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KISALTMALAR:

CCl, : Karbon tetra klorur
AHBYV: Akut Hepatit B virus enfeksiyonu
KHBV:Kronik Hepatit B virus enfeksiyonu
KHBVIFN: Kronik Hepatit B virus enfeksiyonu olup IFN a tedavisi alan grup
HBY : Hepatit B virusu
IFN a: Interferon alfa
RT-PCR: Rivorz-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
2’-5’ OAS: 2-5 oligo-adenilat sentetaz
IL-1 B: Interlokin-1-Beta
IL-~2R: Interlokin-2-Reseptorii
IL~6: Interlokin 6
IL-8: Interl6kin-8
TNF-a: Tiim6r Necroz Faktor Alfa
ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri
O, : Siiper Oksit Anyon Radikali
HO, " :Hidroperoksil Radikali
H,0, : Hidrojen Peroksit
OH': Hidroksil Radikali
10, : Singlet Oksijen
LOO : Peroksit Radikali
NO : Nitrik Oksit
NO,: Nitrojen Dioksit
NOS: Nitrik Oksit Sentetaz
c¢NOS: Yapisal (Konstitiif) NOS
iNOS: Uyanlabilir (inducible) NOS
NADPH : pB-Nikotinamid adenin diniikletid 3°- fosfat
PUFA: Poliansature yag asitleri
MDA: Malondialdehit
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz
SOD: Superoksid Dismutaz
CAT: Katalaz



1. GIiRiS VE AMAC:

Viral hepatitler A,B,C,D,E,G olarak guplara ayrilmaktadir. Akut viral hepatitler
virus tipi, miktari ve bireyin immiinitesine gbre degisir. Akut hepatitlerde karacigerin
rejenerasyonu ig:iﬁ gerekli siire 6 ay olarak kabul edilir. Hasan smirlayic1 ve rejenerasyonu
artiric1 6zglin bir tedavi yoktur, Kronik hepatitlerde uzun siireli inflamasyon ve sonugta
kollajen sentezinin artmasi ile fibrozis olugarak karacifer sirozu ve yetersizli§i olugur. Artan
kollejen sentezini oksidatif stres regiile eder (1). Lipid peroxid iiriinleri hiicre membram
yikihmm artirarak oksidatif yikilima sebep olur. Farkh etiyolojilere bagh olarak (CCls
toksisitesi, parasetamol, etanol, galaktozamin viral hepatitler gibi sebeplerden) lipid preoksit
tirlinleri artmaktadw (2,4). Viral hepatitlerde &zellikle lenfosit igi antioksidan diizeylerle
ilgili gahsma olduk¢a smirh hatta yok denecek kadar azdir (3,5). Bu galigma ile viral
hepatitlerde o oksidatif stresin olugturdugu hasari; 6zellikle enfeksiyona karsi olusmus olan
immuniteyi gbsteren hiicreler olan lenfositlerdeki aktivite ile interferon tedavisi alan kronik
viral hepatitli hastalarda, lenfosit ve eritrosit antioksidan enzim kapasitesi arastirilmak
amaclanmstr,

Hepatit B ve C enfeksiyonlarmda sitokinlerin aktivitesinin degistifi degisik
caliymalarda gbzlenmistir (7). Viral hepatitlerde olugan karaciger hiicre hasari, ¢ogunlukla
virus ile enfekte hiicrelerin neden oldufu immun yamit ile iligkilidir. Hepatit viruslarmm,
hepatositleri ve diger bir ¢ok hiicreyi enfekte etmelerinden sonra viral proteinlere yonelik
Ozgiin immun yanitlar gelismektedir. B lenfositler tarafindan birgok viral antijene kars:
gelistirilen antikor yamti, viral enfeksiyonun Onlenmesi ve viruslarm opsonizasyonunda rol
oynamaktadir (8). Fakat, virusun yayilimmmn &nlenmesi esas olarak CD4" ve CD8' T
lenfositler tarafindan saglanmaktadir. Kupffer hiicreleri ve B lenfositler, major
histokompability komplex (MHC) class II molekiilleri ile birlikte viral peptitleri CD4'T
lenfositlere sunmaktadir. Bu hiicrelerden salinan sitokinler ise, B lenfositleri ve CD8'T
hiicrelerinin aktivitesini diizenlemektedir (9,10). CD4'T hiicreler, antiviral immun yanit:
baglatan hiicrelerdir. Bu hiicrelerden salnan sitokinlerin, hem virusun olugturacag hastahk
tipini, hem de viral enfeksiyonun sonucunu belirlemede olduk¢a Onemli olduklar
diigiiniilmektedir (11,12). Virusla karsilagma sonrasinda CD4+T lenfositlerden ve diger bir
¢ok immun efektdr hiicrelerden TH; sitokinler; IL-2, TNFo, IFN-y iiretildifinde viral
¢ogalmanin etkin gekilde inhibe edilecegi, TH, tip sitokinler (IL-4 IL-5, IL10) iiretildiinde
ise, virusun konakgida kalmasi kolaylagabilecefi ve hastalifin kroniklesecegi bildirilmigtir.
Viral hepatitlerde THy ve TH, sitokin kalbmin 6nemi ve bu iki u¢ sitokin yamtn



enfeksiyon sonucunu ne ydnde etkiledigi konusunda yogun galigmalar devam etmektedir.
Burada hepatit B’li ve interferon tedavisi uygulanan hastalarla; sitokinler ile eritrosit ve
lenfosit i¢i  antioksidan enzimler ile bu parametrelerin birbirleri arasmdaki iligkinin
incelenmesi amaglanmigtir.

Ulkemizde (% 3.9-12.5) ve diinyada (orta endemisite gdsteren blgelerde %2-10)
bu kadar yaygm olan ve akut hepatitin ortalama % 5’inin kroniklestigi ve bunlarm Snemli bir
kismumin siroza doniigtigii, sirozlu olgularda da hepatoselliiler kanser gelismesi riskinin
olduk¢a fazla oldugu bilinen bir gergektir. Bu yiizden, HBV’de eritrosit i¢i ile beraber
lenfosit i¢i antioksidan aktivitenin arastmildid kistth denecek diizeyde galigma oldugundan;
hem tedavi hem de teshis acisindan, 6zellikle sitokinlerle kombine aragtrmann, gelecekte
interferon tedavisinden bagka, degisik antioksidan ajanlarm uygulanarak HBV’nin tedavi
edilmesi agisindan bu ¢ahgmann $nemli olacagin diiglinmekteyiz.



2.GENEL BILGILER:

Hepatit B virusu Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus cinsinde yer alan
hepatotropik, zarfh ve kismen ¢ift sarmalli bir DNA virusudur. Hepadna viruslar ailesinin
i¢cinde insanlarda infeksiyon olugturan tek tiir HBV’dur. Enfekte olan hiicrelerde birden
fazla sayida partikiil tipi ile diger hayvan viruslarindan biiyiikliikk, yap: ve miktar yoniinden
birbirine benzemeyen iig tip partikiile sahip olmasiyla ayrilir. Bunlar :

a) Yaklagik 42 nm ¢apinda, infektif 6zellikte, tam bir viryon yapisinda, kiiresel sekilli Dane
partikiilleri,

b) Yaklagik 22 nm ¢apinda, i¢inde niikleik asit bulunmayan, non-infektif, kiiresel partikiiller,
¢) Ozellikle replikasyonun s6z konusu oldugu kisilerin serumunda bulunan, 22 nm ¢apnda,
50-500 nm uzunlugunda niikleik asit ihtiva etmeyen, non- infektif; tubuler partikiiller.

Her ¢ formda infekte konak serumunda yiiksek miktarda (200-500pg/mi)
saptanabilen ve HBsAg denen ortak yiizey antijenine sahip olup, immunojeniktir. Anti —
HBs antikorlari ile reaksiyon verirler. (13)

a-) VIROLOJI :

HBV, DNA viruslarindan olup hepadna viruslar ailesinden insanlari, aga¢ kakan, sincap ve
ordekleri infekte eden bir virustur. Bu viruslarm hepsi karaciferde benzer replikasyon
yaparak siroz ve hepatoselliiler karsinoma olugtururlar.

HBYV ‘nin temel genleri sunlardir:

S geni : Yiizey veya zarf geni olarak bilinen HBsAg iireten bir gendir.

C geni : Core yani gekirdek geni olarak bilinir, HBcAg ve HBeAg iiretir. HBeAg; HBcAg
‘den kaynaklanan dolagan bir viral peptiddir.

P geni: Viral replikasyonda gorevli DNA polimeraz genidir. (Reverz Transkriptaz etkisi
gOsterir.)

X geni: Viral replikasyon i¢in gerekli 2 transkripsiyon aktivatoriinii kodlar. Bu da
hepatoselliiler karsinomay: indiikler.

Dane Partikiilii: 42 nm ¢aph ¢evresinde HBsAg bulunan, niikleokapsid veya kor antijeni
(HBcAg) ve viral DNA bulunan bir partikiildir.

Bireyin immun sistemi aracihfiyla HBV ‘nin etkin temizlifi; hepatosit yiizey
membranma yerlesik HBcAg kaynakli peptidlerin sabmimu ile CD8" (sitotoksik T ) hiicre
cevabm baglatir. HBcAg’ye yakmn olan HBeAg aktif HBV replikasyonu olusan hemen
hemen her bireyde bulunan viral bir peptiddir. Precore mutantlari defektif pre-C geni
nedeniyle HBeAg peptidleri liretemezler. Bunun somucunda precore mutantlarmda, dolagan



HBeAg diizeyleri viral replikasyon devam etmesine rafmen tesbit edilemezken HBV DNA
tesbit edilebilir. Precore mutantlar, daha israrh karaciger yangis1 ve bazen akut karaciger
yetmezlifine yol agabilir, Bunun sonucunda; IFN o tedavisine dayamkhik ile karacier
transplantasyonundan sonra fazla miktarda graft kaybina neden olabilir. Bu yiizden nadiren
olugan precore mutant’dan bagka immun yanitin hedefi olan ve HBcAg ile yakin iligkisi olan
HBeAg ‘nin tesbiti immun toleransin varhfim tesbit etmede pahah olmayan bir markirdir.
Uzun siireli immiinite HBsAg’ye kars1 olugan antikorlar (anti-HBsAg) yoluyla; ya dogal
olarak virusla kargilagma sonrasmda veya rekombinant HBsAg agis1 ile saglanr. Asafida
HBV’nin serolojisi goriilmektedir.
b-) SEROLOJI:
HBsAg pozitif = = HBYV ile infeksiyonu gésterir.
Anti-HBs pozitif =HBV'ye bagigiklik kazamldi§im gésterir.
Anti-HBc pozitif = Hastanin yagaminda herhangi bir zamanda meydana gelmis
HBV'ye maruz kalmay: gisterir.
IgM  Anti-HBc pozitif = HBV' ye gecen 3-6 ay arasnda maruz
kalindigim gosterir.
HBeAg pozitif (yikksek HBV-DNA) = Virus aktif, biitiin viicut sivilan ile
potansiyel olarak  digerlerine bulagir.
Anti-HBe pozitif (diisik HBV-DNA) = Virilis inaktif, sadece kan ile digerlerine
bulast1g: diigliniiliiyor.

HBYV’ nin bir ¢ok viral antijenik gruplar: vardir. Bunlar:
a tipi HBsAg’li biitiin bireylerde goriiliir. Digerleri d,y, w, r ‘dir ki bunlar a tipi ile kombine
olurak (adw, ayw,adr,and,ayr) olmak tlizere 4 temel HBV alt tipi vardir. Genel olarak bu alt
tiplerin klinik Snemleri Hepatit B immun globiin (HBIG) proflaksisi ve transplantasyondan
sonra HBV iyilesmesine neden olmalarindan bagka bir Onemleri yoktur, Bu alt tipler
epidemiyolojistlere; hastalifin kaynafim ve difer ilgkili dokular1 aragtirmak agisindan
yardimci olur. Nadiren iki veya daha fazla viral subtip bir bireyi infekte edebilir ki bu da
nadir olgu olarak bilinen HBsAg ve antiHBsAg ‘nin birlikte bulundufu durumlarda goriiliir
(14,15,16).

.C. YOKSEKOCRETIM KURULD



2.1. HEPATIT B ENFEKSIYONU
2.1.1. AKUT HEPATIT B (AHBYV)

Hepatit B'nin diyagnozunda; sarilik 6ncesi donemde ates, krzariklik, poliarteritis
goriilmesi, hastabigin hepatit B'ye dogru gittigini gosterir (14). Bu hastahgin 40- 180 giin
gibi uzun bir periyodu vardir. HIBV ‘nin en fazla goriilen bulagma sexli anneden dogumdan
Once veya dogumdan sonra bulasabildigi gibi sexiiel yolla bulasma da diinyada en g¢ok
goriilen bulagma sebepleri arasindadir. Amerikada , HBV ‘nin kanla veya kan iiriinleri (kan
transfiizyonu yapilan hastalar ile hemofili ve onkoloji béliimiindeki hastalardan) ile Gzellikle
hastane personelinde enjektorlerle, 1.V. ilag bagimhlarinda, sexiiel yolla (&zellikle
homosekstiellerle ve hayat kadinlart ) (17), tiikriikk ve diger infeksiy6z atik iirlinleri ile de

bulagma s6z konusu oldugu rapor edilmistir (18). Akut hepatit B igin risk fatdrleri tablo: 1

de Gzetlenmistir.

<

Tablo 1:Akut Hepatit B Bulasma Faktorleri

Hepatiti B Bulagma Risk
IFaktorleri (%)

Heteroseksiiel iligki 41

1. V. ilag bagimlilars 15
Homosekstiel fiiski 9

v hatki 2

Saglik Personeli 1

Diger V 1
| Bilinmeyen B EY

Yine Amerikada yapilan aragtirmalarda heterosexiiel gktivife (%41) ve 1:V. llag
bagunlilarinda (%!5) en Onemli sebepler arasinda oldugu goritlmistiir. Bu yiizden
dondrlerden alnan kanlar yiiksek risk grubu olarak diisiiniilmeli ~e plazmalarn HBsAg
yoniinden ve anti HBc yOniinden mutlaka test yapilmalidir. Akur hepatit B’nin teghisi
1BsAg'nin serumda bulunmasi ile olur., HBsAg, semptomlarin baslamasmdan Snce 2-7
halla boyunca serumda bulunabilir. Genellikle israrlt olarak hastalik sitene kadar devam eder
ve hastalik gecfince kaybolur. Hastalarm % 95 ‘inde semptomlarin ve hastah@in baglamasiyla
birlikte 1BsAg pozitif olur. Fakat bazi hastalarda HBsAg hizla temizlenir ve hastanin test
sonuglarinda goriilimeyebilir. Bu durumda teshis igin antikoriarmn kﬁllamlmasn uygun olur.

HBsAg'ye karst olugan antikorlar (anti-HBs) hepatit B’den iyilesme siiresinde ortaya ¢ikar



ve bazi durwmiarda iyilesme déneminde tesbit edilemeyebilir. Hepatit 8 core antijenine karst
olusan antikorlar (anti 11Bc) BV infeksiyonu igin daha gliveniliv bir markiedir ve
genellikle semptomlarm basladigs donemde ortaya ¢ikar. Duyarlt ve spesifik immunoassay
yontemleri anti-1Bs ve anti-HBc ‘yi 6lgmeye uygundur. Fakat AHB nin teshisinde bunlarin
higbiri yeterli degildir, Ciink{i hem anti-HBs hem de anti-HBc uzun siire bulunabilir. Bu
antikorlar sadece akut hepatit B'de bulunmayabilir daha dnceden HBV ile infekte olup daha
sonradan baska bir virusla infekte olan bireylerde de goriilebilir. Fakat 1gM anti-HBc igin
gecerli immunoassay yontemi ile HBV’nin teghisi miimkiindiir. 1gM anti-HBc, AHBV’nin
ilk donemlerinde ortaya ¢ikar ve gabucak azalr, sadece hastaliktan sonra 6-24 ay kalabilir
(Sekil: 1).

AHBV'li hastalarda aymi zamanda erken antijen (HBeAg) ile HBV teghisi
konabildigi gibi serumda HBV-DNA [molekiiler hibridizasyonla veya Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve DNA polimeraz ile de tesbit edilebilir. Aktif viral replikasyonun bu
markirlart akut hepatit’in erken dénemlerinde tesbit edilebilir. Klinik hastalik ve sarihin pik
yapmastyla HBV ‘nin serumdaki diizeyleri azalr veya yok olur. Gergekten HBeAg’nin,
HBeAg antikoruna (anti-HbeAg) doniigiesiyle viral replikasyonun  gegtigini  ve

wl

infeksiyonun azalmakta oldugunu anlanz (14).

HBeRg =

HBV.ONA

HEsAg

4

)

9 1 2 3 4 5 L L 2
- AYLAR 2o AL
Tipik bir akut HBYV infeksiyonu seyri. Tipik bir kronik 1BV infeksiyonu seyri,

sekil:1 Akut ve Kronik hepatit B enfeksiyonun tanist



% 5-10 HBV’li hasta HBsAg’ yi temizleyemez bu durumda HBsAg tasiyicisi olur.
Bu hastalar hafif anikterik, asemptomatik olmakia beraber AHBV hikayesi olugmadan
kronik HBsAg tastyicis: olurlar. Semptomatik akut viral hepatit sonucunda kronik HBsAg
tagtyiciign gelismesi; asemptomatik hastaliktan  kronik HBsAg tasiyiciii gelismesinden
daha az yaygm olarak meydana gelir. Akut infeksiyondan sonra HBeAg pozitiflii veya
HBsAg pozitifli§i 6 aydan daha uzun siire devam ederse kronik tagtyicibk durumundan
siiphelenilmelidir. Kronik HBsAg tagiyicihgt durumu, akut viral hepatitin teghisinde
karmagikhSa yol agabilir. HBsAg pozitifligi bulunan akut viral hepatitli bir hasta akut hepatit
B olmayabilir ve bu hasta HBsAg tasiyicis1 veya bagka bir akut karaciger hastas: olabilir.
Kronik HBsAg tastyicthfi akut viral hepatitin diger formlarna karsi zellikle Hepatit D
virusuna karsi yiiksek risk grubudur. Bu durumda IgM anti-HBc ‘nin tesbiti yardimci
olabilir. Akut tip hepatit B’de eger kronik HBsAg tastyicihifi var ise bagka bir akut
hepatoselliiler hasar ile birlikte IgM anti-HBc¢ bulunmaz (14).

2.1.2 KRONIK HEPATIT B

2000 yilma kadar 400 milyondan fazla, yani diinya populasyonunun %5 ‘inde, kronik
hepatit B (KHBV) infeksiyonu goriilmiigtiir (14,15). HBV, kronik hepatitin, sirozun ve
hepatoselliiler karsinomanin temel sebeplerinden biridir ve her yil HBV kaynakh 1
milyondan fazla insan Sliimii s6z konusudur. HBV infeksiyonunda interferon a ‘nm kisith
faydasi vardr. HBV agilant giivenli ve etkili olmasma kargin hala herkes tarafindan
uygulanmamaktadir. Taiwan’da yapilan bir ¢caismaya gore; HBV agilarinin hepatoselliiler
karsinoma goriilme sikhifmi azalttifi rapor edilmigtir (19). ABD’de yeni doganlarda ve
yetigkinlerde agilama programm standart hale gelmistir (20).

2.1.3. HBV’NIN FIZYOPATOLOJIiSi VE DOGAL HIKAYESI:

HBYV direkt sitopatik etkili bir virus defildir. Aksine bireyin immiin yanitiyla ilgili
oldugu diigiiniilmekte ve akut hepatik hasarda ve uzun siireli HBV infeksiyonunda kronik
hepatit ve sirozun da nemli rolii vardir, Aktif hepatik hasar da, virusu temizlemek amaciyla
olugan hiicre hasar1 ve apopitosis olgusunun bir kismudir. HBV replikasyonunun siiresi
biteyin immun sisteminin yeterlilifine baghdr. HBV ‘nin almmasindan sonra
yenidoganlarm % 95°den fazlasi anneden infeksiyonu alarak kronik tastyici olurken,
erigkinlerin % 5°i tagiyici olur. Cocuklarda horizantal bulagma infeksiyonun en Snemli
kaynagidir. 6 yastan kiigiik yeni dogan gocuklarm % 30’unda enfeksiyon alindiktan sonra
kronik tagtyicihk durumu s6z konusu olur. Cocuklarda kronik HBV subklinik ve hafif seyirli



olmasmna ragmen uzun siire devam ederse; siroz, karacifer yetmezlifi, hepatoselliiler
karsinomaya kadar gidebilir (14).

HBV’nin yagsam siklusu tablo:2 ‘de goriildiigii gibi 4 bolime ayrihr (15). Ik 2
basamak replikatif fazdwr ki bu fazda aktif viral replikasyon olur. 3. ve 4. basamak integratif
fazdir ki bu fazda bireyin genomuna viral integrasyon olur. Her basamak; bireyin genetik
durumundan, cinsiyetinden, yagindan, immun sistemin HBV infeksiyonuna yanmitindan, viral
koinfeksiyondan, HBV mutantlarindan ve difer bazi Onemli faktorlerden etkilenir. 1.
basamak siiresince HBV ‘ye kargsi bireyin immiin toleransi, viral replikasyon siiresince
herhangi bir klinik belirti olmaksizn devam eder. Serum aminotransferazt normal kalr.
Saghikh bireylerde inkubasyon periyodu olarak bilinen 2. basamak, 2 veya 4 hafta viral
temizleme baglamadan Snce devam eder. Yeni doganlarda ise bu siire on yillarca siirebilir.
Fakat hepatik yang: azdir ve siroza dOniisiim nadirdir. 2. basamakta bireyin immiin cevab,
hepatosit yiizeyinde bulunan HBV proteinlerine 6zellikle HBc Ag’ye kargi direkt olarak
sitotoksik T lenfosit (CD8") sahmmum baglatabilir. 2. basamakta hepatik yangi uzun siirerse
ve yogun olursa bireyin hepatoselliiler karsinomaya ve siroza karsi riski olur. Bir ¢ok
normal bireyde bu asama 3-4 hafta siirerken kronik tagiyicilarda 10 yil veya daha fazla
slirebilir. Hepatik yang gelistiinde 5 yil i¢inde % 50 hastada siroz geligmesine ragmen; %
71 hastada 5 yilda karaciger yikimi fazla olmazsa diizelme olabilir.

3. basamak viral replikasyon bireyin immun yanitmun diigmesiyle baglar. Serumda
HBeAg temizlenir, HBeAg antikorlar1 (anti-HBeAg) tesbit edilebilir diizeye gelir ve HBV-
DNA aniden diiser. Boylece aktif HBV enfeksiyonu bitmig olur. Fakat viral DNA miktarimin
az bir kismu serumda hassas RT-PCR yontemi ile tesbit edilebilir. immun yamtmn
azalmasiyla, hepatik yangi diizelir ve serum amino transferazlan normale déner. Uzayan
periyotta hepatosit genomuna S geninin integre olmasi nedeniyle HBsAg tesbit edilebilir
diizeyde kalabilir. 4. basamakta HBV’ye kargt serumda bireyin immun mekanizmas: ile
HBsAg temizlenir ve anti-HBs tespit edilebilir. HBV-DNA karacierde bulunabilmesine
ragmen RT-PCR ile bile tesbit edilemez. Nadiren; kemoterapi, organ transplantasyonu, HIV
infeksiyonu durumunda HBV yeniden aktive olur ve karacifer yangisi yeniden olugarak
daha da hasar verici bir duruma gegebilir (21).



Tablo 2: HBV’nin basamaklarn.

Replikatif ~ Faz Integratif Faz
Basamak 1 2 3 4
HbsAg Pozitif Pozitif Pozitif Negatif
HbsAg Antikoru | Negatif Negatif Negatif Pozitif
HbcAg Antikoru | Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
HbeAg Pozitif Pozitif Negatif Negatif
HbeAg antikoru |Negatif Negatif Pozitif Pozitif
HBV DNA Giiclii Pozitif Pozitif Negatif Negatif
AST ve ALT Normal Artmug Normal Normal

2.1.4. INTERFERONLAR:

Interferonlar virus enfeksiyonlarma veya diger uyarcilara kars: hiicrenin yanit olarak
sentezledigi diigiik molekiil agirlikh proteinlerdir. Interferon virusun firemesini durdurur ve
konak hiicreye toksik etkisi yoktur. Bir virus ile enfekte hiicrede, ikinci bir virusun
¢ogalamamasi, yani viral interferans etkisi, ya birinci virusun ikinci virusun igine girmesini
saglayan reseptOrleri bloke etmesi, ya replikat6r sistemlerini tutmug olmasi ya da inhibitor
mekanizmay: baglatmig olmas: (interferon sentezi ) ile miimkiindiir. Viriisle enfekte edilen
hiicrelerde interferon sentezlenir ve kolayca digan salmir. interferon yeni bir hiicreye
ulaginca, hiicrenin viriise kars1 olan yapisim degistirerek, hiicre igine girmesini ve iiremesini
engeller (22).

Interferon ailesi glikoprotein yapisinda olup tip1 ve tip 2 olmak {izere iki tiptir. Tip 1
interferonlar (12 IFN o subtipi, 1 IFN-B subtipi ve 1 omega subtipi ) viral enfeksiyon
girdikten birkag¢ saat sonra salmir ve replikasyonu spesifik olmayan bir yolla inhibe eder. Tip
2 IFN (IFN v ), antijenik olarak uyarilan immunositler tarafindan salinir ve spesifik immun
yanit1 aktive eder.

