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OZET

KRONIK AKTIF HEPATIT B HASTALARINDA HISTOPATOLOJIK FIBROZIS
EVRELERI ILE GLUTATYON S TRANSFERAZ IZOZIMLERININ
EXPRESYONLARININ KARSILASTIRILMASI

EROGLU, Ergiin
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Ocak 2020, 43 sayfa

Bu calismada, kronik aktif hepatit B hastalarinda histolojik fibroziz evreleri ile glutatyon s-
transferaz izozimlerinin expresyonlarinin karsilastirilmasi1  GSTPI  izoenziminin olasi
etkisini immiinohistokimyasal boyama ile aragtirdik. Yapilan ¢alismada elli dokuz hepatit
B dokusunda , GSTPi (Pl) izoziminin immiinohistokimyasal bulgulart
degerlendirildi. Bu hastalara ait dokular boyanma siddetine gore karsilastirildiginda
Hepatit B dokularmin GSTPi(P1) izoziminin protein ekspresyonunun viral hepatit
karaciger dokularinda yiiksek diizeyde expresyon gostermistir.Bu bulgulara gore GSTP1
izoziminin viral Hepatit B hastaliginin gidisatinda 6nemli rol oynayabilecegi

gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B, GSTP1, immiinohistokimya



ABSTRACT

COMPARISON OF THE EXPRESSIONS OF GLUTATIONE- S -TRANSFERASE
ISOENZYMES WITH HISTOPATHOLOGICAL FIBROUS STAGES IN
CHRONIC ACTIVE HEPATITIS B PATIENTS

EROGLU, Ergiin
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master Thesis
Advisor: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
January 2020, 43 pages

In this study, histological fibrosis stages and expression of glutathione S-transferase
(GST) pi isoenzyme in chronic active hepatitis B patients were compared and the
possible effect of GSTPi isoenzyme was investigated by immunohistochemical
staining method. In the study, immunohistochemical findings of GSTPi (GSTP1)
isoenzyme were evaluated from fifty-nine liver tissue of hepatitis B patients.
When the tissues of these patients are compared according to the staining intensity,
protein expression of the GSTP1 isozyme showed high levels of expression in the

liver tissues of viral hepatitis B patients.

According to these findings, it was shown that GSTP1 isozyme may play an

important role in the development of viral hepatitis B disease.

Key Words: Hepatit B, Liver tissue, GSTP1, immunohistochemistry
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1. GIRIS

Diinya niifusunun her gegen giin artmasi hastaliklara yakalanma riskimizde ayni
oranda artirmaktadir. Ciinkii artan niifusun dogal kaynaklari asir1 ve yanlis
kullanmasi, tahrip etmesi sonucunda ¢evrede dengenin olumsuz yonde bozulmasi
daha c¢ok serbest radikallerle karsilasmamiza neden olmaktadir. Bu serbest
radikaller bir ¢ok hastalifa sebep olmaktadir bunlardan bir tanesi de karaciger

yapisinda gerceklesen Kronik Hepatit B hastaligidir.

1.1. HEPATIT B

Hepatit B uzun yillar 6ncesinden zamanimiza kadar var olan genellikle halk
arasinda “sarilik” olarak adlandirilan bir hastaliktir. Hepatit B hastaligi kan
yoluyla bulagmaktadir. Hepatit B edinilen en eski bilgilere gore Hipokrat
tarafindan “epidemik sarilik” olarak anilmis ve bulasici olabilecegi diisilincesi ile
Oonlemler alinmigtir [1,2]. Kayit altina alinan en biiylik hepatiti salgmmi 1942
yilinda, insan serumu iceren sart humma asist yapilan 50 bin askerde sarilik
gozlenmesi ile rapor edilmistir [3]. II. Diinya Savas1 sirasinda gerg¢eklesen bu
salginlarda karacigerdeki enfeksiyonlarin viriisler sebebiyle oldugu diistiniilerek
“viral hepatit™ terimi kullanilmistir [4]. 1965 yilinda Blumberg ve arkadaslar
tarafindan Avustralya’li bir hastanin kanindan “Avustralya antijeni” adi1 verilen
serum proteini (HBsAg) kesfedilmis ve HBV’ nin taninmasinda ilk adim olan bu

bulus Blumberg’e 1976 yilinda Nobel 6diiliinii kazandirmistir [1, 2, 3].

1.1.1. Virolojik Ozellikler ve Stmflandirma

HBYV, hepadnaviridae ailesinin orthohepadnaviriis cinsinde yer alir. Hepatotropik,
zarfl, kismi ¢ift iplikli, cembersel DNA viriisiidiir [1,5,6]. Bilinen en kii¢iik DNA
viriisiidiir [6]. Viral genom 3200 niikleotid uzunlugundadir ve rcDNA (relaxed
circular) olarak adlandirilir [7]. Ikozehedral bir kapsid icinde bulunur ve bu
kapsidin diginda da 3 farkli yiizey antijenini tastyan lipid yapili zarf vardir. Zarfh

bir viriis olmasina ragmen diger zarfl viriislerden farkli olarak eter, diisiikk pH ve



1stya direnglidir. Bu 6zellik viriisiin dezenfektanlara direncine ve kisiden kisiye
gecisteki etkinligine katki saglar [8]. DNA virlisi olmasina karsin “revers

transkriptaz (RT) “ enzimi kodlar ve bu sayede RNA tizerinden replike olur [7].

1.1.2. Epidemiyoloji

Hepatit B enfeksiyonu diinyada siklikla goriilen 6nemli bir saglik sorunudur.
Diinya saglik orgiiti (WHO); diinya niifusunun yaklasik tigte birinin (2 milyar
kisi) HBV ile enfekte oldugunu belirtmektedir [1]. Bunlarin yaklasik 240
milyonunun kronik HBV tasiyicist oldugu tahmin edilmektedir [9]. HBV
enfeksiyonu; akut hepatit, kronik hepatit, fulminan hepatit, siroz, hepatoseliiler
karsinoma (HSK) gibi genis tablolara neden olur. Kronik hepatit B enfeksiyonu
olan kKisilerin hayatlar1 boyunca yaklasik %15-40 oraninda karaciger sirozu,
karaciger yetmezligi ve karaciger kanseri gibi komplikasyonlar gelisme riski
bulunmaktadir (1,10,3). Diinyada yaklasik olarak her yil 600 bin ile 1 milyon
arasinda kisi HBV*“ne bagli bu komplikasyonlar nedeniyle yasamini yitirmektedir
[1,9,11].

1.1.3. Risk Gruplari ve Bulasma Yollar:

HBV nin bulasmasinda kronik HBV tasiyicilari ve akut HBV gegirmis olanlar
onemli rol almaktadir. En yiiksek risk grubu saglik ¢alisanlari, bakimevlerinde
kalanlar sik kan transflizyonu yapilanlar, hemodiyaliz hastalari, damar igi
uyusturucu madde kullanicilari, ¢ok partnerli cinsel iliski ve homoseksiieller,
HIV/HCV koenfekte hastalar yer almaktadir. Bu hastalarda HBsAg taramasi
onerilmektedir [12].

HBV wvirlisti dort farkli yolla bulasmaktadir: perinatal (enfekte anneden
yenidogana bulagma/vertikal bulagma), cinsel temas, perkutan (enfekte viicut
stvilari ile parenteral temas ile bulasma), horizontal (enfekte kisilerle cinsellik

icermeyen yakin temas ile bulagsma) [13,11,14]. Son yillarda HBV*nin saglik



uygulamalari yoluyla bulagsma yani “nozokomiyal bulasma” da tanimlanmaktadir

[13,11].

