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Ozet

Son yillarda hepatik hasar ve fibrozisle sonuclanan cgesitli karaciger hastaliklarinin patogenezinde
artan serbest radikallerin etkisi oldugunu gosteren calismalar vardir.

Bu calisma, akut hepatit B (n: 22), kronik hepatit B (n: 8) ve kronik hepatik C'li (n: 7) hastalarda
lipid peroksidasyonu ve oksidasyona direng arastiriimak Gzere planlanmistir. Elde edilen sonuglar
saglikli kontrol grubuyla (n: 32) karsilastiriimistir.

Kontrol grubuna gére tiim hasta gruplarinda anlaml yliksek malondialdehit (MDA) diizeyleri tespit
edildi. Yiiksek ALT dizeyleri ile MDA arasinda korelasyon saptananazken (r: 0.192, p>0.05),
yuksek AST diizeyleri MDA arasinda anlamli korelasyon saptandi (r: 0.453, p>0.05).

Kronik HBV ve HCV'li hasta grubunda oksidasyona direnci, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Akut viral hepatit B'li hastalarin oksidasyona direnci, diger
gruplara goére analmli olarak diisiik bulundu (p<0.05).

Sonug olarak, bir 6n calisma olarak bu bulgular, serbest oksijen radikalleri ve antioksidan sistemin
viral hepatit patogenezinde rol aldigi s6ylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Serbest oksijen radikalleri, hepatit B, hepatit C.
Summary

In recent years, there are a lot of studies predicting the free oxygen radicals in pathogenesis of
liver diseases.

In this study, lipid peroxidation and resistance to oxydation was investigated in the patient with
acute hepatitis B (n: 22), chronic hepatitis B (n: 8) and C (n: 7) and the results were compared
to healthy controls (n: 32).

In all patients, plasma malonel aldehid (MDA) levels were found significantly higher than that of
controls. Whereas there was no correlation between MDA and ALT levels (r=0.192, p>0.05), it
was found significantly correlation between MDA and AST levels (r=0.453, p<0.05).

When we was compared the chronic hepatitis groups according to the oxidation resistance, we
couldnt find any differance (p>0.05), but it was significantly high in acute hepatitis B patients
(p<0.05).

Despite that these were a preliminary study, we can suggest that free oxygen radicals and
antioxidant system may play a role in pathogenesis of liver diseases.
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Girig ve Amag



Hepatik hasar ve fibrozisle sonuglanan cesitli karaciger hastaliklarinin patogenezinde serbest
radikaller ve lipid peroksitleri giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Serbest radikaller, hemen
tim hiicre bilesenlerini etkileyebilmektedir.

Hiicre membranlarinin 6nemli bir bileseni olan poliansature yagd asitleri serbest oksijen
radikallerine bagl olarak lipit peroksidasyonuna (LP) ugrar. LP'nin ise hepatosit zedelenmesinin
ana nedenlerinden biri oldugu distinilmektedir. LP'nin aldehitik triinlerinden oln
malondialdehitin, kollagen gen ekspresyonunu ve {retimini artirdidi gosterilmistir. Diger taraftan
bu aldehitik Grinlerin profibrogenetik sitokinleri (transforming growth faktor-81 (TGF-B1) gibi
salan Kupffer hiicrelerini de aktive ettigi bilinmektedir. izole perfiize karaciger, izole hepatositler
ve subselliiler organeller tizerinde yapilan cesitli arastirmalar serbest oksijen radikallerinin
karbonhidratlara, lipidlere, proteinlere ve DNA'ya hasar verdigini, sonucta hiicresel fonksiyon ve
bitlinlikte bozulmaya neden oldugunu gostermistir. Bu ylizden serbest radikallerin karaciger
hastaliklarindaki ve hepatik fibrozisteki rolli genis olarak incelenmistir (1, 2).