Tip 1 interferonlar hiicre yiizey reseptoriine baZlanarak hiicresel genlerin biiyiik bir
kismmnin  transkripsiyonunun  aktivasyonunu saglarlar. Interferonlarm biiyiik kisminin
indiikledigi proteinlerin fonksiyonu bilinmemesine ragmen bazilarmin antiviral aktiviteleri
¢ok iyi bilinmektedir.
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IFN o’nm stimiilasyonundan sonra 2°’-5° oligo-adenilat sentetaz (2°-5° OAS)
enzimini iretir. Cift sarmalh RNA varhfmnda 2-5 OAS aktive edilir ve aktive edilen enzim
2’ ve 5’ fosfat esterlerinde (5’ve 3° fosfatlara bagh niikleotitleri igeren DNA ) ATP igeren
oligoniikleotitleri sentezler. 2-5 OAS tarafindan aktive edilen 2°-5’ oligoniikleotitler
sentezlenerek ¢ift sarmalh RNA’min temizlenmesini saglayan RNaz’1 aktive eder. Bu yiizden
2°-5" OAS ift sarmallh RNA’min yikihmini aktive eder. Teorik olarak 2-5° OAS ¢ift sarmalh
RNA’nin enfekte ettifi hiicrelerde aktive edilebilir gibi gbriinse de hiicre kiiltiirii
sistemlerinde sadece DNA igeren viriisleri de kapsayan farkl viriisler tarafindan da aktive
edilebilirler (23,24).

2.1.5. KRONIiK HEPATIT B ENFEKSIYONUNUN iNTERFERONLA TEDAVISi

Kronik HBV enfeksiyonunun tedavi edilmedigi takdirde uzun siire devam etmesi
durumunda siroz, karacifer yetmezlili ve hepatoselliiler karsinoma gelismesi durumu
goriilebilir (25). Tedaviye cevap verme olasihmmda; cografik, genetik predispozisyon ve
viral infeksiyonun dénemi rol oynar. HBV enfeksiyonunun ikinci basamag: daha dnceden de
deginildigi gibi uzun siirer ve hepatik yang: olugabilme ve tedaviye cevabin zayif olmast
ihtimali diigiintilerek erken donemde yogun tedaviye baglanmahdir. Fakat birgok kronik
HBV’li bireyde (6zellikle vertikal bulagmanin oldufu) birinci basamakta yani immun
tolerans basamagmda immunositumulatdr ajan olan IFN o’nmn genellikle etkisi yoktur. Viral
replikasyonu inhibe eden lavimudine gibi antiviral ajanlar uygun olabilir. Diger taraftan bazi
kronik tagtyicilarda viral replikasyonun azaldids; ikinci basamaktan iglincii basamaga gegis
agamasinda antiviral ajanlarin veya IFN o ‘nin etkisi smirh olur. Drdiincii basamaktaki
hastalar HBV’ye kars1 bagisik olunan agama oldugundan tedaviye gerek duyulmaz.

Son zamanlara kadar FDA’nin (Food and Drug Administration) onayladifi tek
tedavi IFN a idi. IFN o ilk defa 1970°li yillarda KHBV enfeksiyonunda kullamlmaya
baslanmustir. Daba sonraki yillarda IFN a‘nin miktar: rekombinant teknoloji ile artirlarak
hem kronik HBV tasiyicilarmda HBsAg nin temizlenmesinde, hem de HBeAg’nin
temizlenmesinde etkili oldugu ¢ahgmalarla desteklenmigtir. Karacifer histolojisinde
diizelmeler oldugu rapor edilmigtir.

HBV’li hastalar IFN a ‘ya her zaman yantt vermeyebilir, 6zellikle dogum ve
¢ocukluk doneminde virus alindiysa veya hafif artnrmg serum aminotransferaz diizeyi
bulunan hastalarda g6zlenir. Fakat yine de IFN a’nin etkileri HBV-DNA’nin azalmasi,
HbeAg’ nin azalmasi ve Ozellikle ALT diizeylerini normale dénmesi yapilan galigmalarla
gozlenmigtir. IFN a; hepatik yangmn ¢dziilmesi ile siroz ve hepatoselliiler karsinoma riskini

mtl‘m KURULL:,
T CoKTMANTASYON MIRKEZ]
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dnemli oranda azaltir. HBV ‘nin bir kere temizlenmesinden sonra immunosupressor etkenler
(Srnegin; sistemik kemoterapi, HIV veya organ transplantasyonu gibi) olmadig siirece aktif
viral replikasyon ¢ok nadir olarak tekrarlamir (14).

Tedavi icin Endikasyonlar: iki durumda olur: 1.) En az 6 ay arayla HBsAg pozitif veya
HBsAg pozitif ve IgM Anti-HBc negatif, HBeAg pozitif 3.) Gegen 3 ay iginde, ALT
veya AST'nin normalden 1,5 kat daha fazla stabil yiikselmeleri durumunda olur.

Doz, Siire, lzdeme; Doz:Her giin subkutan olarak 4,5-5 milyon {nite
veya haftada iic kez subkutan olarak 9-10 milyon iinite rekombinant interferon alfa
uygulanabilir, Siire: Tedaviye toplam 4 veya 6 ay boyunca devam edilir. Izleme: Kontrol
muayenelerinin tedavinin birinci, ikinci baftasmdan ve birinci, ikinci, figlincii ve ddrdiincii
aymdan sonra yapilmas: Snerilir.

Interferon tedavisinin baglangicma ve sonuna dofru, hasta, hepatit belirtilerinin
tekrarlamasi (yorgunluk, istah kaybi, abdominal rahatsizlik, vs.) sonucu kendini daba kétii
hissedebilir. Son zamanlarda kdtiilesme, gogu kez interferonun bagarih oldugunun bir isareti
iken, ilk zamanlarda kotillesme ilacm bir yan etkisinin yansmasi olabilir.
2.2.SITOKINLER:

Sitokinler hiicreler tarafindan intraselliller haberlesmeyi ve hiicre igerisinde uygun
ortanm saglarlar. Bu molekiiller immun yanit, inflamasyon, hematopoezis, yara iyilesmesi ve
yaralanmaya sistemik cevapta 6nemli rolleri olan hiicreler tarafindan iiretilirler. Sitokinlerin
karacigerde hiicreler arasinda iligkiyi saglamak gibi bircok rolleri vardir. En 6nemli rolleri
direkt olarak, viral replikasyonun inhibisyonu yoluyla, indirekt olarak bireyin viral
infeksiyona karsi immun yanstim arttirarak viral enfeksiyona karst koruma saglarlar. Fakat
virusa karg1 olusturulan inflamatuar cevapta sitokinlerin saimmuyla, karacifer yangisina da
neden olabilirler. Sitokinlerin rollerini anlamada viral hepatit etkenlerine karst sitokinlerin
bu ikili zit rolii; hem viral enfeksiyondan korunmada ve iyilesmede hem de karaciger hasan
ajanlar1 olarak diistiniildiigiinde anlagilabilir (24).

Viral infeksiyondan hemen sonra antijen nonspesifik effektorler olan interferonlar
salnmaya baslayarak virusa karst koruyucu bir mekanizma gelistirirler. Tip 1 IFN’ler
antiproliferatif ve antiviral etki yaparken, Tip 2 interferonlar immuno modulatdr sitokinler
olarak etki yaparlar (24).

Virus viicuda girdikten sonra hiicresel immun yamt, viral enfeksiyonu Snlemek igin
ortaya ¢ikar. Hem CD8" hem de CD4'T hiicreleri, viral protein ve HLA class I veya II
molekiilleri ile T hiicre reseptdrlerinin iligkisiyle olugur. CD4" hiicreleri sitokin {iretme
kapasiteleri ile immiin yanitin kontroliinde &nemli bir role sahiptirler. CD4 ™ hiicreleri tip 1
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ve tip 2 yamti olugturarak infeksiyona kargi koruma saglarlar (26). Prekiirstr hiicreler tip 0
olarak adlandirilan IL-4 ve IFN y iiretirler. Daha sonra tip 1 cevabim IL-2 ve IFN y tiretmek
lizere olustururlar. Bu cevap antijen spesifik hiicresel immiiniteyi ve virusa karst hiicre ici
Snemli koruma mekanizmasim olugtururlar. Tip 2 cevabi ise IL-4, IL-5 ve IL-10 dur. Ve bu
yanit hiimoral immiin yanit ve helmintik enfeksiyona kargi koruma saglar. Tip 1 ve tip 2
yanitt birbitlerini inhibe eder (24). Immiinoregulatér sitokinler viral infeksiyonun
temizlenmesinde (CD4") T helper hiicre aktivasyonunda Snemli rol oynarlar. Akut HCV
enfeksiyonlu olup iyilesme goriilen hastalarda Th 1 (hiicre aracihkl) yiiksek iken Th 2
(bumoral) yant yok denecek kadar az veya hi¢ goriilmemistir. Karacifer hasarmm
derecesine gdre Thl sitokinler olan IL-2 ve IFN y ‘da artma oldufu gdzlenmistir.
Immunomodulatdr tedavi olan IFN-a tedavisi Th-2 sitokinlerden olan IL-10 seviyesini
azaltify yonde cahgmalar vardir. IFN-0, Th2 immun yamti inhibe ederek Thl yanitim
artirrp HBV enfeksiyonunun temizlenmesine katkida bulunur. Fakat ne yazik ki biitiin IFN-
o kullananlarda artrmg Thl cevabim gornek miimkiin degildir. Bunun sebebi de demir ve
demir baglayan proteinlerin aktivitesine (¢ok agik olmasa da) baglanmugtir (14).

2.2.1. SITOKINLERIN KLINIiK ONEMi:
2.2.1.2. Sitokinler ve inflamasyon: Immuno-inflamatuar sistem, hiicrelerin kompleks bir
sistemidir ve sitokinlerin gogunu da i¢ine alan humoral elemanlardan olugur. Immuno-
inflamatuar cevap tipik olara antijen tarafindan tetiklenir. Antijen, antijen sunucu hiicreler
(APC) olarak isimlendirilen Ozellegmis hiicreler tarafindan sunulur, Bu hiicreler major
histokompatibilite kompleksin (MHC) ya klas I ya da klas II hiicreler lizerinden antijeni
sunarlar. Klas I sunumunda antijen molekiilleri CD8'T lenfositlerine sunulur. Kias II
sunumunda antijen molekiilleri CD4"™ T — lenfositlerine (T—Helper) sunulur. Ayrica antijen
molekiilleri B — lenfositlere (CD19) veya sonugta sitotoksik ve sitolitik cevap olmak iizere
direkt olarak Tve B lenfositlere sunulabilir. CD4" T lenfositler 2 alt tipe ayrilir. (Th1 ve Th2)

Th2 (Thelper 2) : B lenfositlerin plazma hiicrelerine gevrilerek antikor iiretimine yol
agan yardmci (helper) CD4" hiicreleridir (27).

Thl (Thelper 1) : Hem B lenfositlerin supressérii hemde sitotoksik kabiliyeti olan
CD8" hiicrelerinin gelisimine benzer bir sitotoksik ve sitolitik siiregten sorumlu tutulan
lenfositlerdir. Bdylece bunlar ya sitotoksisite veya antikor liretimine yol agan hiicresel
polarizasyonda esansiyel bir role sahiptir. Thl ve Th2 hiicrelerinin farklilagmasi ise lokal
cevresindeki sitokinlerin varlifina baghdir. CD4 T lenfositlerin bu gekilde Thl veya Th2 alt
tiplerine transformasyonu immun yamtta 6nemli bir basamaktir. Heniiz kesinlesmemis
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olmakla birlikte Th O lenfositlerin Thl veya Th2 hiicrelerine polarize olmasi ¢evresindeki
sitokinlerin varhigina bagimh oldugu rapor edilmistir. Ornegin; IFN—y ve IL-12°den zengin
bir ¢cevrede Th1 polarizasyonu olur. Fakat IL-4 ve hatta IL-13 ‘ten zengin ortamda ise Th 2
polarizasyonu olur. Sitokin ortammin tipi g¢evresindeki difer tansformasyonu inhibe eder
(6rnegin; IL-4 Thl transformasyonunu, IFN—y Th2 transformasyonunu bloke eder)(27,14).
2.2.1.3 Sitokinler ve Kanser :

Sitokinlerin kanser biyolojisinde ¢nemli bir rolii oldugu ilk kez 1893 yilinda William
Coley tarafindan ortaya atilmig ve o tarihten itibaren gittikge artan bir ilgi alam olmugtur. Bu
bilim adamm bazi malign tiimdrlerin bazi bakteriyel enfeksiyonlardan sonra geriledigini
gOstermigtir. 1970‘lerde sitokin devrimi denilebilecek gelismeler olmus ve bu tiimdr
supressOr Ozellik, interferonlar ve TNF’ler gibi tiimdr inhibitér sitokinlerin bakteriyel
endotoksin salinmmm artirmasma baglanmgtir. Sitokinlerin malign siiregte birkag yolla
gorev yaptig1 bilinmektedir.

Kanserler gok heterojen bir hastalik grubudur. Malign transformasyonun olugmasi ve
devam etmesinin mekanizmas1 degigik tiimérlerde farkhdir. Fakat ortak olan mekanizma,
normal hiicresel biiylime ve replikasyona ait olan ve bir kismu intraselliiler sinyal
mekanizmalan ile yiiriitiilen sistemin hasara ugramasidir. Cogu durumda sitokinler ya bu
kontrol mekanizmalariin bir kismmm olusturular veya bu fonksiyonlari gorecek diger
molekiillerin sentezini indiiklerler. Ornefin bazi protoonkogenler ve onkogenler, sitokin
reseptdriiniin normal veya anormal komponentlerini veya sinyal iletim yollarm kodlarlar,

Sitokinler, kanser hiicrelerini hedef alan biiylime inhibe edici Ozelliklere sahip
olabilirler ve bdylece konake1 ve tiimdr iligkisini modifiye ederek veya antitiimér etkileri
artirarak timorii geriletirler, Sitokinler aym zamanda malign hiicreler igin biiylime fakt&rleri
olarak fonksiyon gorebilirler. B&ylece sitokinlerin aktivitesini inhibe etmek igin terap&tik
stratejiler miimkiin olabilir. Sitokinler ayrica paraneoplastik etkilere aracilik edebilirler.

Klinik laboratuvarlarin ilgi sahasma girdikten sonra sitokinlerin biyolojik sivilarda
Slgtimii, bazs tiimdrlerin ilerleyigini moniterize etmede ve efer antikanser ajanlari olarak
kullamlir ise tedaviye yanitin izlenmesinde 6nemlidir (27).
2.2.1.4 Biiyiime ve Farkhlasmanin Regiilasyonu:

Sitokinlerin birgok hiicre {izerine bilylimeyi inhibe edici 6zellikleri (tiim6r modifiye
edici sitokin)’nin aragtiriimasinda IFN’lerin biiyiik 6neme sahip oldugu varsayilmaktadir.
Sitokinler ‘myc’ gibi hiicresel protoonkogenlerin ekspresyonunun, DNAreplikasyonu ile
ilgili enzimlerin ve EGF gibi biiyiime faktdrlerinin reseptSrlerinin down-regulasyonunu
yapabilir.
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Bunlar ayrica in vivo olarak sitotoksik T hiicrelerini aktive edebilirler. Interferon o,
(IFN-a) bir ¢ok klinik amagla kullamimaktadir. U.S. Food and Drug Administration’dan
bairy cell leukemia (HCL), myeloid 18semiler ve solid tiimdrlerin bir kismmda kullanihmak
lizere izin almnmgtir. Bunlardan sadece HCL icin tedaviye cevap oram1 % 90 civarindadir.
Bu oran geleneksel kemoterapiye gore ¢ok iistiin bir basaridir. Bununla beraber diger
kanserler i¢in kemoterapi, radyoterapi ve cerrahiyi igeren ¢ok yonli bir tedavinin bir pargas
olarak IFN- o’nm kullamilmasi mantikh g8riinmektedir (27).

IL-6; meme ve over malign tiimérleri ile miyeloid hiicrelerden k8ken almig insan
hiicre dizilerinin bir gofunun biiyiimesini inhibe eder. Ayrica birka¢ miirine tiimdriiniin
transplante edildigi farelerde tiim6r hacminin kigiiltiilmesinde Gnemli bir etkiye sahiptir.
Eger hayvanlar immun yetmezlikli hale getirilirse bu tiimdr kiigiiltiicli etki ortadan
kaybolmaktadir. Bunlara zit olarak IL-6 plazmasitoma ve myeloma hiicreleri igin potansiyel
bir bliyiime faktoriidiir. Hastalardan taze olarak elde edilen myeloma hiicrelerinin kiiltiirde
IL-6 iirettifi gOsterilmigti. En son veriler yanhzca myeloma hiicrelerinden kaynaklanan
degil aym zamanda kemik iliine bitigik stromal hiicrelerden kdken alan myelomada da IL-6
tiretilmesi bunun parakirin bir rolii olabileceBini g6stermektedir. IL-6 ‘ya karst gdsterilmis
monoklonal antikorlarm erken ddnemde tiimdr bilylimesini geciktirici bir etkisinin olmasi
sonucu ilginin bu y6ne kaymasina neden olmustur (27).
2.2.1.5. Tiimér Hiicrelerine Toksik Etki:

TNF’ler direkt sitotoksik etki ile proliferasyonu inhibe ederek ve degisikligi
indiikleyerek tiim6r hiicre biiylimesini inhibe edebilir. Mekanizmalar aragidonik asit
bagmmhdir ve asil neden tiim6r hiicre DNA’sinm yikilimiyla serbest oksijen radikallerinin
bolca {iretilmesi olabilir. Murine modellerinde bu molekiillerin kuvvetli antitimor
aktiviteleri; biiylimenin direkt inhibisyonu, immiinomodulasyon ve vaskiiler sisteme olan
etkileridir. Ne yazik ki, insan malignensilerinde yapian g¢ok genis denemeler {imit kirici
olmugtur. Bunun sebebini de TNF’lerin sistemik olarak verilmesi durumunda doz ile orantih
bir toksisite olustufundan bu doz hicbir zaman yakalanamamaktadir. Bununla beraber izole
ekstremite perfiizyonu ve intratiimor enjeksiyonlar faydah olmaktadir. TNF ayrica bazi
malign hiicrelerin biiylimesini stimiile edebilmektedir (27).
2.2.1.6 Tiimdre immun Yanit:

Sitokinlerin tiimbr suprese edici rollerinin bir kismm, immiin sistem iizerine olan bir
¢ok regule edici etkilerinden kaynaklanmaktadir, IFN’ler birbirinden farkh bir ¢ok normal ve
malign hiicre tipine MHC klas I antijenlerin artirarak etki eder. Sonugta bu hiicreler
sitotoksik T hiicreleri tarafindan Sldiiriilmeye daha yatkin olurlar. IL-2, timdr hiicrelerine
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¢ok daha sitotosik etkiye sahip periferik kan lenfositlerinin subpopulasyonunu stimiile eder.
Bu hiicre subpopulasyonuna lenfokin-aktivated (lenfokin tarafindan aktive edilen) Sldiirlicii
(LAK) hiicreler denmektedir. Muhtemelen Naturel Killer (NK) hiicre populasyonunun bir
par¢asim olugturmaktadir. Bunlar hiicrelere karsit immiin yamttan sorumludur. IL-2
intraven6z veya subkutan olarak tedavi amagh kullamlmaktadir. Renal hiicre karsinomas: ve
melanoma da kemoterapiden daha iyi cevap vermektedir. Onemli toksik etkileri oldugundan
IL-2’nin dozu smrh tutulmak zorundadur.

IL-2’nin hayvan ¢aligmalarinda potent bir anti-timir ve antimetastatik etkisi oldugu
gOsterilmigtir. Bu etkilerini Th1 hiicrelerini stimiile ederek ve IFN—y iiretimini hizlandirarak
yapmaktadir (27).
2.2.1.7. Paraneoplastik Etkilerin Yonlendirilmesi:

Bir ¢ok paraneoplastik etkinin sitokinler tarafindan ySnlendirildigi bulunmusgtur. IL-
6, IL-1 ve TNF gibi sitokinlerin tipik olarak salgilandif:, lenfoid malignensilerde kanser ile
bu sitokinler arasinda birliktelik gdzlenmistir. Anemiler TNF ile, trombositoz IL-6 ile ve
kaseksi TNF ve IFN-y aracihfiyla olusturulmaktadir. Kemik rezorpsiyonu ve hiperkalsemi
IL-1 tarafindan indiiklenmektedir (27).
2.2.1.8. Tiimér Marlarlan Olarak Sitokinler:

Sitokinler klasik tiimér markin kriterlerine uymamaktadirlar. Ciinkii bunlar viicudun
normal dokulann tarafindan {iretilirler. Nadiren tiimériin kendisi tarafindan diretilirler.
Genellikle tiimdr etrafindaki dokularm cevabi olarak ortaya ¢ikarlar. Bunlara ragmen, bir
¢ok durumda bunlarm Slgiimii prognoz ve tedaviye cevapta klinik olarak Snemli bilgiler
vermektedir,

Serum IL-6 dlgiimleri myelomamn prognozunda ve monoklonal gammopatilerden
(MGUs) myelomann ayirt edilmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Myelomah hastalarin biiyiik
bir kismunda I1-6 seviyeleri artmugtir. Ve bu artig hastalik aktivitesi, proliferasyon indeksi
ve canhlik ile orantihdir. Biiyiik MGUS’lu hastalar normal veya diisiikk IL-6 seviyelerine
sahiptir. Fakat ne yazikki bu onemli bulgularm aywt edilmesinde klinik olarak faydali bir
markir olamamaktadir. IL-6 Hodgkin hastali1 ve non-hodgkin lenfomada, IL-6 seviyesi ates
ve malaise (B-semptomlari) arasinda bir korelasyon vardir. Ayrica IL-6 seviyesinin artmasi
daha kotii bir prognozun géstergesidir.

Renal kanser, kolorektal kanser ve melanomada yapilan ¢aliymalarda, CRP veya IL-6
seviyelerinin, IL-2 tedavisine cevap ile iligkili oldufu gosterilmistir, baglangigta bunlarmn
seviyesi diigiiktit ve tedavi swrasmnda oldukca artmaktadir. Solubl (s) IL-2 reseptrlerinin
konsantrasyonlar1 bir kistm malignensilerde 6zelikle lenfoid sistemin malignensileri 6zelikle
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16semilerde oldukca artmaktadir. Bunun aym zamanda yetigkin HCL ve T hiicre 16semisinde
de dogrulanmasi sIL-2R Slciimlerinin kullamlmasmm hematolojik malignensilerin takibinde
yeri olacagim gdsterir.

TNF ekspresyonu veya protein iiretimi bir ¢ok hiicre kiiltiiriinde ve biyopsilerinde
gosterilmigtir. Ornegin; over ve meme kanserlerinde TNF mRNA veya protein tiimdrlerin %
50 ile %70 ‘ind bulunmustur. Serum TNF ve sTNF R seviyeleri biiyiik bir malignensi
grubunda artmg bulunmustur. Ve bunlarm Slgiimleri kanser takibinde faydah olabilir (27).
2.2.2. INTERLOKIN 1: (IL1) Hepatosit stimiilating fakt6r, B lenfosit aktivatér faktor,
timosit aktivatdr faktor, fibroblast aktivatér faktdr, hemopoetin 1, 16kosit endojen mediatér,
lenfosit aktivatdr faktSr, mononiicleer hiicre fakt6rii, osteoklast aktivatdr faktdr, proteoliz
uyarict faktdr, serum Amiloid A uyaricis1 faktdrii gibi adlar alir. IL-1’in temel kaynagi
mononiikleer fagositlerdir. IL-1 ‘in o ve B subiiniti vardir (27).

IL-1 in diger Onemli kaynaklarn 1. klasik antijfen sunucu hiicreler (monosit ve
makrofajlarm yam sira langerhans hiicreleri ,dentritik hiicreler , B- lenfosit ve digerleri) 2.
endotel hiicreleri, 3. T-hiicreler , 4. NK hiicreler , 5. Astrositler ,6. keratinositlerdir (28).

IL-1’in Klinik 6nemi:

IL-1 romatoid artrit , septik sok, periodontitis ,malignite, aspestos ,tiiberkiiloz ve insan HIV
enfeksiyonunun patogenezinden sorumlu tutulmaktadir. Bu IL-1’in varhg: hastalik aktivitesi
ile korelasyon gdsterir ve ayrica tamda dnemlidir (gingival stvi, serum veya sinovial sv1 ).
Ornek, nonallerjik brongsial astmali hastalarda Snemli bulgulardan bir tanesi monositlerce
firetilmis IL-1B ve IL-6 seviyelerinin oldukga yiikselmesi s6z konusudur (29).

2.2.3. INTERLOKIN-2 : (IL-2) T hiicre biiylime faktorii olarak da bilinir (27).

Hiicresel orjini, Aktive olmug Thiicreleri dzellikle CD4 T hiicreleri (ThO- Thl), ve
daha az oranda CDS8 lenfositler Naturel Killer (NK) hiicreleri tarafinda IL-2 sentezi yapihr.
Ayrica B lenfosit ve mast hiicreleri de IL-2 iiretebilic (30).

Solubl TL-2 reseptorii (SIL-2R) Solubl sitokin reseptdrlerinin  tesbiti
immiinoinflamatuar cevabin karakterizasyonunda &nemlidir. KronikT— hiicre stiimiilasyonu
IL-2R-a’ nin uyariimasma yol agar. Solubl reseptdr zincirleri serbest IL — 2’ ye baglanarak
bunun hiicre reseptorleri {izerine olan etkisini bloke edebilir . Bununla beraber IL-2R -~ a, B,
ve ¥y olmasi bunlarin immiinosiipresyona 6nemli bir katkisimin olmadiim gosterir .

