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OZET

Amacg: Bu calismada, hepatit B virus (HBV) ile infekte hastalarda viral yiik ile antioksidan enzimler ve lipid
peroksidasyonu (LPO) arasindaki iliskinin arastirllmasi amaclanmustir.

Gerec ve Yontem: HBV enfeksiyonunun serolojik ve molekiiler belirteclerine sahip, antiviral tedavi
almamis, 26’s1 erkek ve 24’li kadin 50 Kisi hasta grubu olarak galismaya alinip, viral yiiklerine goére alt
gruplara ayrildi. Calismada kontrol grubu HBV enfeksiyonu olmayan ve daha énce de gecirmemis, antiviral
tedavi almamis 20’si erkek ve 20’si kadin 40 Kisi saghkh goniilliiden olusturuldu. Tim hasta gruplarinda
ve kontrol gruplarinda eritrosit katalaz (CAT), stiperoksid dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) aktiviteleri ile serum malondialdehid (MDA) diizeyleri 6l¢uldii.

Bulgular: HBV’lu hasta gruplarinda SOD 1060.75 U/g Hb, GSH-Px 17.95 U/g Hb, CAT 15.81 kU/g Hb, MDA
0.91 nmol/ml ortalama degerleri elde edilirken, kontrol grubunda SOD 1334.54 U/g Hb, GSH-Px 77.12 U/g
Hb, CAT 21.31 kU/g Hb, MDA 0.20 nmol/ml degerleri elde edilmistir. HBV’lu hasta gruplarinda kontrol
grubuna goére GSH-Px ve CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmis, SOD
aktivitesinde ise bir azalma g6zlenmekle beraber bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
Ayrica MDA seviyelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml bir artis tespit edilmistir. Viral
yuklerine gore alt gruplar arasinda eritrosit SOD, GSH-Px, CAT aktiviteleri ve serum MDA seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmamustir. istatistiksel degerlendirme, Windows SPSS 12.0
programinda Mann Whitney U, t test, chi quare ve Kruskal-Wallis H yontemleri kullanilarak yapildi ve
p<0.05 degderi anlamli kabul edildi.

Sonug: Sonug olarak, bizim bulgularimiz HBV ile infekte hastalarda baz antioksidan enzim aktivitelerinde
diusme ile lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyelerinde bir artis oldugunu, fakat bu
degisikliklerin hastalardaki viral yiik ile iliskilendirilemeyecegini géstermektedir.

Anahtar Sozciikler: Hepatit B virus (HBV), viral yiik, lipid peroksidasyonu, antioksidan enzimler
ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to investigate the relationship between viral load and lipid
peroxidation and antioxidant enzymes in patients with hepatitis B virus (HBV) infection.
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Materials and Methods: We examined 50 patients (26 male, 24 female) with HBV infection who had
serological and molecular markers of HBV infection, before any antiviral medication administration.
The patients were also separated in to subgroups according to their viral load. Control group were
consisted of 40 healthy individuals (20 male, 20 female) who had no HBYV infection and antiviral
therapy in their medical history. In all patient and control groups, catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities in erythrocytes and serum MDA levels
were assayed.

Results: Mean SOD, GSH-Px, CAT and MDA levels were 1060.75 U/g Hb, 17.95 U/g Hb, 15.81 KU/g
Hb and 0.91 nmol/ml respectively in HBV infected patients; and 1334.54 U/g Hb, 77.12 U/g Hb,
21.31 kKU/g Hb, 0.20 nmol/ml in control group. Statistically significant decrease was detected in
GSH-PX and CAT activities in HBV infected patients when compared with the control group. SOD
activity was also decreased in the patient group, although not statistically significant. In addition, MDA
levels of the HBV infected group was statistically significantly increased when compared to the control
group. However, when the patient groups were divided according to the viral load, CAT, SOD and
GSH-Px activities in erythrocytes and serum MDA levels did not reach any significance. Statistical
analysis was performed with Mann Whitney U, t test, chi quare and Kruskal-Wallis tests by using
Windows SPSS 10.0 program. P values <0.05 were determined as statistically significant.

Conclusion: In conclusion, our data have demonstrated a significant decrease in some antioxidani
enzyme levels and a significant increase in MDA levels, which are markers of lipid peroxidation, in
HBV-infected patients, but no correlation between these differences and the viral load has been

demonstrated.
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GiRis

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) normal meta-
bolizma sitiresince lretilen oksijen iceren
molekullerdir (1). Organizma sahip oldugu
enzimatik ve non enzimatik antioksidan
enzim sistemleri sayesinde endojen ROT’
un zararh etkilerinden korunabilmektedir.
ROT basglica siperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) gibi antioksidan enzimlerle uzaklastirl-
maktadir (2). Belirli kosullar altinda, ROT ile
antioksidanlar arasindaki hassas dengenin
ROT lehine kaymasi sonucu oksidatif hasar
ortaya cikmaktadir (3,4).

