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OZET

Kronik hepatit C infeksiyonunda, Hepatit C Virus (HCV) RNA’sI tedaviye karar verilmesi ve tedavinin etkinliginin dlgtimesinde kulla-
nilmaktadir. Bu galismanin amaci, oto-antikorlarla HCV RNA arasinda olabilecek bir etkilesimin arastiriimasi ve bu etkilesimin kronik
hepatit C hastalarinin tedavisine karar verilmesinde ve tedavinin etkinliginin arastiriimasina katkisini degerlendirmektir. Bu amag
icin, 234 anti-HCV pozitif ve 51 anti-HCV negatif serumlardan bir panel olusturulmustur. Serumlarda, HCV RNA varhg arastiriimis,
anti-nikleer antikor (ANA), anti-diiz kas antikorlari (ASMA), anti-mitokondriyal antikor (AMA), anti-karaciger bébrek mikrozomal anti-
kor (LKM) oto-antikor testleri yapilmistir. Hepatit C virus RNA genotipi belirlenmistir. Hepatit C virus RNA negatif hastalarin
%32.4’unde 1:100 titrede ANA pozitif bulunurken, HCV RNA pozitif hastalarin %16.0'inda ANA pozitif bulunmustur. Yapilan logistic
regression analizinde de HCV RNA varliginin ANA varligindan etkilendigi gésterilmistir. Hepatit C virus RNA, kronik hepatit C teda-
visinin takibinde kullaniimaktadir. Antinlikleer antikor sonucunun kronik hepatit C tedavisine etkisi yapilacak klinik calismalarla de-
gerlendirilmelidir.

SUMMARY

Hepatitis C Virus (HCV) RNA detection has been used for the management decision and efficacy of therapy in chronic HCV infec-
tion. The aim of the present study was to investigate any possible interaction between HCV RNA and autoantibodies in order to use
autoantibodies for management decision and efficacy of therapy in chronic HCV infection. For this purpose, a panel consisting 234
anti-HCV positive and 51 anti-HCV negative sera were formed. With all sera HCV RNA, anti-nuclear (ANA), anti-smooth muscle
(ASMA), anti-mitochondrial (AMA), anti-liver kidney microsomal (LKM) autoantibody tests were performed. Hepatitis C virus RNA
genotype was detected. While ANA was found to be positive at a dilution of 1:100 in 32.4% of HCV RNA negative, it was 16.0% in
HCV RNA positive sera. According to the logistic regression analysis, the presence of ANA was found to be affected by the HCV
RNA status. Hepatitis C virus RNA is valuable to show the efficacy of antiviral therapy in chronic HCV infection. The data provided
by this study lead to raise an idea of using ANA for showing efficacy of antiviral therapy in chronic HCV infection.

Hepatit C, Flaviviridae familyasindan kigik bir RNA
virusunun neden oldudu bir infeksiyon hastahgdidir.
Virusun tek sarmal RNA genomu 9.6 kilobaz uzunlu-
gundadir. Hepatit C virusu (HCV) kilturde uretilmemis-
tir ve neden oldugu hastaligin olusturulabilecedi heniliz
bir deneysel hayvan modeli olusturulamamistir.

Persistan infeksiyonda HCV hizla gogalarak hicreden
hicreye gecmekte ve bu sayede immun sistem hicre-
lerinden kagabilmektedir. Hepatit C'de giinde 10" ile
10" viriyon arasinda Ureme gorulmektedir. Serumda
virus sirkilasyonu hizh bir sekilde iki-Ui¢ saatte bir ol-
maktadir (1).
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Hepatit C virus infeksiyonunun tani ve takibinde serolojik
ve molekiler ydntemler kullaniimaktadir. Hepatit C
virusuna ait RNA’nin periferik kanda belirlenmesi virusun
aktif replikasyonunu go6stermektedir. Hepatit C virus
RNA diizeyi son dénem karaciger yetmezIigi olan hasta-
lar disinda, kronik infeksiyonu olan hastalarda istikrarli
seyretmekte ve hastaligin siddetiyle iliskisi bulunmamak-
tadir. Tedavinin etkinligi, antiviral ilag uygulamasi ta-
mamlandiktan 24 hafta sonra HCV RNA’nin belirlene-
memesi temeline dayanan ve kalici virolojik yanit (KVY)
adi verilen bir algoritmik yaklagima gére yapilmaktadir
(2). Duyarli kantitatif HCV RNA délcim ydntemleri,
KVY’nin dogru degerlendirilebilmesi igin énerilmektedir.