Klinik olarak serum gibi biyolojik sivilarda sIL-2R’min miktarinin artmasi sikhikla
kuvvetli bir antijenik reaksiyondan sonra olugan kuvvetli bir mmun cevap ile birlikte goriiliir
@7).
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Klinik Onemi ; I1.-2¢nin artmasi; gebelik, multiple scleroz, sarcoidoz, multiple myeloma,
akut romatizmal ates ve kronik romatizmal kalp hastabgmda goriiliir. Yaghhkta, diabette,
romatoid artiritte, sjégren sendromunda, AIDS ‘te IL-2 {iretimi azalmigtir. Ayrica son
bulgular, HIV pozitif asemptomatik hastalardaki lenfositik alveolitisin, IL-2’ye bagmh
olarak CD8 sitotoksik T hiicrelerinin in situ proliferasyonu sonucu oldugunu gostermistir.
Baz1 hematolojik malignensilerde (hodgkin ve nohodkin lenfoma ) sIL-2R ve II-2 seviyeleri
diisiik bulunmugtur (30).

2.2.4 INTERLOKIN-6 (IL-6): Onceleri 26-kDa protein, sitotoksik T hiicre farklilagtirica
faktor, hibridoma/plazmasitoma biiylime faktorii, monosit granulosit indiileyici tip 2 ve
trombopoetin olarak bilinirdi (27,28,30).

Hiicresel orjini: T ve B lenfositler, monositler/makrofajlar, fibroblastlar, endotel
hiicreleri, astrositler, mikrogialar, mezengimal hiicreler, osteoblastlar, epidermal langerhans
hiicreleri, dendritik hiicreler ve keratonositler gibi genig bir hiicre toplulugu tarafindan
salniriar.

Biyolojik etkileri: B lenfositler, hepatositler, T-lenfositler, dogal Sldiiriicii hiicreler

ve endotel hiicreleri iizerine etkileri vardwr. Ayrica kemotaksis, immunoinflamatuar
reaksiyonda, ates, ndroendokrin sistem tlizerine etkisi vardr (27).

Klinik Onemi; Gram negatif bakteri enfeksiyonu ve inflamatuar reaksiyonlan
takiben IL-6 seviyesi dolagimda artar Sepsisli hastalarm serumunda da IL-6 tesbit
edilmigtir. Son ¢aligmalar, IL-6’nmin viral enfeksiyona kargt koruma sagladifi ve bunu da
nétrofiller iizerinden yaptigim g6stermistir. Bu durumda en kolay Slgiilebilecek sitokinlerden
biri IL-6’drr. Yiiksek ve diiglik seviyelerdeki yiiksek dansiteli lipoproteinleri bulunan
hastalarda tam kanda, proiflamatuar sitokinlerin (IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-a)
lipopolisakkarit duyarlligi farkhdir. Bu da inflamasyon ve aterogenesisdeki Gnemini
gOstermektedir.

IL-6 bir ¢ok hiicre i¢in otokrin bir biiyilime faktorii oldugundan bunun fazla iiretimi;
plazmasitoma, multiple miyeloma, uterus servikal karsinomasi, Kaposi sarkoma gibi bir gok

malignensiye neden olur.

Cerrahi girigimler, tlimdr geligimi, otoimmiin hastahklar, infeksiydz hastaliklar, lokal
ve sistemik hastabklarm patogenezinde ve deri dokusuna da yayilmu iceren bir gok
hastahikta rolii vardir (27).

2.2.5 INTERLOKIN-8 (IL-8) Kemokinler olarak da adlandirilirlar. Yangi ve lokosit
goclinde Onemli rolleri vardir. Hiicresel kaynagi, monosit/makrofajlar, lenfositler, epitel
hiicreleri, fibroblastlar gibi bir ¢ok hiicredir(27). IL-8, IL-1 veya TNF a ‘ya yamt olarak ve
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mitojenler, lektinler ve viruslarm etkisi sonucuda olugur (31) IL-8 ‘mn sahnim IL-2 ve anti-
CD16 monoklonal antikorlarmmn sinerjistik etkisiyle olur. IL-4, TGF- B ve glukokortikoidler
IL-8 iiretimini transkripsiyonel diizeyde inhibe eder.

IL-8, in vitro olarak T hiicreleri, bazofiller, ndtrofiller iizerinde Gnemli kemotaktik
aktiviteye sahiptir. IL-8, nétrofiller aracihfiyla lizozomal enzimlerin sammindan, vaskiiler
endotel yoluyla, ndtrofillerin gdcii ve yapismasinda Snemli bir role shiptir (31). IL-8 hedef
hiicrelere spesifik reseptorler aracihfiyla yapigir. Normal insan T hiicrelerinin hemen hemen
her hiicrede 300 yapigma alam vardir ve IL-8 yaniti nStrofillerden 10 kez daha diistiktiir (31).
IL-8, diger sitokinlerdeki gibi hiicreye ligand-reseptér kompleksinin olugmasmnda kendi
reseptOrlerini kullamir. Reseptdrler, de novo protein sentezinin bulunmadify durumiarda
yeniden sentezlenir ve bu yeniden sentezlenme olay1 IL-8 ‘in sinyal iletiminde esansiyel rol
oynar.

IL-8in yangidaki temel rolii, neoplastik hastaliklarda ve insan sinir sisteminin
infeksiydz yangisinda iiretilmesiyle dogrulanir ve bu hastaliklarda I6kositlerin infiltre
oldugunu gésterir (32).

2.2.6. TUMOR NEKROZIS FAKTOR ( TNF):

TNF antitlimoral aktivitesi ile tammlanan yangt ve hiicresel immiin yanitin
aracisidir, TNF a ve  TNF- B olmak tizere iki farkli TNF molekiilii vardir ki; TNF a sadece
% 30 oranmda TNF-B ile homologdur. Ikisi de aym reseptérlere ve benzer aktiviteye
sahiptir. Lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan sitiimiile edilen makrofajlar TNF’nin temel
kaynagdir. IFN- y; LPS tarafindan indiiklenen TNF salmmim yapma giiciine sahiptir. TNF
kendi sentezini indiikler ve salimmmm monositler aracihfiyla yapar. 11-1, IL-2 GM-CSF,
CSF-1 monositlerden TNF salnmmim indiikler (33).

TNF- o aktive edilmis monosit/makrofajlar ve daha az olarak da aktif T hiicreleri
(Thl hiicreleri), B hiicreleri, naturel killer hiicreleri, mast hiicreleri, endotel hiicreleri,
fibroblastlar, keratinositler, mikroglia hiicreleri, astrositler, Kupffer hiicreleri, diiz kas
hiicreleri, sinovial bogluk hiicreleri ve bazofiller gibi bir ¢ok hiicre tarafindan iiretilir (27).

TNF- a Onceleri; kagektin, sitotoksin, sitotoksik faktbr, degistirici-indiikleyici faktor,
hemorajik faktér, makrofaj sitotoksik fatér, makrofaj sitotoksin, ve nekrozin olarak
biliniyordu. TNF-B ise sitotoksin, degistirici-indiikleyici faktdr, lenfotoksin olarak
biliniyordu. Genellikle TNF-B,TNF-o‘dan daha az sentezlenir. TNF- B’nin dolagimdaki
tesbiti kolay degildir ve lokal olarak sentezlenen bir parakirin faktdr olarak diigtiniiliir, yani
sistemik hasarm bir gostergesi olamaz.
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TNF-0, bakteri (endotoksin, LPS), viruslar , protozoonlar, sitokinler (1i-1, IL-2 GM-
CSF, IFN-y, TNF-a kendi kendine), immiin kompleksler, komplement komponenti C5a,
noropeptid substans P, ve reaktif oksijen tiirleri araciligiyla sentezlenir. TNF- o’min tiretimi;
NO, reaktif oksijen tiirleri, non- steroidal antiinflamatuar ilaglar ve hipokside artar (27).

TNF reseptorleri bir ¢ok hiicre tipinde bulundugundan, TNF’nin ¢ok genig bir oranda
hiicre ve organ sistemleri tizerinde etkinligi vardir (33). TNF ‘nin temel fonksiyonu monosit
ve makrofajlarin farkblagmasi ve aktivasyonudur. TNF, parazit ve timor hicrelerine karsi
sitotoksik makrofajlarin aktivasyonu igin IFN- v ile sinerjist olarak galigir (33).

IL-1, IL-2 veya IL-7, TNF gibi diger sitokinlerin varh@: timosit proliferasyonunu
artinr (34). TNF, stimile olmug T hiicrelerinden, yiksek affiniteli IL-2R sahmmi yoluyla
IL-2 yamtim, IL-2 ve IFN- y {retimini artirir (35). TNF, GM-CSF, G-CSF, IL-1 ve IL-6
gibi bazi diger sitokinlerin de salmimim endotel hiicreleri arciliiyla indiikler. TNF endotel
hiicrelerinde adezyon molekiillerinin salinumim artirarak 1okosit miktarim artirir (33).

TNF, yang, vaskiler permeabilite ve sok gibi bir ¢ok patolojik durumda yiiksek
diizeylerde bulunur. TNF, in vivo olarak tiimér hiicrelerinde hemorajik nekroz olugturur. Bu

etki tiimor hiicrelerinde ve antitiimér yamtin immiin etkilerinde direkt ve indirekt olarak etki

yapar.

2.3. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (SERBEST RADIiKALLER)

Serbest Radikaller eksik elektronlu molekiiller olduklan igin herhangi bir molekiille
etkilesime girer ve bu molekiillerden ya bir elektron (e-) alir veya bir e- verir. Bagka
molekillerle reaksiyona giren ve onlarin kimyasal yapisim bozan yiiksek aktiviteye sahip
kimyasal molekiillere serbest radikaller, oksidan molekiiller, reaktif oksijen tiirleri denir
(36). Serbest oksijen radikalleri arasinda en Onemlileri; siiper oksit anyon radikali (O,
hidroperoksil radikali (HO, °), hidrojen peroksit (H,O2), hidroksil radikali (OH'), singlet
oksijen ('02), peroksit radikali (LOO), nitrik oksit (NO' ) ve azot dioksit (NO,) bulunur
(37). Bu reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, normal hiicre fonksiyonunda bulunan niikleik
asitler, lipitler ve proteinler gibi komponentlere ve diger intraselliiler organellere verdikleri
zararla birlikte normal aerobik hiicresel metabolizmamn ara iiriinleridir. Biyolojik
sistemlerde serbest radikaller daha ¢ok karbon, oksijen ve siilfiir atomlarindan kaynaklamr.
Bir ¢ok aragtrma oksijen kaynakli olan hidroksil ve superoksit radikalleri iizerinde
yogunlagmustir. Hidrojen peroksit de hiicre hasari yapar. Fakat yapisinda ortaklanmamig
clektron bulunmadigindan serbest radikaller siifina dahil etmeyenler de vardir. OH
radikali serbest radikaller arasinda en ¢ok hasar verici ajanlar arasmdadir (36). Hiicreler
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serbest radikallerin verdigi hasardan endojen radikal toplayici proteinler, enzimier ve
kimyasal bilegikler ile korunur. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT); ROT ile antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengesizlik sonucu olugur ki bu da karaciger hastaliklarim igeren
patolojik durumlarda meydana gelir. Serbest Radikallerin; yang1 (38), kanser (39), iskemi
reperfiizyon hasari (40), yaslanma (39), ateroskleroz (39), diabet (39), viral hepatit (41),
Wilson Disease (4,5), Hematokromatozis, parasetamol zehirlenmesi gibi ilag
zehirlenmelerinde olugan karaciger hasarmda rolleri oldugu bildirilmigtir.
Serbest Radikaller ii¢ temel yolla olusur:

1.Elektron Transferi: Normal bir molekiile bir elektron eklenir veya gikarsa serbest radikal
olugur.

A€ ——————p Ay

AH, AR+ &

2.Homolitik Par¢alanma: Normal bir molekiilde bulunan bir kovalent bagm ayrilmastyla
iki tane serbest radikal meydana gelir. Bu pargalanma daha ¢ok nonpolar ¢ozeltilerde gaz
fazinda olugur. Yiiksek 181, giines 15181 ve peroksitler tarafindan katalizlenebilir.

AAB 3 A+B

3. Heterolitik pargalanma: Normal bir molekiilde bulunan bir kovalent bag, igerdigi iki
elektron da komponentlerin birinde kalacak gekilde pargalanir ve iki adet farkl yiiklii iyon
olusur. Bu reaksiyon daha ¢ok polar ¢bzeltilerde olusur ve B” niikleofilik (bazik), A" ise
elektrofilik (asidik) komponenttir. (43)

A:B —» A'+B

Organizmada olugan serbest radikallerin biiyiik bir boliimii metabolik reaksiyonlar
sirasinda oksijenin tek elektronlu indirgenmesi sonucu olusur.
4¢"+4H
0, +¢ —» 2H,0
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Bu reaksiyonun birer elektronlu basamaklan :

0, é O, (Siiperoksit radikali)

0, é&+2H H;O, (Hidrojen Peroksit)
—_—p

é +H'
0, —» OH" (Hidroksil radikali)

20H ———»p H,0,

Molekiiler oksijen tarafindan organik bilesiklerin cksidasyonu:
Baglama: RH+ 0, —»R" + HO;'
Uretim: R'+0; _______, RO,
RO, +RH_— 3 R +ROOH
Sonlanma: R+R —— % R:R

. H H HH
R; +R-C =C-R; ——p R;-C-C-R;
R;

2.3.1. SUPEROKSIT RADIKALI (0,) : Molekiiler oksijen; dig orbitallerinde
paylasilmamus iki elektron igerir. Bu elektronlar paylagilmadiginda; ayn ayn orbitallerde
bulunduklarinda ve spinleri aym yonde oldugu zaman en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu
dig orbitallerden her biri birer elektron daha kabul edebilir. Orbitallerin tek elektron almasi
ile siiperoksit anyonu (0,"), iki elektron almasi ile peroksil anyonu (0,>") olusur. Peroksil
anyonu ortamda iki proton alarak hidrojen peroksit (H20,) olugturabilir. Veya siiperoksit
radikali aldif1 elektronu bagka bir elektron tastyiciya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir.
Boylece bir indirgeyici gibi davranabilir. Ya da iki siiperoksit radikali aldig: elektronu bagka
bir elektron aliciya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir ve béylece indirgeyici (rediiktor)
olarak davranabilir. Omegin ferri sitokrom ¢’nin yada Nitro Blue Tetrazolimun (NBT)
rediiksiyonunu saglarken, bir elektron kaybeder ve dioksijen (O3) haline gelir:

Sit-c (Fe'*) + 0, p sit-c(fe?) + O,
Iki siiperoksit radikali birbirleriyle etkilegerek, biri oksitlenirken digeri rediiklenir. Boylece
H;02 ve O, meydana gelir:
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0, +H —p HO, (perhidroksi katyonu)
HO; + 0, +H —» H;0, + 0,

0," +0,” +2H" — % H,0,+ O, (Dismutasyon)
Suiperoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye “ Dismutasyon Tepkimesi ™
denir. Bu reaksiyon kendili§inden veya SOD enzimi aracihigyla gergeklestirilir (38).

Stiperoksitin nitrik oksit (NQ) ile etkilesimi fizyolojik Oneme sahiptir. NO ile
siiperoksit reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO ) olusumuna neden olmaktadir.
0, +NO ——p ONOO~ (peroksinitrit)

Peroksinitritlerin  direkt olarak proteinler tizerine zararh etkileri vardir. Peroksinitrit
nitrojen dioksit (NO3), hidroksil radikali (OH), ve nitronyum gibi bagka reaktif tiriinlere de
donisir (45).

Oksitlenmis gegis metalleri rediksiyonu da siiperoksit ile olabilir. Bu reaksiyonlar
geri doniigiimli olan redox reaksiyonlari ile olur.

*

Fe® +0," «———» Fe™+0,

Cll.'-2 + Oz_‘ 4 —P Cll+ + 02

2.3.2. HIDROKSIL RADIKALI:

Mk olarak 1937 yihnda, Haber ve Weiss, hidrojen peroksitin siiperoksit radikalleriyle
indirgenmesi sonucu olugabilecegini gostermislerdir. OH' Radikali, olduk¢a reaktif, ¢ok
kisa yan Omurla bir oksitleyici ajandir. Bu nedenle bu molekiilii canli sistemlerde direkt
olrak saptamak ¢ok zordur (39). H,O; ‘nin yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmas1 ve fotolizi gibi bir ¢ok yolla, OH' radikali olugabilir. Fakat biyolojik sistemlerdeki
temel kaynag, ‘“Haber-Weiss”> (H,O;” nin gegis metalleri aracihfiyla indirgenmesi

reaksiyonudur,
H0; +0,° ——» 0, +OH +OH" Haber Weiss Reaksiyonu

Fizyolojik sartlarda OH radikali olugmas: icin O," - radikalinin elektronunu
H;O7’ye aktarak siiperoksit radikalini indirgemesi, siiperoksit radikallerinin kendilifinden
dismutasyonuna gore ¢ok yavagtir.(39) Bunun i¢in Haber — Weiss isimli aragtirmacilar gegis
clementlerinin katalizorligiinde bu reaksiyonun hizla gergeklestigini gosterdiler. (40)
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Fe +3 F e+2

a-) 0, > 0,
Fe+2 Fe +3

—_—

OH + OH  (FENTON REAKSIYONU)

b-) H>0; >

*®,

0, + H,0, —— » 0, +OH +OH" (HABER-WEIiSSR)

Son derece zararh bir reaktif olan OH' radikalinin, biyolojik sistemlere fizyolojik ve
patolojik etkileri vardir. Cok zayif bir asit dzellifindedir. Ve alkali ortamda O vererek

dissosiye olur.
OHF ———» O+H'

OH’ radikalinin pK ‘s, bir hidroksil dimeri olan H,0, ile aym yani 11.85 “tir.
Hidroksil ve siiperoksit radikalleri 240 nanometrede (nm) maximum absorbsiyon verirler.
Fakat bu iki radikallerden esit miktarlarda alimp 240 nm’ de absorbanslan olgiildiigiinde,
OH’ radikalinin absorbansi, O radikalinin absorbanstnin 2 kat oldugu goriilmistiir (46).

2.3.3, HIDROJEN PEROKSIT (H,0,) : Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden
2 elektron (€), siiperoksidin ise 1 € almasi ile olugmaktadir.
O +é+2H —» H,0,

0, +2é+2H —» H;0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi siiperoksidin dismutasyonu ile
olur. Iki siiperoksit molekiili iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Tepkime sonucu radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden bu bir
dismutasyon tepkimesidir.

Bu tepkime kendiliginden veya SOD enzimi tarafindan katalizlenir. Kendiliginden
dismutasyon pH 4.8‘de en hzhdir. Siiperoksidin SOD tarafindan dismutasyonu ise daha
genis bir pH arah@inda katalizlenir. Ozellikle kendiliginden dismutasyon notral ve alkali
pH’da daha yavag oldugundan, enzimatik dismutasyon daha belirgindir (18). Hidrojen
peroksit, ortaklanmamus elektrona sahip olmadiindan dolayi, serbest radikal tammna
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uymaz, fakat reaktif oksijen tiirlei (ROT) smufina dahildir. Organik hidroperoksitler
(ROOHB), alkoksil (RO), peroksil (ROQ) radikalleri ve NO, NO;' gibi azot igeren radikaller
butunur (39,40). Serbest radikal tanimina uymayan H,O, yiiksiiz olduundan dolayr
membranlani diffizyonla kolayca gecebilir. Siiperoksit ise (-) yiikli oldugundan anyon
kanali bulunan membran olmadik¢a (anyon kanali bulunan tek membran eritrosit
membramdir.) membranlardan difiizyonu ¢ok zordur. Bu yiizden H,O, , Oy ‘nin giremedigi
membranlara da girer ve hasar olugturabilir (40).

Hidrojen peroksit siiperoksit radikali ile tepkimeye girerek, en reaktif ve zarar verici
oksijen radikali olan hidroksil radikali olugtur.

H; 0; + Oy » OH +OH +O;

Bu tepkimeye Haber—Weiss tepkimesi adi verilir. Bu tepkime ya katalizor varh§inda
ya da katalizorsiiz gergeklesebilir. Fakat katalizorsiiz tepkime oldukg¢a yavasg ilerler. Demirle
katalizlenen tepkime olduk¢a hizhdir. Bu tepkimede once ferri demir (Fe™), siiperoksit
tarafindan ferro demire (Fe™) indirgenir. Daha sonra bu ferro demir Fenton tepkimesi ile
hidrojen peroksitten OH” ve OH’ iiretilir (47).

0; +Fe® ____ 5 0,+Fe?

Fe? +H0, — 3  Fe” +OH +OH"

0 +H0, — 3 OH" +OH +0, (48)

Metal katalizérlerin bulunmadifi durumlarda, siiperoksit ve hidrojen peroksit kolayca
ortamdan uzaklagtinlarak zararsiz hale getirilebilir. Baz1 bakteri ve hayvan hicreleri, az
miktar H,O, ile hasar goriirken, bazilan da ¢ok miktarda H,O, iretebilir (40). H,0, daha
cok katalaz (CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) tarafindan pargalanarak detoksifiye

Etilen diamine tetra asetik asit (EDTA) gibi baz1 gelatlayic1 ajanlar hidroksil radikal
olusumunu Haber-Weiss tepkimesi araciigiyla aktive ederken, Dietilen triamin penta asetik
asit (DTPA) gibi baz bilegikler ise inhibe ederler.

2.3.4. TEKIL (SINGLET) OKSiJEN ('0;):

Molekiller oksijenin dig yoriingesindeki orbitallerde (2p), ¢iftlesmemis ve parelel
olarak bulunan iki elektron vardir. Enerji absorbsiyonuyla bu elektronlarin spin yonleri
degistirilebilir. Ve esleserek aym orbitalde bile bulunabilirler. Manyetik alanda emisyon
spektrumunda tek bant verdiginden bu isim verilmigtir. Radikal degildir. Singlet oksijenin 2

formu vardir: (43)
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Molekiiler Oksijen *Xg0, @ @

A (Delta formu) 'AgO O @

T (sigma Formu) ‘T *g0, @ @

Singlet oksijenin Delta (A) formunda iki elektron aym orbitalde bulunur, ve spinleri birbirine
zittr, Sigma (¥) formunda ise ayn orbitallerde ve spinleri birbirine zittir, Sigma formunun
enerjisi daha fazladir, daba az kararhdir, ve sulu ¢6zeltilerde yart dmrit 10 saniyedir. Delta
formunun yar1 6mrii daha uzun oldugundan (2 x 10®) kimyasal reaktiviteden delta formunun
sorumlu oldugu diigiiniilmektedir (40,43).

In vivo sartlarda singlet oksijen olusumuna sebep olan mekanizmalar sunlardur:

1- Siiperoksit radikali iiretilen ortamda kendilginden dismutasyon ile;
HOy +0y " + H 102 + H,O,

2. 07 ile HO ™ nin etkilegmesiyle;
0;” + HO™ ____ '0,+ HO™

3. Haber- Weiss tepkimesi ile;

0, + HO, metal 102 +HO"™

4. Siiperoksit radikallerinin diagilperoksitlerle tepkimeye girmesi ile;
o) (0]
20, +R-- C -0-0-C-R 2 '0, + 2R---COO
5. Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz srasmda H,0, ve halojen bagmh

miyeloperoksidaz enzimi ile;

OCT +H,0, Miyelopreoksidazy '0;+ CI’ +H,0
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6. Molekiiler oksijene pigment aracihgiyla 1s18in etkisi ile;

Isigin  etkisiyle singlet oksijen olugjumu reaksiyonlan ¢ok oOnemlidir. Igik
varliginda pigment 15151 absorbe ederek daha yiiksek elektronik eksitasyon durumuna geger.
Daha sonra pigment, iizerindeki enerjiyi ~ molekiiler oksijene aktarak, dig iki orbitalindeki

parelel olan spinlerin yoniinii tersine gevirir ve singlet oksijen olugur.

Bu sebeplerden anlagilacag iizere; singlet oksijen ve hidroksil radikallerinin tiretimi, Oy ™
ve H;0, molekiillerinin ortamda birikmesine baglidir. Bu iki bilesifin ortamdan
uzaklagtinlamadi durumlarda, iki molekiiliin birbiriyle kargilagmasi sonucu, 'O, ve ‘OH
radikali uretilir (43).

2.3.5. NITRIiK OKSIT (NO')

Yapisi ve Kimyasal dzellikleri: Nitrik oksit azot monoksit olarak da adlandirlan oldukga
toksik olan renksiz bir gazdir. Serbest radikal tanimina uyar ve yan omri gok kisadir (49).
Lipofilik 6zellikte olup, oksijen varhginda stabildir ve suda erir (50). Diisiik dozlarda toksik
degildir ve fizyolojik olarak 6nemli rolleri vardir (49,50).

Nitrik oksit, L-argininden NOS (Nitrik oksit Sentetaz) aracilifiyla sentezlenir. NOS,
sit.P-450 gibi Fe igeren protoporfirin IX ‘a sahiptir (51). NOS, L- argininden molekiiler
oksijen ve Hem, FAD, FMN, ve BHy (tetrahidrobiyopterin) kofaktorleri araciligiyla Sitrillin
ve NO olusturur. Sit.P-450 rediiktazdaki gibi molekiiler oksijen protoporfirine baglanmadan
once Fe™ ‘i Fe™2’ye doniistirir. Yine NOS uyanldiginda iki molekiiler oksijen L-arginine
girerek bazi ara tiriinler olugturarak NO ve sitrullin uretilmektedir (52).

