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Harran University Medical Faculty Infectious Diseases and Clinical

Microbiology Department Specialtiy Doctorate

Evaluation of Paraoxonase and Arylesterase Activity in Chronicity of Hepatitis B

infection

Fazilet DUYGU. MD

SUMMARY

Purpose: Our purpose was to evaluate the paraoxonase and arylesterase enzymatic activity in
following Hepatitis B patients in different stages . Tests are measured in both chronic hepatitis
B patients and healthy subjects.

Material and Method: Subjects admitted to Harran University Medical Faculty Infectious
Diseases Department outpatient clinic between 18-65 years of age are included in the study.
Of the 80 patients 40 were Hepatitis B carrier and remaining 40 were chronic hepatitis B
patients. Control group were 40 healthy subjects. After ethical committee approval serum
samples of 120 subjects were analysed for paraoxonase and arylesterase enzymatic activity.

SPSS for windows 11.5. is used for statistical analyses.

Results: When the disease gets progressed to chronic stage, due to increased oxidative stress,
both enzymes having antioxidant activitiy decreased in amount in patients serum samples.
Conclusion: So paraoxonase and arylesterase enzyme measurements can be thought to use in
follow up of patients in hepatitis B infection but further investiagtions are needed.

Key Words : Chronic Hepatitis B, Hepatitis B Virus, ALT, ALT, paroxonase, arylesterase.
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Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Uzmanhk Tezi

HEPATIT B ENFEKSIYONUNUN KRONIKLESMESINDE PARAOKSONAZ
VE ARILESTERAZ AKTIiVITELERININ DEGERLENDIRILMESI
Dr. Fazilet DUYGU

OZET

Amag: Kronik hepatit B enfeksiyonunun farkli formlar1 ve saglikli erigkinlerde paraoksonaz
ve arilesteraz  aktivitelerinin  Olciilerek  hastalifin  takibinde kullanilabilirliginin
degerlendirilmesi amaglandi.

Materyal ve Metod: Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji Poliklinigine Ocak 2009- Haziran 2009 tarihleri arasinda bagvuran 15-65
yaslarindaki hepatit B tasiyicisi 40 hasta ve kronik aktif hepatit B tanisi alan 40 hasta, ayrica
kontrol grubu olarak 40 saglikli erigskin bu caligmaya katildi. Etik kurul onay1 alinarak hasta
ve saglikli grubun serumlarinda paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri 6l¢iildii. Sonuglar
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 11.5 programi kullanilarak
degerlendirildi.

Bulgular: Hastalik kroniklestikce, artan oksidatif strese bagli oksidatif hasari 6nlemek i¢in
antioksidan aktiviteye sahip her iki enzimin tiiketildigi ve buna bagli olarak da her iki enzim
aktivitesinin azaldig1 gosterildi.

Sonu¢: Paraoksonaz ve arilesteraz enzimlerinin, hepatit B enfeksiyonunun takibinde
kullanilabilecek biyokimyasal parametreler oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak daha genis
populasyonlarla yapilacak caligmalara gerek vardir.

Anahtar kelimeler: Kronik hepatit B enfeksiyonu, Hepatit B Virisii (HBV), ALT,

paraoksonaz, arilesteraz,

Vil



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasinda bana destek olan tez danigmanlarim Enfeksiyon Hastaliklar1
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani Yrd.Dog.Dr. Siida TEKIN KORUK ve
Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilim Dali 6gretim tiyesi Prof. Dr. Nurten AKSOY
hocalarima, Halk Sagligi Anabilim Dal1 8gretim iiyelerinden Yrd.Dog.Dr. ibrahim KORUK ‘a
ve Prof. Dr. Ozcan EREL hocama tesekkiir ederim.

Birlikte calismaktan kivang duydugum bdliim arkadaglarim Dr. Gékhan Unutmaz, Dr.
Leman KARAAGAC, Dr. Oznur TAVSAN, Dr. Melek HAMIDANOGLU ve Dr. Celal
CALISIR‘a, Enfeksiyon Kontrol Komitesi Hemsiresi Leyla YILMAZ’a, caligmalarim
sirasinda yardimlarini esirgemeyen boliim sekreterimiz Giilender AYKUTLU’ya, degerli
arkadaslarim Dr. Hale CAKIR, Tevhide ARABACI, Niyet COSAR, Nejla CELIK, Abdullah
TASKIN ve tiim biyokimya personeline, birlikte calistiimiz tiim yardimci hastane
personeline tesekkiir ederim.

Sevgili aileme, her zaman destegini hissettigim hayat arkadasim Halit DUYGU’ya ve

yasama sevincim ¢ocuklarima tesekkiir ederim.

Dr. Fazilet DUYGU
2010



ICINDEKILER

Tesekkiir

Icindekiler

Kisaltmalar

Sekiller Dizini

Tablolar Dizini

Ozet

Abstract

1. Giris Ve Amag

2. Genel Bilgiler

2.1. Hepatit B Viriisi

2.1.1. Tarihge
2.1.2. Virion Yapisi Ve Genomik Organizasyonu

2.1.3. HBV Mutantlari

2.1.4. HBV Antijenleri
2.1.5. Duyarhilik Ve Direng
2.1.6. Patogenez
2.1.7. Epidemiyoloji
2.1.8. Bulasma Yollar1
2.1.9. Klinik Belirti Ve Bulgular
2.1.10. Kronik HBV Enfeksiyonu Evreleri

2.1.10.1. immiin Tolerans Evresi (Replikatif Donem)

2.1.10.2. Immiin Klirens Evresi (HBeAg Pozitif Kronik Hepatit)
2.1.10.3. Inaktif HBsAg Tastyicilik Evresi (Nonreplikatif Dénem)

2.1.10.4. Reaktivasyon Evresi (HBeAg Negatif KHB)

2.1.11. HBV Enfeksiyonunda Mikrobiyolojik
2.1.11.1. Serolojik Tan1 Y6ntemleri
2.1.11.2 Molekiiler Tan1 Y 6ntemleri

I

SayfaNo

II-111

10

10-11
11
11-13

13
13-14
14-15



2.1.12. HBV Enfeksiyonunda Tedavi 15

2.1.12.1. Akut HBV Enfeksiyonunda Tedavi 15-16
2.1.12.2. Kronik HBV Enfeksiyonunda Tedavi 16
2.1.12.3. Inaktif Hepatit B Enfeksiyonunda Tedavi 16
2.2. Paraoksonaz /Arilesteraz (PON 1) 17
2.2.1. Tarihge 17
2.2.2. Genetik Ve Polimorfizim 17-18
2.2.3. Yap1 ve Etki 18-19
2.2.4. Ponl’in Diger Isimleri 19
3. Materyal Ve Metod 19
3.1. Hasta Secimi 19-20
3.2. Calisma Gruplarinin Tanimlanmasi 20
3.3. Calismaya Alinmama Kriterleri 21
3.4. Orneklerin Alim1 Ve Hazirlanmasi 21
3.5. Kullanilan Cihaz Ve Aletler 21-22
3.6. Kullanilan Kimyasal Maddeler 22
3.7. Calisma Y Ontemi 23
3.7.1. Paraoksonaz Aktivitesinin Ol¢iimii 23
3.7.2. Arilesteraz Aktivitesinin Olgiimii 24
3.8. Istatistiksel incelemeler 24
4. Bulgular 25-31
5. Tartisma 32-35
6. Sonug 36
7. Kaynaklar 37-44

111



KISALTMALAR

ALT

Anti HBc IgG
Anti HBc IgM
Anti HBe
Anti HBs
DNA

ELISA

HDL

HBcAg
HBeAg
HBsAg

HBV

HBV DNA
HCV

HSK

LDL

PCR

PON1

RNA

RT

Alanin aminotransferaz

Hepatit B viriis kor IgG antikoru
Hepatit B viriis kor IgM antikoru
Hepatit B viriis e antikoru
Hepatit B virlis yiizey antikoru
Deoksiribontikleik asit
Enzyme-linked immunosorbent assay
High density lipoprotein

Hepatit B kor antijeni

Hepatit B e antijeni

Hepatit B ylizey antijeni

Hepatit B viriisii

Hepatit B viriis DNA

Hepatit C viriisii

Hepatoseliiler karsinom

Low density lipoprotein
Polimeraz zincir reaksiyonu
Paraoksonaz

Riboniikleik Asit

Revers transkriptaz

v



SEKILLER DiZINi Sayfa No

Sekil 1. HBV Molekiiler Virolojisi 3

Sekil 2. KHB Enfeksiyonunun Seyrinde Goriilen Donemler 12
Sekil 3. Insan Paraoksonazinin Yapisi 18
Sekil 4. Gruplarda Paraoksonaz Diizeyleri 27
Sekil 5. Gruplarda Paraoksonaz Diizeyleri 27
Sekil 6. Gruplarda Ailesteraz Diizeyleri 28
Sekil 7. Gruplarda Ailesteraz Diizeyleri 29
Sekil 8. Gruplarda ALT Diizeyleri 30
Sekil 9. Gruplarda HDL Diizeyleri 30
Sekil 10. Gruplarda LDL Diizeyleri 31