Bu calismada akut hepatit B, kronik hepatit B ve C'li hastalarda lipid peroksidasyonu (LP) ve
oksidasyona direng arastiriimistir. Bu amacla akut viral hepatit B, kronik hepatit B ve C tanisi
almis hastalar calismaya alinmig, sonuglari saglikli kontrol grubuyla karsilastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Bu galisma Saglik Bakanhdi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde yapilmistir. Calisma
gruplarimiz Eyliil 1999-Subat 2000 tarihleri arasinda hastanemizin Infeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji Poliklinigi'ne bagvuran viral hepatit tanisi almis hastalardan olusmustur. Hastalar
akut viral hepatit B, kronik hepatit B, kronik hepatit C olmak (izere gruplandiriimistir.

Akut viral hepatit B grubuna; yeni semptomlari olan, basvurularinda karaciger enzimlerinden ALT
ve AST'de en az 4-5 kat kadar yiikseklik tespit edilen, HbsAg ve anti HBc IgM pozitifligi saptanan
hastalar alinmigtir.

Kronik hepatit B grubuna; alti aydan uzun stireli HBsAg ve beraberinde, HBeAg veya anti-HBe,
anti-HBc total pozitifligi olan, ALT ve AST dederlerinde yiikseklik bulunan ve histopatolojik olarak
kronik hepatit tanisi almis hastalar segilmistir.

Kronik hepatit C grubuna; alti aydan uzun siireli anti-HCV pozitifligi, ALT ve AST diizeylerinde
dalgalanmalar olan hastalar alinmistir.

Antioksidan tedavi alanlar (E vitamini, C vitamini), sigara, alkol kullananlar, eslik eden kronik
hastalidi olanlar (diabet, kalp hastali§i gibi) calismaya alinmadi. Kontrol grubu ise saglikli
kisilerden, hastalarin yas ve cinsiyet grubuna uygun olarak secildi.

Hastalar ve kontrol grubundan sabah ag durumda iken EDTA'll tiipe 2.5 cc vendz kan drnekleri
alinmis, iki saat iginde santrif(j ile plazmasi ayrilarak ve galisilacak giine kadar -20°C’de
dondurularak saklanmistir. Es zamanl olarak ALT (Alanin aminotransferaz), AST (Aspartat
aminotransferaz) olglimleri biyokimya laboratuvari ILAB 1800 otoanalizériinde yapildi. Hepatit
markerlar (HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-HBe, anti-HBc total, anti-HBc IgM ve anti-HCV) ELISA
laboratuvarinda AXSYM cihaziyla Abbot kiti kullanilarak galisildi.

Hunter Yontemi Ile Lipid Peroksit Olciimii

Prensip: Bu galismada Hunter ve arkadaslari tarafindan geligtirilen metod kullanildi (3). Temel
prensip lipid peroksidasyonu sonucu olusan drtinlerin tiyobarbittirik asit ile reaksiyona girerek
tiyobarbitirik asit reaktif substans (TBARS) denen molekiilleri olusturmasidir. Bu molekiillerin
olusturdugu pembe renkli kompleks 530 nm‘de maksimum absorbans vermektedir.

Serumlarin oksidatif strese ugratiimalari sonucunda MDA 6lcimii:

Bu amacla Agil ve arkadagslan tarafindan tarif edilen yontem kullanilmistir (4). Hasta ve kontrol
gruplarinin total antioksidan diizeylerini 6lcmek amaciyla serumlar oksidasyona ugratiimis ve
sonunda lipid peroksidasyon dizeylerinin élgimi yapilmistir. Bdylece hastalarda lipid
peroksidasyon Urinlerinin olusma miktari ile lipid peroksidasyonuna direng arasindaki negatif
korelasyondan yola ¢ikarak hastalardaki total antioksidan durum hakkinda yorum yapmak



amaclanmistir. Hasta érneklerinin oksidatif strese maruz birakilmalari amaciyla 1 ml serum
Uzerinde 10 pmol/L konstansrasyonda 50uL bakir siilfat ve 300 ml/L konsantrasyonda 50 pL
hidrojen eklendi. Daha sonra her bir 6rnek 37°C'lik su banyosunda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda MDA degerleri Hunter yéntemi ile 6lciildii. Elde edilen sonuglar
standartlarla elde edilen optik dansite-standart egrileriyle karsilagtirilarak érneklerin oksidasyona
olan direnci bulundu.

Hastalarin oksidasyon éncesi MDA ve oksidasyon sonrasi MDA dlizeyleri akut hepatit B, kronik
hepatit B, kronik hepatit C gruplari arasinda ve kontrol grubuyla karsilagtirild.