NADPH NADP*
e NOS ol
L-Arginin + O, »  sitriillin + NO
FMN, FAD, Hem, BH,

Sekil:4 NO sentezi

NO  elektriksel olarak yiksiz oldugundan, reseptore bagimh olmayan yolllarla
kolayca membranlardan diflize olabilir (49). NO" agagidaki gibi bir seri nitrojen dioksitlerine
doniigebilir.

H,O
2NO'+0, __, 2NOy _ N O4 "___, NO; +NOs~ +2H"
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1% O,
NOy +N; O, NO+2 NOs;
H,O

NO +NOy _ N, O3 ¢ —_— 2NO0;" + 2H*

.

Nitrojen Oksitlerinin etkileri:
NO' (Nitrik oksit) : Serbest Radikal
NOy (Nitrojen dioksit) : Serbest Radikal, Nitroze edici ajan
N; O (Nitroz oksit) : Anestezik
N, O; (Dinitrojen trioksit) : Nitroze edici ajan
N; O, (Dinitrojen tetraoksit) : Dimerik NO,', nitroze edici ajan
NO,~ (Nitrit) : Asidik ortamda NO olusturur.
NO;~ (Nitrat) : Stabil Anyon
Nitrojen oksitleri (NOx) aminleri nirozilleyerek, nitrozaminleri olugturur.
R,—~NH+NOx ———p R,N-N=0 (Nitrozamin)

Nitrozaminler, DNA’da nitrozilasyon, deaminasyon, ve alkil niikleofillerinin
olusumlarma neden olabilirler. Bu sekildeki mutasyonlar onkojenleri indiikleyerek maling
transformasyon olustururlar (49,53). Ayrica NO* , aminoasitlerde S-nitrosotiol olusumu ile,
karbonhidratlar ve piirinlerde de hasar verirler. Boylece nitrojen igeren bilegiklerin yang1 ve
vaskuler hastaliklarda §nemli rolleri oldugu dogrulanmaktadir (54).

NO bir elektron alarak nitroksil anyonuna (NO™), bir elektron kaybederek
nitrozonyum (NO") katyonuna doniisiir.

é é
(nitrozonyum)  NO’g | NO i p NO (nitroksil)
NO ‘nun diigiik konsantrasyonlar: oksijenden ¢ok hemoglobine baglanarak, hemoglobin
oksi formunda iken NO""yu &nce NO , (nitrit) daha sonrada NO s a (nitrat) oksitler
ve kendisi methemoglobine doniigiir (50).
Nitrik Oksitin etki mekanizmas: :
e NO iiretildigi hiicreden ¢ikip, direkt hiicre i¢ine girerek hedef molekiile baglamp
direkt veya enzim aktivitesini degistirerek etkisini g6sterir.
e NO ‘innSrotransmitter, tlimér hiicre 6liimii, yangida Snemli rolii vardur,
e NO*“nun en 6nemli hedef molekiilleri; demir, kiikiirt ve oksijen tiirevi molekiillerdir
(49).
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e Makrofajlardaki NO, timér hiicresi ve mikroorganizmalardaki Fe-S tagiyan
enzimleri nitrolayarak, antitiimoral ve antimikrobiyal etki gosterir.

o Mitokondriyal elektron transport sisteminin enzimlerinin aktivitesini azaltir (50).

e Timoér hicresindeki ribonukleotid reduktazz inhibe ederek DNA sentezini
engeller (53).

o Ferritinle reaksiyona girerek serbest demir salimmina yol agabilir bu da organik ve
lipid peroksidasyonuna neden olabilir (49,50).

e NO silfhidril (S-H) grubuyla reaksiyona girerek S-nitrozilasyon yapabilir ve
plazminojen aktivatorii gibi baz enzimlerin katalitik fonksiyonunu artirabilir.

e NO siiperoksit (O;”) molekiilii ile reaksiyona girerek once peroksinitrit (ONOOY)
daha sonra nitrojen dioksit (NO,) ve hidroksil radikali (OH) olusturabilir (45). Bu
olusumlar da tirozini 3-nitrotirozine (NO,Tyr) doniigtiiriir (55). NO,Tyr diizeyinin
oxidatif hasann bulundufu durumlarda artifs ve  aterosklerozis, septik sok,
norodejeneratif hastaliklar, akut akcifer hasar, organ transplantasyonu, yangil
barsak enfeksiyonlar, romatoid artirit, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar,yaslanma ve

sigara igenlerde arttig gozlenmistir (56).

2.3.5.1. NITRIK OKSIT SENTETAZ (NOS):
NO' sentezlenmesini saglayan NOS enziminin iki izoenzimi vardir.
A-) Yapisal (Konstitiif) NOS (¢cNOS) :

Bu izoenzimin  aktivitesi ikincil haberci Ca™‘ya bagmhdir. Hiicre igi iyonize
kalsiyamu artiran her tiirlii etkilegsimde, kalsiyumun kalmoduline baglanmasiyla olusan
kompleks, cNOS’un aktiflesmesini saglar ve NO sentezlenir. Ca’u artiran uyar kesilince,
hiicre i¢i Ca"™" ‘da azalmaya baglar. c¢NOS enzim aktivitesi ortadan katkarak NO sentezi
durur. Bu nedenle ¢eNOS enzimi normal biyolojik sistemlerde az miktarda NO sentezler.
cNOS bulunduBu hiicrelerde ancak Ca'™ aktvitesi yiikselince aktif duruma geger. Insan
viicudunda tesbit edildikleri baghca dokular; damar endotel hiicreleri, Grogonital sistem
dokulan,santral ve periferik sisteminoronlari, adrenal korteks ve medulla hiicreleri,
trombositler ve barsak intersitisyumudur.

Yapisal NOS’ta iki bolimde incelenmektedi. nNOS (néronal) ve eNOS
(endoteliyal)’tur.

1- nNOS kaynakh NO: Teme! olarak sinir sisteminde bulunmakla birlikte bagka
dokularda da tesbit edilmigtir.
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a-) Mekezi Sinir Sistemi:

e Norotransmitter/noromodulatér olarak goérev yapar. En disik molekiil
agirlikh organik norotransmitterdir. Presinaptik ugtan salman glutamatin
etkisiyle, postsinaptik ugtaki hiicrenin NOS’u aktiflestirilir ve NO sentezlenir.

¢ Sinapslann gekillenmesine yardimci olur.

o Koku alma, gorme, agn algilama ve hafizamn olugmasinda gorev alir.

b-) Periferik Sinir Sistemi :

e Noradrenerjik nonkolinerjik sistemde nérotransmitter olarak gérev yapar.

e Solunum fonksiyonlarinda, penil ereksiyonda, gastro intestinal sistem
motilitesinde, mesana sifinkterinde ve bu organlann kan basinci ve akigimin
diizenlenmesinde rol alr.

2- eNOS kaynakh NO :
e Diiz kaslan gevseterek kan basinci ve akig iz regiile eder.
e Trombositlerin, adezyon ve agregasyonlarini inhibe eder.

e Endotel hiicre ve vaskiiler diiz kas hiicresinde antiproliferatif etkisi vardir.

B-) Uyarilabilir (inducible) NOS (iNOS)

Ik olarak endotoksin ve sitokinler tarafindan uyanlan makrofaj ve karaciger
hiicrelerinde tammlanmistir. iINOS aktivites igin kalsiyuma bagimli degildir. Bunun nedeni
enzimin kalmodilinle ¢ok siki baglanmig olmasi olabilir. Fakat, kalmodulinin buradaki rolii
bilinmemektedir. iINOS bagta makrofajlar (monosit, histiyosit, kuppfer hiicreleri gibi) olmak
uzere polimorf niikleer 16kositler (PMNL), hepatositler, damar diiz kasi, damar endoteli,
astrositler ve kondrositler tarafindan iretilebilir. Enzim indiiklendigi zaman NO iretimi,
yapisal formdaki gibi kisa siirmez, uzun siire devam eder (51,52,57). Ozellikle nonspesifik
imminitede 6nemli rol oynar. Bakteri, mantar, protozoonlara, tiimor hiicrelerine sitotoksik
veya sitostatik etki gosterir. Yangisel ve otoimmiin hastaliklarda da rol oynamaktadir. (52).
iNOS normalde hiicre i¢inde bulunmaz. Ancak bakteriyel iiriinler ve sitokinler ile temastan
sonra, miktan (transkripsiyonel inditksiyon: mRNA artig1) artinhr (49,51).
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Tablo3: ¢NOS ile iNOS Arasindaki Farklar:

cNOS iNOS
Ca ‘a bagimhhk Var yok
NO olusum Diizeyi pikomol nanomol
Uyarana Yamt Hemen Geg
NO uretim siiresi Kisa Uzun
Glukokortikoidlerin Etkisi | Etkilenmez Inhibe edilir

2.3.6. REAKTIF OKSIJEN TURLERININ ORGANIZMADAKI OKSIDATIF HASAR
MEKANIZMASI:

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) niikleik asitler, serbest amino asitler, proteinler,
lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu molekilleri de dahil olmak Uzere,
canh organizmadaki hemen hemen tiim biyomolekiillerle reaksiyona girerek bunlar tizerinde
geriye doniiglii veya déniigsiiz etkiler meydana getirebilmektedir (37,40).

ROT’lann iginde en reaktif olam hidroksil radikalidir ve yan omrii olduk¢a kisadir.
Bu yiizden mitokondriler veya mikrozomlarda olusan serbest radikallerin, hiicrenin diger
boliimlerini (6rn, DNA) direkt olarak etkilemesi pek miimkiin degildir. Ancak bir serbest
radikal, radikal olmayan bir molekiille etkileserek, onun serbest radikal haline gelmesine
neden olabilir. (serbest radikal indiiksiyonu) ve bu olay, zincir geklinde bir reaksiyonu
baglatabilir (58). Boylece serbest radikaller, olustuklari yerlerin uzagindaki hiicresel
komponentlere bu zincirleme reaksiyonlarin yikim triinleri araciigiyla etki edebilirler. Iki
serbest radikal karsilagtifi zaman, birbiriyle reaksiyona girerek radikal olmayan stabil bir
molekiil de olusturabilir. Bu durum, serbest radikal indiikleme zincirinin sonlanmasina
neden olur (59).

Siiperoksit molekiilii, gok reaktif olmakla birlikte hidroksil radikali kadar hasar verici
degildir; hidrojen peroksit varh@inda, gegis metalleri aracihfiyla hidroksil radikali
olugturabileceginden dolay:, oldukga hasarlayict bir potansiyele sahiptir (60,61).
Olusumlarina neden oldugu diger radikaller ile birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi
davranir. O, siilfidril gruplanmin disiilfidlere oksidasyonu ve ferrik demirin ferroz formuna
oksitlenmesine neden olur (62). Ayrica diger metallere elektron vererek veya elektron alarak,
organizmada fonksiyonel metallerin oksido-rediiksiyon diizeyini bozar (62). Silfidril
gruplanmn ve metal iyonlannin canhdaki sayisiz fonksiyonlan goz ontine ahndiginda,
radikallerin, hiicrede metabolik olaylart ve oksido-rediiksiyon potansiyelini degistirerek
sayisiz etkilere neden olacag agiktir.
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Hidrojen peroksit, hiicreye direkt hasar vermez. Fakat tiim biyolojik membranlardan
kolayca gagebilir. Siiperoksit varh@inda hidroksil radikaline doniigebilir. Iste bu nedenle
gl hasar verici etkisi vardir (40,46).

Hidroksil radikali ise etrafindaki hemen hemen her biyomolekiille reaksiyona
girebilir. Lipid peroksidasyonunu baglatma , DNA da kirilma ve hasarlanmalar, enzimlein
aktif merkezlerindeki SH ve benzeri gruplann oksitlenmesi, polisakkaritlerin
depolimerizasyonu gibi degisik hasralanmalar yapabilir (37).

2.3.6.1. SERBEST RADIKALLERIN PROTEINLER UZERINE ETKILERI:

Proteinlerin, serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri, amino asit
igeriklerine ve kompozisyonuna baglidir. Hidroksil ve siilfir igeren molekiillerin serbest
radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenirler.
Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana getirirler. Bu reaksiyonlar
sonucunda immunglobulin G ve albumin gibi fazla sayida disiilfid bag bulunan proteinlerin
ti¢ boyutlu yapilan bozulur. Boylece normal fonksiyonlanni yerine getiremezler. Nitekim
serum proteinlerinde, katarakth lens proteinlerinde ve inflamatuar eklem hastahig olan
kisilerin sinoviyal sivilarindaki IgG “lerinde serbest radikal hasan tesbit edilmigtir (43,63).

Sitoplazmik ve membran proteinleri ozon ve protoporfirin IX gibi okside edici
ajanlara maruz kaldiktan sonra gapraz baglanarak dimerlegir veya daha biiyilk agregatlara
doniigtirler. Prolin ve lizin, siiperoksit radikali iireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Proteinler iizerine olan serbest radikal hasan
birikmigse veya belirgin proteinlerin spesifik bolgeleri iizerine yogunlagmigsa hiicrenin
canliifin bakimindan zararh etkiler yapar (43).

Stiperoksit radikalleri bagta sistein, triptofan ve tirozin olmak tizere biitiin amino
asitlerle; perhidroksi radikali ise siiperoksit radikalinden daha etkili olarak sistein,
fenilalanin, histidin, serin ve metiyonin aminoasitleri bagta olmak {izere bitiin amino
asitlerle tepkimeye girer. Buna ragmen bu iki radikalin amino asitlerle tepkimesi hidroksil
radikalininkinden 10° —10° kez daha yavastir. Siiperoksit radikalleri ve perhidroksi radikali
ise radikalleri ile H3O, ‘nin biyolojik molekiillerle tepkimelerinin yavag olmasi nedeniyle,
radikallerin gozlenen toksik etkisi 'O, ve OH: “den kaynaklandig1 kabul edilmektedir (64).

“Hem” proteinleri de serbest radikailerden énemli oranda zarar goriirler. Ozellikle

oksihemoglobinin Oy veya H20, ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olur.
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O, +Hb-Fe'* + O, 2H" Hb-Fe™ + H,0, + O,
—_—>
H,0;+2Hb-Fe-0, _2H | 2 Hb-Fe? +2H,0+ O,

2.3.6.2. SERBEST RADIKALLERIN DNA UZERINE ETKILERI:

Serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyon ve olime yol agarlar.
Sitotoksite, biiyilk oranda, niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom
degisikliklerine veya DNA’daki diger bozukluklara baghdir. Singlet oksijen ve ozellikle
hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek; tek ve ¢ift zincir kirilmalanina,
baz dizilim degisikliklerine ve baz eksilmelerine sebep olabilir. Hidroksil radikali, niikleik
asitlerdeki doymus karbon atomlarindan, hidrojen atomu g¢ikarimasi veya gift baglara
katilma tepkimeleri ile sonuglanan reaksiyonlarda rol alir. Bu olaylanin sonucunda
mutagenez, karsinogenez ve hiicre Oltimii olugabilir (43,65). Aktive olmus noétrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksid membranlardan kolayca gegerek ve hiicre gekirdegine
ulagarak DNA hasarnna, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre oliimiine yol agabilir. Bu
yuzden DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilir 6nemli bir hedeftir.

T lenfositleri genelde serbest radikal saldinsina karst daha hassasdirlar. In vitro
deneylerde serbest oksijen radikallerinin, T-siipressér hiicreleri igin T helper hiicrelerine
gore daha sitotoksik olduklari gosterilmigtir. Bu bulgular, serbest radikal reaksiyonlarinin,
immiin stipressor hiicrelerin, otoimmiin reaksiyonlan kontrol etmelerini engelleyebilecekleri
gorisini desteklemektedir (43).
2.3.6.3. SERBEST RADIKALLERIN KARBONHIDRATLAR UZERINE ETKILERI :

Serbest  oksijen  radikallerinin = karbonhidratlar  iizerine,  polisakkarit
depolimerizasyonu ve monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve okzoaldehidler meydana gelir.
Bunlar diyabet (66) ve sigara i¢imi (67) ile iligkili kronik hastaliklarda 6nemli rol oynar.

Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar
olusturma oOzelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaglanma
olaylarmda rol oynarlar. Poliansature yag asitleri (PUFA) ve karbonhidrat oksidasyonunun
urtinii olan glyoxal’m hiicre boliinmesini inhibe ettigi bildirilmigtir (63).

Bag dokusunun énemli bir mukopolisakkaridi olan hyaluronik asit (glukropk asit+ N-
asetil glukozamin), sinoviyal sivida da bol bulunur. Inflamatuar eklem hastaliklarinda
sinoviyal siviya bol miktarda polimorf niikleer 16kositler gecer. Ve muhtemelen immun
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komplekslerie aktivasyonlan sonucu ekstraselliiler siviya H,O, ve O, salarlar. Bu radikalleri
in vitro hyaluronik asidi parcaladiklan gosterilmigti. Hiyaluronik asit pargalanmasi
inflamatuar hastahklarda sinoviyal sivimin karakteristik bir 6zelligidir (63, 68).

2.3.6.4. LIPIDLER UZERINE ETKILERI:

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarimin kapasitesini agacak oranda olugtuklart
zaman organizmada degisik bozukluklara yol acarlar. Membrandaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamg baglan, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
trinleri olugtururlar. PUFA’min oksidatif yikimm, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve
olduk¢a zararlidir. Ciinkii, kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyomu geklinde ilerler.
Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri déniigimsiizdiir. Membran
akigkanlig, gecirgenligi, hareket yetenegi, transmembran iyonik gradyenti bozulur ve olusan
membran hasan geri dontsumsiizdur (58). Otooksidasyon reaksiyonlan zinciri olan lipid
peroksidasyonu, organizmada olugan OH , HO, ve 'O, gibi reaktif bir serbest radikal ile
membran yapisinda bulunan doymamug yag asitlerinin (RH), karbon zincirindeki metilen
gruplarinin birinden, bir hidrojen atomu uyzaklagtinlmas: ile baglar. Daha az reaktif olan
siiperoksit ve hidrojen peroksit bu reaksiyonu direkt baglatmaz. Boylece PUFA’nin karbon
zinciri, doymamug bir lipid radikali (R) haline gelir.

RH+ OH —> H,O +R
Olusan bu lipid radikali oldukg¢a kararsiz bir bilegiktir ve stabilizasyonu igin dien
konjugasyonu le ¢ift baglanin mnormal yeri degigerek, dien konjugati olusur. Ardindan bu
konjugat oksijen etkisine maruz kalarak, lipid peroksil radikali (ROO' ) meydana gelir.

R + 00— —» ROO
Lipid peroksil radikalleri, kendi wapilan igerisindeki diizenlemelerle lipid
endoperoksitleri haline gelirler. Daha sonra membran yapisindaki diger PUFA’lan
oksitleyerek yeni zincir tepkimeleri baglatirken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarim
ahrlar ve lipid hidroperoksitlerine (ROQH) déniisiir.

ROOH + RH (diger bir PUFA) 3 R (bagka bir lipid radikali) + ROOH

Bu reaksiyonlar yayilarak zincirleme devam eden lipid peroksidasyon
reaksiyonlarmna neden olarak yeni lipid hidroperoksilleri olusur. Sonugta olusan iiriin olan
hidroperoksiller (ROOH), siiperoksit anyonu, perhidroksil radikali, yada gegis metali
iyonlann temas edene kadar stabil kalirlar. Daha sonra bunlarla temas ettiklerinde lipid
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hidroperoksilleri pargalanarak daha radikalik 6zellie sahip olan tiirlere (lipid alkoksil: RO,
lipid peroksil : ROO, aldehit, lipid aldehid ve alkil radikaller gibi) gevrilirler.

ROOH +Fe? _____ , Fe™ + OB + RO

ROOH +Fe® _____  Fe* +H + ROO

ROOH +0Oy —3» 0, + OH +RO

Bunlardan 6zellikle lipid aldehitler (4-hidroksinonenal ve malondialdehit) olugtuklart
yerden diffiize olmak suretiyle, hiicrenin diger kisimlarma gidip hasar olugturabilirier (69).

Ug veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden PUFA’larm peroksidasyonu sonucu olugan
malondialdehit (MDA), membran bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonlarma
neden olabilir. Bu yiizden membran deformasyonu, membran transport bozukluklari, enzim
aktivite degisiklikleri ve hiicre ylizey bilegenlerinin agregasyonlari gibi patolojik sonuglart
olabilir. Bu etkiler MDA’nin mutajenik, karsinojenik ve genotoksik etkilerini agiklar
(69,38).

2.4. ANTIOKSIDAN ETKIi TiPLERI

1. Toplayia (scavenger) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek tutma veya daha
zayif bir bir molekiile ¢evirme iglemine denir. Antioksidan enzimler bu etkiye 6rnektir.

2. Bastina (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastiric etki denir.
Vitamin, flavonoid, trimetazin, antasyonoidler.

3. Zincir kina (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendine baglayarak
zincir kirip fonksiyonlarim engelleyici etkiye denir. - Hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller.

4. Onana (repair) etki:

Enzimler: Mitokondrial sitokrom oksidaz, SOD, CAT, GPX, GOT, hidroperoksidazlar.
Enzim olmayanlar: Lipid, a-tokoferol, f-karoten
Ascorbik asit, melatonin, {irat, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, myoglobin,

hemoglobin, ferritin,methionin , albumin, bilirubin, ghutatyon (43).

Serbest radikal olusumunun baslamasmin azaltalmas:

1. Kalorik indirgenme

2. Diyetle serbest radikal olusumunu engellenmesi igin kisitlama: Cu, Fe, Mn, PUFA, lisin

3. Spin-trap: N-tert-butyl-a-phenylnitrozin(PBN)

4, Selasyon ajanlari: EDTA, fitikk asit, O, ile gelasyona giren gegis metalleri
indirgeyicileridir (44).

KUR!
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Sebest radikal olusumunun uzamasmn azaltilmas:
1. Antioksidan enzimler SOD, CAT, GPX
2. Spin-tuzad
3. Zincir kiric1 billegikler:
a) BHT, BHA, etoksiquin, 21-amino steroid ve lazaroid
b) Dogal: a-tokoferol, ascorbik asit, B-karoten, melatonin, a-lipoik asit (44)
Serbest radikal olusumunun baslamasinn
1) Kalorik indirgenme ile azaltilmas::

Yiyecek alminm kisitlanmasi ile O, kullamm azaltilabilir,. Memeliler %90 m
iizerinde O, yi mitokondride kullanirve %1-3 {inii O ye dOniistiiriir. Yiyecek kisitlamasi
serbest radikal baglamasini azaltt1f1 i¢in yagam siiresini uzatabilir.

Giinliik % 40 oraninda kalori kisitlamas: esansiyel besinler ablnmak kaydiyla , viicut
agirhfim % 40 azaltir, yagam siiresini % 40 arttirir (44).

2) Spin-tuzag ile azaltilmasi:

Nitroz ( >= N->0) veya nitroso ( >N= O) bilesikleri spin tuzad; olarak iglev goriirler.

Serbest radikallerle (>N-O") stabil nitroxid olusur. Bu da tamamen rediikte olan
hidroksilamin (>N-OH) olusturur.

Spin tuzaklar antioksidandir. Biyolojik sistemlerde bunlarin antioksidan etkisi, N-
tert-butyl-a. phenyl nitrozla (PBN) yapilan deneyler sonucu, serbest radikallerden olan OH"
ne PBN nin ilavesiyle nitroxid formu olugturarak, mitokondriyol solunum zinciriyle
hidroksilamin formuna doniigtiiriir. Bu bilesik daha sonra yeniden kolayca nitroxid formuna
donebilir. Bu solunum zincirinin siklik oksidasyonuyla sonuglanir. Nitroxid, O, nin
elektronlan1 igin yangir ve bdylece siiperoxid radikallerinden daha fazla hidroksilamin
olusturur.

2.4.1. ANTIOKSIDAN ENZiMLER:
2.4.1.1. GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-PX= EC.1.11.1.9):

Hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizler. Tetramerik 4 Se atomu ihtiva eder.
Sitozolik bir enzimdir (60,70). GSH-PX, hem ve diger prostetik gruplar1 icermez. Asagidaki
reaksiyonlan katalizler:

H;0; +2 GSH GSH-PX I GSSG +2 H,O

ROOH+2GSH _GSH-PX , GSSG +2 H,0
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PLOOH+2GSH PLGSH-PX GSSG + PLOH + H,O

Memelilerde saptanan ve aym fonksiyonu goren ikinci bir selonoenzim de,
“Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz” (PLGSH-PX) ‘dir. Monomerik solubl
yapida ve aktif bolgesinde bir selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir (40,70).
Membran  yapisindaki fosfolipid hidroperoksitlerini (PLOOH), alkollere indirger.
Membrana bagh en Onemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda, membran
fosfolipidlerinin peroksidasyona karg1 en Snemli koruyucusu, PLGSH —Px ‘dir (40).

GSH-Px ‘in aktif formu olan selonat bhali (E-Se’), substrati olan peroksiti alkole
indirgerken kendisi oksitlenerek selenik asite doniigiir (E-Se-OH). Glutatyon bu evrede
reaksiyona katilarak selenosiilfit’i (E-Se-S-G) olugsturur. ikinci bir glutatyonun selenosiilfite
baglanmas ile enzim, aktif formu olan selenolat formuna d6nerken, glutatyon okside hale
dOniigiir (sekil:6)(43).