TABLOLAR DIZINi Sayfa No

Tablo 1. Hepatit B Viriis Genotip Ve Alt Tiplerinin Cografik Dagilimlart 4

Tablo 2. KHB’nin Siroza Progresyon Riskini Artiran Faktorler 13
Tablo 3. HBV Enfeksiyonunda Gériilen Serolojik Profiller 14
Tablo 4. Hasta Ve Kontrol Gruplarinin Yas Ve Cinsiyet Analizleri 25
Tablo 5. Calisma Gruplarina Gére Sonuglar Ve P Degerleri 26

VI



1. GIRIS ve AMAC

Kronik viral hepatit etkeni olan hepatit B (HBV) viriisii, karaciger hiicresinde yaptigi

nekroinflamasyon ve replikasyon sonucu, fibrozis, siroz ve hepatoselliiler kansere neden olan
onemli bir patojendir. Kronik Hepatit B enfeksiyonu, diinyada 400 milyondan fazla insani
etkileyen bir halk sagligi sorunudur (1, 2). Etkili bir asis1 olmasina, tani ve tedavi
yontemlerindeki gelismelere ragmen onemini korumaktadir (1).
Hastalik takibinde kullanilan ALT ve AST gibi biyokimyasal parametreler kroniklesmeyi
gostermede yetersiz kalmaktadir. HBV enfeksiyonunun tanisinda cesitli biyokimyasal,
serolojik testler ve niikleik asit amplifikasyon testleri kullanilmaktadir. Ancak kesin tani,
invaziv bir islem olan karaciger biyopsi materyalinin histopatolojik olarak incelenmesiyle
konmaktadir. Bu yontemin, komplikasyon riski olmasi, islem sonrasi izlem gerektirmesi ve
gec sonuglanmasi gibi komplikasyonlar1 vardir (3).

Insan serum paraoksonazi (PON1); HDL’ nin igerdigi apo A-I ile yakin iliskileri olan,
lipid peroksidasyon iirlinlerinin birikmesini azaltan diger bir deyisle LDL’deki okside olmus
lipidleri hidroliz eden, antioksidan etki gosterdigi bilinen, enzim aktivitesi kalsiyuma bagiml
karacigerden sentezlenen esterazdir (4). Kroniklesme patogenezi tam olarak agiklanamayan
kronik viral hepatitlerde, oksidatif stresin hiicre harabiyetinde, DNA ve RNA hasarindaki roli
deneysel ¢alismalarla ortaya konmustur (5).

Bu calismada, PONI enziminin paraoksanaz arilesteraz enzim aktivitelerinin hepatit B
enfeksiyonunun  farkli  klinik  formlarinda  Olglilmesi  ve  degerlendirilmesiyle
kroniklesme/fibrozise gidis arasindaki iliski ve tanisal parametre olarak kullanilabilirliginin

arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatit B Viriisii

2.1.1. Tarihce

Viral hepatit ilk olarak M.O.5. yiizyilda tanimlanmus bir hastaliktir. Hepatit B viriisii
(HBV) ile enfekte olmus kisilerle ilgili bilgilerin ilk kez Hipokrat tarafindan ortaya kondugu
bilinmektedir (6).

HBYV ilk defa Blumberg ve arkadaslari tarafindan 1965 yilinda “Avusturalya (Au)
Antijeni” olarak tanimlanan bir serum proteini olarak rapor edilmis, 1970 yilinda ise tiim
virionun elektron mikroskopik goriintiileri saptanarak “Dane Partikiilleri” adin1 almistir. HBV
infeksiyoz partikiilii olan 42 nm biiyiikliiglindeki Dane partikiilleri disinda 22 nm’lik sferik ve
22 x 100-200 nm biiyiikliigiindeki filamentoz partikiiller de elektron mikroskobunda tarif
edilmis, bunu izleyen yillarda gesitli ¢aligmalarda viriisiin genomik yapis1 ve proteinleri tespit

edilmistir (7).

HBV kanatli ve memelilerde enfeksiyon olusturan, genom organizasyonu, doku
tropizmi ve replikasyon stratejisi agisindan birbirine benzerlikler gosteren ¢esitli viriislerden
olusan Hepadnaviridae ailesinde siniflandirilmaktadir ve bu ailenin prototip tiyesidir. HBV
sadece insan ve sempanzelerin karacigerlerinde enfeksiyon olusturur. Ordekler ve sincaplarda

da hepatit B virtisleri tarif edilmistir (8).



2.1.2. Virion yapis1 ve genomik organizasyonu

HBYV kiigiik, zarfl1 bir DNA viriisiidiir. Viral genom yaklasik 3200 niikleotidten olusan
oldukea kiiclik ve kismen c¢ift ( = % 70), kismen tek iplikli ( = % 30) cembersel DNA’dan
olusur ve ikozahedral bir kapsid igerisinde bulunur; bunun disinda da ¢ farkl yiizey
antijenini tasiyan lipid yapili zarf yer alir. HBV bir DNA viriisii olmasina karsin Revers
Transkriptaz (RT) enzimi kodlar ve RNA aracisi {lizerinden replike olur. Zarfli bir viriis
olmasina ragmen eter, diisiik pH, 1s1, dondurma ve ¢6zmeye oldukca direnclidir. Bu 6zellikler
viriisiin kisiden kisiye gecisteki etkinligine katkida bulunur ve dezenfektan direncini saglar

(8.,9).
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Sekil 1. HBV Molekiiler Virolojisi (10)

Hepatit B viriisti, 3200 niikleotidden olusan genomik yapisi nedeniyle, bilinen tiim
hayvan DNA viriisleri i¢inde genomu en kiiciik olan viriistiir. Hepatotropiktir, bununla birlikte
karaciger dis1 doku ve organ tutulumu (lenf bezleri, periferik kan mononiikleer hiicreleri, dalak, kemik
iligi vb.) da so6z konusudur. HBV ile enfekte hastalarin kanlar1 elektron mikroskobunda
incelendiginde; biiytikliik, yap1 ve miktar bakimmdan birbirine benzemeyen {i¢ ayr1 viral partikiil

varligi gosterilmistir (1).



a) Yaklasik 42 nm capinda, enfektif 6zellikte, tam bir virion yapisinda kiiresel sekilli, Dane

partikiilleri;
b) Yaklasik 22 nm ¢apinda, i¢inde niikleik asit bulunmayan, non-enfektif, kiiresel partikiiller.

¢) Ozellikle replikasyonun oldugu kisilerin serumunda bulunan, 22 nm ¢apinda, 50-500 nm

uzunlugunda niikleik asit icermeyen, non-enfektif, tiibiiler partikiillerdir (1, 11, 12).

Her {i¢ partikiil de immiinojeniktir ve anti-HBs antikorlar1 ile reaksiyon verirler. Enfekte
konak serumunda yiiksek miktarda (200-500 pg/ml) saptanabilen HBsAg adi verilen ortak
yiizey antijeni igerirler (13).

HBV genomlan arasinda farkliliklar oldugu molekiiler caligmalarla gdsterilmis ve A
‘dan H’ ye kadar siralanan sekiz genotip belirlenmistir. Genotip A Kuzeybati Avrupa, Sahra
Alt1 Afrika ve Amerika’da, genotip B ve C siklikla Gilineydogu Asya, Okyanusya’da, genotip D
Akdeniz Ulkeleri, Bat1 Asya ve Giiney Amerika’da daha sik goriilmektedir. Genotip E Bat1 Afrika
ile sinirlidir. Genotip F Orta ve Giiney Amerika’da saptanmig nadir bir genotiptir. Genotip G ve H
dagilim ile ilgili yeterli bilgi yoktur (14, 15,16) (tablo 2). Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar, genotip
D’nin iilkemizde yaygin oldugunu goéstermektedir.Ulkemizde goriilen alt tip ise ayw olarak

saptanmustir (17, 18).

Tablo 1. Hepatit B viriis Genotip ve Alt Tiplerinin Cografik Dagilimlar1

Tip |Alttip Cografik Dagilim
A Bladw, adw2, aywl ABD, Kuzey Avrupa,Orta Afrika
C Dladw2, aywl C in, Endonezya, Vietnam, Tayvan
E  Fladr, ayr Akdeniz, Orta Dogu, Hindistan
G |ayw2, ayw3 Cin, Kore, Japonya, Vietnam
ayw4 Bat1 Afrika
adw4 Polonezya adalar1, Giiney Amerika
adw?2 Avrupa, ABD(nadir)




2.1.3. HBV Mutantlari

HBV enfeksiyonu, Insan Immiinyetmezlik Viriisii (HIV) ve Hepatit C Viriisii (HCV)
gibi yiiksek diizeyde virion iiretimi ve yikimi ile karekterizedir. flaglar ya da immiin sistem
tarafindan baskilanmazsa giinde yaklagik 10" virion olustugu tahmin edilmektedir (19, 20).
Yiiksek virion {iretimi olmasma karsin HBV RT (Reverse Transcriptase) enziminin
proofreading aktivitesinin olmamasi, replikasyonda yliksek diizeyde hata olusmasina neden
olmaktadir. HBV Polimerazinin hata orani, yilda niikleotid basma 1.4x10°-5x10° ile DNA
viriislerinden 10 kat yiiksektir (21).

