  tedavi etkinliginin
ongorilmesinde yararli olabilir.

Tayvanda NTCP Ser267Phe varyantinin KHB enfeksiyonunun
serostatiisii, HBV iliskili siroz ve HSK gelisme riski ile iliskisinin
irdelendigi 3801'i KHB ve kontrol grubu olarak HBsAg negatif
3801 kisiyi kapsayan genis capli bir ¢calismada S267F varyanti
kontrol grubunda %18,5, sirozlu olgularda %717,2, non-sirotik
HSK'hlarda ise %13,2 oraninda tespit edilmistir. GG genotipli
bireylerde GA ve AA genotipine gore HSK gelisme riskinin 25
kat daha yiiksek oldugu, AA genotipinin istatistiksel olarak
anlamli oranda HBsAg seronegatifligi ile iliskili oldugu rapor
edilmis. Sonug olarak S267F varyantinin KHB enfeksiyonuna
direnc, HBV iliskili siroz ve HSK gelisme riskinde azalma ile iliskili
oldugu bildirilmis, ayrica hastalarda bu varyantin tespitinin
HBV DNA diizeyleri ile birlikte analiz edilmesinin HBV iliskili
HSK' riski diistik hastalari tanimlamada faydali olabilecegi
ongorilmistiir?.

Buna karsin saptanan bu genetik varyantlarin NTCP'nin HBV
iliskili reseptor fonksiyonu tizerindeki etkilerinin arastirildig
bazi bilimsel calismalarin verileri ise bu calismadaki verileri
dogrulamamaktadir?*-25, HBV enfeksiyonu ile S267F (rs2296651)
varyasyonu arasindakiiliskinin irdelendigi bir calismada da gerek
enfeksiyonlu gerekse kontrol gruplarinin hicbirinde rs2296651
varyantinin tespit edilemedigi, sonug¢ olarak bu SNP'nin Asya
poplilasyonuna spesifik olabilecegi belirtilmistir?®. Dolayisiyla
bu varyantlarin HBV enfeksiyonuna diren¢ ve KHB ile iliskili
siroz, HSK gelisimi ayrica anti-HBV tedavileri lzerindeki rolleri

Tablo 2. SLC10A1/rs2296651 polimorfizmi (S267F, NTCP varyant) sonuclari

rs2296651 Allel
Hastalar (n) G/G G/A A/A p
Kronik hepatit B (150) 150 0 =
Kontrol (143) 143 0 -
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halen tartismalidir. Ayrica NTCP SNP rs229665'nin prevelansi
etnisite, cografya ve HBV endemisitesine gore farkliliklar
gosterebilmektedir.

Bizim calismamizda hastalarin hi¢birinde HBV'nin fonksiyonel
reseptorii  NTCP'yi kodlayan SLC10A7 genindeki S267F
varyasyona sebep olan SNP rs2296651 tespit edilmedi. Bu
nedenle bu calismada S267F varyasyonunun hastalarin
KHB'li  6zellikleri tzerindeki etkileri degerlendirilemedi.
Dolayisiyla bu calismadan elde edilen veriler, SLC10A
varyantlarinin KHB iliskili siroz ve HSK riski diisiik kronik
B hepatitli hastalarin tanimlanmasinda yardimei yeni bir
biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilirliginin sinirli olduguna
isaret ettigi gibi, NTCP blokajini hedef alan anti-viral
terapotiklerin tedavi etkinligini azaltmasi yoniindeki roltiniin
de oldukca sinirh olabilecegini dustindirmektedir. Bu ylizden
SLC10AT genindeki S267F varyasyonuna neden olan SNP
rs2296651 saptanmasinin prognostik degerliligi konusu
belirsizligini stirdiirmektedir.

Calismanin Kisithiiklari

Bu calismaya dahil edilen hasta ve 6rneklem sayisinin az olmasi
ile SLCT0AT1 genindeki S267F varyasyonun mRNA diizeyinde
tespit edilemesi calismanin kisitlilklarini olusturmaktaydi.

SONUG

Sonuc olarak bu calismadan elde edilen veriler KHB'li hastalarda
NTCP etkilesim domainin olduk¢ca korunmus oldugunu,
dolayisiyla NTCP'yi kodlayan SLC710A7 genindeki S267F
varyasyonlarinin HBV iliskili karaciger hasarlarinin progresyonu
ile NTCP'yi hedef alan antiviral terapdtikler tizerinde potansiyel
olumsuz etkisinin oldukca sinirl olabilecedine isaret etmektedir.

Etik

Etik Kurul Onayi: Calismanin etik onayi istanbul Universitesi
istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan verilmistir (no:
2018/1251, tarih: 14.09.2018).

Hasta Onayi: Retrospektif calismadir.
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