GSSG-A> C
GSH ROH(alkol)

GSH-PxSe-S-G GSH-Px-SeOH (oksidize selenikasit)

selenosﬁ

SEKIL :6 GSH-PX ‘in katalitik mekanizmas:

GSHPx-Se

ROOH-H(peroxid)

Okside Glutatyonun (GS-SG), tekrar kullanmimas: i¢in NADPH ile rediiksiyonu ile
Glutatyon Reduktaz araciifiyla, tekrar GSH ‘a dOniigtir.

GSSG + NADPH+H _Glutatyon Redﬁktgz’ 2GSH+ NADP

2 GSH + Hy0O, GSH-Peroksidaz,, 2 H,O +G-8-8-G
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GSHPx, solunum patlamas; sirasinda fagositik hiicre hasarim 6nler. H,O» ‘nin arttifi
durumlarda GSHPx en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesi diigiik olan makrofajlarda
zimosanla baglatilan solunum patlamasim takiben, hidrojen peroksit salmmmin arttif
gOsterilmistir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese kargi en etkili antioksidandir. GSH-
Px deki azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre hasarma yol agar. GSH-PX
hem H,O, ‘yi hem de organik hidroperoksitleri (kiimen hidroperoksit gibi) sustrat olarak
kullanabilir (71.43).
2.4.1.2. GLUTATYON -S-TRANSFERAZI AR (GST) 8E.C.2.5.1.18):

GST, Se bagimsiz GSH-Px tir,

RX + GSH —GSPp RSG+HX

GST ler aril transferaz, alkil transferaz, epoksit transferaz, aralkil transferaz, alkalen
transferazlar gibi simflandirilir.

Fonksiyonlani: Hem detoksifikasyon hemde hiicre i¢i baglayict ve tagtyict rolleri vardr.
Katalitik olarak GSH daki sistein SH grubu ile yabanci maddeleri baglayarak elektrofilik
bolgeleri nétralize ederler. Olusan iirlin daha fazla suda ¢6zinir. Olugsan bu GSH
konjugatlar1 metabolizmadan atilabilir ve daha ileri metabolize edilebilir. GSH dan glutamat
ve glisin kopanlir. Ve sisteinin serbest amino grubu , merkapturik asitlere doniigiir.
Ksanobiotik klasik atihm iriinlerinden merkaptiirik asitler yani N-asetil siateinin S - alkile
olmug tiirevleri safra ile atiir. GST lerin, kanserojen, mutajen maddelerin
detoksifikasyonunda rolleri vardir. Hidrofobik, lipofilik bilegikleri baglarlar. Birgok pigment
(bilirubin, hematin, BSP, indosiyanin green gibi) steroid hormonlar , polisiklik aromatik
hidrokarbonlar bu proteinle tagmir,

~———GST n : GST ler karacigerde sit P450° de olusan ara iiriinleri daha az reaktif
konjugatlara doniigtiiriir. Epoksit konjugasyonu mutajen ve kanserojenlere karsi koruma
saglar.

————GST TII: (Asidik) Fotiis karacigerinde bulunur. Normal karaciferde bulunmaz.
Kimyasal maddelerle olusan siga hepatomasinda ve hiperplastik nodiilde artar.

Hepatomada tiimdr markindir.

———GST a : (Bazik) 10 haftalik gebelik sonrasinda tiim karacigerde bulunur. Serum GST
konsantrasyonu AST ve ALT den daha duyarh hepatoselluler hasar yapar. GST ler hem
periportal, hemde sentrilobuler olarak bulunur. Aminotransferazlar ise daba g¢ok periportal
kisimda bulunur. Hipoksi ve toksik madde etkisiyle en ¢ok hasar goren kisim sentrilobuler
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bolgedir. GST ler kiigiik oldufu i¢in ve sentrilobuler kisimda bulundugundan erken
karacifer hasarinda plazmaya salimr. Akut karacifer hasari ve kronik aktif hepatitde
aminotransferazm aksine GST aktivitesi ile daha iyi belirlenir (43).
2.4..1.3. SUPEROKSID DiSMUTAZ (SOD) (E.C. 1.15.1.1,EC-SOD)
SOD, 1968 de Fridovich ve McCord tarafindan bulunan, siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksite katalizleyen bir enzimdir (72,73).
Ksantin ve hipoksantinden siiperoksit radikali olugmaktadir.

Adenin Guanin
ksantin oksidaz ksantin oksidaz
Hipoksantin > Ksantin — 3 Urik asit
H,0,~H",0, H,0, 0, H',0y

Olusan  bu siiperoksit radikalleri, sitokrom-c’yi indirgemektedir. Fridowich ve
arkadaglari, alyuvarlardan saflagtirdiklan ve daha 6nceden enzim aktivitesi bilinmeyen, bakir
iceren mavi protein (erythrocuprein)’i ksantin oksidaz deney sistemine eklediklerinde,
sitokrom~c ‘nin indirgenmedigini g6rmiiglerdir. Daha sonradan, bu mavi proteinin SOD
enzimi oldugunu, degisik dokularda degigik metallo enzim tiplerinin bulundugunu (Cu,Zn-
SOD, Mn-SOD, Fe-SOD gibi) ve siiperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu
saZlayarak sit-c’nin indirgenmesini inhibe ettigini bulmuglardir (73,74).

20y 2H' ,SOD > H,0; +0,

Yukaridaki enzimatik dismutasyon su sekilde gergeklesir; siiperoksit anyonu Once
enzimdeki argininin guanido grubuna baglanir. Bu baglanma sirasmda bir elektronunu Cu'*?
‘ye vererek Cu" ‘e doniigtiiriitken kendisi molekiiler oksijene (O2 ) doniigiir. Baska bir
siiperoksit anyonu Cu™ ‘e verilen elektronu ve ortamdaki 2 protonu (H") alarak Cu*i
tekrar Cu'*? ‘ye doniistiiriir ve hidrojen peroksit olusur (73, 75).

Oy
07 + SOD-Cu”> —— SOD-Cu*'+0, — SOD-Cu™® + H,0,+0,
2H
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Siiperoksit  radikalleri  spontan  dismutasyona  ugrayabilirler. = Kendili§inden
dismutasyonun hiz sabiti, pH 7,4 ‘te: 2x10° M’ s™ ‘dir. Buna gbre siiperoksit radikalleri
ortamda fazla birikmezler ve SOD ile katalizlenen enzimatik dismutasyon Onemsiz
goriilebilir. Fakat su sebeplerden dolay1 enzimatik dismutasyon gok Snemlidir:

1. SOD ile dismutasyonun hizi, kendiliinden dismutasyona gére 4 kat daha yiiksektir.
(enzimatik dismutasyonun hiz sabiti : pH 7,4 ‘te :2x10° M 57 dir.)

2. Normal sartlarda SOD derigimi, olugan siiperoksit anyonlarmin steady state derigimine
gbére 10° kat daha fazladir. Bu durimda iki siiperoksit molekiiliiniin birbiriyle garpigmasi
olasihgi, enzimle karglagma olasihma gore 10°  kat daha az olacaktir. Bu iki faktor goz
oniine alindifinda, enzimatik dismutasyonun kendiliginden dismutasyona gére 10° kez daha
hizh oldugu goriilmektedir (76).

SOD fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler Sldiiriilmesinde de rol oynar. Bu
yiizden SOD, graniilosit fonksiyonu igin ¢ok Onemlidir. Lenfositlerde de granulositlerden
daha fazla miktarda SOD bulunur. SOD aktivitesindeki genetik yada sonradan meydana
gelmis degisikliler ile hastalifa karsi hassasiyet ya da direncin birbiriyle iligkili olabilecegi
kaydedilmigtir (43).

Antrensen, metilkolastren, benzipren fotokimyasal olarak oksijen iiretir ve bunlar
SOD ile Onlenir. Paraquat ve streptonigrin oksijen iireterek etki eder ve bu da SOD ile
Onlenir. S.fecalis, E.coli ve S.cereviside de ortamdaki oksijeni arttirir ve SOD azalir. (77,78)

Kofaktdr olarak igerdikleri metal iyonlarina gdre baglica ii¢ tip SOD vardir (60,70).

1.) Cu-Zn SOD, 2.) MnSOD 3.) Fe SOD. insanda Cu-Zn SODve Mn SOD izoenzimleri
bulunur (70).
BAKIR-CINKO ICEREN SOD (Cu/Zn SOD)

Okaryotik hiicrelerde hiicrenin , sitozol, niikleer membran ve mitokondrilerinin
membranlar arasi bolgesinde tesbit edilmistir. Prokaryotlarda ¢ok nadir bulunur. Birbirine e
ve 15600-16500 dalton agirhgnda iki monomerden olusan bu dimerik enzimin mol agirhg:
31000-33000 dalton arasindadir (78). Her bir subiinitede, bir Cu atomu, bir Zn atomu , bir
siilfidril (S-H) grubu, bir asetillenmig terminal amino grubu ve zincirleri bir arada tutan
disiilfit baf1 bulunmaktadir. Ortama merkaptoetanol kondugu zaman bu S-S bag
rediiksiyona ugrayarak S-H haline gelir ve iki monomer birbirinden ayrilir (43,70).

Enzim aktivitesi igin Cu mutlaka gerekli iken, enzim stabilitesini saglamaya yarayan
Zn'? ‘nin yerine ; Co*?, Hg"2, Cd"? gecebilir. Zn ve Cu aym histidin aminoasitine baglanir.
Syanid, Zn’ yi baglayarak enzimi tersinir olarak inhibe eder(21 nolu kromozomda) (43).
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Bu izomer hiicrede en fazla bulunur ve SOD lar arasinda en yiiksek katalitik etkiyi
gOsterir. PH:5,5-10 arasinda stabildir (43,80).

MANGAN ICEREN SOD (Mn SOD)

1970 yilinda Keele ve arkadaglar tarafindan (81), E. Coli sitozoliinden izole edilen bu
enzimin etki mekanizmasi, Cu-Zn-SODile aymdir. Prokaryotlardaki izomeri dimerik yapida
olup molekiil agirhgi (MA) = 36000-46000 dalton arasindadir (76, 82).

Mn-SOD, dimer bagma 0.5-1 atom karsihik gelecek sekilde +3 degerlikli Mn atomu ihtiva
etmektedir (81). Monomerik polipeptid zinciri daha biiyiiktiir ve pH degeri 7,8 ‘in iizerine
¢iktikca aktivitesi zalr. 6 numarah kromozomda lokalizedir (81,75).

Paraquat, E.colide sadece Mn-SOD’un biyosentezini bozar. X irridasyonu ySntemiyle;
NaCN ilavesi Cu/Zn SOD yi azaltirken (sigrr karacigerinde), MnSOD’u  arttirdign (rat
karacigerinde) gbzlenmistir. X irridasyonu Zw/Cn SOD’u etkilemezken, MnSOD”u arttirir.
E.coli , S.mutans, MnSOD’u bulundurur (64).

DEMIR iCEREN SOD ( Fe-SOD):

Ik olarak E.coli'nin (prokaryotlarda) periplazmik kisminda osmotik sokla yapilan
tespitte bulunmugtur. E-Coli’den izole edilen Mn-SOD daha i¢ kisimdaki (matrix)
sitoplazmada bulunur. Buradan hareketle matriksteki MnSOD ‘un endojen siiperoksit
radikallerine karsi, periplazmik bolgedeki Fe-SOD ise g¢evreden gelen radikallere karg:
koruyucu gorev yaptig diigiiniilmektedir (70,81).

Fe-SOD izomeri de diger izomerlerinin etki mekanizmasma benzemesine kargin,
monomerik aminoasit dizilimi Mn-SOD’a benzer (79).
Fe-SOD izoenziminin igerdigi demir Fe™ geklindedir ve bir monomerinin agirh§ Mn-
SOD’a benzer olarak 19000-23000 arasindadir. Bakterilerde, yesil alglerde Fe zengin
ortamda tespit edilmistir (64). Prokaryotlara G6zgiidiir, Gkaryotlarda ¢ok mnadirdir ve
insanlarda bulundufuna dair bilgi heniiz yoktur.

2.4.1.4. KATALAZ (CAT) (E.C. 1.11.1.6)

Katalaz enzimi, yapisinda dort adet hem grubu igeren alt iiniteden olugmus kompleks
bir hemoproteindir. Yapisinda prostetik grup olarak Fe*® igeren bir protoporfirin IX ihtiva
etmektedir. Her monomer, yaklagik 6000 dalton civarinda molekiil agirhgma sahiptir. CAT,
sitokrom sistemi igeren tiim aerobik hiicrelerde bulunur (43,83). Anerobik hiicrelerden ise
sadece radyasyona direngli bakterilerde bulundugu rapor edilmigtir (43). Enzim esas olarak
peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte endoplazmik retikulom ve sitozolde yogundur.
Aktivitesi karacifer, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve erirtrositlerde yiiksektir (83). Bag
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doku ise enzim aktivitesinin en diisiik oldugu kismdir (43). Olgun eritrositlerde katalazin
sitoplazmada bulundugu bilinse de, son aragtirmalar eritrosit membraninda da tesbit edildigi
rapor edilmigtir (84). H,O, kaynad olarak katalazdan bagka, ksantin oksidaz, mitokondriyal
ve mikrozomal elektron tranport sistemleri de vardr.

Katalazin peroksidatik ve katalitik olmak iizere iki fonksiyonu vardir. Katalazin
temel fonksiyonu H,O,’nin enzimatik pargalanmasi yaninda (katalitik aktivite); diigik
H0; konsantrasyonunda, metil veya etil hidro peroksitler, metanol, etanol, fenol gibi kiigiik
molekiillii elektron vericilerini indirgeyebilir. (Peroksidatik aktivite) Lipid peroksitleri gibi
biiyiik molekiilleri indirgeyemez (83,84). Enzim bir molekiil H,O,’den elektron alarak onu
oksitlerken kendisi rediiklenir, bir difer molekiil H>O,’ye ¢ vererek onu indirgerken kendisi
oksitlenerek baslangigtaki durumuna doner (84).
a)Katalitik aktivite:

CAT+H,0, ——» CAT-H,0,

CAT- H,0O, + H,0, I CAT +2 H,0 +0,

b) Peroksidatik Aktivite:
CAT + o, ——» CAT- H,0,

CAT-H;0, +AH, 5 CATH2H,0+A
Katalazin peroksidatik aktivitesi elektron verici kiigiik molekiillerle gergeklesebilmektedir.

CAT
ROOH+AH; ———Mp H,O + ROH +A

Yukandaki reaksiyonlarda da goriildiigii gibi, her katalitik reaksiyon i¢in 2 H,O» molekiilii
gerekirken, peroksidatik aktivite i¢in 1 HO» molekiilii yeterlidir. Enzimin bu iki
reaksiyondan hangisini gdsterecegi H>O,’nin iiretim hizi, olugan biyomolekiillerin tiir ve
miktarlarma yani hiicrenin metabolik durumuna baghdir (85).
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3. MATERYAL METOD
3.1. MATERYALLER:

Turgut Ozal Tip merkezinin gelen infeksiyon hastaliklan ve klinik mikrobiyoloji
bolimiine gelen 35+20 yaslarindaki bireyler hasta olarak alindi. Kontrol gruplan igin ise
hepatit B yoOninden negatif olan hicbir enfeksiyonu bulunmayan, sigara ve alkol
kullanmayan 35420 yaglarindaki saghkh bireyler segildi. Antioksidan tedavi alanlar, alkol
kullananlar, hepatit B’den bagka enfeksiyonu bulunanlar g¢ahgmaya alinmadi. Akut viral
hepatit B (AHBV) grubuna hasteneye bagvuruda 3 haftay1 gegmeyen semptom siiresi ve
normalin en az 4-5 kati1 ALT-AST yiikseklifi AntiHBcIgM/ HBsAg’si pozitif olan hastalar
se¢ildi. Kronik viral hepatit B (KHBV) grubuna 6 aydan uzun siiredir HBsAg pozitifligi
gOsteren ve hafif ALT — AST yiikseklii ile histopatolojik olarak kronik viral hepatit tamsi
konmug olgular segildi. Yine kronik hepatit B’ i olup 6 aydir haftada 3 kez 1 milyon iinite
interferon alfa tedavisi alan bireyler (KHBVIFN) segildi. Hasta ve kontrol gruplanmn hepsi
30’ar kigiden olugmaktadr.

3.2. KULLANILAN ARAC GEREC VE KIMYASAL MALZEMELER:
3.2.1.KIMYASAL MALZEMELER:

Histopag-1077, ¢inko siilfat (ZnSQ,), sodyum hidroksit (NaOH), glisin, bakir Siilfat
(CuSQy,), sulfanilamid, sodyum nitrit (NaNO,), potasyum nitrat (KNOs), sodyum tetra borat
(Na;B407.10H,0), heparin, ksantin, ksantin oksidaz, nitrobluetetrazolium (NBT), bakir
kloriir (CuClp), bovin serum albumin (BSA), glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz (GR),
sodyum azid (NaN3) sigma firmasindan; sodyum karbonat (NayCOs), hidrojen peroksit
(H,0,), ethylen diamine tetraacetic Acit (EDTA), amonyum sulfat (NH4)»SO4, kloroform,
etanol, sodyum kloriir, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4), NADPH, disodyum hidrojen
fosfat (Na,HPQ,), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4 ) merck firmasindan temin
edildi TNFa, IL1-B, IL2R, IL6, IL8 kitleri ise BiO-DPC firmasmdan temin edilerek
immulite cihazinda ¢ahgildi. Kadmiyum graniilleri (Cd) fluka firmasindan alinda.

3.2.2. KULLANILAN ARAC VE GERECLER:

Jensons sealpette marka pipet, Labinco marka vortex, Shimadzu marka
spektrofotmetre, shimadzu marka hassas terazi, hermle Z 383 K santrifiij cihazi, eppendrof
marka 5415 ¢ model ultra santrifiij, Clifton marka magnetik kangtirici, Hanna marka 8521
model dijital pH metre, Bandelin electronic marka Heinrichtrasse 3-4 D 12207 model
sonificatdr kullamids.
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3.3. METODLAR:
3.3.1. NUMUNE ALINMASI VE NUMUNELERIN HAZIRLANMASI:

Eritrosit, Lenfosit ve Plazma numunelerinin Hazrlanmasi: Hastalardan ve
kontrol grubundan 10 ml heparinize kan kiibital medyan venlerinden alindi. Alinan kanlar
cam tiiplere once 2 ml Histopag-1077 konarak iizerine yavagca 45 °C agi ile ilave edildi.
Kanlar 400 x g ‘de + 4 °C 30 dk santrifiij edildikten sonra iistteki plazma kismu pastér pipeti
ile ayn1 bir eppendrofa alinarak — 40 °C de saklandi. Diger taraftan alttaki mononiikleer hiicre
tabakas: histopaq tabakasmmn igine 0,5 cm pipet ucuyla girilerek temiz bir tiipe alindi
Eritrosit tabakasmin iizerindeki buffy coat kismu atilarak alttaki kismun {izerine pH’s1 7 olan
10 ml PBS ilave edildi. Lenfosit tabakas: iizerine de 10 ml PBS ‘den ilave edilip, 250 x g
‘de 10 dk santrifiij edildikten sonra iizerindeki kisim atilarak alttaki kismm {izerine, PBS
ilave edilerek 2 defa daha santrifiij edildi. Eritrositler buz gibi soguk su ile 5 kat diliie
edildikten sonra vortex ile karigtirihp 40 °C’de ¢ahgilincaya kadar saklandi. Lenfositler 0,5
ml PBS i¢inde sakland1

Lenfositlerin ¢cahsmaya Hazrlanmasi: Lenfositleri 1968'de Boyum (86) tarafindan
uygulanan yontemle diger hiicrelerden Histopaq 1077 araciifiyla ayirdik. (30 mW /cm?,
2MHz) 30 cycle ‘de 72 MS/D’de 10 sn araliklarla 3 defa sonifikiye edildikten sonra 10000 x
g de ultrasantrifiij ile santrifiij edildikten sonra tistteki kisim alinarak ¢ahsildi. (87,88)

3.3.2. LENFOSITLERDE PROTEIN TAYINi:

Lenfositlerde protein tayini i¢in Lowry yontemi kullanilds, (89)

KULLANILAN REAKTIFLER:

A reaktifi: 0.5 g CuSO0,4.5H,0, 1.00 g Sodyum Sitrat (Na3 sitrat susuz) 100 ml distile
suda ¢iiziildii.

B reaktifi: 10.0 g Na,CO; ve 2 g NaOH, 500 ml distile suda ¢6ziildii.

C reaktifi: 50 ml B ¢dzeltisine 1 ml A ¢ozeltisi eklendi.

D reaktifi: 10 ml Folin Ciocalto reaktifine 10 ml distile su ilave edildi.

BSA cozeltisi: Standart protein ¢0zeltisi olarak kullanllan BSA 1 mg/ml
konsantrasyondaki stok ¢6zeltiden 10,20,30,40,50,. pg/ml ‘lik ¢dzeltileri hazirlands.

DENEYIN YAPILISI:

Test ve standart tiiplerine 490 ml, kor tiipiine 500 ml distile su kondu. 2.5 ml C
reaktifi tiim tiiplere ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 pl numune; standart tiiplerine de
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10 pl her bir standarttan ilave edildi. fyice vortexlendikten sonra karanhkta 25 °C ‘de 30 dk
bekletildikten sonra, kargtirarak tiim tiiplere 250 pl D reaktifi eklendi. Spektrofotometrede
650 nm’de okuma yapild.

PROTEIN MIKTAR HESAPLAMASI:

Standart BSA ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon grafifinden yararlamlarak
bulunan deger, standart hacmi / numune hacmi faktor olarak alind: ve bu faktér ile garpildi.

3.3.3. HEMOGLOBIN TAYINI:

Daha Once hazrlanan 1/50 sulandiriimig hemolizat1 5000 x g ‘de 15 dk santrifiij
ettikten sonra daha Onceden 1-18 g/dl arasindaki konsantrasyonda hazirlanan standart
grafigine gére OLYMPUS-AU 600 cihazinda Drabkins solusyonu ile ¢ahsiidi.

3.3.4. KATALAZ TAYINI:
Katalaz enzimi, hidrojen peroksiti pargalayarak su ve oksijene doniigtiiriir.

2H,0, KATAILAZ > 2H,0 + O,

Bu c¢ahsmada Aebi yontemi kullanildi.(90) Prensip olarak bu metodda ortamdaki
hidrojen peroksitin CAT tafindan pargalanmasi ile 240 nm ‘de meydana gelen absorbans
azalmasmm Olgiilmesi esasma dayanmaktadir. Standart sartlarda deney ortamma eklenen
H,0; nin birim zamandaki absorbans azalmasi iz, katalaz aktivitesini belirler.

A-) KULLANILAN REAKTIFLER:

1-Fosfat Tamponu: (pH=7, 50 mM) 50 mM K,HPO, ‘de 413 ml ahnarak, iizerine 50 mM
Na;HPOjilave edilerek hazirlandi.

2-Hidrojen Peroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi: % 30’luk H»O, ¢ozeltisinden; hazirlanan
fosfat tamponunun 100 ml’ sine optik dansitesi (240nm’de) 0.5 olana kadar ilave edilerek
hazirlanir.

B-) DENEYIN YAPILISI:

Eritrosit hemolizatmm distile su ile 100 kat diliie ettikten sonra, kir kiivetine 2.99 ml
fosfat Tamponu, 10 pl hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edilip 240 nm’de okundu. Numune
kiivetine ise 2.99 ml hidrojen peroksit ¢6zeltisi 10 pl numune konar konmaz 240 nm’de
hemen absobans azalmasi 15 sn araliklarla kaydedildi (91).
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C-) KATALAZ AKTIiVITESININ HESAPLANMASI:

1 Ay 2.3 Aq
K= X In = x log——
At A, At A,

At = 60 sn oldugundan;

2.3 Ay Al
K= X log — = 0.0383x log —

60 A, A2
100 kat diliie olmug numune kullandifimiz igin ve formiil 1 ml ‘ye gore diizenlendiginden
bizde 10 pl numune kullandigimizdan 100 x 100 = 10000 ile garpmaltyiz:

Ay
K = 0.0383x log x 10000

A2

K’ y1 mP’deki Hemoglobine boldiigiimiizde;

Ay

383 x log
A,

g Hb/ml

A;= ilk okunan absorbans

A,=son okunan absorbans

Lenfosit i¢i katalaz aktivitesi olmadifindan lenfosit i¢i gahgma yapilamad.
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3.3.5. SUPEROKSIT DiSMUTAZ (SOD) ENZiM AKTIVITESI TAYINi:

Bu metod, Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1) tarafindan ksantin—ksantin
oksidaz yoluyla iiretilen siiperoksit radikallerinin, H>O,‘ye dOniigtiiriilmesi ve nitroblue
tetrazolium’u indirgemesi esastyla ¢ahsan bir metoddur. indirgenen NBT 560 nm’de
maksimum absorbans veren mavi renkli formazana déniisiir (92). SOD enzimi de iki
siiperoksiti dismute ederek hidrojen peroksit olugturmaktadir. BSylece belirli bir miktar
NBT’nin bulundufu deney ortaminda, siiperoksidin miktar1 standardize edildifi zaman
ortamdaki SOD enziminin aktivitesiyle NBT ters orantih olarak mavi renk olusturur.
Buradan da SOD ile NBT “nin olugan siiperoksitle reaksiyona girdigini sGyleyebiliriz.