Olusan viral mutantlara bagli olarak enfekte kisideki viriis popiilasyonu genetik olarak
yakin ancak birbirinden farkli 6zellikler tagiyan varyantlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Konakta virlise avantaj saglayan mutasyonu tasityan virlisler segilerek baskin popiilasyon

haline gelmektedir (1, 2, 22).

2.1.4. HBV Antijenleri

A.. Yizey (kilif) proteinleri ve HBsAg: HBV’nin S geni tarafindan kodlanan ylizey
proteinleri alt1 farkli  polipeptitden olusur. Bu proteinler partikiil yiizeyinde
farkli oranlarda bulunurlar. HBV enfeksiyonunda S proteinine karst antikor olugmasi

hastaliktan koruyucudur (1).

B. Kor (niikleokapsid) proteinleri: HBcAg ve HBeAg: Ortak determinantlara sahip bu iki
proteinin antijenik Ozellikleri farklidir. HBcAg sadece karacigerde bulunmasina ragmen
dolasimda bulunan HBeAg’i albumin, immiinglobulin ve a-antitripsinle baglanir, yapisindaki
HBcAg ile ilgili yapilar maskelenir ve anti-HBe (Hepatit B viriis e antikoru) ile reaksiyon verir.

HBeAg’nin goérevi tam olarak bilinmese de replikasyon i¢in gerekli degildir (1).

HBcAg, intraselliiler yerlesimlidir. HBcAg dolasimda sadece Dane partikiilleri ig¢inde

bulundugundan serolojik olarak tespit edilemez. Ancak aktif hastalik doneminde ve asir1 viral



replikasyon gosteren olgularda stoplazmada gosterilebilir. Her iki proteinin de immiinojen
ozelligi vardir. HBcAg’nin immiinojenitesi HBsAg’den daha fazla oldugundan, T hiicre
bagimsiz antijen 6zelligi vardir. HBV kor proteini kronik hepatit B’de immdiin yanit i¢in ana

hedeftir (1).

C. P proteini: HBV genomunun yaklasitk %75’ini olusturan P geni tarafindan
kodlanir. P proteini, RT, endoniikleaz, DNA ve RNA (Riboniikleik asit) bagimli polimeraz

aktivitesine sahiptir. DNA sarmalinin sentezinde diizenleyici roli vardir (1).

D. X proteini (HBx): HBV genomundaki en kiiciik gen bolgesi olan X geni iirlinii
olan X proteini, viriis replikasyonu i¢in gereklidir. HBx viral genom transkripsiyonunda
aktivator role sahiptir. Hepatit B x antijeni (HBxAg) nin tiimdr siipresdr gen iiriiniiniin (p53)

islevini bozarak HSK gelisiminde etkili oldugu diistiniilmektedir (1).

2.1.5. Duyarhhlik-direng

HBYV, serum i¢inde 30-32°C’de 6 ay, -20°C’de ise 15 yil canliligin1 korur. Serum
icinde 60°C ‘ye 4 saat dayanabilir. Kurutulmus virlis 25°C’de saklandiginda 1 hafta siireyle
canliligmi devam ettirir. Kuru sicak hava ile 180°C ‘de | saatte, otoklavda 121°C’de 15
dakikada, kaynatma ile 10-20 dakikada inaktive olur (23).

Virtiisiin, 500 ppm klor soliisyonunda 10 dakikada, %0.1-2 siv1 gluteraldehid, %70 izopropil
alkol, %80 etil alkolde 2 dakikada inaktive oldugu gosterilmistir (23).

2.1.6. Patogenez

Viriisler tarafindan karacigerde olusturulan hasarin mekanizmas: tam olarak
bilinmemektedir. Kronik HBV enfeksiyonlarinda meydana gelen karaciger hasar1 ¢ogu kez

immiin sistem ve HBV ile enfekte hepatositlerin etkilesimine baglidir. Interferon alfa, beta,



gama, Tiimor Nekrozis Faktor (TNF) - alfa gibi antiviral sitokinler viriislin temizlenmesinde
onemli rol oynarken, enfekte hepatositlerin sitotoksik T lenfositlerince ortadan kaldirilmast,

hem viriisiin temizlenmesine hem de siiregelen karaciger hasarina katkida bulunmaktadir (24).

Kronik HBV enfeksiyonunda periferik sitotoksik T lenfositi yaniti gogunlukla diisiik
diizeyde ya da etkisizdir. Kronik B hepatiti izlenen kisilerde Interlokin-4, Interldkin-5,
Interlokin-10 salgilanmas ile karekterize tip 2 yardimer T lenfositi yaniti énde olmakta, buna
bagli olarak da viriisiin sitotoksik T lenfositleri etkisiyle temizlenmesi yerine humoral yanita
yonlenmis bir bagisiklik s6z konusu olmaktadir. intrahepatik yerlesim gosteren HBV-spesifik
sitotoksik T lenfositleri kronik enfeksiyonlarda da saptanmakta ve enfeksiyonun
alevlenmelerinden sorumlu oldugu diisliniilmektedir. Buna karsin kronik B hepatitinde

hiicresel sitotoksik yanit viriisii temizlemekte yetersiz kalmaktadir (25,26).

2.1.7. Epidemiyoloji

Hepatit B Viriisii (HBV) akut / kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinomun
onemli etkenlerinden birisidir. Tiim diinyada 400 milyondan fazla insanin HBV ile kronik
olarak enfekte oldugu ve her sene izlenen 530.000 hepatoseliiler karsinom olgusunun
316.000’inin HBV ile iliskili oldugu bilinmektedir (2). Her yil diinyada 1.000.000 yaklasan
sayida kisi, HBV enfeksiyonu ile ilgili komplikasyonlardan kaybedilmektedir. Etkili bir asisi
olan HBV enfeksiyonlar1 biitiin diinyada ciddi bir halk sagligi sorunu olarak Onemini
stirdiirmektedir (2). Hastaligin yayginligi, ciddi morbidite ve mortaliteye neden olmasi

yaninda tedavisindeki zorluklar da hastaligi 6nemli bir saglik sorunu haline getirmektedir.

Diinya niifusunun %35°1 hepatit B viriisii (HBV) tasiyicisidir ve KHB Enfeksiyonu
Diinya Saglhk Orgiiti (DSO) tarafindan &liim nedenleri arasinda dokuzuncu sirada
gosterilmektedir (27). Asya, Afrika ve Pasifik kiyillarinda HBV’ye bagl hastaliklar en 6nemli

i¢ 6liim nedeninden biridir (3).

Tiirkiye niifusunun yaklasik %35-6 ’s1 HBV tasiyicisidir. Her 3 kisiden birisi de HBV
enfeksiyonu ile karsilasmistir. Tiirkiye’de HBsAg (HBV yiizey antijeni) seroprevalansi %3,9-



12,5 arasinda olup yaklasik 3-4 milyon insanin HBV tasiyicist oldugu tahmin edilmektedir.
Ulkemizde anti-HBs pozitifligi ise %20,6 ile %56,3 arasindadir (28, 29).

Ulkemizde toplumun genelinde yapilan taramalardaHBsAg pozitifligi %]1.7-21
arasinda bulunmustur (30). Yine iilkemizde yapilan calismalarda,en yiiksek oranda (%8.6)
kronik HBV Enfeksiyonu 40-59 yas aras1 erkeklerde goriilmiistiir (31). Bat1 bolgelerinde %2-
4, Dogu, Giineydogu Anadolu bolgelerinde %4-8 civarindadir (%3.9-12.5). Diger Akdeniz
iilkelerinde oldugu gibi {ilkemizde de genotip D daha sik goriiliir (32, 33, 34, 35,).

Sanlurfa ilinde yapilan ¢alismalarda HBsAg oran1 %6.9 ile %20 arasinda degisen
oranlarda bulunmustur. Harran Universitesi Tip Fakiiltesi tarafindan yapilan 1070 kisinin
degerlendirildigi kesitsel calismada HBsAg seropozitifligi %4.2 olarak bulunmustur (37).
Sanlurfa’da berber ve kuaforlerde HBs Ag prevalansini aragtiran diger bir ¢aligmada da
HBsAg pozitifligi %3.4 olarak bulunmustur (38).

Ulkemizde en sik goriilen serolojik subtip ayw’dir. Tiirkiye HBsAg tastyicilig

bakimindan diinyada orta derecede endemik sayilabilecek durumdadir (39, 40).

2.1.8. Bulasma Yollar

Viriisiin tek 6nemli rezervuari insandir. HBV nin dort ana bulagsma yolu vardir; enfekte
kan ya da viicut salgilar1 ile parenteral temas (perkiitan), cinsel temas, enfekte anneden yeni
dogana bulasma (perinatal-vertikal), enfekte kisilerle cinsellik igcermeyen yakin temas

(horizontal) (1, 41).

