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HEPATIT C ViRUS ENFEKSIYONU OLAN HASTALARDA VIRAL YUK ILE
MALONDIALDEHID VE ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN iLiSKisi*

THE RELATIONSHIP BETWEEN VIRAL LOAD AND MALONDIALDEHYDE AND
ANTIOXIDANT ENZYMES IN PATIENTS WITH HEPATITIS
C VIRUS INFECTION

Selcuk KAYA**, Recep SUTCU**, Emel SESLI CETIN**, Buket CICIOGLU
ARIDOGAN**, Onur AKTURK***, Namik DELIBAS***

OZET: Oksidatif stresin hepatit C virus (HCV) enfeksiyonunun patogenezine
katkida bulundugu bilinmektedir. Bu calismada, HCV ile enfekte hastalarda virus
yuku ile antioksidan enzimler ve malondialdehid (MDA) seviyeleri arasindaki
iliskinin arastirimasi amaclanmistir. Serolojik ve molekuler yéntemlerle HCV
belirleyicileri pozitif olarak saptanan 50 hasta ile kontrol olarak 40 saglkli génullt
calismaya alinmistir. Hastalar viral yUklerine gore alt gruplara ayriimis ve gruplarda
eritrosit katalaz (Aebi metodu ile), stuperoksid dismutaz (SOD; Woolliams ve
arkadaslarinin metodu ile) ve glutatyon peroksidaz (GP; Paglia ve Valentine’nin
metodu ile) aktiviteleri ile serum MDA duzeyleri (Draper ve Hadley’in tiyobarbitlrik
asit reaktivitesi metodu ile) olculmustir. HCV ile enfekte hasta grubunda SOD
ve GP dlzeylerinde azalma tespit edilirken, katalaz ve MDA duzeylerinde kontrol
grubuna oranla artis tespit edilmis, bu degisiklikler, katalaz harig, istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05, t=19.3). Bununla birlikte, viral yUklerine gore
alt gruplar degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0.05, t=1.6). Sonug olarak, bizim bulgularnmiz HCV ile enfekte hastalarda
antioksidan enzim aktivitelerinde dusuklik ile oksidatif stresin gdstergesi olan
MDA seviyelerinde bir artis oldugunu goéstermekle birlikte bu degisikliklerin
hastalardaki viral yik ile iliskilendirilemeyecegini gostermektedir.

Anahtar sézclkler: Hepatit C virus (HCV), malondialdehid (MDA), antioksidan
enzimler.

ABSTRACT: Oxidative stress is known to participate in the pathogenesis of
HCV infection. The aim of this study was to investigate the relationship between
antioxidant defence state, malondialdehyde (MDA) and viral load in patients with
hepatitis C virus (HCV) infection. Fifty patients who were positive for serological
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and molecular markers of HCV infection, and 40 healthy volunteers as control
group were included in the study. The patients were classified according to
their viral loads, and the catalase, superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GP) activities of erythrocytes and MDA in sera of all groups were
measured. These substances were detected by using the methods described
by Aebi, Woolliams et al, Paglia and Valentine, Draper and Hadley, respectively.
As a result, decrease in SOD and GP levels and increase in MDA and catalase
levels have been detected in HCV infected patients when compared with healthy
controls, and these differences were statistically significant (p<0.05, t=19.3),except
for catalase. However, there were no statistically significant difference among
groups classified according to viral load (p>0.05, t=1.6). Although our data in
HCV infected patients demonstrate a significant decrease in antioxidant enzyme
levels and a significant increase in MDA levels, a marker of oxidative stress, it
could not possible to make a correlation between these differences and the
viral loads of patients.

Key words: Hepatitis C virus (HCV), malondialdehyde (MDA), antioxidant
enzymes.

GIiRIS
Hepatit C virusu (HCV) tum dinyada endemik olarak gortlen ve yaklasik
olarak nufusun %3'UnU etkiledigi tahmin edilen kan kaynakli bir patojendir'’. HCV
oldukca yavas ilerleyen kronik karaciger hastaliginin en dnemli nedenlerinden biridir.
Bircok calismada, HCV ile iligkili karaciger hasarinin, lipid ve protein oksidasyon
arunlerinin artmis hepatik ve serum duzeyleri ile karakterize oldugu bildirilmistir2.