Ksantin ksantin oksim, urik asit + Q"

O, + NBT > mavi renkli formazon
2H+2 0y > H,0,
KULLANILAN REAKTIFLER:

1-) Assay Reaktifi : 200 ml 0.3 mMoV/L Ksantin,
100 mi 0.6 mMoV/L Na,EDTA
100 ml 150 pmol/L NBT
60 ml 400 mmol/L Na,CO;3
30 ml 1g/L. BSA
Bu ¢ozeltilerin hepsi kanigtinlarak koyu renkli bir sigede + 4 °C ‘de sakland:

2-) Ksantin Oksidaz: 167 U/L (soguk 2M <lik (NH; ),SO4ile 1ml’ye tamamiand:.

3-) CuCl; : 0.8 mmol/L (100 ml )

4-) (NH,),S04: 2M (10 ml)

5-) Kloroform-Etanol ¢dzeltisi (C/E): 3 hacim kloroform 5 hacim etanol ile karigtinildi,

B-) DENEYIN YAPILISI:

Eritrosit numuneleri 100 kat distile su ile, lenfosit numuneleri de PBS ile 2 kat diliie
edildikten sonra 3/5 oranmnda hazirlanan kloroform/etanol ¢ozeltisinden esit hacimde
konarak +4 °C’de 4000 x g ‘de 30 dk santrifiij edildi. Daha sonra isteki siipernatantdan
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almarak ¢aligmaya baglandi. Kor tiipiine ve test tiiplerine 2.45 ml Assay reaktifi; 0.5 ml
numune test tiipiine, 0.5 ml distile su kor tiipiine; S0 pl ksantin oksidaz ilave edildi. 20 dk
25 °C  bekletildikten sonra tiim tiiplerin iizerine 1 ml CuCl, ilave edilerek reaksiyon
durduruldu. 560 nm’de &nce spektrofotometre sifira ayarlanak once kor sonra tiim tiipler
sirastyla okundu.

C-) SOD AKTIVITESININ HESAPLANMASI:

Absorbans kdr (Ak)-Absorbans Numune(An)
% inhibisyon = x 100
Absorbans Kor (Ak)

1 {inite SOD; NBT rediiksiyonunu %50 inhibe eden enzim aktivitesidir. Buna gore;

Ak-An
x % 100
Ak Ak-An
U= = x2
%50 inhibisyon Ak

1 ml’deki {inite miktari; eritrosit i¢in 0,5 ml, lenfosit i¢in 0,1 ml n numune
kullandigmmizdan ve eritrositi 100 kat 6nce sonra da 2 kat C/E ile sulandirdifimzdan 200
ile; lenfositi de dnce 2 sonra C/E ile 2 kat sulandirdiginizdan 4 ile garpmanz gerekir.

Ak-An 1

U= X2X X 200 (eritrosit iin)
Ak 0.5
Ak-An 1

U= X2Xx X 4 (lenfosit igin)
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U=____  x800 (eritrosit igin)

C
(f

x 80 (lenfosit igin)

Ak
Cikan sonucu eritrosit i¢gin gram Hb ve mg proteine bdlerek spesifik aktiviteyi bulmug
olduk.

3.3.6. GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-PX) ENZIM AKTIiVITESI OLCUMU:
GSH-PX, in vitro olarak rediikte glutatyonun oksidasyonu aracilifiyla hidrojen peroksitin
suya doniigimiinii katalizleyen bir enzimdir. Olusan okside glutatyon tekrar rediikte
formuna doniigmesi igin glutatyon reduktaz ve rediikte NADP (NADPH) ‘in okside formuna
doniigmesi gerekir. Bu, ancak ortamda bulunan NADPH varhfinda gergeklesir. Boylece
ortamda azalan NADPH’in miktar1 bize GSH_PX ‘in aktivitesini gosterir.

GSH-PX GSSG-R
2 GSH + H202 » 2H20+2GSSG—» 2 GSH

(7 X>

NADPH NADP
NADPH’deki 340 mn’de maksimum absorbans verdiginden, GSSG-R aktivitesi
devam ettikce NADPH azalma miktan ile ortamdaki GSH-PX aktivitesini hesaplayabiliriz.
(93)
A-)KULLANILAN REAKTIFLER:
1-)EDTA’h fosfat tamponu: 50 mM KH,PO4, 50 mM Na,HPO, 1 L hazirlayip igerisine 5
mm ‘lik EDTA ilave edildi.

2-)NaN3 (Sodyum azid) :1mM
3-)GSH (Rediikte Glutatyon) : 2 mM
4-)H,0, :0.25 mM
5-) NADPH : 0.2 mM

6-)GSSG Rediiktaz :1.2 U/ml
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B-) DENEYIN YAPILISI:

Eritrosit numuneleri i¢in 100 kat dilusyonlu numuneler, lenfosit numuneleri i¢in 5 kat
diliie numuneler kullanildi. Kor tiipiine 2.67 ml EDTA’h PBS, test tiiplerine 2.65 EDTA’
PBS, biitiin tiiplere100 pl GSH, 100 pul NADPH, 10 ul GSH rediiktaz, 10 pl NaN3, ilave
edildikten sonra test tiiplerine 20 pl numune eklenip 30 dk oda isismda inkiibe edildi.
Spektrofotometre 340 nm’de distile su ile sifirlanip, siire sonuda her tiipe 100 ul HyOvilave
edilip reaksiyon baglatilarak hemen 3 dk siiresince absorbans azalmas: takip edilecek sekilde
okunmaya baglands.

C-GSH-PX ENZIM AKTIiVITESININ HESAPLLANMASI:
1 UniteGSH-PX:1 dakikada okside olan NADPH’in pmol cinsinden miktaridir.

AA/t x Vt x 10°
U/L(pmoVdk/L) =
ExVsxL
E = NADPH’in ekstinction sabiti (6.22x10° L.mol *.cm™)

Vt = Total reaksiyon zamam (3 dk)

Vs = Total reaksiyon igindeki numune voliimii(0.02 ml)
L = Kiivet ¢cap:

AA/t = dakikadaki absorbans degigimi

10° = moliin mikromole ¢evrilmesi

AA/t x Vi x 108 3x10°%
U/L = = AAtXx
6.22x10%x 0.02x 1 124.4
Ailk-Ason
U/L= x sulandirma oram x 24115
3

Spesifik aktivite i¢in ise bulunan sonuglar eritrosit numuneleri i¢in g Hb’ne bdylece sonug
U/gHb, olurken lenfosit igin bulunan sonuglar da mg/proteine bolindii, bdylece sonug
U/mgprotein olarak bulundu.
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3.3.7. NITRAT VE NITRIT OLCUMU:

Nitrik oksit (NO), iiretildikten sonra, 2-30 sn gibi ¢ok kisa serede nitrit (NO,) ve
daha sonra da nitrat (NOs)’a oksitlenir. Nitrat formu, nitrik oksit tiirevlerinin en kararh
yapisidir. Nitrik oksit stabil yapida olmamasi nedeniyle direkt Slgmek c¢ok zordur. Bu
nedenle nitrat1 kadmiyum ile nitrite indirgenerek lgiim yapildi (94).

KULLANILAN REAKTIFLER:
1-) Kadmiyum graniilleri : 0.1 mol/L. HSO, i¢inde saklandig: siirece 9 ay stabildir.
2-) Glisin -NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢oziildii.2 mol/L NaOH
cozeltisi ile pH’s1 9.7’ye ayarlandi. Bu ¢6zelti 1 ay 0-8 °C “de stabildir.
3-) Siilfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol/L 500 ml sicak HCLiginde ¢oziiliir ve daha sonra
sogumaya birakilir. 1 yil oda sicakliinda stabil kalabilir.
4-) N-Naphthylethylene diamine (NNDA) : 50 mg NNDA 250 ml distile su iginde ¢6ziildii
2 ay 0-8 °C “de stabildir.
5-) Cinko Siilfat (ZnSO,):75 mmol/L; 10.8 mg alinip 500 m!’ye tamamland1.
6-) Bakar Sulfat (CuSQ,) : 5 mmoVl/L; 250 mg almip 200 ml’ye tamamland.
8-) Sedyum Hidroksit (NaOH): 55 mmoVl/L;1.1g alinip 500 ml ‘ye tamamland:.
7-) Standartlar: NaNO, standardi 10 mmol/L ‘lik sodyum tetra borat ¢Ozeltisi iginde
hazirland:. ( 69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na2B407.10 H20 ) 100 m! iginde ¢dziiliir.)
KNO3 standardi; 102 mg potasyum nitrat almip 10 mmol ‘lik 100 ml sodyum tetra borat
icinde ¢oziildii.
DENEYIN YAPILISI:

Deproteinizasyon: Test tiipiine 0.5 ml numune, kor tiipiine 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSOA4,
2.5 ml NaOH ilave edilip 10 dk oda isisinda beklettikten sonra 4000 x g ‘de 20 dk santrifijj
edildi.
Kadmiyaum graniillerinin Aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikandi 1-2 dk
iginde CuSO4  iginde ¢alkalayarak bekletilip, 3 defa da Glisin-NaOH ile yikamp 10 dk
icinde kullanilmak {izere kurutma kagid ile kurutuldu.
Nitrat dl¢iimii: KNO; ‘iin 10 milimolar’lik ¢6zeltisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
pumol’lik seri diliisyonlar hazirlandi.Ve numunelere uygulanan tiim islemler standartlara da
uyguland.

1 ml glisin-NaOH buffer tiim tiiplere kondu. 1’er m! deproteinize numunelerden ve
standartlardan alindi. 2.5 gr tartilan ve aktivasyon igleminden gegirilen kadmiyumlardan



51

tiim tiiplerin iizerine kondu. 90 dk oda isinda kangtincida kangtirilarak beklendi. Siire
sonunda Nitrit Slgiimii i¢in bu tiiplerden 2’ser ml alarak {izerine 1 ml siilfanilamid ve 1
ml NNDA ilave edildi. Kangtirild1 ve 45 dk beklendikten sonra 545 nm ‘de okuma yapild.
Direkt nitrit dlciimii: NaNO, standartlarim 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 pmol’'lik seri
diliisyonlar hazirlandi.Ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile reaksiyona sokmadan
direkt olarak 2 ‘ser ml ahnarak ayr tiiplere kondu. Uzerine 1 ml sulfanilamid ve 1 ml NNDA
eklendi. 45 dk sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Nitrat Aktivitesinin Hesaplanmas::

Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerlerini gikardiktan sonra sulandirma faktorii
olan 20 ile garpip yine nitrat standartindan elde edilen faktor ile ¢arptiktan sonra ¢ikan sonug
umol/L olarak hesaplanmg oldu.

SITOKINLERIN TAYINi: Sitokin Slgiimleri BIODPC firmasin chemiluminescent
enzim immunometrik yOntemiyle(Immulite®  Diagnostic Product Co., CA, USA)
IMMULITE cihazinda, IL-1P i¢in LKL11, IL-6 icin LK6P1, IL-6 i¢in LK6P1, IL-8 icin
LK8P1 VE IL-2R i¢in LKIP1 TNF-a igin LKNF1 lot numaral ticari kitleri kullamlda.
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4. BULGULAR:

4.1. ERITROSIT KATALAZ AKTIVITE SONUCLARL:

Eritrosit katalaz aktivitesi tablo 5° te ve sekil:1’de goriildigii gibi akut hepatit B
(AHBV)'li grupta kontrole gore % 31.11 oraninda azalma varken kronik hepatitB ‘li grupta
kontrole gore % 15.84 oraminda bir artma oldugu. Kronik hepatit B’li olup interferon «
tedavisi alan grupta kontrole gore % 50.78, KHBV’li gruba gore % 30.15 oraninda artma
oldugu gozlendi.

F Degeri: 2,2865 p>0.05
‘Tablo:5 Kontrol ile khbv, khby, khbvifn gruplarmin eritrosit katalaz aktivitelerininm

ortalama +Standart sapmalan

OrtalamatStandart Sapma

(U/mgHb) 7
383.97 + 70.47

Kontrole Gire %

KHBV (Grup:1) 15.84
KHBVIFN (Grup:2)
AHBV  (Grup:3)

KONTROL (Grup:4)

499.76 + 119.40 50.78
229.06 + 6.94

331.44 + 54.06 0

005

CAT U/mgHb

kontrol  khbv  khbwifn  ahbv

Sekil:1 Kontrol ile khbv, khbv, khbvIfn gruplarmm eritrosit katalaz aktivitelerinin
ortalama +Standart sapmalaninin grafiklendirilmesi.
Khbv: kronik hepatit B’li grup, ahbv: akut hepatit B’li grup, khbvifn; kronik hepatit Bli

olup interferon tedavisi alan grup

: gLy
oGRETIMKUEL
1 YOS L o MERKEZD



4.2. ERITROSIT GSH-PX AKTIVITE SONUCLARI:

Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) aktivitesi tablo 6 ve sekil 2’ de
goriilmektedir. Tablo ve grafikten anlagilacag iizere akut hepatit B (AHBV)'li grupta
kontrole gore % 33.58 azalma varken, kronik hepatit B(KHBV) °li grupta kontrole gore %
13.34 oraninda azalma oldugu, Kronik hepatit B’li olup interferon a (KHBV-IFN) tedavisi
alan grupta kontrole gore 9% 45.45 artma, KHBV'li gruba gore 9% 67 oraninda artma oldugu
gozlendi.  Gruplar arasinda istatistiki olarak anlamh bir fark gozlendi. (P< 0.01) Ayrica
gruplar arasinda yapilan ikili kargilagtirmalar sonucunda KHBV “li grup ile KHBV HFEN'li
grup arasinda anlamh fark gozlendi.

Tablo: 6 Kontrol ile khbv, khbv, khbvlfn gruplarimn eritrosit GSH-Px

aktivitelerininm ortalama +Standart sapmalar ve % ifadeleri. (P<0.05 f degeri:3.8565)

Ortalamaisandart.Hata Kontroﬁ(]gr; Yo

U/Mgllb
1094.62 = 21.91 13.3

KHBV  (Grup:l)
KIBVIFN (Grup:2) | 1837.29+ 429.34 545
AHBY  (Grup:3) |838.94 & 17.07 3858
KONTROL (Grup:4) | 1263.15 £29.45

000z

0004

GSH-PxU /mg
Hb

0

kontrol  khbv : khbvifn  ahbv

Sekil:2 Kontrol ile khbv, khbv, khbvIfn gruplarinin eritrosit GSH-Px aktivitelerininm
ortalama +Standart sapmalanmn grafiklendirimesi.
Khbyv: kronik hepatit B’li grup, ahbv: akut hepatit B’li grup, khbvifin; kronik hepatit B’li

olup interferon tedavisi alan grup




4.3. ERITROSIT SOD AKTiVITE SONUCLARI:

Eritrosit Siiperoksit —Dismutaz (SOD) aktivitesi tablo 7 ve sekil 3* de goriilmektedir.
Eger tablo 7 ve grafik 3 incelenecek olursa akut hepatit B (AHBVY'li grupta kontrole gére %
6.5 oraninda azalma varken, kronik hepatit B (KHBV) ‘li grupta kontrole gore % 49.2
oraninda artma oldugu ve Kronik hepatit B'li olup interferon a (KHBV-IFN) tedavisi alan
grupta kontrole gére% 51.41 oramnda, KHBV'li gruba gore 1.5 oraninda bir artig oldugu
gozlendi. (p>0.05)
Tablo: 7 Kontrol ile khbv, khbv, khbvIfn gruplarimn eritrosit SOD aktivitelerininm

ortalama +Standart sapmalan ve % ifadeleri. (P>0.05 fdegeri:1,31)

Ortalama + Standart Kontrole Goére %
Sapma (U/gllb)

KHBV  (Grup:1) |4833.07+ 1014.1 492

KHBVIFN (Grup:2) |4903.18 + 1193.73 51.41

|AHBV  (Grup:3) |3045.46 + 50.89 6.5

KONTROL (Grup:4) |323831 + 760.82 0

0005

SOD U/gHB

o T
kontrol

khiy:  kbyitn - ‘ahb

Sekil:3 Kontrol ile khbv, khbv, khbvifn gruplarmm eritrosit SOD aktivitelerinin
ortalama + Standart sapmalarinin grafiklendirimesi.
Khbv; kronik hepatit B’li grup, ahbv: akut hepatit B’li grup, khbwvifn; kronik hepatit B’li

olup interferon tedavisi alan grup



4.4. LENFOSIT GSH-PX AKTIVITESI

Lenfosit i¢i GSH-Px aktivitesi tablo 8 ve sckil 4’ de goriildiigii gibi akut hepatit B
(AHBV)’li grupta kontrole gdre % 17.3 oraninda azalma varken, kronik hepatit B (KHBV)
‘li grupta % 35.09 oramnda artma oldugu ve Kronik hepatit B'li olup interferon o
(KHBV-IFN) tedavisi alan grupta kontrole gore % 5.1, KHBV’li gruba gére % 22 oraninda
azalma oldugu gozlendi. Gruplar arasinda istatistiki olarak anlaml bir fark g6zlendi.
(p<0.05) Gruplar arasinda yapilan ikili kargilagtirma sonucunda KHBV’li grupla AHBV ‘li
grup, AHBV ile kontrol grubu, KHBVile kontrol grubu, KHBV ile KHBV-IFN grubu
arasindaki farkin istatistiki olarak anlamli oldugu tesbit edilmistir.
Tablo=8 Kontrol ile khbv, khbv, khbvIfn gruplarimin lenfosit GSH-Px aktivitelerinin

ortalama +Standart sapmalan ve % ifadeleri. (p<0.0001 f degeri: 66,03)

Ortalama + Standart.Hata | Kontrole Gore %
KHBV*  (Grup:l) |741,00 + 19.09 35.09
KHBVIFN*(Grup:2) |576.28 + 17.46 5.1
AHBV*  (Grup:3) |453.61+ 11.08 5073
| KONTROL*(Grup:4) | 548,50 + 8.57 0 |

* Grup 1 ile 4 .grup 1 ile 2.grup 3 ile 4 arasinda anlamli fark var

0004

00§

protein

GSH-PxU /mg

0

kontrol khbv  khbwfn  ahbv

Sekil: 4 Kontrol ile khbv, khbv, khbvifn gruplarinin lenfosit GSH-Px aktivitelerinin
ortalama + Standart sapmalarimin grafiklendirimesi.
Khbv; kronik hepatit Bli grup, ahbv: akut hepatit B’li grup, khbwifn; kronik hepatit B'li

olup interferon tedavisi alan grup
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4.5. LENFOSIT SOD AKTIVITESI

Lenfosit i¢i SOD aktivitesindeki farkliliklar  tablo 9 ve sekil 5° de dzetlenmistir.
Gruplar arasindaki farkliliklar karsilagtirildiginda  akut hepatit B (AHBV)'li grupta kontrole
gore % 22.9 oraninda azalma varken, kronik hepatit B (KHBV) li grupta % 6.5 oraninda
artma oldugu ve Kronik hepatit B’li olup interferon o (KHBV-IFN) tedavisi alan grupta
kontrol gore % 10.8 oramnda, KHBV’li gruba gdre % 16 oraninda azalmig  oldugu
gdzlendi. Gruplar arasindaki farkin istatistiki olarak anlamli oldugu gozlendi. (p<0.05)
olarak bulundu. Gruplar arasinda yapilan ikili kargilastmma sonucunda KHBV'li grupla
AHBYV “li grup, AHBV ile Kontrol grubu, KHBV_IEN ile kontrol grubu, KHBV ile KHBV-
IFN grubu arasmdaki farkin istatistiki olarak anlaml oldugu ortaya gtkmgtir.

Tablo:9 Kontrol ile khbv, khby, khbvifn gruplarinn lenfosit SOD aktivitelerinin

ortalama +Standart sapmalari ve % ifadeleri. fdegeri =12.91 P<0. 0001

"Ortalama + Standart Sapma Kontrole Gore

(U/mg protein)

KHBV* (Grup 1) | 62.70 £2.6 6.5
KIBVIFN*(Grup 2) | 5245+ 1.4 10.8

00l

rotein
P 0S

SOD U/mg

0

kontrol khbv kbvifn ahbv

Sekil:5 Kontrol ile khbv, khbv, khbvlfn gruplarnnmm lenfosit SOD aktivitelerinin
ortalama + Standart sapmalarnnin grafiklendirimesi.
Khbv: kronik hepatit B’li grup, ahbv: akut hepatit B’li grup, khbwifin; kronik hepatit B’li

olup interferon tedavisi alan grup
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4.6. LENFOSIT NITRAT AKTiVITESI

Lenfosit i¢i NO aktivitesindeki degisiklikler tablo 10 ve sekil 6° da asagida
goriilmektedir. AHBV’li grupta kontrole gire % 76 artma varken, kronik hepatit B (KHBV)
‘li grupta % 25.47 artma ve kronik hepatit B'li olup interferon o (KHBV-IFN) tedavisi
alan grupta kontrole gore % 4.79 “lik bir artis oldugu gozlendi. Gruplar arasinda istatistiki
olarak anlaml bir fark gozlendi. (p<0.001) Gruplar arasinda yapilan ikili karsilagtirma
sonucunda KHBV'li grupla AHBV “li grup, AHBYV ile Kontrol grubu, KHBV ile Kontrol
grubu arasinda istatistiki olarak anlamh fark gozlendi.

Tablo:10  Kontrol ile khby, khbv, khbvifn gruplarinin lenfosit NO aktivitelerinin

ortalama + standart sapmalar ve % ifadeleri.

Ortalama + Standart.Hata | Kontrole Gore %

h - (umol/L)
KHBV* (Grup 1) 32,16+ 2.56 2547
KHBVIFN (Grup2) | 26.86+ 133 279
AHBV*  (Grup 3) 45.09 +2.57 75.9
KONTROL*(Grup4) 25l 006" . F

P<0,0001 F DEGERI=19.63
*=grup | ile 4 ,grup 3 ile 4 arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulundu.

Nitrat umol/L

kontrol khbv  khbvifn  ahbv

sekil 6: Kontrol ile khbv, khbv, khbvifn gruplanmn lenfosit SOD aktivitelerinin
ortalama + Standart sapmalanmin grafiklendirimesi.
Khbv: kronik hepatit B’li grup, ahbv: akut hepatit B'li grup, khbwifin; kronik hepatit B’li

olup interferon tedavisi alan grup



4.7.PLAZMA INTERLEUKIN 1-§ DUZEY1:
Tablo:11 *de goriildiigii gibi sadece AHBV’li grupta bir artis oldugu ve diger
gruplarda degerler <5 oldugundan istatistiki olarak AHBYV °li grupla diger gruplar arasmdaki

farkin istatistiki olarak anlamlt oldugu gozlendi.

Tablo:11 Kontrol ile khbv, khbv, khbvifn gruplannm plazma IL1-B

diizeylerinin ortalama + standart sapmalan ve % ifadeleri.

Ortalama + standart Sapma

(pg/ml)
KHBV (Grup 1) -
KHBVIFN (Grup 2)
AHBV*  (Grup 3)
KONTROL*(Grup4)
P<0,0001 F DEGERI=1124 .00

*grup 3 ile 4 arasinda anlamh bir fark bulundu.

4.8. PLAZMA INTERLEUKIN 2-R DUZEYI:

Tablo:12 ve sekil 7 ‘da goriildigi gibi, AHBV’li grupta kontrole gore% 66.9’luk bir artis
varken, KHBV ‘li grupta % 17.4 oraninda azalma oldugu ve KHBV-IFN grubunda kontrole
gére % 21.7 oramnda, KHBV'li gruba gore % 47 oraninda artg oldugu gozlendi. Gruplar
arasinda istatistiki olarak anlamb fark gdzlendi.(P<0.0001) Gruplar arsinda yapilan ikli
karsilagtirmalar sonucunda KHBV’li grupla AHBV’li grup, KHBV ile KHBV-IFN arasinda,
AHBV ile Kontrol grubu arasinda anlamh fark gozlendi.

Tablo 12: Kontrol ile khbv, khbv, khbvIfn gruplarmn plazma IL 2R diizeylerinin
ortalama + standart sapmalan ve % ifadeleri. (P<0, 0001 F DEGERI=35)

" [ Ortalama + Standart sapma M@ %
(U/mL)
mel)’@ 93,14
KHBVIFN (Grup 2) |627,56+ 270,88

AHBV*  (Grup3) |860,13+ 28,49
KONTROL*(Grupd) |515,20 + 87,42

*QGrup Grup 1 ile 3, grup 1 srup 1 ile 2 grup 2 ile 4 ile 4 arasinda anlamh fark gozlendi.
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kontrol khbv khbvifn ahbv

Sekil 7: Kontrol ile khbv, khby, khbvIfn gruplarmm IL-2R aktivitelerinin ortalama +
Standart sapmalarimn grafiklendirimesi.
Khbv: kronik hepatit B'li grup. ahbv: akut hepatit B’li grup, khbvifn; kronik hepatit B’li
olup interferon tedavisi alan grup
4.9. PLAZMA iCi INTERLOKIN 6 AKTIVITESI

Plazma 1L-6 seviyeleri tablo:13’te goriildiigii gibi AHBV'li grupta artis gozlenirken,
diger gruplarda degerler <5 olarak bulundu. Gruplar arasindaki farkmn istatistiki olarak
dnemli oldugu gozlendi.(p<0.001) Gruplar arasinda ikili kargilastirmada, AHBV'li grupla
kontrol grubu arasmda istatistiki olarak fark gézlendi.
Tablo:13 Kontrol ile khbv, khbv, khbvifn gruplanmn plazma IL 6 diizeylerinin

ortalama =+ standart sapmalar ve % ifadeleri.