1.1.4. Hepatit B Histopatolojik Tanis1

Karaciger biyopsisi; karacigerde meydana gelen nekroinflamasyon ve fibrozis
diizeyini belirlemek ve tedavi kararin1 vermek ve baska karaciger hastaliklarini
ayirt etmek ic¢in kullanilan invaziv yontemdir. Tarihte ilk karaciger biyopsini
1883 yilinda Paul Ehrlich tarafindan Almanya da alinmistir [15]. Genellikle
perkiitan KC  biyopsi  teknigi  kullanilmaktadir.  Perkiitan  biyopsi;
palpasyon/perkiisyon ile kor biyopsi, USG ile isaretli biyopsi ve goriintiileme
esliginde biyopsi seklinde yapilabilir [15]. Glinimiizde genellikle perkiitan
biyopsi teknigi daha az komplikasyon riski ve daha iyi sonug¢ elde edilmesi
nedeniyle artan siklikta kullanilmaya baslanmistir [16]. Karaciger hasarinin
biyokimyasal gostergesi olarak genellikle alanin aminotransferaz (ALT) ve

beraberinde aspartat aminotransferaz (AST) kullanilmaktadir.

1.2. KARACIGER

1.2.1. Karaciger Morfolojisi

Karaciger organ1 karin boslugunda mide ile bagirsagin iistiinde diyaframin altinda
yer almaktadir. Viicudumuz da bulunan ikinci en biiylik organdir. Ayn1 zamanda
viicudumuzun en biiyiik bezidir. Ayrica sindirim sistemine yardimci bezdir [17].
Karaciger, safra kanallar1 yoluyla safrayr duodenuma bosalttigindan ekzokrin;
glikoproteinler, fibrinojen, protrombin, albumin, globulinler gibi proteinleri ve
glikoz sentezlemesi ve bu maddeleri kana dogrudan dogruya vermesinden dolay1
endokrin bir bezdir [18].



1.2.2. Karacigerin Islevleri

Karacigerin iglevlerini agagidaki sekilde siralayabiliriz [19].

a. Viicuttaki toksik etkiyi ortadan kaldirir.

b. Kandaki besin maddeleri depolanir yada islenir.

c. Glikoz, glikojene cevrilir ve depolanir. Glikoza ihtiya¢ oldugu zaman
glikojen pargalanir ve kana glikoz salgilanir.

d. Bakteri ve yipranmis kirmizi kan hiicrelerini fagosite eder.

e. Safra salgilar ve yaglarin yakimini gergeklestirir.

f. Aminoasitleri, yag asidine ve lireye ¢evirir.

g. Protein, karbonhidrat ve yaglarin metabolizmasinda bir¢ok Onemli
fonksiyonu yerine getirilmesinden sorumludur.

h. Viicuttaki kan1 depolar.

I. Karaciger viicudun savunma sistemini destekler.

Karacigerin 6nemli gorevlerinden biriside viicudun ihtiyagc duydugu enerji
kaynaklarmmi tretmesidir. Glikozu viicudun ihtiyact oldugu seviyede iiretir.
Kandaki glikoz orani kontrol eder glikozu glikojene ¢evirir. Karaciger de
depolanmasini saglar. Kandaki glikoz orani azaldiginda karaciger depolamis
oldugu glikojeni glikoza c¢evirerek kandaki glikoz miktarinin azalmasinm

engellemis olur.

Karaciger 6nemli 6zelliklerinden biriside kendi kendini onarabilmesidir. Bir kismi1
zarar gordligiinde veya tahrip oldugunda kalan diger hiicreler tahrip olan kismi
onararak eksik kismi tamamlar. Olen hiicreleri karacigerden uzaklastirir ve eksik

kalan kism1 tamamlar.

1.2.3. Karaciger Fizyolojisi

Vitaminlerin ve besin maddelerinin kan dolagimindan alinmasindan,
dagitilmasindan ve depolanmasindan karaciger sorumludur. Bunlarin yani sira ok
diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) seviyelerini de diizenler. Ayrica kan glukoz

diizeylerini korur. Plazma proteinleri {iretilmesine ve sagilanmasina saglar.



Karaciger ¢ok sayida toksik maddeleri baglar ve indirger, ama asir1 miktardaki
toksik madde tarafindan harap edilebilir. Karaciger, dolasimdaki plazma

proteinlerinin ¢gogunu tiretir. Bunlarin baslicalar [20]:

Non-immiin a- ve p- globiilinler: plazma kolloid ozmatik basincinin
korunmasina yardimcr olur ve degisik maddelerin tasiyict proteini olarak rol

oynar.

Albumin: plazma kolloid ozmotik basincini koruyarak plazma hacminin ve doku

stv1 dengesinin diizenlenmesini saglar.

Protrombin ve fibrinojen: kan pihtilasmasinda gorev alan 6nemli bilesiklerdir.

Lipoproteinler: Karacigerde VLDL vyiiksek seviyede sentezlenir, bunlar

trigliseritlerin karacigerden diger organlara tasinmasina yardimci olur.

Glikoproteinler: demir tasinimindan sorumlu proteinlerdir.

Karaciger, ¢esitli vitaminleri depolar ve bunlar biyokimyasal olarak modifiye

edilirler. Bu vitaminlerden bazilar1 [21]:

K Vitamini: Ince bagirsaktaki bakteriyel flora tarafindan sentezlenir ve viicuda
diyetsel olarak alinmasindan sonra burada hizli sekilde absorbe edilip, daha sonra

VLDL ile salgilanir.

A Vitamini: karaciger A vitamininin depolanmasindan, alinmasindan ve dolagim

diizeylerinin korunmasinda 6nemli bir rol oynar.

D Vitamini (kolekalsiferol): D vitamini, A vitamininden farkli olarak
karacigerde depolanmaz, fakat yag dokusuna ve iskelet kaslarina dagilir. Fosfat
ve kalsiyum mekanizmasinda 6nemli bir vitamindir. Bunun yani sira karaciger,
demir dengesini ayarlamak ve diizenlemekten de gorevlidir. Demirin biiylik
boliimii karacigerde ferritin seklinde depo edilir. Karaciger hiicrelerinde, demirle

birlesebilen apoferritin adinda bir protein bulunmaktadir. Viicut sivilarinda demir



miktart artti§i zaman, apoferritinle birleserek ferritini olusturur ve gerektiginde
baska yerde kullanilmak {izere saklanir. Viicut sivilarinda demir miktar1 distigi
zaman ferritin demiri serbest birakir. Boylece, karacigerdeki apoferritin-ferritin
sistemi bir demir deposu gorevi yaptig1 gibi kan demirinin tamponu islevini de

yiriitiir [22].
1.2.4. Karaciger Enzimleri

Karacigerdeki hiicre hasar1 hakkindaki genel bilgiyi ALT, AST veya AGT VE
GGT enzim aktivitelerine bakilarak anlasilmaktadir [23]. ALT ve AST degerleri
karaciger hasarimin belirlenmesinde ayr1 bir Onem tasir. Tim karaciger
hastaliklarmda, serum ALT ve AST diizeylerinde yiikselme gozlenir. Ilerlemis
hiicre nekrozuna sebep olan durumlarda daha belirgin diizeylerde yiikselme

meydana gelir [24].