Istatiksel Analiz

Veriler, SPSS for Windows (Real State Corporation, Ingiltere) programina girilmis ve ayni
programda istatistiksel analizleri yapilmistir. Analizde student’s t testi, Mann-Whitney U testi,
korelasyon ve regresyon analizi yapilmistir.

Bulgular

Hasta ve kontrol grubunun yas, cinsiyet dagiimi Tablo 1'de verilmistir.

Hastalarin ve kontrol grubunun LP dederleri Tablo 2 ve Sekil 1’de gdsterilmistir.

Gruplar arasi oksidasyon oncesi LP dederleri karsilastirildidinda kontrol grubuna gore tiim hasta
gruplarinda LP dizeyleri anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Akut viral hepatit B'li hastalarla
LP diizeyleri, diger hasta gruplarindan anlamli olarak yiiksek bulunurken (p<0.05), diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamstir (p>0.05).

Oksidasyon sonrasi LP degerlerine gore, akut viral hepatit B'li hastalarin diger gruplara gore
anlamli olarak oksidasyona direnci diisiik bulundu (p<0.05). Diger gruplar arasi karsilastirmada
istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmemistir.

Hastalarin ve kontrol grubunun karaciger enzim diizeyleri ortalamasi Tablo 3'te gosterilmistir.
Akut viral hepatit B'li hastalarin ALT dizeyleri ile oksidasyon oncesi LP degerleri (r=0.394,
p>0.05) ve oksidasyon sonrasi LP dederleri (r=-0.192, p>0.05) arasinda korelasyon
bulunmamistir. Yine akut viral hepatit B'li hastalarin AST diizeyleri ile oksidasyon dncesi LP
dederleri arasinda pozitif korelasyon bulunurken (r=0.453, p<0.05) oksidasyon sonrasi LP
dederleri arasinda korelasyon bulunmamistir.

KHC'li hastalarin karaciger enzimleri ile oksidasyon éncesi LP ve oksidasyon sonrasi LP dederleri
arasinda korelasyon bulunmamistir (r=0.112, p>0.05, r= 0.137, p>0.05).

KHB'li hastalarin karaciger enzimleri ile oksidasyon éncesi (r=0.035, r=0.034, p>0.05) ve
oksidasyon sonrasi (r=-0.584, r=-0.609, p>0.05) LP dederleri arasinda korelasyon bulunmamustir.

Tartisma ve Sonug

Hepatit B ve hepatit C infeksiyonlari sirasinda olusan karaciger hiicre hasarinin kroniklesmesinin
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Yine kroniklesme ve asemptomatik infeksiyonlarin
gelisimi ile ilgili veriler de yeterli degidir. Son yillarda hepatik hasar ve fibrozisle sonuglanan cesitli
karaciger hastaliklarinin patogenezinde artan serbest radikallerin etkisi oldugunu gdsteren
calismalar vardir (1). Serbest radikaller tarafindan baslatilan LP’nu goklu doymamis yag asitlerinin
(PUFA) oksidasyonunu iceren oldukga zararl bir reaksiyondur. LP basladiktan sonra kendini
devam ettiren bir zincir reaksiyonu seklinde siirer. LP, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger
karbonil bilesiklere dénlismesi ile sona ermektedir. Bu aldehit bilesiklerden olan MDA, membran
komponentlerinin polimerizasyonu ve capraz baglanmasina neden olur. Bu aldehit bilesiklerden
olan MDA, membran komponentlerinin polimerizasyonu ve g¢apraz baglanmasina neden olur. Bu
durum ise iyon transportu, enzimatik aktivite, hiicre ylizey determinantlarinin agregasyon
durumlar ile intrensek membran 6zelliklerini degdistirir. Bu nedenle LP'nun son Uriinlerinden olan
MDA tayini hiicresel hasarin derecesinin bir gostergesi olarak kabul edilir (5).