Ortalama + standart sapma A

(pg/mL)

KHBV (Grup1)  |[<5
KHBVIFN (Grup2) |<5

AHBV*  (Grup3) |6,63+1,93
| KONTROL*(Grup4) |<5
P<0,0001 F DEGERI=41.54

*=grup 3 ile 4 arasinda anlamh bir fark bulundu
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4.10. PLAZMA iCi INTERLEUKIN-8 AKTIVITESI

Plazma igi 11.-8 aktiviteleri tablo:14’te goriilmektedir. Tablodan da anlagilacag
iizere, AHBV’li grupta kontrole gére % 372 oraninda artig oldugu goriilmektedir. KHBVli
grupta kontrole gore % 28 oramnda artis oldugu ve KHBV IFN’li grupta KHBV’li gruba
gbre %30 azalma yani kontrole yaklagsmis oldugu goriilmektedir. Gruplar arasmda istatistiki
olarak anlamh fark gdzlendi.(p<0.001) Yine gruplar arasinda yapilan ikili kargilagtirmada
KHBV grubu ile KHBV-IFN arasinda, KHBV ile kontrol grubu, KHBV ile AHBVgrubu,

AHBYV ile kontrol grubu arasinda, anlamh fark gozlendi

Tablo 14: Kontrol ile khbv, khbv, khbvifn gruplanmmn plazma IL 8 diizeylerinin
ortalama + standart sapmalan ve % ifadeleri. (P<0,0001 F DEGERI=95.95)

Ortalama + Standart Kontrole gore %
sapma (pg/ml)

KHBV* (Grup 1) 5.12+2.87 28

EHBVIFN (Grup2) [3.59+3.91 -10.25

AHBV*  (Grup 3) | 18,89+ 6,64 ST

| KONTROL*(Grup4) |4 0 o

*=grup 1 ile 3 ,grup 3 ile 4, grup 2 ile 3 arasinda anlamh bir korelasyon bulundu

4.11. PLAZMA TNF-a AKTIVITESI

Plazma TNF- « aktivitesi, AHBVli grupta kontrole gére % 181.5 oldukea yiiksek,
KHBV’li grupta % 59.09 oraminda kontrolden fazla, KHBVIFN grubunda kontrole gore %
72.8 artmis, KHBVIFN grubunda KHBVgrubuna gore % 8.6 oraninda azalmis oldugu
tablo:15 ve sekil 8’den de goriilmektedir. Gruplarn ikili kargilagtiriimasinda ise KHBV ile
AHBV arasinda, KHBV ile Kontrol arasinda, AHBV ile kontrol arasinda anlaml bir fark
g6zlendi. (p<0.001)
Tablo 15: Kontrol ile khbv, khbv, khbvifn gruplarimin plazma IL 8 diizeylerinin

ortalama + standart sapmalan ve % ifadeleri.

Ortalama + SD Kontrole gére % W
'KHBV* (Grup 1) 8.19+2.71 59.09
KHBVIFN (Grup2) |8.9+1.9 .8 I
'AHBV*  (Grup3) |145+ 187 181.5
KONTROL*(Grup4) |5.15+87,42 0 K

* grup | ile 4, grup 2 ile 4, grup 1 ile 3 arasinda anlaml bir fark gdzlendi.
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Sekil 8: Kontrol ile khbv, khbyv, khbvIfn gruplarinin TNF a aktivitelerinin ortalama =+
Standart sapmalanmn grafiklendirimesi.
Khbv; kronik hepatit B’li grup, ahbv: akut hepatit Bli grup, khbwvifn; kronik hepatit B’li

olup interferon tedavisi alan grup
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TARTISMA

Serbest radikallerin karaciSer hasarinmn ortaya ¢ikmasmda serbest radikallerin Snemli
oldugu bilinmektedir (36). Bunlarin arasinda viral hepatitler (95,45) , Wilson hastahf
(42,95), hemokromatozis (95), paresetamol zehirlenmesi gibi ilaglarn neden oldugu
karaciger hasari, transplantasyon sonras: iskemi-reperfiizyon hasari (96) sayilabilir,

Cahgmamizda lenfosit igi NO diizeylerinde, akut hepatit B (AHBV)’li grupta
kontrole gore % 75.9 artma varken, kronik hepatit B (KHBV) ‘li grupta da kontrole gére %
25,47 artma oldufu gozlendi. Kronik hepatit B’li olup interferon o (KHBV-IFN) tedavisi
alan grupta KHBV’li gruba g6re % 18 azaima ile kontrole gore % 4.79 ‘luk bir artig oldugu
gozlendi. Gruplar arasmda istatistiki olarak anlamh bir fark vard:i (p<0.001). Gruplar
arasinda yapilan ikili kargilagtrma sonucunda KHBV’l grupla AHBV ‘li grup, AHBV ile
kontrol grubu, KHBYV ile kontrol grubu arasmdaki farkin istatistiki olarak anlamh oldugu
gbzlendi. Bu bulgular Liu ve arkadaglarmm hepatit B virusunda NO sentezinin arttift
hipotezini (107), yine Amaro ve arkadaglarmmn NO {iretiminin HBV enfeksiyonunda TNF
alfa aracihftyla arttirdifi hipotezini (120) desteklemektedir. Guidotti ve arkadaglarmmn NO
tiretiminin IFN- y aracihfiyla, HBV replikasyonunun inhibe edildii fakat IFN-a / §
aracthgiyla bu inhibisyonun gergeklesmedigi goriigiinii desteklememektedir. Ciinkii bizim
¢ahsmamzda kronik hepatitB’li olup IFN-a 2b tedavisi alan grupta da NO sentezinin inhibe
edildigi gozlenmigtir. NO artis1, HBV aracihifiyla hepatik INOS*un transaktivasyonu ve bir
kag patofizyolojik olaylar sonucu olustugu kabul edilmektedir. Bunlardan ilkki, NO’un
stiperoksitle reaksiyona girmesi ile peroksinitrit olugarak, lipid ve proteinler oksidize olarak
hiicresel hasara yol acar. Fakat hala NO ‘un doku hasarim indiikledigi mi yoksa,
hepatoprotektif olarak mi rol oynadif: agik degildir. Dier yandan NO ‘un hepatosit protein
sentezini hiicre canhihifim etkilemeden inhibe etmesi sozkomusudur. Bu gekilde HBV’nin
indiikledigi NO sentezi viral protein sentezinde azalmaya neden olur. Ciinkii HBV yiizey ve
kor proteinlerine kars;t sitotoksik T lenfositler HBV ile enfekte hepatositlerin
temizlenmesinde Snemli bir rol oynar. Enfekte hepatositlerde antijen salmmmm Gnlenmeye
cahsilmas1 bazi antijen spesifik bdlgelerin yok olmasiyla enfeksiyonun kroniklesmesine
neden olur. Ayrica NO, hepatositlerin redoks durumunu degistirir. Daha Onceden de
belirtildigi gibi HBVgen salimmi ve replikasyonu, oksidatif stres aracihifiyla bozulmaya
cahsiir ki bOylece bu mekanizmayla viral enfeksiyonun durdurulmaya gcahgilmasiyla,
immun sistem tarafindan virusun tammmasm engellemeye neden olur. Bu hipotez heniiz
agiklifa kavugmamustir, Yine bilindigi gibi Hepatit B  virusu hepadna viridae ailesinin,
nonsitopatik zarfh akut ve kronik karacifer hastalifi yapan ve enfeksiyon kroniklestikce
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hepatoselliiler karsinomaya yol agan bir virustur. HBV genomu 3.2 kb uzunlugunda, sirkiiler
yapida kismen ¢ift sarmalh DNA molekiiliidiir. HBV DNAs1 4 degisik protein kodlayan
(open reading frames:ORF) S, C, X,P olarak adlandirilan niikleik asit dizisine sahiptir. X
proteini, ORFX ‘in aktive ettigi HBV’nin transkripsiyonu ve diger viral ve hiicresel
promotoriar ile kodlamir. Ayrica pX, diger transkripsiyon faktdrleri arasmndan niikleer factSr
-K-B (NF-k-B), gen promotorlarim baglayici bolgeleri igerir. INOS makrofaj ve
hepatositlerde bulundugundan TNF- alfa, IL.1 —Beta, interferon gamma ve endotoksinler
tarafindan sahnir. Woodhuck hepatitinde (Hepadna virus ailesinde) NO f{iretiminin arttifs ve
DNA hasar verici ajan olan N- nitrosodimetilamin sahnmmmin arttif1 g6zlenmigtir. NO
tiretiminin artmasinin sebebi hala agiklanamammgtir. Son yapilan bir ¢aligmada pX salinim
yapan plazmidi ile transenfekte olan hapatoma hiicrelerinde INOS mRNA seviyelerinde artis
oldufu gdzlenmigtir. Insan hepatik INOS promotoru, NF-k-B igin fonksiyonel baglanma
bolgeleri icerdigi ve HBV pX proteini de bu promotoru transaktive ettigi hipotezide
sunulmugtur. Amaro ve arkadaglan HBV enfeksiyonunda NO {iretiminin arttii ve pX
proteinin, NF-K-B’nmn indiksiyonuyla, iINOS promotorlarma TNF alfa aracihifiyla
artirdifim One siirmiiglerdir (120).

Guidotti ve ark. (114)’mn INOS tarafindan karaciferde sentezlenen nitrik oksitin
HBV virusunun replikasyonunu inhibe ettigini arastrmak amaciyla yaptiklan gahymada;
INOS eksikligi bulunan farelerde HBV’nin viral replikasyonunda, T lenfositlerin HBV
spesifik sitotoksik nonsitopatik inhibitGr etkilerine karsi direngli olduklan goriilmiigtiir.
Bunu da intrahepatik IFN-y ‘min indiiksiyonuna baglamiglardir. Aksine IFN-a / B ‘mn
indiikksiyonunda bu direnci gbrememislerdir. Buradan hareketle IFN-y’nmn  NO aracili
antiviral etkisi oldugunu, aksine IFN-o / B’da ise antiviral etkinin NO aracih olmadigm
sOylemiglerdir (57).

Woodchuck hepatitis virusu hepatit B’ye benzeyen bir DNA virusudur ki bu
HBV’nin indiikledigi hepatokarsinogenesisin bir modelidir (107). Liu ve arkadaglar1 WHV
ile enfekte agackakanlarda lipopolisakkarit ve arginin verilmesinden sonra hepatokarsinojen
olan N-nitrosometilamin  ve nitratin {iriner sabmimmnin arttiFmm rapor etmigledir. Bu olguda;
WHV’nin indiikledigi sebest radikal, nitrik oksit; siiperoksitle birleserek peroksinitrat
olusturur. Peroksinitrat hizla protonlanarak yiiksek toksiteye sahip hidroksil radikali ve
nitrojen dioksit olugturur. Daha ileri ¢aligmalarmda Liu ve arkaglan, enfekte hayvanlardan
elde ettikleri hepatositlerin, nitrik oksit iiretimine katkida bulunan hepatokarsinojen N-
nitrosomorfolin  Urettifini  bulmuglardir (107). Woodchuck  hepatitisle  infekte
agackakanlarda, nitroso bilegiklerinin artmasi, nitrik oksit sentezinin artmasim saglayan
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nitrik oksit sentetaz enziminin (NOS) aktivitesini artirmaktadir. Dighiero ve arkadaglar
sitomegalo virusla infekte retinalan bulunan AIDS’L hastalarda nitrik oksit sentetazin
indiiklenebilir formunun (iNOS) arttigm rapor etmiglerdir (108).

Sonug olarak NO salmmm, Woodhuck hepatit virusuyla enfekte hepatositlerde oldugu
gibi, n-nitrosobilesikleri gibi kanserojen bilegiklerin salinmasma (108) neden olan bu etki
kronik HBV tagiyicilarinda karaciger karsinomas: gelismesi agisindan 6nemli bir risk faktorii
olabilir (120).

Kronik hepatit ve Woodchuck hepatitinde total intrahepatik demir ve bir pro-
oksidan olan diisiik agirhkh demirin karacigerde arttif1 goriilmiigtiir. Senba ve arkadaglan
hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) ile Kupffer hiicrelerinde demir depolanmas: arasinda
giicli bir korelasyon oldufunu rapor etmiglerdir ( 109). Zou ve arkadaglarn Hepatit B
virusunun sekonder enfeksiyonu olan hepatokarsinomah hastalarda yaptiklari caligmada,
hiicrede replike olan HBV’nin demir birikimiyle uyumlu oldugu yorumunu getirmiglerdir
(110).

Calismamizda plazma TNF- o aktivitesi AHBV’li grupta kontrole gdre %150
oraninda yiiksek, KHBV’li grupta kontrole gore % 42 , KHBVIFN grubunda ise KHBV ‘k
gruba gore % 8.6 oramda diisiikk, kontrole gbre % 54 oranmnda yiiksek bulundu. Gruplar
arasina istatistiki olarak anlamh fark gdzlendi (p<0.001). Gruplarin ikili karglagtiriimasinda
ise KHBV ile AHBV arasmda, KHBV ile Kontrol arasmda, AHBV ile kontrol arasinda
anlamh bir fark gdzlendi. Bu bulgular Amaro ve atkadaglarmm HBV enfeksiyonunda NO
iiretiminin artti1 ve pX proteinin, NF-K-B’nin indiiksiyonuyla, iNOS promotorlarma TNF
alfa araciifiyla artirdigi hipotezini desteklemektedir (120). Schwarz ve arkadaglarnin
TNF’nin mitokondriyal solunum zincirinin II. kismim inhibe ederek, siiperoksit {iretimi ile
pro-oksidan etki yaptifn ve TNF’nin , sitoplazmik inhibitér proteinden (IkB), niikleer
transkripsiyon faktdr kappa B (NF-K-B) ’nin salmmmm da sagladigi goriigiinii destekliyor
(101). Yine Koziel ve arkadaglarmm, TNF o’'mn HBV mRNA’y1 posttranslayonel
mekanizma ile inhibe ettigi goriigiinii desteklemektedir (24). Miiller ve Zelinski (124)
TNF’nin  lenfosit ici AHBV’da azaldigmi, fakat diSer hepatitlerde bu durumun
gozlenmedigi, difer yandan Muto ve arkadaglari (125), TNFve IL-1 ‘in fulminant hepatit
de artmug bulurken , akut hepatit A ve B ‘de monositlerde normal miktariarda TNF
iiretildigini rapor etmiglerdir. Hepatit B virusunun enfekte ettigi kronik hepatitli hastalarm
hepatositlerinde mononiikleer hiicre infiltratinda ve enfekte karaciferdeki Kupffer
hiicrelerinde, nitrik oksit ve artmug intraselliiler demirin pro-oksidan etkisinin yanmnda TNF-
o immuno reaktivitesinin artmas: sdz konusudur. Ayrica hepatoblastoma hiicrelerinin
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HBV’nin tam genomuyla veya X geni ile enfeksiyonu sonucu TNF- o salimmm olur (113).
Diger yandan TNF- a ‘nin, HBV transgenik farelerde HBV’ye 6zel mRNAy1 azaltif ile
ilgili ¢ahgmalar vardr (114,24). TNF, dolagimdaki aktif fagositlerden veya bazi
enfeksiyonlarda bireyin enfekte hiicrelerinden sentezlenir. Her iki durumda da TNF bireyin
mitokondrisinde, mitokondriyal solunum zincirinin II. kismum inhibe ederek, stiperoksit
tiretimi ile pro-oksidan etki yapar. Bu etki vitamin E gibi antioksidanlarla inhibe edilebilir.
TNF, sitoplazmik inhibitdr proteinden (IkB), niikleer transkripsiyon fakt6r kappa B (NF-K-
B) ’nin sahmmm da saglar. NF-k-B’ nm salmmindan sonra, NF-K-B, DNA’ya
trnskripsiyon faktorlerinin baglandig1 yer olan nukleusa, transloke olarak viral veya hiicresel
genlerin transkripsiyonunu indiikler. NF-k~B ‘nn indiikledigi gen transkripsiyonu tiyol
vericileri gibi belli antioksidanlarla inhibe edilebilir (101).

Bizim ¢ahsmamzda, eritrosit GSH-Px aktivitesi a¢isindan akut hepatit B (AHBV)’li
grupta kontrole gére % 34 oranmnda azalmig, kronik hepatit B(KHBV) ‘li grupta kontrole
gore % 13 oranmda azalmig, kronik hepatit B’li olup interferon tedavisi alan grupta (KHBV-
IFN), kontrole gbre % 44 artrmg, KHBV’li gruba gdre % 67 oranmnda artmiy GSH-Px
aktivitesi bulduk. Bu da bize akut hepatit B’de azalan antioksidan kapasitenin, enfeksiyon
kroniklestikce biraz artrmg fakat yine kontrole gdre az, interferon tedavisi alan hastalarda bu
oranm kontrolii de asacak diizeye gelmis olmas: interferonun antioksidan kapasiteyi artirdig
yoniindeki diigiinceyi destekliyor.

Eritrosit SOD aktivitesi ySniinden sonuglar istatistiki olarak anlamli bulunmasa da
AHBV’li grupta kontrole gore % 6.5 oraninda azalma, KHBV’li grupta kontrole gére %49
oranmda oraninda artma, interferon tedavisi alan grupta kontrole gére % 51 oraninda artma,
KHBV’li gruba gore 1.5 oraninda artma oldufunu bulduk. Akut dénemde azalmig SOD,
aktivitesini artan superoksit radikal iiretimiyle antioksidon aktivitenin kompanze etmeye
cahgilmasi sonucu azaldigim sSyleyebiliriz. Kronik dénemde ise antioksidan aktivetinin
artmasi akut donemdeki siddetli enfeksiyonun azalmaya baglamasm gésterebilir. Interferon
tedavisi de yine antioksidan aktiviteyi artrmakta oldugunu bulduk.

Eritrosit GSH-Px aktivitesi,yashlarda ve Dawn sendromunda yiiksek, prematiirlerde
diisiik, 16kosit GSH-Px aktivitesi yagllarda ve hipertansiyonlu hastalarda yiiksek
bulunmugtur (43). Kronik etanolle beslenen ratlarda, Safra kanah tikanmasi, Halotan
toksisitesinde GPX’in azaldif: griilmiistiir.

Eritrosit katalaz aktivitesi, AHBV’de kontrole gore %30 oraninda azalmig, kronik
dénemde kontrole gore %15.7 oranmda artmug, interferon tedavisi ile yine kontrole gére
%50 oranmnda artma oldugunu ve KHBV’li gruba gore %30 oranmda artma oldugunu
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bulduk. Burada da eritrosit SOD aktivitesi ile parelel ama interferon yamtinda, antioksidan
seviyesi agismdan daha iyi bir sonug oldugunu gérdiik.

Viral enfeksiyonlar oksidan stres aracihfiyla karaciger kanserine kadar giden bir
¢ok patolojik durum olusturabilir. Hepatite neden olan viruslar arasinda Picorna, Filavi,
hepadna, caliciviruslarla, delta ajaninin birlikte bulundugu hepatit B viruslan karacigerde
ciddi hasara neden olurlar (45, 97). Sadece hepatit B virusunda klasik olarak bireyin
genomunda viral etkileri iceren viral karsinojenezis mekanizmas: goriiliir (98). Hepatit B
enfeksiyonunda Onemli olan , yillarca siirmesi ve bazi bakteri ve parazit enfeksiyonuyla
birlikte olmas1 ve reaktif oksijen (ROT) ve nitrojen (RNT) tiirlerinin artmasidir (99). Son
cahsmalarda reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin; genotoksik etkilere ilave olarak, doku
hasar1 olusturur ki bu da, hiicre proliferasyonun artmasina, tipik doku tamir mekanizmasi ile
mutasyonlarm gelismesine yol agarak kanser olugumuna sebep oldugu goriilmiigtiir (100).
Oksidatif stresle birlikte viruslarn indiikledigi fagositlerin aktivasyonu, sadece reaktif
oksijen tiirleri ile degil aym zamanda aktive olan fagositlerden, tiimdr nekrozis faktér ve
interlokin 1 gibi pro-oksidan sitokinlerin sahmmm ile olur. Bunlar retikuloendoteiyal
sistemden demir almmini artirirlar. ROT; siiperoksit, singlet oksijen, hidrojen peroksit,
yiiksek derecede reaktif olan hidroksil radikalini icerir. Sadece ROT degil aym zamanda
ROT’un indiikledigi lipit peroksitleri mitokondriyal solunum ve membran transportu gibi
canh hiicrelerin disfonksiyonuyla sonuglanan hiicre membram ve dolagimda hasara neden
olur. Gorilldiigii gibi ROT  hiicresel hasar olugturan etiyolojik bir faktSr olarak
goriilmektedir (101).

Bannister ve arkadaglann Hepatit B viral genomunun bulundugu, hepatoma hiicre
smirt olan Hep 3B ‘de Cu/Zn SOD’u, Mn SOD’u kadar azalmg olmakla birlikte, azalmig
katalaz aktivitesi, glutatyon peroksidazin ve GST’nin hi¢ bulunmamasi, ferritinin 270 katin
tizerine ¢ikmas: ve hiicre i¢i demir miktarmm normal karacigere gore 25 kat arttiim tesbit
etmigtir (111). Fakat DiBisceglic ve arkadaglari, kronik hepatit’de demir iceriginin 80
hastanin sadece 4’linde arttiim bulmuglardir (112). Hepatit B virus ailesinde (Woochuck
hepatitis virus, Pekin Ordegi virusu, yer solucam hepatitis virusu) ve hepatit B viral
genlerinin transgenik fare modellerinde antioksidan ajanlarin tedavi edici etkisi goriilmemesi
sagirticidir.  Antioksidanlarin, hepatitB X geni ve hepatiit B MHBs + transaktivator
tarafindan yapilan transaktivasyonu inhibe ettifi rapor edilmigtir. Hagen ve arkadaglarmin
yaptifi ¢ahsmada, hepatitB virusunun biiyilkk zarf proteinin bulundufu trangenik farelere
hepatik DNA hasarmi Onlemek amaciyla antioksidan olarak vitamin E kullamloug ve
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baglangigta herhangi bir etki goriilmezken daha sonralan DNA hasarmin 6nlendigini
gOrmiiglerdir (106).

Lenfosit i¢ci GSH-Px aktivitesi akut hepatit B (AHBV)’li grupta kontrole gére% 17.3
‘liik bir azalma varken, kronik hepatit B (KHBV) ‘li grupta kontrole gére % 35’lik artma
oldugu ve Kronik hepatit B’li olup interferon a (KHBV-IFN) tedavisi alan grupta kontrole
gore %51 oranmnda azalma, KHBV’li gruba gore %22 oraninda azalma oldugu gozlendi.
Gruplar arasinda istatistiki olarak anlamhi bir fark gézlendi. (p<0.05) Gruplar arasinda
yapilan ikili kargilagtirma sonucunda KHBV’li grupla AHBV “li grup, AHBV ile Kontrol
grubu, KHBVile Kontrol grubu, KHBV ile KHBV-IFN grubu arasinda istatistiki olarak
anlamh fark gozlenmigtir. Bu sonuglar Tolentino ve arkadaglarnin kronik hepatit B’de
lenfosit igi interferon yamtin azaldify  goriisiini tam olarak desteklemeyip kismen
desteklemektedir ¢iinkii AHBV’de azalan lenfosit i¢i antioksidan GSH-PX, KHBV’de artmg
ve IFN tedavisiyle artan aktivite azalmugtir, Boya ve arkadaglarmin kronik hepatit C’de
lenfosit i¢ci GSH-Px diizeyini normal bireylerden farkli bulmazken, total glutatyon diizeyini
azalms ve okside glutatyon diizeyinin artmasi ve sitozolik glutatyon diizeyini yiiksek
bulmalar ile lenfosit i¢i glutatyon turnoverinin arttigi goriigiinii desteklemektedirler. Yine
bizim ¢ahymamizda, akut ve kronik hepatit B’de hepatositlerle birlikte lenfositlerin de
etkilendigi gbzlenmektedir (115).

Lenfosit igi SOD aktivitesi, akut hepatit B (AHBV)’li grupta kontrole gore% 27
oraninda azalma varken, kronik hepatit B (KHBV) ‘i grupta kontrole gore % 6.8 ‘lik bir
artma oldugu ve Kronik hepatit B’li olup interferon o (KHBV-IFN) tedavisi alan grupta
kontrole gore %10 ‘luk bir azalma varken, KHBV’li gruba gore %16’lik bir azalma oldugu
gbzlendi. Gruplar arasinda istatistiki olarak anlamh bir fark gézlendi. (p<0.05) olarak
bulundu. Gruplar arasinda yapilan ikili kargilagtirma sonucunda KHBV’li grupla AHBV ‘li
grup, AHBYV ile Kontrol grubu, KHBV_IFN ile Kontrol grubu, KHBV ile KHBV-IFN grubu
arasinda istatistiki olarak anlamh fark gozlendi. Bu bulgular Boya ve arkadaslarnm lenfosit
ici SOD aktivitesinin Kronik Hepatit C’de artmasiyla parelellik gistermekte ve artmug
stiperoksit radikalinin TNF-alfa tarafindan indiiklenerek arttifn gériigiinii desteklemektedir
(115). Boya ve arkadaglari, mononiikleer hiicrelerde antioksidan sistem ve glutatyon
metabolizmasim kronik hepatit C’de aragtirmiglar ve katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz diizeyini normal bireylere yakmn bulmuglar. Mononiikleer hiicrelerdeki
glutatayon diizeyleri ile nomal bireyler arasinda istatistiki olarak fark bulunamammg fakat
kronik hepatit C’li hastalarda glutatyon diizeyi %35 oranmda diigiik, okside glutatyon
diizeyi % 35 oraminda yiiksek olarak bulunmugtur. Lenfositlerde sitosoldeki glutatyon sentez
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mekanizmasinin nemli derecede kontrole gore artmug olmasy, kronik hepatit C (KHCV) °li
hastalarda artmug glutatyon turnoverini gosteriyor. Yine aym ¢aligmada lenfosit igi MDA ve
SOD aktivitesinin artmig oldugu rapor edilmigtir. SOD’un antioksidan koruma sisteminde
sliperoksiti hidrojen peroksite doniigtiirme gibi Snemli bir rolu oldugunu biliyoruz. Artmig
SOD aktivitesini siiperoksit radikalinin salmimnin artmasina baglanmuglardir. Yine bu
hastalarda daha Once yapilan cahgmada artnug lenfosit i¢i Mn-SOD mRNA diizeylerini
dogrulamaktadr (115).