2.1.9. Klinik Belirti ve Bulgular

Hepatit B enfeksiyonu, asemptomatik enfeksiyondan fulminan karaciger hastalifina

kadar degisebilen farkli klinik seyir gostermektedir. Hastalik c¢ocuklarda ve genglerde



yetiskinlere gore daha hafif ve asemptomatik olarak seyretmektedir. HBV enfeksiyonunun 4
yasin altindaki c¢ocuklarda %90, 30 yasin {izerindeki yetiskinlerde ise 2/3 oraninda
asemptomatik olarak gecirildigi bildirilmektedir (42).

Kronik Hepatit B enfeksiyonu biiylik cogunlugu asemptomatiktir ve hastalar genellikle
enfekte olduklarinin farkinda degildirler. Hastalarin bir kismi1 halsizlik, yorgunluk, bulanti, {ist
kadranda abdominal agri, kas ve eklem agrilar1 gibi spesifik olmayan sikayetlerle basvurabilir.
Ayrica hastalarda anksiyete basta olmak iizere bir takim psikiatrik semptomlar, endise hali,
diisiincelerini  yogunlastirmada giigliilk, kas gerginligi, uyku bozukluklar1 ve depresyon
gorilebilir (43). Bu bulgularin hastalarin yagam kalitesini olumsuz etkiledigi, mental ve genel
saglik skorlarinda normal kontrollere gore daha diisiikliige sebep oldugu gosterilmistir (44,

48).

Akut hepatit B enfeksiyonu subklinik, anikterik hepatit, ikterik hepatit seklinde olabilir.
Cogu kronik hepatit B hastasinin dekompanse siroz gelismedigi siirece belirgin bir semptomu
olmaz. Semptomlar akut hepatitte oldugu gibi genellikle 6zgiil olmayan semptomlardir.
Cabuk yorulma, halsizlik, kas agrilari, bulanti, istah degisiklikleri baglica semptomlardir.

Fizik muayeneleri normal olabilir (3).

Kronik hepatitli hastalarin bir kismi siroza ilerledigi i¢in hastalarda karaciger sirozuna
ait semptomlar da olabilir. Sirozu olan hastalarda sarilik, splenomegali, asit, spider anjioma,

periferik 6dem ve ensefalopati goriilebilir (45)

KHB hastalarinin %10-20’sinde dolagan immiin komplekslere bagli oldugu diisiiniilen
karaciger dis1 bulgular olabilir. En 6nemli karaciger dis1 iki komplikasyon poliarteritis nodosa
ve glomeriilonefrittir (46). Kronik hepatit B enfeksiyonunda asemptomatik tasiyicilik, kronik
hepatit, siroz ve HSK goriilebilir. Akut ve kronik formlarin her ikisinin seyrinde de karaciger

dis1 bulgular goriilebilir (47).

HBV Enfeksiyonunun klinik bulgular1 enfeksiyonun oldugu yasa, HBV replikasyon

hizina ve konagin immiin durumuna baglhidir (48).



2.1.10. Kronik HBV Enfeksiyonu Evreleri

Kronik HBV enfeksiyonun dogal seyrinde dért evre bulunmaktadir : immiin tolerans,
immiin klirens (HBeAg pozitif KHB), inaktif tasiyicilik, reaktivasyon (HBeAg negatif KHB)
Her hastada her evre goriilmeyebilir (Sekil 2).

2.1.10.1. immiin Tolerans Evresi (Replikatif Donem)

Bu evrede klinik ve patolojik degisiklikler az, buna karsin HBV replikasyonu yiiksek
orandadir. HBV-DNA yiiksek seviyede, HBeAg pozitif, anti-HBe negatif, alanin
aminotransferaz (ALT) diizeyi normal ve karaciger biyopsisinde herhangi bir 6zellik yoktur

(49, 50).

Perinatal kazanilmig HBV enfeksiyonunda bu donem 10-40 yil devam edebilir.
Kendiliginden veya tedaviyle HBeAg serokonversiyonu (HBeAg’'nin negatiflesip, anti-HBe
olugmasi) goriilebilir (her y11<%5) (51).

Cocukluk veya erigkinde kazanilmig HBV Enfeksiyonunda immiin tolerans evresi kisa

stirer veya hi¢ olmaz.

2.1.10.2. immiin Klirens Evresi (HBeAg Pozitif Kronik Hepatit)

Bu evrede karacigerde inflamasyon olur ve serum ALT diizeyi artar. Viriisle enfekte
hepatositler immiin sistem tarafindan temizlenir (52). Komplikasyon olarak hepatik

dekompanzasyon meydana gelebilir (53).
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Bu asamada ALT yiiksekligi ve hepatit gelisimi, konagin HBV’ye karsi immiin yaniti
nedeniyle olur. ALT diizeyinin yiiksek olmast HBV’ye karst immiin yanitin siddetini ve
yaygin hepatosit hasarini1 gostermektedir. Bu olaym devaminda ise HBeAg serokonversiyonu
ve/veya HBV-DNA’da negatiflesme goriiliir. HBeAg serokonversiyonunun olmasi ise % 85

oraninda klinik remisyon (inaktif kronik HBV enfeksiyonu) anlamina gelmektedir (54, 55).

Immiin klirens déneminin siiresi ve hepatit alevlenme sikligi ile siroz ve HSK gelisme
riski arasinda iligski vardir . Hepatit alevlenme tekrarlamasi erkeklerde daha fazla olur. Bu
durum, HBV’ye bagli siroz ve HSK’nin erkeklerde kadinlardan neden daha sik oldugunu
aciklayabilir (56).

2.1.10.3. Inaktif HBsAg Tasiyicilik Evresi (Nonreplikatif Donem)

Bu evrede HBeAg yoktur, anti-HBe olusmustur, ALT normaldir ve HBV-DNA diisiik
veya Olciilemeyecek diizeydedir. Karaciger biyopsisi genellikle hafif hepatit ve minimal
fibrozisi gosterir. Nonreplikatif donemde HBeAg serokonversiyonu gelisen hastalarda

yillik %0,1-2 oraninda HBsAg kaybi gelisebilir (57).

2.1.10.4. Reaktivasyon Evresi (HBeAg Negatif KHB)

Bu donemde HBeAg negatif, anti-HBe pozitif, HBV-DNA yiiksek ve ALT artmistir.
Karacigerde nekroinflamasyon devam eder (58). Bu evredeki hastalar genelde yaslidir ve ileri
evre karaciger hastaliklari mevcuttur. Reaktivasyon kendiliginden veya immiin supresyon

sonucu olabilir (59,60).
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Sekil 2 : KHB enfeksiyonunun seyrinde goriilen dénemler (61).

HEeAg =

— Anti-HBe

HOY DMA

Tmnmm frmmm tnaktir

EDIEkE Edirens Tasivicihik s

KHB enfeksiyonu olan hastalarda spontan HBsAg serokonversiyonu yilda %0,5-1

oraninda bildirilmistir (62, 63). Kronik Hepatit B hastalarinin yaklasik olarak %15-40’1 siroz

ve son donem karaciger hastaligina ilerler (64).

Kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda HSK gelisme riski 10-390 kat artmistir (65).

Siroz olanlarda HSK gelisme riskinin her yil i¢in %2,5-5 arasinda oldugu bildirilmektedir (66).

Asya’dan yapilan yayinlarda KHB’si olan hastalarda HSK gelisme riskinin ortalama 200 kat

arttig1 belirtilmektedir (67). KHB’li hastalarda siroza progresyon riskini artiran faktorler tablo

2’de gosterilmistir (61, 68, 69, 70).

HSK genellikle siroz zemininde gelismesine karsin %10 kadar hastada siroz olmadan

da gelisebildigi goriilmektedir (68, 69).
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Tablo 2. KHB’nin siroza progresyon riskini artiran faktorler.

Konak faktorleri Viral faktorler Cevresel Faktorler

fleri yas™ . Yiiksek HBV *replikasyonui Eslik Eden Enfeksiyon

Erkek cinsiyet Genotip C>B (HCV , HDV, HIV)

Immiin durum Mutant HBV Alkol bagimlihgr”

Tan1 yas1 Diyabetes mellitus”
Obezite™

*: Calismalarla kanitlanmas.

*#: Kanitlanmamas.

Kronik HBV enfeksiyonunun dogal seyri viriis replikasyonu ve konagin immiin yaniti

arasindaki karsilikli etkilesime baglidir.

2.1.11. HBV Enfeksiyonunda Mikrobiyolojik Tani

2.1.11.1. Serolojik Tan1 Yontemleri

HBYV ile enfeksiyon olustugunda organizmada viriise ait ¢esitli antijenlere (HBsAg,
HBcAg ve HBeAg) karsi antikorlar meydana gelmektedir. HBV enfeksiyonlarinin 6zgiil
tanisimmt  koymak amaciyla hasta serumunda bu antijenlerin ve antikorlarin varligi

arastirilmaktadir. Bu amagla ELISA testleri kullaniimaktadir (3, 71).