Kontrol grubuna gore tim hasta gruplarimizda anlaml olarak yiiksek MDA diizeyleri tespit ettik.
Bu da hasta gruplarimizda oksidatif stresin ve doku yikiminin varhigini diisiindiirmektedir.
Calismamizda yliksek ALT ve AST dederlerine sahip olan akut hepatit B'li grupta diger gruplara
gore en yliksek MDA diizeylerini bulduk. Hepatoselliiler hasarin en iyi serum gostergeleri ALT ve
AST diizeyleridir. Yliksek ALT diizeyleri ile MDA arasinda korelasyon bulamadik fakat yiiksek AST
dizeyleri ile MDA arasinda anlamli bir korelasyon saptadik. ALT sadece hiicre sitoplazmasinda
bulunurken AST hem stiplazmada hem de mitokondride yerlesmistir. Bu nedenle AST'nin oksidatif
olaylara daha duyarli oldugu disindlmektedir.

Akut hepatit B'li grupta olusan yiiksek MDA'nin kaynagi sadece hiicre membrandlarindaki
PUFA'nin peroksidasyonu degil ayni zamanda viriislerle aktive olan fagositler tarafindan salinan
prooksidan sitokinler (TNF, IL-1) ve bilinmeyen baska mekanizmalar olabilir. Akut hepatitler
inflamatuvar bir cevapla seyreder ve serbest oksijen radikalleri inflamasyon sirasinda Uretilir.
Fagositlerin aktivasyonu, 02 tiiketiminin hizindaki artisla karakterizedir bu ylizden de ‘respiratory
burst’ (solunumsal patlama) diye adlandirilir (6). Akut viral hepatitlerde yiiksek viral replikasyon,
yuksek inflamatuar yanit serbest radikallerin daha ¢ok olusumuna yol acabilir.

Kontrol grubuyla, sayilar az olmakla birlikte kronik HBV ve kronik HCV'li grubun MDA diizeyleri
arasinda anlamli bir fark gézlenmistir. Kronik viral hepatitlerde artan serbest oksijen radikallerinin
Uretiminden degisik mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir. Bunlardan biri karacigerin prooksidan
diisiik molekl agirlik demir kompartimanin artmasidir. Demir Fenton reaksiyonu ile sliperoksit
ve H202 varliginda OH radikali olusumunu katalizler. HBV ve HCV'ye badli karaciger hastaliginda
demir metabolizmasinin diizenlenmesinin bozuldugu saptanmistir (7-8).

Serbest oksijen radikalleri tretiminden sorumlu diger bir mekanizmada karacigeri infiltre eden
mononikleer hiicre ve Kupffer hiicrelerinin aktivasyonudur. Bu hticrelerin her ikisi de oksijen
radikallerini Gretebilir (9).

HBV ve HCV'nin bizzat kendilerinin direkt oksijen radikalleri Gretimine etkisi konusunda literatiir
taramasinda bir yayin bulunamamistir. Bu konuda yapilacak calismalara ihtiyag vardir.
Karaciderin kronik patolojisinin onun sirkulasyon ve oksijenizasyonunda bozukluga neden oldudu,
boylece LP olusturdugu, sonug olarak MDA konsantrasyonunu artirdidi seklinde bir hipotez de
disiinilebilir (10). Hepatosit harabiyetindeki mekanizma PUFA'dan zengin mitokondriyal ve
mikrozmal membranlardaki LP ile baglar, MDA ve dider sitotoksik aldehitlerin sentezindeki artigla
devam eder. Bu (rinlerin protein tiyol ve amino gruplariyla reaksiyona girmesi sonucu ilerleyici
hepatosit nekrozu ve inflamatuvar olayda antiproteazlann ihibisyonu, lanet prokollagenaz
aktivasyonu ve arasidonik asit déngii aktivasyonu gibi hiicre fonksiyon dedisiklikleriyle sonuglanir
(11).