Hucreler sUperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GP)
gibi antioksidan enzimlerle ve dogal antioksidan drUnler sayesinde oksidatif
hareketlere karsi korunmaktadir. Hlcreye zarar verebilen reaktif oksijen turlerinden
olan superoksit radikali, oksijenin bir elektronla indirgenmesi sonucu olusur.
Endojen radikal kaynagi olan aktive fagositlerde fagositozdan sonra, NADPH
oksidaz sistemi cevre dokulardaki molekuler oksijeni sUperokside donusturar. Bu
durumda polimorfontklear I6kositte oksijen tuketimi 80 kat artar ve bu oksijen
6zellikle kisa omurla (O,, H,0,) ve uzun émurld hipoklordz asit olmak Uzere
toksik oksijen Urdnlerin Uretiminde kullanilir. Daha sonra superoksid, SOD ile
hidrojen perokside dénusturulir. Fazla miktarda peroksid katalaz veya GP ile
notralize edilir®?.

Uc veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonu,
malondialdehid (MDA) olusumuna yol acar. MDA, yag asidi oksidasyonunun
6zgul ya da kantitatif bir indikatort degildir, ancak lipid peroksidasyonu (LPO)’nun
derecesiyle korelasyon gosterir. Peroksidasyonla olusan MDA, membran
komponentlerinin capraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur®.

Kronik HCV enfeksiyonlarinda karaciger hasarinin mekanizmasi tam olarak
aciklanmamistir. Indirek bulgular, oksidatif stres ve mitokondrial hasarin rol
oynayabilecegini distndirmektedir’. Ayrica kronik HCV enfeksiyonlu hastalarin klinik
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olarak degerlendirimesinde MDA &lcUmUnin ek bilgi verecegi ileri strdlmustare.
Bu calismada, HCV ile enfekte hastalarda virus yUku ile antioksidan enzimler ve
LPO Urdna olan MDA dlzeyleri arasindaki iligkinin arastinimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma Grubu: Calismaya; HCV enfeksiyonuna yonelik tedavi almamis,
anti-HCV (Axsym, Abbott Laboratories, USA) ve gercek zamanl polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR,; ticari kit kullanilarak, GeneAmp 7700 sequence detector system,
Perkin Elmer) ile HCV RNA’sI pozitif 50 hasta ile kontrol grubu olarak saglikli
ve gonulla 40 kisi alindi. Gercek zamanl PCR, 6x103-6x10° dogrusallik alaninda
ticari kit (Roboscreen, Leipzig, Germany) kullanilarak c¢alisildi. Calisma grubu
ayrica HCV RNA kopya sayisina gére dort alt gruba ayrildi; grup 1: viral yuku
10® kopya/ml'den az olan 12 hasta; grup 2: viral yuki 1-9.9x10° kopya/ml olan
6 hasta; grup 3: viral yuka 1-9.9x10* kopya/ml olan 8 hasta; grup 4: viral ydku
105 ve Uzeri kopya/ml olan 24 hasta’dan olusturuldu.

SOD Aktivitesi Olgtimi: Woolliams ve arkadaslarinin® metoduna goére
uygulandi. Bu yéntem, ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemi tarafindan Uretilen
O, radikallerinin 2-(4-iodophenyl)-3-4-(4-nitrophenol)-5-phenyl tetrazolium chloride
(INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda
verdigi optik dansitenin spektrofotometrik olarak okunmasi esasina dayanmaktadir.
SOD aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile olculdr.

GP Aktivite Olgtimii: Paglia ve Valentine’nin® metoduna gére uygulandi. GP,
oksidasyon kofaktdrt (cumen hydroperoxide) tarafindan glutatyon oksidasyonunu
katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediktaz tarafindan indirgenir.
Bu arada NADPH, NADP*'ye oksitlenir. NADPH’'nin azalmasina bagl olarak 340
nm de meydana gelen absorbans degisimi Olgllerek enzim aktivitesi hesaplanir.

Katalaz Aktivite Olcimd: Aebi'" metoduna gére uygulandi. Katalaz aktivitesi,
hidrojen peroksidin katalaz tarafindan pargalanmasi temeline dayali UV
spektrofotometrik yontem ile belirlenir.

MDA Tayini: LPO Urtnlerinden olan MDA, Draper ve Hadley'in® tiyobarbiturik
asit reaktivitesi metodu kullanarak élculdu. Metodun prensibi MDA-TBA (tiobarbittrik
asit) kompleksinin 532 nm’de verdikleri absorbansin 6lctlmesi esasina dayanrr.