Anti-niikleer antikorlar (ANA) bazi bag dokusu hastalikla-
tanisinda kullanilan bir grup heterojen oto-
antikordur. Anti-ntkleer antikorlar fizyolojik ve patolojik
durumlarda pozitiflesebilmektedir. Bu nedenle ANA pozi-
tifligi kosullara goére farkh anlam kazanmaktadir. Genel
olarak ANA 1:160 titrenin Ustinde pozitif bulundugunda
oto-immiin hastaliklarla iliskilendirilmis olmasina ragmen
disilk titrede pozitiflik veya negatif sonug hicbir sekilde
hastaligi ekarte ettirmemektedir (3). Dusuk titrede oto-
antikorlar saglikl kisilerde, oto-immuin hastaligi olan kisi-
lerin akrabalarinda, kronik inflamatuvar hastaligi veya
kanseri olanlarda oto-immiin temele dayanmadan genel-
likle polireaktif bir sekilde pozitif olabilmektedir. Bu gibi
disik pozitifliklerde antikor disik afiniteye sahip
immunglobdlin M tipindedir (4). Oto-antikorlar yas ve
cinsiyet faktériinden de etkilenir (3). Viral infeksiyonlarin
oto-immuin hastalik olusumuna katki sagladigi klinik ve
deneysel calismalarda gosterilmistir. Kabakulak veya
Coxsackie virus B gibi pankreatropik viruslarla meydana
gelen infeksiyonlari takiben insiline badimli Diabetes
mellitus’ta goérilebilmektedir (5). Oto-immun B hiicre ya-
nitl, kriyoglobulinemia, glomerulonefrit, hepatit B ve he-
patit C’'de gérilen vaskulit gibi bazi tablolarda gérulen
ekstrahepatik bulgularin meydana gelmesine katkida
bulunmaktadir (6).

rinin

Kronik HCV infeksiyonu olanlarin yaklasik Ugte birinde
organ non-spesifik oto-antikorlar (ANA, ASMA gibi)
1:100 titrenin Uzerinde pozitif bulunmustur (7). Anti-
karaciger bobrek mikrozomal antikorlari (ALKM), anti-
mitokondriyal antikorlar ve ANCA gibi organ spesifik oto-
antikorlar ise daha az oranda gérilmektedir (8-10).

Bu galismanin amaci, 1:100 titrede oto-antikor varliginin
HCV RNA dizeyi olan iligkiyi arastirmak ve patogenez,
tedavi veya alternatif testlerle ilgili ileri calismalara énveri
sunmakitir.
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GEREC VE YONTEM
Serum ornekleri

Bu retrospektif galismada, serum 6rnekleri tani amaciyla
hastanemize 2004-2005 tarihleri arasinda bagvuran has-
talardan alinmis ve testler yapilincaya kadar érnekler -70°
C’de saklanmistir. Calismanin amacina uygun olarak
laboratuvar sonuglarina gore 234 anti-HCV pozitif ve 51
anti-HCV negatif serumlardan bir panel olusturulmustur.
Mimkin oldugunca hastaya anti-viral tedavi baslanma-
dan 6nce alinmis 6rnekler panele dahil edilmistir. Buna
ragmen anti-HCV pozitif 234 hastanin 65'nin (%27.8)
medikal kayitlarindan, kan alindiginda interferon veya
ribavirin tedavisi aldigi anlasiimaktadir. Sistemik lupus
eritematozus, romatoit artirit ve Sjégren sendromu gibi
oto-immin hastalidi oldugu bilinen hastalarin 6rnekleri
galismadan ¢ikartiimigtir. Anti-HCV negatif Ornekler,
hastanemize saglik kontroll igin basvuran ve herhangi
bir hastaligi bulunmayan saglikh kisilerin serumlari ara-
sindan segcilmistir. Batin érneklerde HIV virus antikoru
negatif bulunmustur. Baska bir kistas uygulanmamistir.