ELISA test sonuglarina gore hastalik tanisi, tablo 3’e gére yapilir (71, 72).
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Tablo 3 : HBV enfeksiyonunda goriilen serolojik profiller

HBzAg Anti-HB3s HBeAg Anti-HRe AntiHBc Anti-HBe

IeM IeC

Inkubasyon perivedu + - + - - -

Akut enfeksivon + - + - + -

Akm enfeksivon pencere - - - - + +-

damemi

Akutenf. nekahat denens - - - + + +

Kronik enfeksiyon + - - + - +

infektivite (-)

Emalk enfeksiyon + - + - - +

infelkativite(+)

Emadk enfeksiyon - - - + - +

Geginlnug enfeksiyon - + - +H- - +

Astile immunte - + - - - -

Hastanin serolojik test sonuglarina gére yorum yapmak bazen ¢ok kolay olabilmekte,
ancak zaman zaman beklenmeyen sonuclarla karsilasilabilmektedir. Bu nedenle serolojik
gostergelere gore durumu degerlendirirken yorumlamayi ¢ok dikkatli yapmak gerekmektedir.
Gerek duyuldugunda molekiiler tan1 yontemlerinden de yararlanarak yorum dogru bir sekilde

yapilmaya c¢alisilmalidir (71).

2.1.11.2. Molekiiler Tam Yontemleri

Giliniimiizde HBV ile ilgili caligmalarda molekiiler yontemler kullanilarak HBV DNA
arastirilmasi gittikce yayginlasmaktadir. Hem kalitatif hem de kantitatif yonden HBV DNA
arastirilabilmektedir. Bu testler serumda 10 kopya/ml gibi az bir viriis miktarin1 bile
saptayacak kadar yiiksek duyarhiliktadir. Ancak cesitli kantitatif test sonuglar1 arasinda

standardizasyon sorunu bulunmaktadir (3).
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Molekiiler yontemlerin kullanim alanlari; serolojik yontemlerin tanida yetersiz kaldig:
durumlar, mutant suslarin tespiti, antiviral ila¢ direncinin belirlenmesi, antiviral tedaviye karar

verme ve tedavinin izlenmesi ve genotip tayini olarak 6zetlenebilir (3, 71).

2.1.12. HBV Enfeksiyonunda Tedavi

2.1.12.1. Akut HBV Enfeksiyonunda Tedavi

Akut HBV enfeksiyonunda oncelikli tedavi destek tedavisidir. Rutin olmamakla
beraber ciddi seyirli akut hepatit B vakalarinda antiviral ajanlarin kullanilabilecegi ileri

stiriilmektedir (71).

2.1.12.2. Kronik HBV Enfeksiyonunda Tedavi

Kronik aktif HBV enfeksiyonunun antiviral tedavisindeki ana hedef, HBV DNA ve
HBeAg‘in kaybolmas1 ile viral replikasyonun inhibisyonudur. Ikincil hedefler ise,
semptomlart azaltmak ve siroz ile HSK gelisimini 6nlemektir (71, 74). Glinlimiizde kronik
hepatit B hastalarinin tedavisi, interferon ile bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve antiviral

ajanlar ile viral replikasyonun baskilanmasi seklinde yapilmaktadir (75, 76, 77, 78).

Karaciger sirozu varliginda transplantasyon bir miktar basariya sahiptir. Hepatoselliiler
karsinomada prognoz ¢ok kotiidiir. Timor rezeksiyonu kemoterapi veya radyoterapi

uygulanmaktadir (1).

15



Kronik Hepatit B Tedavisinde Kullanilan ilaglarm Dozu ve Siiresi (79)

Mag Doz Siire
Peginterferon alfa-2a 180pg /haftada bir kez 48 hafta
Peginterferon alfa-2b 1.5 ng/kg — haftada bir kez 48 hafta
Lamivudin 100 mg/giin Enaz 1 y1l*
Adefovir 10 mg/giin Enaz 1 yil*
Entekavir 0.5 mg/gilin-1.0 mg/giin** Enaz 1 yil*
Tenofovir 300 mg/gilin Enaz 1 y1l*
Telbivudin 600 mg/gilin Enazly

* HBeAg pozitif olgularda tedavi AntiHBe olustuktan sonra en az 6-12 ay siirdiiriilir. HBeAg
negatif olgularda tedavi stiresi belirsizdir.

** Lamivudin refrakter veya lamivudine direngli hastada

2.1.12.3. Inaktif Hepatit B Enfeksiyonunda Tedavi

Kronik inaktif HBV enfeksiyonlu bireylerin tedavi edilmesi 6nerilmemektedir. Kronik
HBV enfeksiyonu gelisen bireylerin %70-90‘inda inaktif tasiyicilik durumu mevcuttur. Bu
kisilerde hastaliga iliskin bir semptom yoktur, karaciger testleri normaldir ve karaciger
biyopsileri normal veya minimal degisiklige sahiptir. HBV DNA seviyeleri karekteristik
olarak cok diisiik bir seviyededir veya tespit edilemez (75, 76, 77).
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2. Paraoksonaz /Arilesteraz (PON 1)

2.2.1. Tarihge

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil asetat,

propiyonat ve biitirat’1 hidroliz eden A-esteraz olarak tanimlanmistir (80).

1965 yilinda, Oooms A.J. ve Boter HL tarafindan, paratiyon ve paraokson
hidrolizindeki stereospesifikligi ile tanimlanmistir (81). 1973 ‘te bir grup Alman arastirici, ilk
olarak insan serum paraoksonazini genetik olarak saptamistir (82, 83). Paraokson, metil
paraokson ve klormetil paraoksona yiiksek derecede secicilik gdsterdigi i¢in, paraoksonaz
olarak adlandinlmigtir. 1985 yilina kadar paraoksonazin norotoksik olan organofosfatlar
iizerine etkisi incelenmis, saflastirilmasi yapilmis ve detoksifikasyondaki rolii arastirilmistir
(84).

1985 yilinda Mackness ve arkadaslari, HDL-kolesterol ayrimi esnasinda lipoprotein

fraksiyonunda arilesteraz aktivitesine rastlamislardir (82).

2.2.1.2. Genetik ve polimorfizim

Insanda 7. kromozomun uzun kolunda g-21.3 ve q-22.1 arasinda tanimlanabilen
paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 seklinde 3 iiyesi bulunur. Gelisimsel agidan
bakildiginda, gen duplikasyonu sonucu olusarak yapisal benzerlik gosterdikleri goriiliir.
PON1, PON2 ve PON3 genlerinin memeliler arasinda; niiklelotid seviyesinde
benzerlikleri %81-90 iken aminoasit seviyesindeki benzerlikleri %79-90 dir.

PON2 ve PONS3, hakkinda yapilan aragtirmalarin azligi nedeniyle PONI1 kadar iyi
anlasilamamislardir. PON1 ve PON3 genlerinin {irlinli plazmada yer alirken, PON2 hiicre igi

yerlesimlidir (85, 86). Son yillarda, PON2 ve PON3 gen ailesinin PONI1’in HTLase
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aktivitesine katkida bulundugu, PON2 ve PON3’ iin de en az PONI1 kadar degerli oldugu
belirtilmistir (87).

2.2.1.3. Yapu ve etki

Paraoksonaz 43-45 kDa agirliginda, 354 amino asit igeren ve glikoprotein yapisinda
olan, kalsiyum bagimli bir esterazdir.

Insan serum paraoksonazi; HDL’nin icerdigi apo A-1 ile yakin iliskileri olan, lipid
peroksidasyon {irlinlerinin birikmesini azaltan diger bir deyisle LDL’deki okside olmus
lipidleri hidroliz eden, antioksidan etki gosterdigi bilinen, karacigerden sentezlenen esterazdir.

Organofosfatlarin hidrolizini katalizler (85). Yapis1 sekil 3’de gosterilmistir (96).

Sekil 3: Insan Paraoksonazinin Yapisi
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PON1, HDL’ye bagh oldugu i¢in baslica goérevi HDL’yi oksidatif stresin zararh
etkilerinden korumaktir. Bu nedenle, bir ¢ok ¢alisma HDL bagimli PON1’in yalmiz LDL

oksidasyonunu degil, ayn1 zamanda HDL oksidasyonunu da engelledigini gostermektedir (88).
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Karaciger, bobrek, barsak ve serumda HDL’ ye bagli, yaygin olarak bulunur (89, 90).
Serum diizeyleri bir¢ok nedene bagli olarak degisebilir ve enzimatik aktivite bireyler arasinda
10-40 kat degiskenlik gosterir (91). Serum enzim aktivitesi yenidogan ve prematiir infantlarda
erigskin diizeylerinkinden daha diisiiktiir. Erigkin diizeylerine dogumdan bir yil sonra ulasilir.
Fetiis’iin karaciger ve dalaginda enzim aktivitesi gosterilmistir (92, 93). Insan serum
paraoksonazi yasa bagli olarak azalma gdsterir (94).