Hepatit B virusu (HBV), diinya tizerinde 350
milyon tasiyicisi oldugu tahmin edilen, akut

ve Kkronik hepatitin iyi bilinen bir etkenidir
(5). HBV'una bagh akut hepatitin ortalama
%>5'inin kroniklestigi ve bunlarin énemli bir
boélimiuinun siroza dénuistugi; sirozlu olgu-
larda da hepatoselliiller kanser gelisme riskinin
oldukga ytiksek oldugu bilinen bir gercektir.
Kronik viral karaciger enfeksiyonlarinda kara-
ciger hasarinin mekanizmasi tam olarak agik-
lanamamistir (6). Bir¢ok calismada, Kronik
HBYV ile iliskili karaciger hasarindan ROT ve

LPO urunlerinin sorumlu olabilecedi iler
surulmustiir (7,8). Bunun yani sira, HBV’lu
hastalarin klinik olarak degerlendirilmesin-
de oksidatif stresin godstergelerinin Sl¢iimu
nun HBV belirteclerine ek olarak kullanila-
bilecedi ileri stirtilmuistiir (7). HBV DNA, hepa-
titin biyokimyasal belirteclerinden 6nce ve
hastalik seyrinde degisik seviyelerde sapta
nabilir. HBY DNA'nin Kkantitasyonunun tes-
piti, HBV ile infekte hastalarda hastalik yone-
timi ve antiviral tedavinin etkinliginin taki-
binde 6nemli bir gdsterge olarak degerlen-
dirilmektedir (9). HBV infeksiyonunda kara-
ciger hasarinin akut alevlenmesinin baslan-
dicinda viral yuk artisi gdézlenmistir ve viral
yukle karaciger hastahd patogenezi arasinda
iliski olabilecegdi vurgulanmaktadir (9,10). Viral
yukle hepatitin biyokimyasal belirtecleri ara-
sindaki iliskiyi arastiran bir¢cok calisma bu-
lunmakla birlikte literaturde viral yuk ile
serbest radikal hasarinin iliskisini aciklayan
az sayida calisma bulunmaktadir (11,12).
Bu calismada farkh viral ylike sahip HBV
gruplarinda antioksidan enzimler ve LPO
arasindaki iliskinin arastirllmasi amaclan-
mistir.
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GEREC VE YONTEM

Olgulann secimi

Calismaya laboratuar bulgularina dayanarak
HBV infeksiyonu tanis1i konmus, antiviral
tedavi almamis 26°s1 erkek ve 24’0 kadin
50 Kisi (yas ortalamasi 36.1+ 12.3) hasta grubu
olarak alindi. HBV infeksiyonlu hastalarin tanisi
Klinik bulgulan g6z ardi edilerek, HBsAg,
total anti-HBc (Axsym, Abbott laboratories-
USA) ve HBV DNA (1x10 3- 1x109 dogrusallik
alaninda Roboscreen, Leipzig, Germany ticari
Kiti kullanilarak GeneAmp 7700 sequence
detector system, Perkin Elmer cihazinda real
time polimeraz zincir reaksiyonu ile saptan-
mistir) pozitifligi dikkate alinarak konulmus-
tur. Hasta grubu, HBY DNA kopya sayisina
gore 103 kopya/ml’den az olanlar altgrupl
(n=14), 1-9.9x103 kopya/ml olanlar altgrup2
(n=14), 1-9.9x10* kopya/ml olanlar altgrup3
(n=12) ve 105 kopya/ml ve lzeri olanlar
altgrup4 (n=10) olmak ftizere 4 alt gruba
ayrnlmistir. Kontrol grubu, HBV infeksiyonu
olmayan ve daha 6nce de gecirmemis, Kli-
nik bulgulan olmayan, antiviral tedavi alma-
mis 20’si erkek ve 20’si kadin 40 (yas orta-
lamasi 35.3 + 10.2) saghkh gonulliiden olus-
turulmustur.

Materyallerin hazirlamsi

Bireylerden antioksidan enzim aktivitelerini
tayin icin EDTA’ll tiiplere alinan vendz kan
ornekleri, ilk olarak 30000 rpm’ de 10 dk
sureyle santrifiij edilip, Ustteki plazma kismi
aspire edildi. Alttaki eritrosit kismi, 3 kez
soduk %0.9 NaCl ile yikandi. Her bir yika-
ma, 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlemenin
ardindan ust fazin atilmasiyla tamamlandi.
Yikama isleminden sonra 2 ml soguk
bidistile su ilavesiyle hemolizat hazirlandi.
Serum malondialdehid (MDA) duzeyleri icin
bireylerden alinan vendz kan ornekleri 3000
rpm’de 10 dk santriftij edilerek serumlari
ayrildi. Serum ve hemolizatlar OSl¢cumlere
kadar -80° C’da muhafaza edildi.