1.2.5. Karaciger Hasari

Farkli tiplerde mikrobik, toksik, metabolik, neoplastik ve dolasimsal hastaliklar
karacigeri etkiler. Alkolizm, kanser ve kalp yetmezligi gibi bir¢cok hastalik da
karacigeri hasara ugratir. Karacigerin depo 6zelligi olmasindan dolayi, karaciger
bozukluklarinin anlagilmasi bir siire belirgin olmayabilir, fakat hasarin belirgin
oldugu durumlarda karaciger parankiminin ilerleyici kaybi ve safra akiginin cesitli
sebeblerle engellenmesi sonucu karaciger fonksiyonlar1 ciddi derecede

etkilenebilir [23]

Karacigerin hasara kars1 bes adet cevap sekli vardir:

-Inflamasyon: Inflamasyon parankimde yayilabilecegi gibi 16kositlerin giris
bolgesiyle siirli olabilir. Karacigere gelen inflamatuar hiicrelerin hepatosit
hasarma hepatit ad1 verilir. Inflamasyonu hepatosit apoptozisi ya da nekrozu
izleyebilir ancak ters durum olarak iyilesme de goriilebilir. Kupffer hiicreleri
hepatositlerin nekroza ugramalar1 ile 6l hiicreleri fagosite ederler ve bunun

sonucunda parankim igerisinde inflamatuar hiicre gruplart olustururlar [26].



-Dejenerasyon: Hiicresel sisme, balonlasma dejenerasyonu olarak adlandirilir.

Atilamayan safra, bakir ve demir gibi bazi maddeler de canli hepatositlerde
birikebilir [23].

-Nekroz: Canli organizmada bir hiicre grubunun ve lokal dokunun 6liimii sonucu
meydana gelen lezyona nekroz denir. Nekroz agir bir hiicre zedelenmesi sonucu
olusabilir [26].

-Fibrozis: Dogrudan toksik hasar veya inflamasyona cevap olarak fibrotik doku
olusur. Fibrozis baslangi¢ doneminde portal bdlgenin g¢evresinde, i¢inde veya
sentral venler ¢evresinde gelisebilir veya siniizoidler iginde depolanabilir. Fibroz
bantlar zamanla karacigerin gesitli bolgelerini birlestirir ve bu olay ‘kopriilesme

fibrozisi’ olarak adlandirilir [26].

-Siroz: Karacigerin anatomik yapisinin nodiillesme ve fibrozis sonucu
bozulmasidr. Ileri diizey bir karaciger hastaligidir. Bat1 iilkelerinde basta gelen 10
6lim nedeninden biridir. Kronik karaciger hastaliginin bu son ddénemi iig¢

karakteristik 6zellik ile tanimlanabilir [26].

1. 2. 6. Karacigerde Rejenerasyon

Karaciger, rejenerasyonu fazla olan bir organdir. Karaciger dokusunun cerrahi
yolla ya da toksik ajanlarla kaybedilmesi durumunda, karaciger hiicrelerinin
boliinmesini baglatan ve dokunun orjinal kitlesi olusuncaya kadar devam eden bir
siireci meydana getirir. Sigcanlarda karacigerin % 75’1 c¢ikarilirsa bir ayda
kaybedilen dokunun yenilendigi goriiliir. Fakat insanda bu diizeyde bir gelisme
goriilemez [18]. Doku ¢ikarilmasi gibi durumlarda salon miktarinin diigmesine
bagli olarak hizli bir mitoz olay1 baslar. Kanda dolasan salon denen mitoz
inhibitorleri ile karacigerdeki mitoz olayr kontrol edilir ve salon miktarinin
artmasi rejenerasyon ilerledik¢ce devam eder, bunun sonucunda da mitotik aktivite
azalir ve biter [18]. Biiyiime faktorii ve sitokinler karaciger rejenerasyonunda

onemli rol oynarlar. Bu faktorler sunlardir:



1) Epidermal biiyiime faktorii (EGF) : Hepatositlerde DNA sentezini
uyardigi belirlenen ilk faktordiir [28].

2) Hepatosit biiyiime faktorii (HGF) : Plazma ve birgok dokudaki protein
yapisinda bulunan bir biiytime faktoriidiir [27]. D-galaktozamin ve karbon
tetrakloriir gibi toksik maddeler de karaciger nonparankimal hiicrelerinde
HGF artigina neden olur [28].

3) TNF-a ve IL-6: IL-6 gen delesyonu ve TNF-a ve reseptor eksikligi olan
koyunlarda karaciger DNA sentezinin bozuldugu saptanmistir [29].

4) Transforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF-a) : EGF ile benzer
reseptorleri etkileyen ve rejenerasyonun baslangi¢c sathasindan sonra rol
aldig1 belirtilmektedir [28].

5) Norepinefrin: EGF’yi arttirarak indirekt yolla, al-adrenerjik reseptor
yoluyla direkt karaciger rejenerasyonunu arttirir [29].

6) Digerleri: Karaciger rejenerasyonunda en 6nemli inhibitor TGF-p1° dir.
Ayrica bunun yaninda retinoik asit, triiyodotironin, vaskiiler endotel
biliylime faktorleri (VEGF), fibroblast biiyiime faktorleri (FGF), ilaglar,
biiyiime hormonu, siklosporin, vazopressin gibi faktorlerin karaciger

rejenerasyonunda olumlu yonde 6nemli rol oynadigi belirtilmektedir [30].

1.3. SERBEST RADIKALLER

Di1s orbitallerinde tek sayida elektron tagiyan, molekiil veya atomlara serbest radikal
denilmektedir [31]. Serbest radikaller, kisa omiirlii ve reaktiftirler. Elektriksel olarak;
pozitif, negatif ve notral yiiklere sahiptirler [32]. Yiiksek enerjiye sahip olan
elektronlar ¢evrelerindeki elektronlar1 ayirip yapisimi bozar, bu durum serbest

radikalleri hem kullanigh kilmaktadir hem de tehlikeli [33].

Biitiin hiicrelere kolaylikla girebilen herhangi bir zorlukla karsilasmayan en ¢ok
kullanilan madde molekiiler oksijendir. Aerobik canlilar i¢in ise serbest radikallerin

en 6nemli kaynaklarindan birisi oksijendir.

Cesitli arastirmalarda, serbest radikallerin bir¢cok dejenerasyona ve yaglanmaya

yol a¢tig1 saptanmustir [34].



1.3.1. Antioksidanlar

Oksijenli yasama ge¢is ile anaerobik yasam formlari; ya adapte olmuslar, ya
Olmiisler, ya da oksijensiz yerlere goc etmislerdir. Oksijenli yasama gecis
doneminde anaerobik yagam formlar1 bulunduklari duruma ya adapte olmuslar ya
oksijensiz ortama go¢ etmisler ya da Olmislerdir. Adapte olanlar kendilerini
oksijenin zararli etkilerinden koruyabilmek ic¢in antioksidan savunma
mekanizmalarini gelistirmislerdir.(aerobik organizmalar) [35].

Antioksidanlar lipitleri, proteinleri, niikleik asitleri ve diger hedef
makromolekiilleri koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Antioksidan etki
mekanizmalarma bakildiginda tutucu (‘scavenger’), baskilayici (‘quencher’),

onarici ve zincir kirici etkiler bulunur [38,39].

Antioksidanlar hasar olugsmadan 6nce radikal olusumunu engeller, oksidatif hasari

onarir, hasara ugrayan molekiilleri temizler ve mutasyonu engeller.