[statistiksel Degerlendirme: Windows SPSS 10.0 programinda Mann Whitney
U, t test yontemleri kullanilarak yapildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan eriteosit SOD, GP, katalaz ve
serum MDA duzeyleri Tablo I'de verilmistir. Hasta grubunda katalaz ve MDA
dUzeylerinde kontrol grubuna oranla artis olup, MDA duzeylerindeki artis istatiksel
olarak anlamli (p<0.05, t=19.3) iken, katalaz dlzeylerindeki artis istatiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0.05, t=1.6). Ayrica, SOD ve GP duzeylerinde kontrol
grubuna gobre saptanan dusus istatiksel olarak anlaml bulunmustur (p<0.05,
t=8.8 ve t=14.1).
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Tablo I: Kontrol ve HCV Enfeksiyonlu Hasta (altgruplar dahil) Gruplarinda
SOD, GP, Katalaz ve Serum MDA Duzeyleri

SOD (U/g Hb) GP (U/g Hb) Katalaz (kU/gHb) MDA (nmol/ml)

Gruplar (ortalama=standart deviasyon)

Kontrol (n: 40) 1334.54 (273.9) 77,12 (24.23) 21.31 (7.22) 0.20 (0.05)
Hasta (n: 50) 807.89 (286.02) 18.17 (11.57) 25.07 (14.03) 1.35 (0.41)
Altgrup1 (n: 12) 859.84 (403.03) 24.03 (21.97) 22.87 (9.90) 1.33 (0.21)
Altgrup2 (n: 6) 800.60 (240.34) 16.23 (1.61) 19.76 (7.36) 1.16 (0.17)
Altgrup3 (n: 8) 749.05 (327.68) 14.87 (6.53) 19.65 (12.57) 1.24 (0.41)
Altgrup4 (n: 24) 803.34 (220.71) 16.83 (4.04) 29.30 (16.56) 1.45 (0.51)

Hasta alt gruplari arasinda eritrosit SOD, GP, katalaz ve serum MDA dUzeyleri
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). Viral yakun 10°
kopya/ml ve Uzeri oldugu dérdincl grupta MDA dlzeyinin daha yiksek olmasina
karsin, bu fark istatiksel olarak anlamli degildir.

TARTISMA

Hepatik hasar ve fibrozisle sonuclanan cgesitli karaciger hastaliklarinin
patogenezinde serbest radikaller ve lipid peroksitleri giderek daha fazla énem
kazanmaktadir. Hicre membranlarinin énemli bir bileseni olan polianstire yag
asitleri, serbest oksijen radikallerine bagl olarak lipoperoksidasyona (LPO)
ugrar. LPO’nun ise hepatosit zedelenmesinin ana nedenlerinden biri oldugu
distnulmektedir'?. LPO’nun aldehitik Grtnlerinden olan MDA’in kollajen gen
ekspresyonunu ve Uretimini artirdigi gosterilmistir. Diger taraftan bu aldehitik
dranlerin profibrogenetik sitokinleri salan Kupffer hicrelerini de aktive ettigi
bilinmektedir'2. izole perfiize karaciger ve izole hepatositler (izerinde yapilan
arastirmalar, serbest oksijen radikallerinin htcresel fonksiyon ve buatunltukte
bozulmaya neden oldugunu gostermistir'13,

Kronik HCV enfeksiyonlarinda karaciger hasarinin mekanizmasi tam olarak
aciklanmamistir. indirek bulgular, oksidatif stres ve mitokondriyal hasarin rol
oynayabilecegini dusundudrmektedir'®. Oksidatif hasar, mitokondride HCV kor
proteininin direk etkisi sonucu ortaya cikabilir. HCV kor proteini karacigerde
inflamasyon olmadiginda bile oksidan/antioksidan durumunu degistirerek,
HCV enfeksiyonunun hepatoseltler karsinoma gelistirmesine veya en azindan
kolaylastirmasina katkida bulunabilir'*. Reaktif oksijen Urunleri, kronik HCV
enfeksiyonunun ilerleyisinde ve hasarin ortaya cikisinda rol oynarlar. Hepatoseltler
hasarlanmada en 6nemli delil, htcresel glutatyon konsantrasyonunda 6zellikle de,
mitokondriyal “slow-turnover”-glutatyon havuzunda azalmadir. Glutatyon, efektif
immun sisteme katki saglamasi bakimindan, konak antioksidatif kapasitesinin
temel yapitaslarindan biridir®.