Olgiim yontemleri

Lipid peroksidasyon uruinlerinden olan malon-
dialdehid (MDA) 6lgiimii icin Draper ve Hadley'in

Viral Yk, Lipid Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzimler

cift 1Isitma yontemi kullanildi (13). Metodun
prensibi MDA-TBA (Tiobarbiturik asit) komp-
leksinin 532 nm de verdikleri absorbansin
olctilmesi esasina dayanir. Sonuglar nmol/ml
olarak verildi.

SOD aktivitesi Woolliams ve ark. (14)nin
metoduna gore Olcildii. Ksantin oksidazin
Katalizledigi reaksiyonla ksantinden urik asit
ve superoksit radikali olusur. Olusan super-
oksit radikali kirmizi renkli formazon bile-
sidi olusturmak tizere INT (2-(4-iodophenyl)-
3-(4-nitrophenol)-5 phenil tetrazolium chloride
ile reaksiyona girer. SOD aktivitesi bu reak-
siyonun inhibisyon derecesi ile 6lgulir.

GSH-Px aktivitesi Paglia ve Valentina (15)nin
yontemine gore Olculdiu. GSH-Px Kiimen hidro-
peroksit varhidinda glutatyonun oksidasyo-
nunu katalizler. Ortamda glutatyon reduktaz
ve NADPH varlhidinda ise okside glutatyon
redukte glutatyona donusturuliirken NADPH'da
NADP*’ya dontisiir. NADPH'In 340 nm’deki
absorbans dustikligili spektrofotometrik ola-
rak olg¢tliir. SOD ve GSH-Px aktiviteleri U/g Hb
cinsinden ifade edildi.

CAT aktivitesi Aebi yontemine gore calisildi
(16). CAT hidrojen peroksidin (H»O») su ve
molekiiler oksijen vermek tizere bozunma-
sin1 katalizler. Calismada CAT aktivitesi, H ;05
konsantrasyonunda birim zamandaki azal-
manin 240 nm’de spektrofotometrik olarak
izlenmesiyle tayin edilmistir. CAT tarafindan
parcalanmasi temeline dayali UV spektro-
fotometrik yontem ile katalaz aktiviteleri
tayin edildi. CAT aktivitesi kU/gHb olarak
verildi. Hemoglobin konsantrasyonu siyano-
methemoglobin metoduyla hemolizattan tayin
edildi (17).

Istatistiksel degerlendirme, Windows SPSS
10.0 programinda Mann Whitney U, t test
Chi-Square ve Kruskal-Wallis yontemleri kul-
lanilarak yapildi ve p<0.05 degeri anlamh
Kabul edildi.

BULGULAR

Hasta ve kontrol gruplarinda erkekler ve kadin-
larin sayilar1 ve yas ortalamalar1 arasinda
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Tablo 1. Kontrol ve HBV’lu hasta grubunda (alt gruplar dahil) SOD GSH-Px, CAT ve MDA degerleri
(ortalama+standart sapma).

SOD
(U/g Hb)

Kontrol grubu (n=40)
Hasta grubu (n=50)

Hasta altgrupl (n=14%)
Hasta altgrup2 (n=14%)
Hasta altgrup3 (n=12)
Hasta altgrup4 (n=10)

1334.54 + 273.90
1060.75 + 641.01
1097.95 + 831.15
1014.07 + 572.12

1000.0 + 295.99
1146.97 + 800.41

GSH-PX CAT MDA

(U/g Hb) (kU/gHb) (nmol/ml)
77.12 + 24.23 21.31 +7.22 0.20 + 0.06
17.95 + 6.90 15.81 + 8.24 0.91 + 0.20
18.52 + 4.77 19.24 + 10.88 0.87 + 0.14
15.95 + 2.86 16.86 + 8.35 0.92 + 0.14
20.43 + 12.5 13.09 + 4.89 0.95 + 0,14
16.97 + 2.83 12.77 + 5.33 0.89 + 0,17

Chi-Square ve Student t testlerine gore

lerin Kupffer hiicr elerini de aktive ettigi bi-

istatistiksel olarak anlamlh bir fark bulun-
madi (p>0.05). Kontrol ve hasta gruplarinda
olculen eritrosit SOD, GSH-Px, CAT aktivite-
leri ile serum MDA diizeyine ait ortalama
degerler Tablo 1’de gosterilmigtir.

HBV’lu hasta gruplarinda kontrol grubuna
godre GSH-Px ve CAT aktivitelerinde Student
t testine gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma saptanmis (p<0.05, t=14.9 ve t=3.3),
SOD aktivitesinde ise bir azalma gdzlenmek-
le beraber bu istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir (p>0.05, t=2.7). MDA seviye-
lerinde ise kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml bir artis tespit edilmistir (p<0.05,
t=30.3).