1.3.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin etkilerini ortadan kaldirmak igin ¢esitli
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalara ‘antioksidan savunma
mekanizmalart ya da antioksidanlar’ adi verilir. Antioksidanlar; lipit
peroksidasyonunu engellerler ve okside olan substratlara gore daha az
konsantrasyonlarda bile substratin oksidasyonunu geciktirirler ve inaktif duruma
getirirler [36]. Antioksidanlar, birbiriyle iliskili ya da birbiriden bagimsiz alti
farklt mekanizma ile etkilerini gosterirler [37].

1) Oksijenin yerini alarak veya reaksiyona girerek lokal oksijen
konsantrasyonu azaltabilirler.

2) Hidroksil radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek
yapidaki  iirlinler1  temizleyerek  peroksidasyonun  baslamasini
Onleyebilirler.

3) Membran lipitlerini giiglii sekilde etkileyerek peroksit olusturan singlet

oksijeni temizleyebilir.



4) Metal iyonlarin1 baglamak vasitasiyla reaktif gruplarm ve lipit
peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerin olusumunu 6nleyebilirler.
5) Peroksitleri, radikal olmayan iiriinlere ¢evirebilir.
6) Zincir olusumuna neden olan serbest radikallerle reaksiyona girebilirler ve
bdylece zincir kirilmast meydana gelebilir.
Bu mekanizmalardan ilk dort tanesi ile Onleyenler, ‘koruyucu antioksidanlar’
olarak kabul edilmektedir. Dordiincii mekanizma ile etki edenler reaksiyon
sirasinda tiiketilmezler. Besinci mekanizma ile etki eden antioksidanlar ise
koruyucu olmakla birlikte reaksiyon sirasinda tiiketilir ya da tiikketilmezler. Altinct
mekanizma ile etki eden zincir kirict antioksidanlar zincir uzama reaksiyonlarina
sebep olan radikallerle kompleks yaptiklarindan kirma reaksiyonu siiresinde
tiikketilirler. Bir antioksidanin etkisini gdsterebilmesi i¢in, o maddenin serbest
radikalleri indirgeme hiz1 yeterli seviyede olmasi gerekir. Antioksidanlarin
cogunun tek bir mekanizma lizerinden etkisinin ¢ok olmadigi ve birden fazla

mekanizma ile asil etkisinin olustugu sdylenebilir [36,37].

1.3.3. Oksidatif Stres ve Hastahkla Iliskisi

Serbest radikaller hiicrelerde ve dokularda gesitli zararlara yol agar. DNA
hasarina, enzim aktivitelerinde degisiklere, lipit yapisindaki degisiklere, zar yapisi
ve fonksiyonlarin bozulmasina, zar proteinlerinin ve tasiyici proteinlerin tahribine
sebep olmaktadir. Serbest radikaller ayrica karaciger hastaliklarinda da etken rol
oynamaktadir. Serbest radikallerin yol actigi hasara “Oksidatif Stres”
denilmektedir.

1.4. GLUTATYON

Glutatyon (gama glutamil sisteinil glisin) molekiilii; glutamik asit, sistein ve

glisinden olusur ve genelde GSH olarak kisaltilir; -SH siilfidril grubuna isaret eder ve

molekiiliin alis veris yapan kismidir. Karsinojenik etkilerden korunmada glutatyonun

onemli bir rolii vardir. Reaktif ara metabolitleri olan epoksidler ve diger baz1 toksik

bilesikler dokularda niikleofilik endojen bilesiklerle 6zellikle glutatyon ile konjuge

edilerek inaktif duruma getirilirler [40].
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1.4.1. Glutatyon ve Glutatyon S Transferaz

Glutatyon; glutamat ,sistein ve glisein gibi aminoasitlerden olusana en giiglii
antioksidan olarak bilinen bir molekiildiir. Glutatyon viicudumuzda bulundugu
gibi yedigimiz igtigimiz besinlerden de almaktayiz. Glutatyon yaslandikc¢a

viicudumuzun tiretimini azalttig1 bir antioksidandir.

Yedigimiz, ictigimiz hatta aldigimiz nefeste dahi bulunan diizensiz molekiiler
yapida olan serbest radikaller viicudumuzun en biiyiik diismanmidir. Bu serbest
radikallerin viicudumuza ve sagligimiza olan etkisini antioksidanlar yardimiyla
azaltmak mimkiindiir.  Glutatyon serbest radikallerle savasta diger
antioksidanlarla beraber onlara onderlik eden bir numarali serbest radikal
koruyucusudur. Canlt hiicreleri serbest radikallerin hasarindan koruyan baslica
enzimlerden bir tanesi de glutatyon s transferaz (GST)’dir. GST izoenzimlerin
dokularin oksidatif stresten korunmasinda, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda, ilag direncliligi ve apoptoziste Onemli rol alan c¢ok

fonksiyonlu enzim grubudur [41].

Glutatyon S-Transferaz (GST) elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile
etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi
koruyan bir grup enzimdir. Bu enzimler hayvanlarda , bitkilerde ve gesitli
mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Molekiiler 25kD’dur ve her bir alt birim
200-240 aminoasitten olusur [42]. Basta karaciger olmakla birlikte kalin bagirsak,
ince bagirsak, bobrek, kas, meme, dalak, plasenta, testis gibi bir ¢ok organda ¢ok

siklikla rastlanir ayni zamanda sitosolii ve membranidir [43].

1.4.2. GST’ Lerin Substratlar:

Endojen molekiiller, (Adenin propenal, 9-Hidropeksi-linoleik, Kolesterol-5,6-
oksit), kemoterapik ilaglar (Cis-platin, Klorambusil, siklofomid), cevresel
karsinojenler (Stiren oksit, Trikloroetilen, Akrolein, vb) gibi toksikbilesikler
Glutatyon S transferaz enzimlerinin substratlarindandir.(¢izelge 1) GSH” un

kosubstratina 6zgiil olan bir G bolgesi ve hidrofobik elektrofilik substratlarin
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baglandig1 bir H bolgesi vardir. GSH”un tiyol grubu, cebin acik olan kismina
dontiktiir.Diger substratlara baglanan kisim bu tiyol grubudur [44, 45].

GSTA icin organik hidroperoksitler, GSTP i¢in etakrinik asit, GSTT i¢in 1,2-
epoksi3-(p-nitro feroksi) propen, GSTM igin 1,2-dikloro-4-nitrobenzen, GSTZ
icin z-biitil hidro peroksit, GSTS i¢in ise 1-kloro-2,4-dinitrobenzen GST
izozimlerinin spesifik substratlaridir(46). GST” lerin substratlar Tablo 1’ de
gosterilmektedir [47].