Viruslar pro-/antioksidan dengede nitrik oksit ve demir {iretimi gibi hiicresel
prooksidaniarm salmmum artirarak ve siiperoksit dismutaz gibi enzimlerin sentezini inhibe
ederek etki gosterirler. ROT teorik olarak, viral mutantlar ve/veya mutasyonlar olugturarak
bireyin hiicresindeki redoks durumunu degigtirerek ve  NF-K-B gibi transkripsiyon
faktorlerini aktive ederek etkisini gésterir (101).

DNA viruslarindan olan Hepatit-B virusunda; notrofillerin arttifn ve kronik aktif
hepatit B virusu bulunan gocuklarda yapilan bir ¢ahgmada, siiperoksit anyonunun artmmg
oldugu gozlenmistir.(104) Yine kronik aktif hepatiti bulunan erigkinlerde yapilan bir
¢ahigmada sitiimiile olan nétrofillerde siiperoksit anyonunun kontrole gore azalmig oldufu
gozlenmigtir (105). Yine de hepatit B virusuyla ilgili transgenik hayvanlarda yapilan
caligmalar, aktive fagositlerden iiretilen ROT un bu virusun hepatokarsinogenesisdeki roliinii
agiklar ve belki de ROT’un kimyasal karsinogenesisde oynadifi rolle benzer oldugu
digiiniilebilir. Hagen ve arkadaglarmin transgenik farelerde yaptigy ¢alismada, hepatit B
virusunun genig zarf seklindeki polipeptid yapsy, karacigerde preneoplastik kisimda artmug
oksidatif DNA  hasarm gostermiglerdir (106). Bu aragtirmacilar aktif hepatik kupffer
hiicrelerinden ROT ‘un sentezlendigini ve oksidatif DNA hasarna neden oldugumu One
siirmiiglerdir (101).

Viral enfeksiyonlarin indiikledifi, apopitozis siiresince birey hiicresindeki pro-/
antioksidan dengenin rolii, serbest radikal biyolojisi, viroloji ve onkoloji arasinda Snemli rol
oynamaktadir. Apopitozis yani programh hiicre Oliimii, aktif hiicre Sldiiriilmesi yolunda
glutatyon-peroksidaz ve N-Asetil sistein gibi scavenger peroksitler olan antioksidanlar ayn
bir morfolojik karakter sergiler. Bir ¢ok virus, viral enfeksiyonlarm dogal bir siireci olarak
apopitotik sitotoksite iiretir (101,103).

Viral hepatitlerin iyilesmesinde hiicresel immunitenin 6nemi  biyiiktiir. Hepatit B
enfeksiyonunda, bozulmus hiicresel immiinite oldufu yine hemodiyalizle tedavi edilen
Down sendromu, leproz, lenfositik 15semi ve kronik bdbrek yetmezliginde oldugu gibidir.
flave olarak viral enfeksiyonlarda, lenfosit sitiimulasyonu ve deri testleri aracihfiyla
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hiicresel immiinitenin bozuldugu tesbit edilmigtir (116). Dudley ve arkadaslari hiicre
aracilikh immun yamtin hepatit B’nin klinikk seyrinde Snemli bir yeri oldufunu &ne
sirmiiglerdir. Ve yeterli immun yanti olan HBV’li bireylerde klinik olarak iyilesme ve
karaciger hasarmin diizelmesinde &nemli rolii oldugunu, fakat yetersiz immun yant1 olan
bireylerde kronik HBsAg tagiyicilig olmasi sézkonusu oldugunu rapor etmiglerdir (117).

Takashi ve arkdaglarinin yaptig: ¢ahgmada interferonun indiikledigi enzim olan 2°-5°
oligoadenilat sentetaz (2-5 OAS) aktivitesini lenfosit i¢i viral hepatitli hastalarda
aragtirmuglar, erken doénemde akut enfeksiyonda ve kronik tip B hepatitinde enzim
aktivitesinin arttigim, fakat akut hepatit A ‘da ve non A ve non B hepatitinde énemli bir
enzim artigt olmadifim rapor etmiglerdir. Sadece iki hepatit A’h hastada enzim artia
oldufunu gozlemiglerdir. = Kronik hepatit B’li hastalarda lenfosit i¢i enzim aktivitesine
interferon tedavisi sirasinda bakmiglar ve enzim aktivitesinin artrms oldugunu bulmuglardir.
Bu artign DNA-polimeraz aktivitesindeki azalma ile parelel seyretmekte oldugunu
gozlemigler. Bu enzimin lgiilmesi, kronik hepatitB’nin tedavisinde interferon tedavisinin
uygun dozunu ayarlamada ve etkinligini aragtirmada Snemli olacam ileri siirmiigler (118).
Bu ¢aligmada interferonun kandan kolayca temizlenmesi nedeniyle, lenfositlerde uzun siire
kalmasi nedeniyle bu enzimi lenfosit i¢i cahgmuglar.

Levin ve Hahn ‘m yaptii caligmada, antiviral immun mekanizmada interferon
sisteminin aktivasyonunu aragtirmiglar. Viral hepatitli 16 hastada kan interferon yanitim
yilkselmig bulmuglar ve hiicrelerin hemen antiviral durumu indiikledigini gdrmiigler. 6 akut
fulminant hepatitli hastada antiviral interferon sistemin bozuk oldugunu gozlemigler. Bu 6
hastada mononiikleer hiicreler antiviral konuma gegmemis ve interferon alfa veya interferon
gamma iiretmedigi gozlenmig. Fulminant hepatitli 5 hastada interferon alfa tedavisi ile
interferon sistemlerinde hizla aktivasyon ve hizh bir iyilesme gozlenmigtir. Bu ¢aligmada
yogun viral hepatitin tedavisinde interferonun erken dénemde verilmesi Snerilmistir (119).

Tolentino ve arkadaglarimin yapti: ¢ahgmada kronik viral enfeksiyonlarda interferon
iiretiminin azaldifim aragtimuglar. Kronik hepatit B ‘de immunolojik yantin bozuldugunu
ve lenfosit igi interferon yantinin azaldigm bulmuglardir (6).

Sitokinlerin karacigerde amino asit metabolizmas, protein,lipid ve karbonhidrat
metabolizmasinda 6nemli rolii vardir. Ayrica mineral metabolizmasinda, safra salinmasi da
baz sitokinlerden etkilenmektedir. Sitokinler aym zamanda, travma veya enfeksiyon gibi
durumlarda, karacigerdeki protein metabolizmasindaki degisikliklerden sorumludur. Bu
degisikler; amino asit sentezinin bozulmas, kaslarda protein yikihmmin artmass, periferden
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karacigere gegen amino asit degisiklikleri olugturmaktadir. Bunun yanmda akut faz protein
sentezi ve glukoneogenezis karacigerde artar (121).

Bizim IL-1 - P sonuglarimizda, sadece AHBV’li grupta bir arti§ oldugu ve
diger gruplarda degerler <5 oldufundan, sadece AHBV ‘li grupla difer gruplar arasinda
istatistiki analizlerde fark anlamh olarak goézlendi. Plazma IL-6 seviyeleri ise, AHBV’li
grupta kontrole gbre artig gzlenirken, dier gruplarda degerler <5 olarak bulundu. Gruplar
arasmda istatistiki olarak fark gzlendi (p<0.001). Bu sonuglar Torre ve arkadaglarnin, akut
viral hepatitde IL-1- B, IL-la , IL-6 ve TNF- a ‘mmn arttifim gosteren gahsmalariyla
parelellik gdstermektedir. Burada goriilen artigin sebebini akut fazda Lipopolisakkaritlerin
indiikledigi makrofaj sitiimiilasyonuna veya viral enfeksiyonda karacigerde bu sitokinlerin
temizlenmesinin bozulmasma baglayabiliriz. Kupffer hiicrelerinin viicudun makrofaj deposu
oldugunu biliyoruz, Kupffer hiicreleri sitokinlerin sahmmina, virus ve degisik bakteriyel
firiinlerle (endotoksinler gibi) makrofajlardan sitokin sahnimm indiiklerler (24).

IL-2R sonuglarmmz ise, AHBV’li grupta kontrole gbre % 70°lik bir artiy varken,
KHBYV ‘li grupta kontrole gére % 17,4’liik azalma oldugu ve KHBV-IFN grubunda KHBV
grubuna gére % 47’lik azalma, kontrole gore % 21.7°lik bir artiy oldufunu goriiyoruz.
Gruplar arasinda istatistiki olarak anlamh fark gzlendi.(P<0000.1) Bu veriler Andus (121);
Muller (122) ve arkadaglarmm, akut viral hepatit de sIL-2 reseptdr konsantrasyonu serumda
hizla artarken, kronik hepatit B ‘de lenfositler (T lenfosit aktivasyonunun bozulmasi
nedeniyle) daha az IL-2 ve IL-2 reseptdriinii {iiretir hipotezini desteklemektedir. Kronik
viral hepatitlerde, hiicresel immun yantt degisir ve bu hepatoselliiler nekroza neden olur
fakat virusu temizlemeye yetecek seviyeye gelemez. Immun sistemde olusan degisikliklerin
sebebini arastirirken, sitokinlerin hareketi ve salmmm ile ilgili bir gok degisiklik olusutugu
gOriilmiigtiit. Mononukleer hiicreler ve fibroblast kaynakh IFN- o  ‘nmn  kronik
HBVenfeksiyonunda virus replikasyonunu kontrol eder. KHBV’li hastalarda, kismende olsa
IFN o ve P’nm iiretiminde eksiklik oldufu gdzlenmigtir. Ayrica bu hastalarm interferona
yanit1 azalmigtir. Yine de eksojen IFN a ‘ya yamit verirler. ( Bu da hepatositlerde IL-2
aracihryla T lenfosit aktivasyonuyla, IL-2 reseptdr iiretimiyle ve insan lenfosit antijeninin
artmas1 (HLA) ile saglamir) Akut viral hepatit de sIL-2 reseptdr konsantrasyonu serumda
hzla artarken, kronik hepatit B ‘de lenfositler (T lenfosit aktivasyonunun bozulmast
nedeniyle) daha az IL-2 ve IL-2 reseptSriinii ireti. Bu da immunoregiilasyonun
bozuldugunu ve viral replikasyonun devamliligim gosterir (121,122),

Bu verilerden hareketle antiviral ve IFN’mn immunostimulatér etkisiyle kronik viral
hepatitlerin TFN a , IFN B ve IL-2 ile tedavi edilmesinin uygun oldugunu s3yleyebiliriz.
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Bizim gahgmamizda plazma i¢i IL-8 aktiviteleri , AHBV’li % 372 oranmda yani ¢ok
fazla bir artis oldugu goriilmektedir. KHBV’li grupta yine kontrole gore % 28 oraminda bir
artiy oldugu ve KHBV-IFN’li grupta KHBV’li gruba gore% 30’luk bir azalma ile kontrole
yaklagmug oldugu goriilmektedir. Gruplar arasindaki fark anlamh idi..(p<0.001) Yapilan bir
caligmada, IL-8, IFN- o’min antiviral etkisini inhibe ettigi rapor edilmigtir. Bu etkinin ise
tamamen doza bagmmh bir etki oldugu tesbit edilmistir. Yani bizim verilerimizdeki AHBV’li
gruptaki, proimflamatuar kemokin olan IL-8 ‘in bu orandaki artigin sebebini bu etkiye
baglayabiliriz. Bulgulardan goriildiigii gibi KHBV’li grupta bu kadar fazla artig
goriilmemektedir. Masumato ve arkadaslari(127), IL-8’in kronik hepatit B’de artis oldugunu,
Mahe ve ark. IL-8 ‘nin HBX proteininin artmasinda rolii oldugunu; II-1 - § TNF- o’nmn IL-
8in artmasim indiikledigini yaptiklar1 g¢ahgmalarda gOstermiglerdir. Bir bagka gahsmada,
Interferon alfa tedavisi alan bir kronik hepatit C’li grupta serum TNF diizeyi diisiik iken, IL-
8 diizeyi yliksek bulunmugtur (128). Cui ve ark. ‘min A, B, C viral hepatitlerinde, IL-6, IL-8,
TNF alfa diizeylerini lenfosit i¢i ¢alhismuglar ve bu ii¢ parametrenin artmg oldugunu ve IFN
alfa seviyesinin azalmi§ oldugunu ii¢ viral hepatit grubunda da gozlemislerdir. Fakatgruplar
arsinda istatistiki bir fark gézlememiglerdir (130).

Aktif monositler, nétrofillerden laktoferrini igeren ve lizozomal proteinlerin
sabmmm  saglayan IL-1 salarlar. Lactoferrin hizla demire baglanarak akut yang:
durumlarinda demir eksikligine sebep olur. BSyle durumlarda demir retikulo endoteliyal
sistemde birikir. Eger demir birikimi, hiicresel demir baglama kapasitesini agarsa, serbest
prooksidan demir Fenton reaksiyonuyla siiperoksitle reaksiyona girerek yiiksek derecede
reaktif hidroksil radikali olugturur. ROT’un viral patogenezdeki bir bagka rolii, immun
aktivasyonda hem viral enfeksiyonun eradikasyonunda, hem de immun sistemin indiikledigi
hiicre hasarinda, pozitif modulatr etkisi vardir. T lenfositlerin proliferasyonu, hiicresel
immiin yanitta anahtar bir rol oynar. Hunt ve arkadaglari, antioksidanlarm, antijen—sunucu
hiicrelerde (APC) inkiibe ettikleri T lenfositlerin proliferasyonunu inhibe etmesi iizerine
yogun ¢ahigmalar yapmgtir (102). Proliferasyonun inhibisyonu, doza bagimhdir ve rezonans
stabilize edici serbest radikal scavenger olan butylated hydroxyinasole kadar desferoxamine
ve desferrithiocin gibi demir gelatérleri ile olur. Antioksidanlar, aym zamanda antijen
yoluyla sitiimiile olup, hiicre proliferasyonu igin esansiyel yap: olan poliaminlerin sentezi
icin gerekli, hiz kitlayict enzim ornitin dekarboksilazin sentezini inhibe eder.
Antioksidanlardan aminotiyol bilesigi, sistamin (cysteamine), transkripsiyon faktdrlerinin
aktivasyonunu; T hiicre aktivasyonuyla birlikte inhibe eder (101).
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Sonuglardan da gOriildiigii lizere, eritrosit ici antioksidan enzim aktiviteleri
AHBV’de azalms, KHBV’de de (glutatyon diizeyi hari¢) artmis ve mterferon tedavisi ile de
antioksidan enzim aktiviteleri de bir miktar birlikte artmmg goriilmektedir. Fakat lenfosit igi
SOD ve GSH-Px seviyeleri, enfcksiyonun akut doneminde azaldigi, KHBV’de arttif
gozlenmis ve IFN tedavisi ile bu artma kontrole yaklagmmg oldugu goriilmektedir. Lenfosit
ici NO seviyeleri ise viral hepatitlerin daha ¢ok lenfost igi aktiviteleri degistirecegini
diigiinerek cahstigimzda gercekten de AHBV’lL grupta agin derecede artigm oldugu,
KHBV’de ve dzellikle IFN tedavisi alan grupta kontrole yaklagtigim goriiyoruz. Yine sitokin
aktivitelerine de baktifimizda, IL-1f, IL-2R, IL-6, IL-8, TNF- 0. diizeyleri, AHBV’li grupta
hepsinde artiy, KHBV’de genel olarak azalma ve IFN tedavisi ile kontrole hemen hemen
yaklastifim goriiyoruz. Bu verilerle difer ¢aligmalar arasmnda farklar gériilebilir, bu farklarm
sebepleri arasinda; gahsma kogullarmin, kullamlan reaktiflerin ve malzemelerin, Slgiim
yontemlerinin farkh olmasmdan kaynaklanabilir. Ama sonug¢ olarak sunu sdyleyebilirizki;
Hepatit B virusunda eritrosit igi ve lenfosit i¢i aktiviteler birbirleriyle ¢ok fazla parelellik
gostermemektedir. Bunun sebebini de viral enfeksiyonlarda hiicresel immun yamtm Snemli
rol oynadifi Ozellikle lenfositler araciiftyla olugan koruma mekanizmasmda CD8/ CD4
hiicre orammin roliinii, sitokinlerin aktivitesiyle birlikte aragtirarak lenfosit i¢i antioksidan
aktivitenin daha dogru sonuglar gGsterdigini sOyleyebiliriz. Lenfosit i¢i g¢ahgmanm
antioksidan aktivitede daha dogru sonuglar alnabilecegi ile ilgili Beloqui ve ark.(131) ‘nm
da plazma igi ve lenfosit i¢i glutatyon diizeylerini (glutatyon prekiirsorii) N-asetil sistein
(NAC) ile IFN tedavisinin etkinliini kiyaslamak i¢in yaptiklann ¢aligmada da bizim
¢ahgmamzla parelel olarak lenfosit i¢i bulgularm daha anlamh sonuglar verdigini
goOstermiglerdir. Antonova ve ark.(132) akut viral hepatit B ‘de yine lenfosit i¢i SOD
aktivitesi, antioksidan enzim aktivitesi, hastaligim periyodu ve siddetine gbre degistifini
gostermiglerdir. Hastahifin giddeti arttikga lenfosit i¢i metabolitlerin miktann artmakta,
enfeksiyonun giddeti azaldikga miktarda azalmakta oldugunu gostermiglerdir. Bu bulgularda
yine bizim sonuglarmmizla parelellik gdstermektedir. Lenfositlerin zelligi, viicudun immun
reaksiyonlarim1 gOstermesi nedeniyle hastahifin giddetini, prognozunu, iyilesme siirecini
aragtirmak agismdan nemlidir. Ayrica interferon tedavisinin viral hepatit B gibi 6nemli bir
hastaligm tedavisinde tek bagma yeterli olmayacifim, antioksidanlarla kombine bir tedavinin
etkili olacagim sdyleyebiliriz.

Ulkemizde (% 3.9-12.5) ve diinyada ( orta endemisitegBsteren yerlerde%2-10) bu
kadar yaygin olan ve akut hepatitin ortalama % 5’inin kroniklestigi ve bunlarin Snemli bir
kismunin siroza doniigtiigii, sirozlu olgularda da hepatoselliiller kanser gelismesi riskinin
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oldukca fazla oldufu bilinen bir gergektir. Bu yiizden, HBV’de eritrosit igi ile beraber
lenfosit i¢i antioksidan aktivitenin aragtirildign kisth denecek diizeyde gahsma oldufundan;
hem tedavi hem de teshis agisindan, Gzellikle sitokinlerle kombine aragtirmanin, gelecekte
interferon tedavisinden bagka, degisik antioksidan ajanlarm uygulanarak HBV’nin tedavi
edilmesi agisindan bu ¢alismanin 6nemli olacagim diisiinmekteyiz.
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SUMMARY:

The aim of the present study was to investigate possible involvement of oxidant stress
in the patients and treated with IFN-alpha. For this purpose we studied the Glutathion
peroxidase (GSH-Px), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity in
erythrocytes, and glutathion peroxidase (GSH-Px), superoxide dismutase (SOD) activity,
nitric Oxide (NO) concentration in lymphocytes, and IL-1B, IL-2R, IL-6, IL-8, TNF-
levels were studied in (35 % 15 ages) plazma of 30 acute (AHBYV), 30 chronic (KHBV) and
30 chronic (KHBVIFN) but interferon - a treated 30 control subjects.

Erythrocyte CAT activity of the AHBV group was found to be lower than the
erythrocyte CAT activity of the control group whereas increased value was measured for
CHBV and CHBV-IFN groups. Erythrocyte GSH-Px activity were lower in AHBV and
CHBYV but higher in CHBV-interferon a treated subjects with comparison of control. This
differencesses were statistically significant (p<0.05). There was slightly differencesses in
SOD activity of AHBV, CHBV, and CHBV-IFN a groups, but these differencesses
statistically were not significant.

Lymphocyte GSH-Px activity were found lower than the control in AHBV and
CHBV-IFN treated groups but the value was 35 % higher in CHBV group and this was
significant (p<0.001). Lymphocyte SOD activity of the AHBV and CHBV-IFN groups
were found to be lower than the control groups, but there is slightly increase in CHBV.
Lymphocyte NO levels were increased in AHBV and CHBV groups than control group but
the level of NO was decreased in CHBV-IFN treated groups. Comparison all of these
differencesses with control were found significant (p<0.001).

IL-1B, detectable in 38 % of AHBV group, but could not be detected in the other
groups. IL-6 levels were found 22.6 % increased in AHBV than control group. But could
not be detected in the others groups. IL_2R levels were increased in AHBV and CHBV-IFN
groups but were lower in CHBV group with comparison of control. IL-8 levels were
increased in AHBV and CHBV group than control groups. We found that the TNF- a levels
were increased in AHBV , CHBV and CHBV-IFN groups than control groups.

These results suggest that the Iymphocytes were found to reflect the
immune reactiveness of the body and could be used for evaluating the severity of the
disease, prognostication and the achievement of convalescence. We suggest that the
combined therapy of alpha-interferon with other agents were playing an important rol in the
treatment of hepatitis B patients.
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OZET:

Bu ¢ahgmada, Hepatit B’li hastalarda oksidatif stresin roliinii ve interferon alpha
tedavisinin eritrosit ve lenfosit antioksidan seviye ile nitrik oksit diizeyleri ve baz1 sitokin
diizeylerine etkisini aragtirmay: amagladik. Bu amagla, eritrosit glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), superoksid dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitesi; lenfosit i¢i glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), superoksid dismutaz (SOD) ve nitrik oksit (NO) metaboliti olan total
nitrit diizeyi ile ; plazma igi IL-1p, IL-2R, IL-6, IL-8, TNF- 0. diizeyini 30 akut, 30 kronik ve
30 interferon - o tedavisi alan kronik hepatit B’li hastada ve 30 kontrol grubunda
mukayeseli olarak ¢ahgtik.

Eritrosit katalaz aktivitesi; AHBV’li grupta kontrole gore diigiik iken KHBV’li ve
KHBV-IFN’li grupta kontrole gére artma oldufu oldufu goézlendi. Eritrosit GSH-Px
aktivitesi; AHBV ve KHBV’de kontrole gére diigiik iken, KHBV-IFN tedavisi alan grupta
kontrole gbre artma gdzlendi. Gruplar arasmda istatistiki olarak anlamh bir fark gézlendi.
(P< 0.05)

Eritrosit SOD aktivitesi ydniinden AHBV, KHBV ve KHBV_IFN alfa tedavisi alan
grupta kontrole gre hafif bir artig oldufu goriildii. Gruplar arasinda istatistiki olarak fark
bulunamad,

Lenfosit i¢ci GSH-Px aktivitesi; AHBV’li ve© KHBV-IFN’li grupta kontrole gdre
diigme olurken, KHBV’li grupta kontrole gdre % 35 oranmda artig oldugu gozlendi. Istatisiki
olarak anlamh fark g6zlendi (p<0.001). Lenfosit igi SOD aktiviteleri, AHBV VE KHBV-
IFN’li grupta diigik bulunurken, aksine KHBV’li grupta hafif bir artma oldugu gbézlendi.
Lenfosit i¢i NO diizeylerinde, AHBV’li ve KHBV'li gruplarda kontrole gére artma varken,
KHBV-IFN o tedavisi alan grupta KHBV’li gruba gére istatistiki olarak anlamh azalma
gdzlendi. (p<0.001)

IL-1B diizeyleri % 38 oramnda AHBV’li grupta (ort = 6.9), fakat difer gruplarda
tesbit edilemeyecek seviyede idi. IL-6 ‘de AHBV’li grupta kontrol grubundan yiiksek
bulunurken, diger gruplarda tesbit edilemiyecek diizeyde idi. IL 2R diizeyleri, AHBV’l
grupta ve KHBV-IFN’li grupta kontrol grubundan yiiksek, fakat KHBV’ li grupta
kontrolden diigiik bulundu. IL-8 diizeyleri, AHBV’de ve KHBV’de artma g6zlendi. TNF-
a diizeyleri, AHBV , KHBV and KHBV-IFN ‘li grupta kontrole gére artma gézlendi.

Bu sonuglar, lenfositlerin viicudun immun yanitim ve hastalin ilerleyigini, prognozunu
ve iyilesme siirecini tesbit etmede kullamilabileceBini g6stermektedir. Ayrica interferon alfa
tedavisi ile antioksidanlarin kombine olarak kullamlmasmm Hepatit B’nin tedavisinde etkili
olabilecegi goriiglini desteklemektedir.
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