HBV’Ilu h asta alt gruplar1t arasinda Kruskal-
Wallis ve Mann Whitney U testlerine gore
eritrosit SOD, GSH-Px, CAT aktiviteleri ve serum
MDA seviyeleri bakimindan istatistiksel ola-
rak anlaml bir fark saptanmamistir (p>0.05,
Z=0.3 ve Z=1.6).

TARTISMA

Hepatik hasar ve fibrozisle sonuclanan cesitli
karaciger hastaliklarinin patogenezinde ser-
best radikaller ve lipid peroksitleri giderek
daha fazla 6nem kazanmaktadir. Karaciger
fibrozisinin baslangig ve ilerleyisine ROT ve
LPO urunlerinin katkida bulunabilecedi ileri
surulmustur (7). LPO’nun hepatosit zedelen-
mesinin ana nedenlerinden biri oldugu
disunilmektedir. LPO {iriini olan MDA'nin
Kollagen gen ekspresyonunu ve uretimini art-
tirdi@1 g6sterilmistir. Diger taraftan bu uritn-

linmektedir. izole perfiize karaciger ve izole
hepatositler tizerinde yapilan cesitli arastir-
malar serbest oksijen radikallerinin hiicresel
fonksiyon ve biitiinliikte bozulmaya neden
oldugunu gdéstermistir (18,19).

HBV infeksiyonlari sirasinda olusan karaciger
huicre hasarinin kroniklesmesinin mekaniz-
masi tam olarak aciklanmamistir. indirek
bulgular oksidatif stres ve mitokondrial ha-
sarin rol oynayabilecegini gostermektedir (7).
HCV infeksiyonunda oldugu gibi, ROT’un
kronik HBV infeksiyonunun ilerleyisinde ve
hasarin ortaya ¢ikmasinda rolleri vardir (20).
Kacmaz ve ark. (19), calismalarinda, yuksek
ALT ve AST degerlerine sahip HBV’lu grupta
diger gruplara gore daha yuksek MDA sevi-
yeleri bildirilmis ve yuksek ALT seviyeleri ile
MDA arasinda korelasyon olmadigl, ytuksek
AST seviyelerinde anlamli bir korelasyon
bulundugu bildirilmistir. Wang ve ark. (12)
ise ALT ve MDA seviyeleri arasinda pozitif
bir korelasyon bulurken, HBV DNA ile MDA
seviyeleri arasinda bir iliski saptamamigslar-
dir. Xie ve ark. (20), yaptiklari galismada
kronik HBV’lu hastalarda viral yuk ile ALT
diizeyi arasinda korelasyon olmadidini goster-
mislerdir. Baska bir c¢alismada, Hepatik
nekroinflamasyon ve fibrozisin derecesi ile
viral yiik arasinda bir iliski bulunamamistir
(21). Biz ise HBV’lu hasta grubunda saghkl
kontrol grubuyla karsilastirildiginda serbest
radikallerin artmis Uretimini yansitan serum
MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir artis tespit ettik. Ancak serum MDA
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seviyeleri ile viral yuk arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iliski saptamadik.

Chrobat ve ark. (22), kronik hepatit B ve C'li
cocuklarda istatiksel olarak anlamli GSH-PX
aktivitesinde artma ve CAT ve SOD seviye-
lerinde azalma gostermigslerdir. Ayrica kronik
viral hepatitli ¢cocuklarda antioksidan bari-
yer eksikliginin miimkiin olabilecegini 6ner-
mektedirler. Bizim ¢alismamizda da, HBV’'lu
hastalarda CAT, GSH-Px aktivitelerinde ista-
tistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edil-
mistir, SOD aktivitesinde bir azalma go6z-
lenmekle beraber istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir.

Sonug olarak, ROT ve LPO HBYV infeksiyonu-
nun patogenezinde 6nemli bir rol oynamak-
tadir. Bizim bulgularimiz, HBV infeksiyonlu
hastalarda CAT ve GSH-Px antioksidan enzim
aktivitelerinde istatistiksel olarak anlaml
azalma ile LPO'nun goOstergesi olan MDA
seviyelerinde anlamh bir artisin oldugunu,
ancak viral yuk ile LPO tlrinu olan MDA ve
antioksidan enzim aktiviteleri arasinda bir
iliski olmadigin1 gostermistir. Calismamizda
SOD aktivitesinde bir azalma gdzlenmekle
beraber bunun istatistiksel olarak anlaml
olmamasi, HBV infeksiyonlu hastalarda viral
yuk ile oksidatif stres arasindaki iliski hak-
kinda kesin fikir ylurutmek icin daha genis
serili alt gruplar ile ¢calismalara gereksinim
duyuldugunu dustindiurmektedir.
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