Cizelge 1.1. GST “lerin substratlar

CEVRESEL . . ) ENDOJEN
) PESTISIDLER ILACLAR .
KARSINOJENLER MOLEKULLER
_ ) _ _ ) 4-Hidroksi-2-
Stiren oksit Lindan Cis-platin
nonenal
o i ) Kolesterol-5-6-
4-Nitrokinolin oksit Alaklor Klorambusil )
oksit
Akroleyn Atrazin Siklofosfamit Adenin propenal
] ] 9-hidropeksi-
Hekzaklorobutadien DDT Tiyotepa ) o
linoleik asit
Trikloroetilen Metil paration Fosfomisin Dopaminokrom
) o Katesol
Metilen kloriir Adriamisin ) )
estrojenleri
Etien oksit Nitrogliserin

1.4.3. GST’lerin Siniflandirilmasi

GST”ler yapilan aragtirmalar sonucunda ilk defa 1961 yilinda fare karacigerinde
GSH” 1n gozlenmesi sonucu sitozolik, mikrozomal, ve mitokondriyal olmak iizere
tic grub seklinde siiflandirilmistir. Bu siniflandirmaya gore sitoplazmik GSTler:
GST Alfa (GSTA1-1, GSTA2-2, GSTA3-3, GSTA4-4, GSTA5-5), GST Mi
(GSTM1-1, GSTM 2-2, GSTM3-3, GSTM4-4, GSTM5-5), GST Pi (GSTP1-1),
GST Sigma (GSTS1-1), GST Teta (GSTT1-1, GSTT2-2), GST Zeta (GSTZ1-1),
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ve GST Omega (GSTO1-1, GSTO2-2) olmak iizere 7 sinifa, mikrozomal
GST’ler; MGST1, MGST2 ve MGST3 olarak ii¢ sinifa, mitokondriyal GST

smifin1 olusturan GST Kappa (GSTKI1-1) olmak {lizere toplam 11 sinifta

incelenmektedir. Tablo 2’de GST ailesinin izozimleri ve bulunduklari organlar

gosterilmistir [48].

Cizelge 1.2. GST izozimleri ve bulunduklari organlar

Siiperaile Smif | Protein [Organ
GSTAL | Testis,karaciger,bobrek,adrenal,pankreas
) ) GSTAZ2 |Karaciger,testis,pankreas,bobrek,adrenal,beyin
Sitozolik Alfa
GSTAS3 |Plesanta
GSTA4 |ince bagirsak, dalak, karaciger, bobrek,beyin
GSTML1 | Karaciger, testis,beyin,adrenal,bobrek,akciger
) ) GSTM3 | Testis, beyin,ince bagirsak,iskelet kasi,akciger
Sitozolik Mu
GSTM4 | Beyin, kalp,iskelet kasi
GSTMS5 | Beyin, kalp,akciger,testis
Sitozolik Pi GSTP1 |Beyin, kalp,akciger,testis,bobrek,pankreas
) ) GSTT1 |Bobrek, karaciger,ince bagirsak,beyin,prostat
Sitozolik Teta
GSTT2 |Karaciger
Sitozolik Sigma |GSTS1 |Fetal karaciger,kemik iligi
Sitozolik Zeta |GSTZ1 |Fetal karaciger, iskelet kas1
o GSTO1 |Karaciger,kalp,iskelet kasi,pankreas,bobrek
Sitzolik Omega
GSTO2 |Karaciger
_ ) GSTK1 [Karaciger mitokondrisi
Mitokondriyal | Kappa

GSTK2

Karaciger mitokondrisi

Mikrozomal
(MAPEG)

MGST1
MGST1
MGST?2
MGST3
LTC4S
FLAP

Karaciger,pankreas,prostat,kolon,bobrek,beyin
Testis,prostat,ince bagirsak,kolon
Karaciger,iskelet kasi,ince bagirsak,testis
Kalp,iskelet kasi,adrenal bez,tiroid
Trombosit,akciger karaciger

Akciger,dalak,timus,ince bagirsak
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1.4.4. GST PI Sinifi

GST’ izozimleri igerisinde en yaygin olarak bulunan pi sifidir. Akciger,
Ozafagus, bobrek, adrenal bez, kalp, beyin ve plesanta gibi bircok organda
eksprese edilir [49,50,51]. ilk olarak insan plasentasinda bulunan anyonik
GST”lerin GSTP1 oldugu tespit edilmistir [52]. Daha sonra beyin, akciger, kalp,
testis, adrenal bez, bobrek, pankreas ve karaciger olmak tizere dokularin biiyiik
cogunlugunda  sentezlendigi goriilmistir [53]. Glutatyon-S Transferaz P1
(GSTP1) geni insanlarda polimorfiktir. Glutatyon —S Transferaz P1 (GSTP1)
ksenobiyotik metabolizmasinin faz II evresinde rol oynayan GST enzim ailesinin
bir iiyesidir. GSTP enzimlerinin farkli kanser tedavilerinde uygulanan kemoterapi

ve radyoterapiye direnglilik gosterdigi izlenmistir [54].

1.4.5. GST Alfa sinifi

Alfa gen ailesi tarafindan eksprese edilen dort GST izoenzimi tanimlanmistir.
GSTA1 ve GSTA2 insan dokularinda bol miktarda eksprese edilir; ancak
ekspresyon diizeyleri farkli doku ve bireylerde farklilik gosterir [55, 56].
Karaciger, bobrek ve adrenal dokuda bol miktarda eksprese edilir ve insan

karacigerinde total GST’lerin %80’ininden fazlasini kapsar [57].

Alfa  smifi  GST  izoenzimlerinin  spesifik  substratlart  organik
hidrojenperoksitlerdir ve bu bilesige karsi selenyumdan bagimsiz glutatyon
peroksidaz aktivitesi gosterirler [58]. Insan derisinde bulunan GSTA izozimlerinin
ise UV 1sinlarinin yol agtig1 oksidatif strese karst korunmada etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir [59].

1.4.6. GST Mii sinifi

GST mu smnifi, insanlarda M1’den M5’e kadar numaralanan 5 izoenzimden
olusmaktadir [60]. Ekspresyonlar1 dokular arasinda varyasyon gosterir. En yaygin
eksprese edilen GSTM1’dir ve kemik, beyin, akciger, paratiroid, kalp, bobrek,
over, uterus gibi organlarda bulunur. GSTM2 daha ¢ok iskelet kasinda, GSTM3
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ise kaslara ilave olarak beyin, akciger ve testiste bulunur. GSTM4 insan
lenfoblastoid hiicre soylarinda, GSTMS5 ise beyinde eksprese edilir [61, 62].

1.4.7. GST Teta sinifi

Insanlarda GSTT1 ve GSTT2 olmak iizere iki smifi bulunmustur [63]. GSTT1
239 aminoasitten olusan bir homodimerdir. Beyin, kolon, kalp bdbrek, overler,
paratiroid, prostat, tonsil, testis, uterus gibi organlarda ekspresyonu tespit
edilmistir [64]. GSTT1 geninde enzimin fonksiyonel yetersizligine yol agan gen

delesyon polimorfizmi vardir ve bu enzimatik aktivite eksikliginin kanser riskini

artirdig bildirilmistir [60, 65, 66].

1.4.8. GST Omega Sinifi

GSTO 10. Kromozomun biiylik kolonunda bulunur. Yapisal olarak digerlerinde
benzemelerine ragmen digerlerinin substratlariyla ¢ok etkilesime girmezler. GST
ailesinin diger lyelerinin aktif bolgelerinde serin ya da tirozin bulunurken GSTO

sinifinda sistin bulunmaktadir.

Omega smifinin insanda, farede, sicanda, C. Elegans’ da, Drosophila
melanogaster’de bulundugu tespit edilmistir. GSTO smifinin GSTO1 ve GSTO2
olmak tizere iki izoenzimi bulunmaktadir. GSTO1’in N terminalinde fazladan 19

aminoasit vardir. GSTO2’ nin N terminalinde 19 aminoasit fazladan vardir.