Romero ve arkadaslar kronik HCV'li hastalarda oksidatif stresin roliinii arastirmak amaciyla
yaptiklari bir calismada karacigerin histopatolojik bulgusunun derecesinin ALT aktivitesinden gok
MDA konsantrasyonlari ile korele oldugunu gostermislerdir. Sonug olarak kronik HC'li hastalarin
klinik olarak degerlendirilmesinde MDA &lciimiiniin ek bilgi verecedini ileri stirmislerdir (12).
Calismamizda MDA diizeyleri akut viral hepatitli grupta, kronik hepatitli gruptan anlaml olarak
yliksek bulunmustur. Akut viral hepatitte yiiksek viral replikasyon artmis inflamasyona bagl
olabilir. Kronik olanlarda bu siire¢ daha yavas olarak ilerlemektedir. Calismada sayilari az olmakla
birlikte kronik hepatit B ve C infeksiyonlu gruplarda MDA dlizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamigtir. Her iki viral infeksiyonda da kronik olgularda benzer mekanizmalar rol oynuyor
olabilir.

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda da olusur.
Organizmada cesitli yollarla olusan serbest oksijen radikallerine karsi oksidatf hasari 6nleyen,
sinirlayan ya da kismen tamir eden antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir. Saglkli
bireylerde olusan serbest oksijen radikalleri ile antioksidan savunma sistemi dengededir. Serbest
oksijen radikallerinden yana bir dengesizlik durumunda ya antioksidan savunma zayiflamistir ya
serbest oksijen radikallerinin Uretimi artmistir ya da her iki etki bir arada gorulir.

Calismamizda hasta ve kontrol gruplarinin total antioksidan diizeylerini 6lcmek amaciyla serumlar
oksidasyona ugratilmis ve sonunda lipid peroksidasyon diizeylerinin 6lcimi yapilmistir. Boylece
hastalarda lipid peroksidasyon Uriinlerinin olusma miktari ile lipid peroksidasyonuna direng



arasindaki negatif korelasyondan yola ¢ikarak hastalardaki total antioksidan durum hakkinda
yorum yapmak amaglanmustir.

Buna gore akut viral hepatit B'li hastalarin diger gruplara gére anlaml olarak oksidasyona direnci
disik bulunmustur. Akut hepatit B grubunda buldugumuz total antioksidan aktivitede anlamli
azalma doku hasariyla olusan serbest radikallerden yana antioksidan savunma sisteminin
dengesindeki bozulmayi ortaya koyar.

Oksidasyona direncin diisiik olmasi organizmanin enzimatik ve/veya nonenzimatik antioksidan
kapasitesinin disik oldugunun gostergesidir. Bu durumun muhtemel sebepleri arasinda bu
gruptaki hastalarin kontrol ve diger gruplara gore nonenzimatik savunma sistemindeki dnemli
faktorlerden ve esansiyel olarak diyetle anilmasi gereken antioksidan vitaminlerin daha az oranda
alinmasi ve/veya akut donemde organizmanin adaptasyon icin yeterli mekanizmalar liretememesi
veya Uretilen elemanlarin hizla kullaniimasi olabilir.

Virisler, konakgi hiicre prooksidan ve antioksidan dengesini hiicresel prooksidanlari (demir, nitrik
oksit gibi) artirarak degistirebilir ve sliperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin sentezini de
inhibe edebilirler (13-14). Akut viral hepatitlerde hizli viral replikasyon belki de antioksidan
enzimlerin sentezini inhibe etmektedir. Bu konuda da yapilacak calismalara ihtiyac oldugu
gorulmuistar.

Kronik HBV ve HCV'li grubun oksidasyona direnglerini kontrol grubuyla karsilastirdigimizda anlamli
bir fark bulamadik. Kronik karaciger hastaliklarinda stirekli bir inflamatuvar yanit ve hiicre
harabiyeti vardir. Bunlar sonucunda artan oksidatif stresle basa gikmak icin de viicut antioksidan
sistemlerini daha c¢ok kullanmaya baslamis olabilir veya antioksidan sistemde, akut viral
hepatitlerden farkl olarak baska mekanizmalar rol oynayabilir.

Sonug olarak, bir 6n calisma olrak degerlendirilebilecek bu calismada serbest oksijen radikalleri ve
antioksidan sistemin viral hepatit patogenezinde yer aldigi sdylenebilir. Bunun bir neden sonug
iliskisi oldugu bilinmemektedir. Bu konuda yapilacak genis kapsamli calismalara ihtiyac oldugu
gosterilmistir. Bu konuda yapilacak calismalar belki gelecekte kronik hepatit tedavisinde
antioksidan tedaviyi glindeme getirecektir.
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