Ayrica akciger, beyin, konformasyonunu saglayarak korunmasinda rol oynadigi
distiniilmektedir. Hayvanlarda bir¢ok dokuda ozellikle karaciger, bobrek, ince barsak ve
plazmada bulunur.Akut faz reaktantlari, gebelik ve apo A-1 metabolizmasini etkileyen
bozukluklardan etkilenir (95).

Enzim aktivitesini Olgmede, serum ya da EDTA’siz plazma gereklidir.
Paraoksonaz/arilesteraz enzim aktiviteleri, Ca ‘a bagimli olma o6zelligiyle Co , Mn , Mg

kullanan diger A esteraz tipi enzimlerden ayrilir(95).

2.2.1.4. PON1’in Diger isimleri

PONI1, organofosfat hidrolaz, paraoksonaz, A-esteraz, organofosfat esteraz, esteraz B1,
esteraz E4, paraokson esteraz, pirimifos-metilokson esteraz, fosfotriesteraz, paraokson

hidrolaz, organofosforik asid anhidraz olarak da adlandirilir (101).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hasta Secimi

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji
Poliklinigine Ocak 2009- Haziran 2009 tarihleri arasinda bagvuran 15-65 yaslarindaki hepatit
B tasiyicist 40 hasta ve kronik aktif hepatit B tanisi alan 40 hasta, ayrica kontrol grubu olarak

40 saglikl eriskin cinsiyet ayrimi yapilmaksizin ¢alismaya alindu.
3.2. Calisma gruplarimin tanimlanmasi

Hastalar, 2009 AASLD Viral Hepatit Guideline’inda belirtilen tanimlara uygun olarak
guruplandirildi (73)

Hasta gruplar1 ve tanimlar1 asagida belirtilmistir;

Inaktif HBsAg tastyicisi (73):

1. HBsAg 6 aydan fazla pozitif,

2. HBeAg negatif, anti HBe pozitif,

3. Serum HBV DNA < 2.000 IU/ml (<10*kopya/mL),
4. Normal ALT/AST,

5. Anti-HDV negatif

6

. Karaciger biyopsisinde normal veya minimal degisiklikler goriilmesi
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Kronik Hepatit B (73):

1. HBsAg 6 aydan fazla pozitif,

2. HBV DNA >2.000 IU/ml

3. Siirekli veya intermittan transaminaz yiiksekligi

4. Karaciger biyopsisinde orta ya da yliksek nekroinflamasyon goriilmesi

Kontrol Grubu:
Kontrol grubu olarak Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinin
farkl1 polikliniklerine ve kan bankasina bagvuran 15-65 yas araligindaki saglikli erigkinlerden

caligsma grubunun yas ve cinsiyetlerine uygun eslestirilerek ¢alismaya alindi.

3.3. Calismaya Alinmama Kriterleri

Calismaya 15 yasindan kiigiikk, 65 yasindan biiyilk olan, koroner arter hastaligi,
kontrolsiiz diyabetes mellitus, kontrolsiiz hipertansiyon, kronik bobrek yetmezligi kronik
alkol ve sigara kullanimi olan, dislipidemi, hipertansiyon gibi kronik hastalig1 olan, anemi ve

malignite tespit edilen hastalarla morbid obes ve gebeler calismaya alinmada.

3.4. Orneklerin Alim ve Hazirlanmasi

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 25.03.2009 tarihinde 3 nolu
oturumun 1 no’lu karar1 olarak izin alinarak gergeklestirilen bu calismada, katilimcilara,

yapilacak ¢aligma anlatilarak bilgilendirilmis olur formu imzalatildi.

Tim katilimcilardan heparinli tiipe, 8-10 cc kan alindi. Alinan kan 6rnekleri 3500
rpm’ de 10 dakika santrifuj edilerek plazmalari ayrildi. Ayrilan serumlar kuru steril tiiplere

aktarildi ve ¢alisma giiniine kadar -80 °C’de saklandi.
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3.5. Kullanilan cihaz ve aletler

Cihaz Firma

Otoanalizor Abbott Aeroset”
Santrifiij Universal 30 RF®
Vorteks DCA-VF-2"
Otomatik pipetler Gilson®™

Visible spektrofotometre | Jasco® V-530 UV/VIS
Hassas terazi Sartorious”

Su banyosu Niive® BM 402

Derin dondurucu (-80 °C) | Ugur®

pH metre Hana®

3.6. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Firma

Paraokson (O, O-dietil-o-p-nitrofenil fosfat) | Sigma®™
Fenilasetat Sigma®
Trizma HCl Sigma®
CaCly Sigma®
NacCl Sigma®
Trizma base Sigma®
EDTA (Triplex IIT) Merck®
CuS04.5H ,0 Merck”
NaOH Merck®
HCI Merck®
Glasiyel asetik asit Merck®
Ortofosforik asit Merck®

22



Triklorasetik asit Fluka®™
Disodyum hidrojen fosfat Fluka®™
Monosodyum hidrojen fosfat Fluka®
Tiyobarbitiirik asit Fluka®
Trisodyum sitrat Fluka®™

3.7. Calisma Yontemi

3.7.1. Paraoksonaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi Mackness’in metodlar1 kullanilarak ol¢iildii

(102). Paraoksonaz’in katalizledigi reaksiyon asagida goriildiigii gibidir.

Aril dialkil fosfat + H O — Dialkil fosfat + aril alkol

Paraoksonaz enzim aktivitesi 6l¢iimiinde substrat olarak paraokson (0,0-diethy-0-p-
nitropheny phosphate), arilesteraz 6l¢iimiinde ise substrat olarak fenil asetat kullanilmistir.
Paraoksonaz aktivite dl¢limiinde 5 mM CaCl 5 ve 7 mM paraokson iceren pH=8 olan

100 mM Tris-HCI tamponu kullanildi ve Reaktif 1 (R1) olarak kabul edildi. Ornek hacminden
10uL  reaktif 1°den 220uL alinarak abbott aeroset otoanalizér cihazinda c¢alisild.
Paraoksonaz’in enzimatik hidrolizi sonucu olugan p-nitrofenol’iin 412 nm deki dakikalik

absorbans olusumu kaydedildi.

Molar absorbsiyon katsayisi 18290 (g) alinarak aktivite i¢in 1 iinite, 1 mikromol p-

nitrofenol/ml serum/dk olarak asagidaki formiile gore hesaplandi (97).

A: Absorbans

AA/dk : Dakikalik absorbans artisi

T.V: Deney tiipiindeki toplam sivi miktar1 6

10 : Sonuclart umol /dk/L = U/L’ye ¢evirme katsayisidir.

¢ : Ekstinsiyon katsayisi: Reaksiyon sonunda okunan maddenin molar absorbtivite

katsayist olup sabit bir degerdir.
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e = A/l x C’dir. A= ¢ozeltinin gercek absorbansi, 1= 151k yolu (cm), C= ¢ozeltinin
konsantrasyonu (mol/L) dir.
Isik yolu: Okuma kiivetinin ¢ap1 (cm cinsinden)

N.V: Reaksiyona katilan 6rnek hacmi.

3.7.2. Arilesteraz Aktivitesinin Ol¢iimii

Arilesteraz aktivitesi ol¢limleri i¢in ise 2 mM CaCl 7 igeren 100 mM Tris-HCI; pH=8

tamponu kullanilarak; substrat olarak paraokson yerine son konsantrasyonu 13 mM olacak
sekilde fenilasetat eklendi ve arilesteraz’in enzimatik hidrolizi sonucu olusan fenol 270 nm de

Jasco V-530 UV/VIS spektrofotometresinde dakikalik fenol olusum absorbansi 6l¢iildii.

Molar absorbsiyon katsayisi 1310 (€¢) alinarak arilesteraz aktivitesi i¢in 1 {iinite, 1
mikromol fenol/ml serum/dk. olarak tanimlandi. Bu g¢alismada O6rnek hacmi 400 kat diliie
edilerek calisildi. Sonuglar yine paraoksonazdaki enzim aktivitesi formiiliine gére hesaplandi

ve U/L olarak degerlendirildi.

Ayni reaktif tekrar hazirlanip fenotipik ayirim igin igerisine 1M NacCl ilave edilerek
paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesini degerlendirmek amaciyla tekrar ¢alisildi. Sonuglar yine

yukaridaki gibi hesaplandi (98, 99, 100).

istatistiksel incelemeler

Tim istatistiksel analizler, SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for
Windows 11.5 programi kullanilarak yapildi. Veriler degerlendirilirken tanimlayici
istatistiklerden yiizde, ortalama ve standart sapma kullanildi. iki grup arasindaki farkliliklar
independent t test ve degerler arasindaki iliski, pearson korelasyon analizi kullanilarak
karsilagtirildi. Kantitatif degerler ortalama + standart sapma (X+£SS) olarak belirtildi. Kontrol
ve hasta grubundaki cinsiyet dagilimi, Ki-kare testleri ile belirlendi. Sonuglar % 95 giiven

araliginda, anlamlilik P< 0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya, yaslar1 15 ile 65 arasinda degisen, 58’1 kadin (%43.3 ) ve 62’si erkek
(%56.7 ) olmak lizere toplam 120 kisi katildi. Katilimeilar, “kronik inaktif hepatit B viriis
enfeksiyonlu hasta” (n=40), “kronik aktif hepatit B virlis enfeksiyonlu hasta” (n=40) ve
“kontrol” (n=40) olmak {iizere ii¢c grup altinda incelendi. Katilimcilarin yas ortalamalari
31.9+11.5 yil idi. Gruplara gore yas ortalamasi, 1. grupta (inaktif hepatit B viriis enfeksiyonu
olan) 35.3+12.5, 2. grupta (kronik aktif hepatit B viriis enfeksiyonlu hastalar) 29.6£10.6y1l ve
3. grupta (saglikli kontrol) 30.7+10.7 y1l idi.