Omega smifi indirgeme reaksiyonlarii kataliz eder. Ilag direngliliginde,
radyasyon direngliliginde, igme suyuyla arsenigi indirgemede, oksidatif streste
rolii oldugu gibi alzaymir, Parkinson, sinir sistemi hastaliklarinda da koruyucu

role sahiptir. Yapilan ¢alismalarda kanserde rolii oldugu tespit edilmistir [67, 68].
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1.4.9. GST Kappa Smfi

GST ailesinin bu sinifi hakkinda literatiirde pek bilgiye rastlanamamistir. GSTK1
(GSTK1-1) enziminin 1-kloro-2,4-dinitrobenzen ve etakrinik asit substratlarina
aktiviteleri bulunmaktadir. Onceleri GSTT izoziminin alt grubundan oldugu
diistiniilmiis fakat gecen yillar icerisinde GSTK’ nin ayr1 bir GST ailesi oldugu
ortaya ¢ikmustir.

GSTK1-1 ve GSTK2 olmak iizere iki adet izoenzimi bulunmaktadir. Hiicrede
mitokonride ve peroksizomda bulunur. Kemiriciler, insan ve C.elegans da bulunan
GST kappa mitokondri ve peroksizomda enerji ve lipit metabolizmasinda
gorevlidir. GST’ lerin aktivitelerine benzemesine karsin mitokondri ve
peroksizomda bulunmaktadir. GST kappa mitokondriyal GST olarakta bilinir.
Bakteri ve Okaryotlarda bulunur. GSTK ayrica adiponektin (beyaz yag)
biyosentezinde anahtar gorevindedir ve proteinlerin dogru katlanmasinda saperon

proteini olarak fonksyon gostermektedir.

GSTK insiilin resistansi, obesite ve diyabette de rolii vardir. Yapilan bir ¢calismada
fare ve insan yag dokusunda GSTK1 obezite ile negatif korelasyon gdstermistir.
GSTK1 boylece metabolik hastaliklarda rolii oldugu gosterilmistir. Ayrica,
GSTK1 polimorfizm c¢aligmalari insiilin salinimi ve yag depolamanin iliskili

oldugunu gostermistir.

GSTK1-1 bir¢ok dokuda o6zellikle beyaz yag dokusunda eksprese olmaktadir.
GSTK1-1 fare ve insanda obesite ile negatif olarak iligkilidir ve insiilin direnci
hastaliginin tedavisinde gelistirilen ilaclar i¢in hedef olarak diisiiniilmektedir [68,

69].
1.4.10. Glutatyon-S Transferaz ve Hepatit B
Kuralay ve ark. 88 kronik aktif hepatitli (KAH) hastada karaciger biyopsileriyle

birlikte ALT ve GST-Alfa tayinleri i¢in kanlarinda ALT standart analitik
prosediir, serum GST-A diizeyleri ise ELISA-Hepkit (Biotrin, Dublinlreland) ile
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calisildi. Hepatitli olgularin ALT ve GST-A diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulundu.GST-A ile ALT arasinda anlamli bir korelasyon
bulundu (p< 0,0001; r= 0.556). GST-A, karacigerdeki histolojik hasari
belirlemede ALT’ den daha duyarli oldugu, ancak, ALT ile birlikte
degerlendirildiginde kronik hepatitli olgulardaki karaciger hasarmin ayirt

edilmesine tanisal dogrulugu arttirarak katkida bulundugunu gostermislerdir [70].

Shen ve ark. (2002) GSTP izozimlerinin siroz, hepatit ve kanserli karaciger

dokularinda normale gore yiiksek miktarda oldugunu gostermistir [71].

Yusof ve ark. (2003) hepaptit B ve karaciger kanseri hasta dokularinda GSTP

izozimlerinin yiiksek miktarda oldugunu gostermistir [72].

Ming-Whei ve ark. (2003) 577 karaciger kanser ve 389 kontrol vakasinda GSTmii

enziminin yoklugunun karaciger kanser olma riskini artirdigini1 géstermistir [73].

Shahrokh ve ark. (2006) 37 kronik hepatit, 38 siroz ve 41 kontrol vakasinda GST
Mi, Teta ve Pi enzimlerinin Kronik hepatit olma riskinde bir etkisi oldugunu

gostermistir [74].

Chen ve ark. (2010) 386 kontrol ve 177 kraciger kanserli hastada GST P ve GST
A” nin polimorfizini ¢alismislardir. GST A nin karaciger kanserine yakalanma
riskinde bir etkisi olmadigini fakat GST P nin mutasyonu karaciger kanseri olma

riskini artirdigini gostermislerdir [75].

1.5. CALISMANIN AMACI

GST pi izozimleri hepatit b hastaliinda ©6nemli oldugu goriilmektedir. Bu tez
caligmasinda oksitatif stresin elimine edilmesinde biiyiik 6l¢iide rolii olan II. Faz
Reaksiyonlarindan Glutatyon S-Transferaz enziminin sitozolik GSTP1 ’in
immunohistokimyasal yontemle kronik aktif Hepatit B’li karaciger dokularinda
protein ekspresyonlarina bakilmistir. Elde edilen sonuglarin yas, cinsiyet, ALT ,

AST, HBVDNA, arasindaki istatistiksel  iligkilerinin  arastirilmasi
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amaglanmaktadir. Ayrica bulgularimiz klinik parametrelerle olan iliskilere

bakilarak hastaligin teshisi hakkinda kullanilabilirligi degerlendirilecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Primer Antikor(GSTP1)

Sekonder Antikor (Biotinylated secondary antikor), (Santa Cruz)

TBS buffer (Santa Cruz)

%30’ luk H,O, Solusyonu (Sigma)

Ksilol (Merck)

Etanol (Merck)

Metanol (Merck)

Sodyum Sitrat (Sigma)

Sitrik Asit (Sigma)

Protein Blokaj1 (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum) (Santa Cruz)
ABC HRP (Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxsidase) (Santa
Cruz)

Hematoksilen (Shandon)

DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)

Etanol (Merck)

Metanol (Merck)

Sodyum Sitrat (Sigma)

Sitrik Asit (Sigma)

Protein Blokaj1 (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum) (Santa Cruz)
ABC HRP (Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxsidase) (Santa
Cruz)

Hematoksilen (Shandon)

DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)
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2.1.1.1 Solusyonlarin Hazirlanisi

i H,0, Blokaj1 SolusyonuHazirlanisi: 30 ml %30’ luk H,0; iizerine 470 ml
metanol ilave edilerek hazirlandi.

ii.  Antijen Retrival Solusyonunun Hazirlanisi (0,01 M, pH: 6.0): 2,101 gr
sitrik asit (A) 100 ml distile suda; 0,1 M 14,7 gr sodyum sitrat (B) 500 ml
distile suda ¢6ziildii. 27 ml A solusyonundan, 123 ml B solusyonundan
alinarak 1500 ml’ye distile su ile tamamlandi.

ii. 0,005 M Tris Tamponunun Hazirlanisi: 60,55 gr tris base, 85,20 gr NaCl
500 ml distile suda ¢6ziiliir. 370 ml 1 M HCI eklenerek pH: 7,6’ya getirilip
1 It’ye tamamlanir. (1 ml TBS 100 ml distile suyla diliie edilerek

kullanilir.