Tam olarak dogrulanmamasina ragmen, kronik hepatit C’'de endojen
antioksidan glutatyonun azalmis hepatik ve sistemik duzeyleri, serum ALT, viral
yUuk ve hepatik inflamasyonun derecesi ile uyumlu bulunmustur. Kronik viral
enfeksiyonun, alkol toksisitesi veya metal yiklenmesine bagl pro-oksidatif ortamin,
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hepatik fibrosklerozu hizlandirmasi sonucu ortaya ciktigi kabul edilmektedir. Bu
bulgularin 1siginda, kronik hepatit C’de lipit ve protein oksidasyonunun ortaya
ciktigr ve oksidatif hasarin hastalik aktivasyon derecesi ile iligkili olan artan
serum MDA seviyeleri ile gosterilebilecedi sdylenebilir''®. Bu ¢aligmada da, HCV
enfeksiyonu olan hasta grubunda saglikli kontrollerle karsilagtinldiginda, oksidatif
stresin buyUkliginden dolay artmis serbest radikallerin Uretimini yansitan serum
MDA duzeylerinde istatiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir. Ancak
serum MDA seviyeleri ile viral ylUk, dérduncU hasta alt grubunda (HCV RNA:
>10% kopya/ml) en ylUksek bulunmasina ragmen istatiksel olarak anlamli bir fark
gbstermemistir. Romero ve arkadaslarinin® kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda
yaptiklar bir calismada, karacigerin histopatolojik bulgusunun derecesinin ALT
aktivesinden gcok MDA konsantrasyonlari ile uyumlu oldugu gosterilmig, bu hastalarin
klinik degerlendirmesinde MDA olcimunun ek bilgi verecegi ileri strtimustar.
interferon (IFN) tedavisi sirasinda serum ALT diizeyleri hizla normale dénerken,
serum MDA duzeylerinin IFN tedavi sirasi veya sonrasinda tedavi dncesine gore
anlamli bir sekilde disme gosterdigi, ancak kontrol grubu degerlerine ulasmadigi
bildirilmektedir. Bizim calismamizda hastalarin higbirinin tedavi almamis olmasina
dikkat edilerek sadece viral yUk Uzerinden degerlendirme yapilmasi amaglanmis
ve viral yuk ile MDA arasinda bir iliski saptanamamistir.

Hemodiyalizli ve HCV viremili hastalarin, ¢esitli hastaliklarda oksidatif stresin
gostergesi olarak kullanilabilen serum thioredoksin (TRX) duzeylerinde, HCV
viremisiz hemodiyaliz hastalarina oranla buyUk bir artis oldugu gdsterilmis ve
diyalizli hastalarda HCV enfeksiyonunun en azindan oksidatif stresi agirlastirdig
ifade edilmigtir'”.

Chrobat ve arkadaslari®®, kronik hepatit B ve C'li cocuklarda GP aktivitesindeki
artis ile katalaz ve SOD duzeylerindeki azalmanin istatiksel olarak anlamli oldugunu
gostermislerdir. Ayrica kronik viral hepatitli cocuklarda antioksidan bariyer eksikliginin
mumkun olabilecegini ileri sirmuslerdir'®. Bizim calismamizda da, HCV enfeksiyonu
olan hastalarda GP ve SOD duzeylerinde azalma ve katalaz dizeylerinde artma
tespit edilmistir.

Kronik HCV enfeksiyonu, siklikla siroza yol acar ve hepatoselller kanserin
o6nemli bir risk faktortdur. Kronik hepatit C'de, azalan hepatik ve sistemik antioksidan
glutatyon serum ALT aktivitesi, viral yuk ve hepatik inflamasyonun siddeti ile
uyumlu bulunmustur?. Bu sonuglar antioksidan tedavinin en azindan deneysel
calismalarda kullaniimasi icin adimlar atiimasini saglamis ve HCV patogezine
1sik tutmustur. Mitokondri fonksiyonlarini engelleyebilecek (mitokondrial DNA'nIn
deplesyonu dahil) serbest radikal Uretimindeki artis; IFN tedavisine direng nedeni
olan etkenlerden birisi olabilir, béylece HCV'nun temizlenmesinde immunolojik
mekanizmalarin zayiflatimasina yol acabilir'®. Alfa-IFN’a cevap vermeyen konik
C hepatitli 120 hastada yapilan randomize bir calismada, tedaviye vitamin E ve
N-asetil sistein’'in eklenmesinin, tedavi etkinligine katkisi olmamistir?®. Bununla
birlikte IFN’a direncli olgularda, IFN ile birlikte N-asetil sistein gibi bir antioksidanin
kullaniimasi, viremiyi temizleyememesine ragmen serum transaminazlarda anlamili
bir azalmaya neden olmustur?'.
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Oksidatif stresin HCV enfeksiyonunun patogenezine katkida bulundugu
bilinmektedir. Bizim bulgularimiz da, viral yuk ile antioksidan savunma sistemi ve
LPO drtint olan MDA arasinda bir iliski bulunmamasina ragmen, HCV enfeksiyonlu
hastalarda antioksidan enzim aktivitelerinde azalma ile oksidatif stresin géstergesi
olan MDA duzeylerinde anlamli bir artisin oldugunu goéstermistir.
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