Oto-antikor ol¢iimii

Anti-niikleer antikor (ANA), anti-diz kas antikorlari
(ASMA), anti-mitokondriyal antikor (AMA), anti-karaciger
bdébrek mikrozomal antikor (LKM) testleri Uretici firmanin
(Euroimmun, Libeck, Almanya) oOnerisi dogrultusunda
arastinlmigtir.  Bitin  ornekler 1:100, ANCA 1:10
dilisyonda test edilmistir. Kisaca test su sekilde yaplil-
mistir: Uygun antijen substrati ile sulandiriimis serum 30
dakika inkilbe edilmistir. Fosfat tamponlu serum fizyolojik
soliisyonuyla (pH 7.2) ¢ defa ortalama bes dakika yi-
kandiktan sonra floresan isaretli anti-insan globulin ice-
ren ayiragla 30 dakika daha inkibasyon yapilmistir. Bu
asamadan sonra yilkama iglemi tekrarlanmis ve kuyucuk-
lara alkalin gliserin tamponu damlatilarak 400 defa bi-
yutmede Zeiss marka floresan mikroskobunda preparat-
lar degerlendirilmigtir.

Virolojik ¢aligma

Anti-hepatit C virus antikorlari (anti-HCV) pozitifligi
mikropartiklllerin  kullanildigi  ELISA (MEIA; Abbott
AXSYM System, Chicago, IL, ABD) yéntemiyle aranmis-
tir. Hepatit C virus RNA (HCV RNA) seviyesi, HCV ge-
nomunda & noncoding bdlgesine uygun primerlar kulla-
nilarak ve ters transkripsiyon gergcek zamanli polimerize
zincir reaksiyonu (reverse transcriptional-real time PCR)
protokoliine uygun yéntemle belirlenmistir (Fluorion HCV
QNP 2.1 HCV RNA Quantitative kits; lontek, istanbul;
iCycler, Hercules, CA, ABD). Diizen alt sinir 102, Ust

infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection)



HCV RNA ve oto-antikorlar

siniri ise 107 IU/mL olarak belirlenmistir. Hepatit C virus
genotipi amplifiye 5 noncoding genom bdlgesinin
“restriction fragment length polymorphism” analizi sonu-
cuna goére yapilmistir.

istatistik analizi

istatistik analizleri verilerin durumuna gére Chi-kare veya
Fisher test kullanilarak yapilmigtir. Logistic regression
analizi anti-HCV ve HCV RNA pozitifligi 1 ve 2 bagimsiz
degiskenler alinarak yapilmistir. ANA pozitifligi bagiml
degiskendir. P degeri 0.05’ten kiiglik oldugunda farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edilmistir.

BULGULAR

Anti-HCV pozitif ve negatif, toplam 285 serumda ANA,
SMA, AMA, ANCA, LKM oto-antikor testleri 1:100
dilisyonda arandi. Anti-dliz kas antikorlari, AMA, ANCA,
LKM sonuglari anti-HCV pozitif ve negatif gruplarda ben-
zer bulundu. Anti-niikleer antikor pozitifligi anti-HCV po-

zitif ve negatif gruplar arasinda istitatistiksel olarak an-
lamli derecede (p<0.05) farkli bulundu (Tablo 1).

Anti-HCV pozitif olan 234 serumun 163 tanesinde
(%69.6) ayni zamanda HCV RNA pozitif bulundu. Hepa-
tit C virus RNA pozitif ve negatif serumlarda SMA, AMA,
ANCA, LKM sonuglari benzer bulundu. Anti-niikleer anti-
kor pozitifligi HCV RNA pozitif ve negatif gruplar arasin-
da istitatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05) farkl
bulundu (Tablo 2).

Hepatit C virus RNA serumlarin 131 tanesinde (%80.4)
yuz bin IU/ml’'nin Gzerinde (>105) bulundu. Anti-diz kas
antikorlari, AMA, ANCA, LKM sonuglari HCV RNA dize-
yi yuksek ve dislk olan gruplarda benzer bulundu.
Antintkleer antikor pozitifligi HCV RNA ylksek ve dislk
seviyeli gruplar arasinda istitatistiksel olarak anlaml de-
recede (p<0.05) farkli bulundu (Tablo 3).