2.1.2 Kullanilan Cihazlar

° Etiv

o -20’lik derin dondurucu ve buzdolabi
. pH-metre

o Vortex

o Diidiiklii tencere

. Isitict

J Hassa terazi

. Isik mikroskobu

o Fotograf makinesi
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2.2. KULLANILAN YONTEM

2.2.1. Hasta Dokularinin Toplanmasi ve Klinik Bilgiler

Calismada Ankara Kegioren Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden onay1 alinan ve adi
gecen hastaneye 2012-2016 yillar1 arasinda bagvuran 59 Hepatit B hastalarindan
patoloji klinigi tarafindan yapilan parafin bloklardan her bir vaka igin poly-L-lysin
kapli lamlara 1 kesit alindi. Alinan kesitlere GSTP1 izozimi immunohistokimyasal
olarak uygulandi. Ayrica hastalarin yas, cinsiyet, ALT, AST, HBVDNA,

parametreleri istatistiksel analizlerle ¢aligildi.

2.2.2. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi amaciyla IBM SPSS Versiyon 25.0. (Armonk, NY: IBM Corp)
istatistik paket programi kullanilmistir. Hastalarin demografik 6zellikleri ve sayisal
degiskenler ortalama+standart hata (SH) ve en diisiik-en yiiksek degerler; kategorize
edilen degiskenler ise betimleyici istatistiklerle hasta sayist (n) ve ylizde (%) olarak
ifade edilmistir. Sayisal degiskenlerin dagilim profilleri Shapiro Wilk, varyanslarin
homojenligi Levene testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gdsteren, parametrik
test varsayimlariin saglandigir degiskenler icin grup sayisina gore student-t veya
one-way ANOVA testi kullanilmistir. Parametrik test varsayimlarinin saglanmadigi
degiskenler igin grup sayisina gére Man-Whitney U veya Kruskal Wallis testi
kullanilmigtir. Post-hoc analizler i¢in Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Siirekli
sayisal degiskenlerin arasindaki iligki Spearman’in sira korelasyon testiyle
degerlendirilmistir. p<0.05 diizeyindeki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

Hasta grubumuzun demografik ozellikleri kategorize edilerek Tablo 3’de
aciklanmistir. Toplam 59 hastadan olusan ¢alisma grubumuzda 40 yas ve altinda olan
14 hasta (% 23,7) oldugu goriilmiistiir. 15 hasta (% 25,4) 41-50 yas araliginda, 16
hasta (% 27,1) ise 51-59 yas araliginda yer almistir. 60 yas ve ilizerindeki hasta
sayisinin ise 14 (% 23,7) oldugu bulunmustur. Hasta grubumuzun % 40,7’sini (24

hasta) kadinlar, % 59,3 1inli erkekler olusturmustur.

Cizelge 3.3. Hastalarin kategorize edilmis demografik ozellikleri

5 . HASTA SAYISI
DEGISKEN KATEGORI
(N, %)
Yas
<40 14 (% 23,7)
41-50 15 (% 25,4)
51-59 16 (% 27,1)
>60 14 (% 23,7)
Toplam 59 (%100)
Cinsiyet
Kadm 24 (% 40,7)
Erkek 35 (% 59,3)
Toplam 59 (%100)

Hasta grubumuzun yas Ozellikleri Tablo 4’de gdosterilmistir. Hastalarin yas

ortalamasi 49,39 olup; en diisiik yas 23, en yliksek yas ise 85 olarak bulunmustur.
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Cizelge 3.4. Hastalarin yas 6zellikleri

YAS
DEGISKEN
(N=59)
Ortalama+SH 49,39 + 1,68
En Diisiik-En Yiiksek 23-85

Kronik viral hepatit karaciger dokularmin GSTPi boyanma diizeyleri
degerlendirilmistir (Tablo 5). Incelenen dokularin % 27,1’inde (16 numune) GSTPi
boyanmasi goriilmezken; % 52,5’inde (31 numune) diisiik diizey, % 20,3’linde orta
diizey pozitif boyanma goriilmiistiir. Tiim sonuglar bir arada degerlendirildiginde

ortalama 0,93 pozitif boyanma oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.5. Hasta dokularinin immiinohistokimyasal GSTPi boyanma diizeyleri

Boyanma Diizeyi GSTPi
16/59°
0
(% 27,1)
31/59°
1
(% 52,5)
12/59°
2
(% 20,3)
Ortalama 0,93 + 0,09 °
(0-2)°

Boyanma skorlari kronik viral hepatit karaciger dokularinin boyanma yogunluguna gore
belirlenmistir.

0: negatif boyanma, 1: zayif pozitif boyanma, 2: orta diizey pozitif boyanma olarak
tanimlanmustir.

a: Belirtilen diizeyde boyanan numune sayist / Toplam numune sayisi (yiizde)

b: Ortalama Boyanma Diizeyi + SH

c¢: En Diisiik Boyanma Diizeyi - En Yiiksek Boyanma Diizeyi

Hastalarim  yas ve cinsiyet gibi demografik ozellikleri ile dokularin
immiinohistokimyasal GSTPi boyanma diizeyleri gruplandirilmis ve Tablo 6’te
gosterilmistir. Kadin ve erkek hastalar arasinda GSTPi boyanma diizeyleri agisindan
anlaml farklilik goriilmemistir (p>0.05). 40 yas ve alti, 41-50 yas araligi, 51-59 yas
aralig, 60 yas ve iizerindeki hasta gruplari; GSTPi boyanma diizeyleri acgisindan
karsilastirilmistir. En yiikksek GSTPi boyanma diizeyleri 40 yas ve altindaki
hastalarda goriilmistiir. Ancak farkli yas araliklarinda yer alan hasta gruplar
arasinda GSTPi boyanma diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir

(p>0.05).
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Cizelge 3.6. Hastalarin demografik 6zelliklerine gore immiinohistokimyasal

GSTPi boyanma diizeyleri

DEGISKEN GSTPI
CINSIYET
0,92+0,15®
KADIN X
(0-2)
0,94+0,12 *
ERKEK A
(0-2)
P-DEGERI 0,879
YAS
<40 1,14+0,21 ®
(0-2)°
41 -50 0,93+0,15 2
(0-2)°
0,75+0,17 *
51 —59 X
(0-2)
0,93+0,20 *
> 60 A
(0-2)
P-DEGERI 0,502

Boyanma skorlar1 kronik viral hepatit karaciger dokularinin boyanma yogunluguna
gore belirlenmistir.

0: negatif boyanma, 1: zayif boyanma, 2: orta diizey boyanma olarak tanimlanmustir.
a: Ortalama Boyanma Diizeyi + SH

b: En Diisiik Boyanma Diizeyi - En Yiiksek Boyanma Diizeyi

Dokularin immiinohistokimyasal GSTPi boyanma diizeyleri ile hastalarin yaslar
arasinda korelasyon analizi yapilmistir (Tablo 7). Hastalarin yaslar1 ile dokularin
GSTPi boyanma diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

bulunmamastir (p>0.05).
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Cizelge 3.7. Dokularin immiinohistokimyasal GSTPi boyanma diizeylerinin

hastalarin yaslari ile korelasyon analizleri

DEGISKEN GSTPI
YAS Korelasyon Katsayisi -0,109
p-degeri 0,413

Hastalarin karaciger fonksiyon testlerinden alanin aminotransaminaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) diizeyleri Olgiilmiis ve veriler Tablo 8’de
ozetlenmistir. 59 hastadan 56’sinin ALT, 52’sinin AST diizeyi kayit altina alinmistir.
Ortalama ALT diizeyi 63,45 U/L; ortalama AST diizeyi ise 46,23 U/L bulunmustur.