Gruplarin yas ve cinsiyet acgisindan karsilagtirilmasi Tablo 4’te verilmistir. Calisma
gruplar1 yas ve cinsiyet agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark olmadig: goriildii

(p>0.05).

Tablo 4. Hasta ve kontrol gruplarinin yag ve cinsiyet analizleri

Inaktif Hepatit B Aktif Hepatit B Kontrol
(n=40) (n=40) (n=40)
Ortalama £+ SS Ortalama + SS Ortalama + SS
Cinsiyet (E/K) 24/16 22/18 21/19
Yas (y1l) 35.5+£12.3 29.6£10.6 30.7£10.7

Gruplarin, arilesteraz, paraoxonaz, ALT, HDL, LDL degiskenlerinin sonuglar1 Tablo 5’te

gosterildi.
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Tablo 5: Calisma gruplarina gére sonuglar ve p degerleri

Degerler Aktif Hepatit B Inaktif Hepatit B Kontrol F P
Paroksonaz (U/L) 104.7 + 58.9 138.4 £ 67.6 184.6£9.2° 134 0.000
Arilesteraz (kU/L)  140.6+20.7°  1642+19.2°  161.6+289° 267  0.000
ALT 92.8 +72.0° 23.7+11.8 232+11.5 35.1  0.000
HDL (mg/dl) 39.0+9.7 43.2+10.0 48.0+6.1" 103 0.000
LDL (mg/dl) 100.6+23.1 94.9+18.0 96.1+18.6 0.8  0.437

*Fark yaratan grup

Ucg grupta paraoksonaz diizeyleri degerlendirildi. Inaktif hepatit B enfeksiyonunda

kontrol grubuna gore (p=0.01), Kronik hepatit B enfeksiyonunda inaktif hepatit B

enfeksiyonuna gore paraoksonaz diizeyinin diisiik oldugu goriildi (p=0.005). En diisiik

degerin, kronik hepatit B enfeksiyonu olan grupta oldugu izlendi. Kontrol grubundaysa en

yiiksek deger goriildii. Her ii¢ grup arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p<0.05).

Gruplarda paraoksonaz diizeyleri grafiklerde gosterilmistir.

Sekil 4: Gruplarda paraoksonaz diizeyleri-1
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Sekil 5: Gruplarda paraoksonaz diizeyleri-2
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Her ii¢ grup, arilesteraz diizeyleri dl¢iilerek karsilastirildi. Ug grubun da birbirinden
farkli oldugu goriildii. Inaktif hepatit B enfeksiyonunda kontrol grubuna gore (p=0.004),
kronik hepatit B enfeksiyonunda ise inaktif hepatit B enfeksiyonuna gore arilesteraz diizeyleri

diisiik bulundu (p=0.00).

Paraoksonazda oldugu gibi en diisiik degerin kronik hepatit B’li grupta oldugu goriildii.
Gruplar arasinda anlamli farklilik vardi (p<0.05).
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Sekil 6: Gruplarda Arilesteraz Diizeyleri-1
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Sekil7: Gruplarda Arilesteraz Diizeyleri-
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Kronik hepatit enfeksiyonun gosterge ve tani kriterlerinden olan ALT degerleri,
gruplar arasinda degerlendirilerek karsilastirildi. Inaktif hepatit B enfeksiyonunda kontrol
grubuna gore, kronik hepatit B enfeksiyonunda ise inaktif hepatit B enfeksiyonuna gére ALT

degerleri yiiksek bulundu. Ug grup arasinda anlaml farklilik vardi (p<0.05).

Sekil 8: Gruplarda ALT diizeyleri
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Sekil 9: Gruplarda HDL diizeyleri
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Paraoksonaz ve arilesteraz enzimlerinin tizerinde bulundugu HDL degerleri inaktif ve
kronik aktif hepatit B enfeksiyonlu hasta grubunda, kontrol grubuna gore diisiik
bulundu(p<0.05). LDL diizeyleri {i¢ grupta da benzerdi. Gruplar arasinda fark tespit edilmedi
(p>0.05).

Sekil 10: Gruplarda LDL diizeyleri
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5. TARTISMA

Hepatit B viriisii (HBV), uzun kulugka siireli hepatit, serum hepatiti veya viral hepatit
B olarak adlandirilan enfeksiyon hastalig1 etkenidir. HBV enfeksiyonu; akut / kronik hepatit,
siroz ve hepatoseliiler karsinomun en énemli etkenlerinden birisidir (71).

Kronik viral hepatit etkeni olan hepatit B (HBV) viriisii, karaciger hiicresinde yaptigi
nekroinflamasyon ve replikasyon sonucu, fibrozis-siroz-hepatoselliiler kansere neden olan
onemli bir patojendir. Kronik Hepatit B enfeksiyonu, etkili bir asisinin olmasina karsin
diinyada 400 milyondan fazla insani etkileyen bir halk saglig1 sorunudur (1, 2).

Serbest radikaller, normal metabolik yollarin isleyislerinin dogal bir sonucu olarak
ortaya c¢ikan molekiillerdir (103).

Saglikli bir organizmanin toplam oksidan ve antioksidan diizeyleri bir denge
halindedir. Olusan eksojen ve endojen oksidanlar belirli diizeyi asarsa veya antioksidanlar
yetersiz kalirsa denge oksidanlar lehine bozulur ve oksidatif stres ortaya g¢ikar. Normalin
iizerinde olusan serbest oksijen radikalleri, organizmanin yapi elamanlar1 olan protein, lipid,
karbonhidrat, niikleik asitler ve yararli enzimlere zarar vererek kalici hasara yol agarlar (104).

Hiicrenin korunma mekanizmalari, serbest radikal olusumunu engelleyerek, oksidan
maddeleri daha az toksik {iriinlere ¢evirerek, serbest radikalleri yasamsal Onemi olan
yapilardan uzaklastirarak ve molekiiler hasarini tamir ederek etkili olmaktadirlar (103).
Paraoksonaz ve arilesteraz, karacigerden sentezlenen, serbest radikallerin zararli etkilerine
kars1 hiicreleri koruyan, antioksidan etki gosterdigi bilinen esterazlardir (85).

Kroniklesme patogenezi tam olarak agiklanamayan kronik viral hepatitlerde, oksidatif
stresin hiicre harabiyetinde, DNA ve RNA hasarindaki rolii deneysel caligmalarla ortaya
konmustur (105).

Bir¢ok kronik hastalikta oksidatif stresin arttigi, antioksidan ozellikteki paraoksonaz
ve arilesteraz aktivitelerinin azaldigr gosterilmistir. PON1’in, SLE’de, koroner kalp
hastaliginda, konnektif doku hastaliginda, stroke hastalarinda ve pulmoner tiiberkiilozda,

anemide, Behget hastaligindaakciger CA’da, hemodiyalize giren iiremik hastalarda, parkinson
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hastaliginda, hipertiroidide, prostat kanserinde, anlamli olarak diistiigii gortilmiistiir (105-119,
36).

Sigara, PONI1 aktivitesini ve konsantrasyonunu baskilayarak enzimin etkinligini
degistirebilir. Bu c¢alisma, sigara igmeyen hasta ve kontrol grubunda yapildi. Ayrica,
caligmaya alinmama kriterleri, yukarida belirtilen enzim aktivitesini degistirdigi kanitlanmis
hastaliklar dikkate alinarak belirlendi.

Kronik karaciger hastaliginda PON1 aktivitesinin diistiigli gosterilmistir (105).

Karacigerden sentezlenen ve karaciger hasarinin gostergeleri olan albumin, albumin
globulin orani, direkt bilirudin ve ALT seviyeleriyle, PON1 diizeyleri arasindaki iligkinin
degerlendirildigi farkli bir ¢aligmada, karaciger hasarinda PONI1 aktivitesinin diistiigi
gosterilmistir (120).

Tirkiye’de yapilan, kronik hepatit B ve kronik hepatit C hastalariyla saglikli kontrol
grubunun karsilastirildigi, her iki grupta paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerinin
degerlendirildigi ¢alismada, hasta grubunda bu enzimlerin, bizim ¢alismamiza benzer sekilde
diisiik oldugu bildirilmistir (121).