Anti-HCV varligi ve HCV RNA diizeyinin ANA pozitifligi
Uzerindeki etkisinin olgllebilmesi igin logistic regression

Tablo 1. Anti-HCV pozitifligine gore oto-antikorlarin dagilimi

Anti-HCV
Oto-antikor* (n: 285) Negatif Pozitif P-degeri
n: 51 % n: 234 %
ANA (n: 67) 18 35.3 49 20.9 <0.05
SMA (n: 16) 1 2 15 6.4 NS
AMA (n: 7) 0 0 7 3.0 NS
ANCA (n: 10) 1 2 9 3.8 NS
LKM (n: 2) 0 0 2 0.9 -
ANA+SMA (n: 12) 1 1.9 11 4.7 NS
ANA+ANCA (n: 4) 1 1.9 3 1.3 NS
En az bir oto-antikor (n: 90) 19 37.3 71 30.3 NS
*1:100 serum dilisyonunda indirekt immunofléresan test sonucuna gore pozitif
NS: Fark 6nemsiz
Tablo 2. HCV RNA pozitifligine gére oto-antikorlarin dagihmi
HCV RNA
Oto-antikor® : -
Negatif Pozitif P-degeri
n: 71 % n: 163 %
ANA 23 324 26 16.0 <0.05
SMA 6 8.5 9 5.5 NS
AMA 2 2.8 5 3.1 NS
ANCA 2 2.8 7 4.3 NS
LKM 0 0 2 1.2 -
ANA+SMA 5 7.0 0 0 NS
ANA+ANCA 1 1.4 2 1.2 NS
En az bir oto-antikor 28 394 43 26.2 <0.05
*1:100 serum diliisyonunda indirekt immunofléresan test sonucuna gore pozitif
NS: Fark 6nemsiz
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Tablo 3. HCV RNA seviyesine gore oto-antikorlarin dagihmi

HCV RNA seviyesi (IU/mL)

. >10° <10° P-degeri
Oto-antikor* n: 131 % n: 32 %

ANA 17 13.0 9 28.1 <0.05
SMA 8 6.1 1 3.1 NS
AMA 5 3.8 0 0 NS
ANCA 7 5.3 0 0 NS
LKM 2 15 0 0 -
ANA+SMA 0 0 0 0 NS
ANA+ANCA 2 15 0 0 NS
En az bir oto-antikor 33 25.2 10 31.3 NS

*1:100 serum dilisyonunda indirekt immunofléresan test sonucuna gore pozitif

NS; Fark 6nemsiz

Tablo 4. Anti-HCV varligi ve HCV RNA seviyesinin ANA pozitifligi Gzerindeki etkisi

Badimsiz degiskenlere gore pozitif (%)

Logistic regression analizi

Bagimsiz degiskenler Toplam 6rnek ANA negatif ANA p02|tlf omek-
ornekler ler .
QOdds ratio P degeri
(n: 285) (n: 218) (n: 67) (%95 ClI)
Anti-HCV 82.1 84.9 73.1 0.9 (0.4-1.9) NS
HCV RNA 57.2 62.8 38.8 0.8 (0.3-2.0) NS
HCV RNA > 10° 46.0 523 254 0.4 (0.2-0.9) 0.041

*1:100 serum dilisyonunda indirekt immunofléresan test sonucuna gore pozitif

NS: Fark 6nemsiz

analizi yapildi (Tablo 4). Anti-nikleer antikor pozitifligine
gore, HCV RNA diizeyi ylksek olanlarin %95 gliven ara-
iginda Odd ratio degeri 0.2 ile 0.9 arasinda bulundu.
Odd ratio degeri 1'i igermedigi, farkin istatistiksel olarak
anlamli bulunmasiyla dogrulandi. Bu analize gére, ylk-
sek diizeyde HCV RNA pozitifligin ANA pozitifligine etkisi
oldugu gésterildi. Bununla birlikte, anti-HCV pozitifliginin
ve dusuk dizeyde HCV RNA varliginin ANA pozitifligini
etkilemedigi anlasildi.

Hepatit C virus RNA’sI pozitif oldugu belirlenen, interfe-
ron veya ribavirin tedavisi géren 63 hastanin 11’inde
(%17,5) ANA pozitif bulunmustur. Tedavi alan ve alma-
yan gruplar arasinda, ANA pozitifliJi agisindan fark ista-
tistiksel olarak anlamli bulunmustur (P>0.05). Hepatit C
virus genotipi butiin suglarda 1b olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Kronik hepatit C tanisi, infeksiyonun baslangicindan iti-
baren en az alti ay sureyle HCV RNA'In persistansinin
belirlenmesiyle  konulmaktadir.  Akut ve  kronik
infeksiyonun seyri sirasinda HCV RNA ve ALT diizeyle-
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rinde dalgalanmalar, bazi hastalarda HCV RNA'nin ne-
gatif bulunmasina, ALT dizeyinin normal d&l¢ilmesine
neden olur. Hastalik kroniklesmeye basladiginda HCV
RNA dizeyindeki dalgalanma azalmaktadir (1). Bu ne-
denle, kronik hepatit C tanisi konulduktan sonra tedaviye
kadar HCV RNA testinin tekrar edilmesine genellikle ihti-
ya¢ duyulmamaktadir. Hepatit C virus RNA, iki amag igin
kullaniimaktadir. Birincisi, tedaviye karar verilmesi ve
ikincisi tedavinin etkinliginin 6l¢tlmesidir (11). Ancak se-
rum HCV RNA seviyesinin dl¢llmesinde kullanilan yon-
temlerin duyarlihk, 6zgullik, dogruluk ve tekrarlanabilirli-
ginin guvenilir olmasi gerekmektedir. Bu amag icin gelig-
tirilmis bircok teknolojik cihaz bulunmaktadir, ancak he-
nuz genel olarak kabul géren bir ydntem belirlenememis-
tir ve maliyet ylksektir (12). Daha ucuz ve otomatize sis-
temlerin kullanimina izin veren teknik arayiglari devam
etmektedir. Bu galismada, ANA ve HCV RNA varligi
arasinda ters bir iligki bulunmustur. Hepatit C virus RNA
negatif hastalarin %32.4’inde 1:100 titrede ANA pozitif
bulunurken, HCV RNA pozitif hastalarin %16.0’inda ANA
pozitif bulunmustur. Yapilan “logistic regression” anali-
zinde de HCV RNA varliginin ANA varligindan etkilendi-
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gi gosterilmistir. Yakin bir zamanda hastanemizde yapi-
lan bir calismada (13), ANA istemiyle laboratuvara gon-
derilen 6rneklerin %28.6’s1 pozitif bulunmus olup bu oran
HCV RNA negatif hastalarda elde edilen %32.4 oraninda
yakin bir sonugtur.

Anti-nikleer antikor pozitifligi ile HCV RNA varligi ara-
sindaki etkilesimin molekiler degerlendiriimesi bu calig-
manin kapsami disindadir. Ancak bazi ¢alismalarda he-
patit C infeksiyonunda rol alan CD4*CD25" T lenfositle-
rinin - HCV ~ RNA dizeyi ile pozitif, karaciger
inflamasyonuyla negatif iligkisi oldugunu gdstermektedir
(14). Oto-immiin karaciger hastaliginda oto-antikor di-
zeyi ylksektir, reaksiyon lineer oto-antijen epitoplari ile
sinirhdir ve B hiicre yaniti homojendir. Buna karsilik,
viruslarin neden oldugu oto-immunitede oto-antikor du-
zeyi dusUk titrededir, reaksiyon lineer ve konformasyonal
oto-epitoplarla gergeklesirken B hiicre yaniti heterojendir
(15-17). Bu sekildeki oto-antikor reaksiyonu nonspesifik
bir aktivasyon oldugundan oto-immun hastaliklarda goru-
len reaksiyonun diginda tutulmaktadir.
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Kronik hepatit C hastalarinda belirlenen ANA pozitif veya
negatiflijinin tedaviden etkilenmedigini gosteren calig-
malar bulunmaktadir (18). Bu ¢alismada, interferon veya
ribavirin tedavisi alan hastalarda, tedavi almayan hasta-
lara gore, ANA pozitifligi anlamh derecede dusuk bulun-
mustur. Farkli HCV genotiplerine ait antijenlerin konakta
farkli immunolojik reaksiyonlara neden olabilecedi 6ne
surdlmdstdr (19). Bu ¢alismada, HCV genotipi 1b olarak
belirlenmistir. Anti-niikleer antikor ve antiviral tedavi ara-
sindaki etkilesimin gosterilebilmesi igin HCV genotipini
de kapsayan genis ¢apli calismalarin yapilmasina ihtiya¢
duyulmaktadir.

Sonug olarak, bu geriye doniik galismada ANA pozitifli-
ginin HCV RNA varligindan etkilendigi gosterilmistir. He-
patit C virus RNA, kronik hepatit C tedavisinin takibinde
kullaniimaktadir. Anti-diiz kas antikorlari sonucunun kro-
nik hepatit C tedavisine etkisi yapilacak klinik calismalar-
la degerlendirilmelidir.
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