Benzer bir ¢alisma, Kili¢ ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis, 34 kronik hepatit hastasi,
kontrol grubuyla karsilastirilmis, paraoksonaz ve arilesteraz diizeyleri anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur( 122). Yapilan bu iki ¢aligmada, hepatit B ve hepatit C enfeksiyonu ayni grupta
degerlendirilmistir.

Bu calismada ise, hepatit B ve hepatit C’nin farkli iki hastalik oldugu diisiiniilerek,
hepatit B’nin farkli klinik formlar ile saglikli kontrol grubu karsilastirilarak, enzimlerin
hastaligin kroniklesmesinde gosterge olup olamayacagi arastirildi. Hasta sayilar yeterli ve
uygun dzellikteki kontrol grubuyla karsilastirildi. Inaktif hepatit B tasiyiciligr siirecinden aktif
hastaliga dogru ilerlemede bakilan enzimlerin diisiikliigiiniin bir progresyon belirtisi
olabilecegi kanisindayiz.

Kronik hepatit B’li gebe hastalar ve saglikli gebelerle yapilan c¢alismada, saglikli
gebelerin yenidogan bebeklerinde ve kendilerinde PON1’in daha yiiksek oldugu bulunmustur
(123).

Poli, serbest radikallere baglh karaciger hasar1 oldugunu gostermistir (124). Ehab ve
arkadagslari, HCV ’ye bagli sirotik hastalarda PON1 aktivitesinin kronik HCV enfeksiyonu
olan hastalara gore diisiik oldugunu bulmustur (125). Keskin ve arkadaslari, 50 siroz hastasi,
25 kronik HCV hastas1 ve 25 sagikli kontrol hastasini igeren ¢aligmalarinda, sirotik karaciger

hastalarinda hastaligin siddeti ile PON1 ve arilesteraz aktivitesi arasindaki iliskiyi arastirmig
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ve kronik hepatit C hastalarinda kontrol grubuna gore, sirozlu hastalardan Child B grubunda,
Child A grubuna gore enzim diizeylerinin diisiik oldugunu bulmusglardir (126).

Kronik hepatit C, karaciger sirozu ve sagliklilarin karsilastirildigi ¢calismada, karaciger
hasar1 arttik¢ca paraoksonaz aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir (127). Hepatit C enfeksiyonlu
hasta grubunda yapilan bir ¢alismada da, paraoksonaz aktivitesi diisiik bulunmus ve bunlarda

PON1 197RR polimorfizminin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (128).

Hepatit C enfeksiyonu, hepatit B gibi kronik karaciger hastaligina neden olur. Olusan
nekroinflamasyon ve fibrozis sonucunda karaciger sirozuna neden olabilir. Hepatit C’1i hasta
grubunda yapilan ¢aligsmalarla bu ¢alismanin sonuglarini benzerlik gostermektedir.

Kronik karaciger hastaliklarinda, Camps ve arkadaslari, 12 hafta siireyle CCl4 vererek
karaciger hasar1 olusturduklari farelerin serum ve karacigerlerinde PON1 degerlerinde azalma
oldugunu, o6zellikle karacigerde fibrotik septalar ve inflame bolgelerde bu diizeyin belirgin
diisiik oldugunu tesbit etmislerdir (129). Baskol ve arkadaslari, 23 non alkolik steatohepatitis
ve saglikli kontrol grubunu karsilagtirdiklar1 ¢alismada PONI1 aktivitesini, non alkolik
steatohepatitis hastalarinda anlamli derecede diisiik bulmuslardir (130).

Paraoksonaz aktivitesini kontrol grubunda 184.6 kU/L, arilesteraz aktivitesi 179 kU/L
olarak bulduk. Paroksonaz ve arilesteraz aktiviteleri farkli aragtirmacilar tarafindan kontrol
grubunda farkli farkli bulunmustur (131). Bulunan normal degerlerin farkli olusunun
nedenleri; enzim aktivitesinin 6l¢limii i¢in kullanilan yontemin farkli olmasi, enzim aktivitesi
hesaplanirken kullanilan katsayinin farkli olmasi, kontrol grubunun yaslarinin farkli olmasi,
kontrol grubu secimi i¢in kullanilan kriterlerin farkli olmas1 ve popiilasyonlarin farkli olmasi
olabilir.

Bu ¢alismada, kontrol grubu ile hasta grubunun enzim aktiviteleri dikkate alindiginda,
hasta grubunun degerlerinin anlamli derecede diisiik oldugu goriildii. Hasta gruplarindan
kronik hepatit B enfeksiyonu olan grupta da, inaktif hepatit B enfeksiyonlu gruba gore
paraoksonaz ve arilesteraz enzimlerinin anlaml diizeyde diisiik oldugu, saglikli gruptaysa en
yiiksek diizeyde oldugu bulundu. Bu da, kronik hepatit B enfeksiyonunda, hastalik
kroniklestik¢e, antioksidan Ozellikteki bu enzimlerin diistiigiinii, hastalik kroniklesmesinde
takip kriteri olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

ALT diizeyleri, kronik hepatit B tanisinda degerlidir. 6 aydan uzun siiren ve normalin
en az iki kat1 degerinde olan ALT yiiksekligi, kroniklesmenin gdstergelerinden biridir. Inaktif
hepatit B enfeksiyonunda ise ALT diizeyinin normal olmasi beklenir. Calismamizda, kronik
hepatit B’li grupta ALT degerinin, inaktif ve kontrole gore yaklasik ii¢ kat yiiksek oldugu

goriildii. Bu da, diger caligmalarla ve hepatit B tanimlarinin yapildig: kilavuzlardaki bilgilerle
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uyumludur (73).

PONI1, HDL’ye bagl olarak gorev yapar. HDL’yi oksidatif stresin zararli etkilerinden
korudugu gibi, LDL oksidasyonunu da engeller (88). Bu nedenle ¢alismamizda, paraoksonaz
ve arilesterazin kendilerine bagimli olarak c¢alistigt HDL ve LDL enzim diizeyleri
degerlendirildi. Bu ¢alismada, hastalik kroniklestikce PON1 aktivitesi ile dogru orantili olarak
HDL diizeyinin de azaldig1 goriildii. Ancak gruplar arasinda LDL degerleri arasinda iliski
bulunmadi. PON1 aktivitesi ile LDL konsantrasyonu arasinda korelasyon oldugunu bildiren
caligmalar vardir(132). Ancak bu caligmalar, koroner arter hastalig1 olan gruplarda yapilmis
olup, farkliligin hasta grubundan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Bu ¢alismada, karaciger hasar1 ve hepatitlerde paraoksonaz ve arilesteraz enzimlerinin
degerlendirildigi  diger c¢alismalarda  oldugu gibi, PONI1 aktivitesinin = LDL
konsantrasyonundan bagimsiz bir sekilde azaldig1 goriildii. Bu sonuglar, artan oksidatif stresi
onlemek i¢cin PON1 enziminin antioksidan etki gosterdigini ve buna bagli olarak normalden

daha diistik oldugunu diistindiirmektedir.
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6. SONUC

Kronik hepatit B enfeksiyonu, diinyada ve Tiirkiye’de 6nemini koruyan , 6énemli bir
halk saghgn sorunudur. Ulkemiz, hepatit B agisindan orta endemik kabul edilmektedir.
Ozellikle bu ¢alismanin yapildigi Sanlurfa bélgesinde, ulusal asilama programina ragmen
egitim yetersizligi ve insanlarin hastalikla ilgili yanlis bilgilere sahip olmasinin sonucu olarak
aile i¢i horizontal bulagin yaygin oldugunu sdyleyebiliriz.

Hastalik, hepatoselliiler karsinom ve karaciger sirozuna yol agabileceginden diizenli
takip ve tedavi gerekmektedir. Hastalik takibinde kullanilan ALT ve AST gibi biyokimyasal
parametreler kroniklesmeyi géstermede yetersiz kalmaktadir.

Kroniklesmede patogenezi tam olarak agiklanamayan HBV enfeksiyonunun tanisinda
cesitli biyokimyasal, serolojik testler ve niikleik asit amplifikasyon testleri kullanilmaktadir.
Ancak kesin tani, invaziv bir islem olan karaciger biyopsi materyalinin histopatolojik olarak
incelenmesiyle konmaktadir. Bu yontemin, komplikasyon riski olmasi, islem sonrasi izlem
gerektirmesi ve ge¢ sonuglanmasi gibi komplikasyonlar1 vardir (3).

Bu c¢aligmada, Hepatit B enfeksiyonunun farkli klinik formlarinda paraoksonaz ve
arilesteraz enzim diizeyleri Olciildii. Sonuglar, hastalik kroniklestik¢ce artan oksidatif strese
bagl oksidatif hasar1 6nlemek icin antioksidan aktiviteye sahip her iki enzimin tiiketildigini
ve buna bagli olarak da her iki enzim aktivitesinin de azaldigini gdsterdi.

Paraoksonaz ve arilesteraz enzimlerinin, hepatit B enfeksiyonunun takibinde
kullanilabilecek biyokimyasal parametreler oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak daha genis

populasyonlarla yapilacak caligmalara gerek vardir.
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