Cizelge 3.8. Hastalarin ortalama ALT ve AST diizeyleri

lisormsiter n Ortalama + SH En Diisiik En Yiiksek
Fonksiyon
Testleri (say1) (U/L) (U/L) (U/L)
ALT 56 63,45+ 10,04 0,68 401,00
AST 52 46,23 £ 6,75 15,00 332,00

Hastalardan 34’liniin ALT degeri 45 U/L ve altinda, 22’sinin ALT degeri ise 45
U/L’den yiiksek bulunmustur. 30 hastanin AST diizeyinin 35 U/L ve altinda, 22
hastanin AST diizeyinin ise 35’in iizerinde oldugu goriilmiistiir. Dokularin
immiinohistokimyasal GSTPi boyanma diizeyleri ile normal ve yiliksek ALT
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilhik bulunmamistir (p>0.05).
Normal ve yiikksek AST diizeyleri ile GSTPi boyanma diizeyleri arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 9).
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Cizelge 3.9. Hastalarin ALT ve AST diizeyleri ile karaciger dokularinin

immiinohistokimyasal GSTPi boyanma diizeyleri

DEGISKEN GSTPi
ALT
NORMAL (0-45) 0,91+ 0,11°
(N=34) (0-2)°
YUKSEK (>45) 0,86+0,17°
(N=22) (0-2)°
P-DEGERI 0,738
AST
NORMAL (0-35) 0,87 40,122
(N=30) (0-2)
YUKSEK (>35) 0,95+0,15°
(N=22) (0-2)
P-DEGERI 0,662

Boyanma skorlar1 kronik viral hepatit karaciger dokularinin boyanma yogunluguna gore
belirlenmistir.

0: negatif boyanma, 1: zayif boyanma, 2: orta diizey boyanma olarak tanimlanmustir.

a: Ortalama Boyanma Diizeyi + SH

b: En Diisiik Boyanma Diizeyi - En Yiiksek Boyanma Diizeyi

Toplamda 59 hastadan olusan ¢alisma grubumuzda 42 hastanin HBV DNA diizeyleri
belirlenmistir (Tablo 10). 42 hastanin 7’sinde (%16.7) kopya goriilmemis, elde edilen
sonu¢ negatif kabul edilmistir. Geriye kana 35 hastada (%83.3) ise HBV DNA
kopya/ml diizeyi 0’dan yiiksek ¢ikmistir. HBV DNA diizeyleri ile GSTPi boyanma

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p>0.05).
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Cizelge 3.10. Hastalarin HBV DNA diizeyleri ile dokularin

immiinohistokimyasal GSTPi boyanma diizeyleri

HBV DNA GSTPi
Negatif 0,86+0,26"
(n=7) (0-2)°
> 0 kopya/ml 0,86+0,12°
(n=35) (0-2)°
p-degeri 0,985

Boyanma skorlar1 dokularin boyanma yogunluguna gore belirlenmistir.
0: negatif boyanma, 1: zayif boyanma, 2: orta diizey boyanma olarak tanimlanmustir.
a: Ortalama Boyanma Diizeyi = SH

b: En Diisiik Boyanma Diizeyi - En Yiiksek Boyanma Diizeyi

3.1. GSTP1 IN KRONIK HEPATIT B Li KARACIGER DOKULARINDAKI
PROTEIN iFADESI

Kronik Hepatit B li karaciger dokularinda GSTP1 izozimlerinin ekspresyonlarinin
immiinohistokimya sonuglarina baktigimizda; GSTP1 izoziminin hepatositlerde orta
diizey (++) GST pi ifadesinin oldugu ve portal alanlarda GSTP1 ekspresyonu
goriilmemistir (Figlir 1, Figir 2). Ayrica GSTP1 bazi1 hastalarda hafif diizeyde
boyanmistir (Figlir 3, Figir 4). Baz1 hastalarda GSTP1 negatif ekspresyon
gostermistir(Figiir 5, Figiir 6).
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Sekil 3.1. Kronik Hepatit B li karaciger dokularinda immunohistokimyasal
GSTP1 proteini (Hepatositlerde proteinin ifadesi (++), 20X)

Sekil 3.2. Kronik Hepatit B li karaciger dokularinda immunohistokimyasal
GSTP1 proteini (Hepatositlerde proteinin ifadesi (++), 40X)
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Sekil 3.3. Kronik Hepatit B li karaciger dokularinda immunohistokimyasal
GSTP1 proteini (Hepatositlerde proteinin ifadesi (+), 20X)

Sekil 3.4. Kronik Hepatit B li karaciger dokularinda immunohistokimyasal
GSTP1 proteini (Hepatositlerde proteinin ifadesi (+), Portal alan (-) 40X)
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Sekil 3.5. Kronik Hepatit B li karaciger dokularinda immunohistokimyasal
GSTP1 proteini (Hepatositlerde proteinin ifadesi (-),40X)
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Sekil 3.6. Kronik Hepatit B li karaciger dokularinda immunohistokimyasal
GSTP1 proteini (Hepatositlerde proteinin ifadesi (-),20X)
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4. TARTISMA VE SONUC

Hepatitis B (HBV) biitiin diinyada ve iilkemizde de Onemli bir halk sagligi
problemidir. Diinya’da yaklagik olarak saglik oOrgiitiiniin verilerine gore 400
milyon HBV tastyicisi oldugu tahmin edilmekte bunlarinda ¢ogunlugu Asya ve
Dogu Pasifik bolgesindedir [76]. Her yil 1 milyona yakin insan HBV ile iliskili
karaciger hastaliklarindan dolay1 hayatin1 kaybetmektedir.

Hepatit B genellikle halk arasinda “sarilik” olarak bilinmektedir. Hepatit B
hastaligi1 kan yoluyla bulasan hastaliktir.

Serbest radikaller, kisa odmiirlii ve reaktiftirler. Son yoriingesinde bir ya da daha
fazla eslenmemis elektron bulunduran atom veya molekiiller serbest radikaller
olarak  adlandirilmaktadir.  Serbest  radikaller  eslenmemis  elektron
bulundurduklarindan dolay1r kararsiz yapidadir ve diger maddelerle reaksiyona
girerek kararli duruma ge¢cme egilimindedirler. Serbest radikaller oksijen ve

nitrojen kaynakli olabilir [77].

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar
tarafindan meydana getirilebilir. Serbest radikaller hiicrede ve cevrede siirekli

olarak tiretilir [78].

Biitiin hiicrelere kolaylikla girebilen herhangi bir zorlukla karsilasmayan en ¢ok
kullanilan madde molekiiler oksijendir. Aerobik canlilar icin ise serbest

radikallerin en 6nemli kaynaklarindan birisi oksijendir.

Cesitli arastirmalarda, serbest radikallerin birgok dejenerasyona ve yaslanmaya

yol actig1 saptanmustir.
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Organizmada devamli olarak serbest radikaller olusmasinin yaninda giiclii
savunma sistemleri de vardir. Serbest radikallerin olusum hiz1 ile ortadan
kaldirilma hiz1 yani oksidatif denge saglandig siirece organizma bu bilesiklerden
etkilenmemektedir. Antioksidan savunma sistemleri yeterince etkili olmadiginda,
organizmada serbest radikal iiretimi artar ve doku hasar1 meydana gelir. Bu

duruma "oksidatif stres" ad1 verilir [79].

Yedigimiz, ictigimiz hatta aldiimiz nefeste dahi bulunan diizensiz molekiiler
yapida olan serbest radikaller viicudumuzun en biiyiik diismanidir. Bu serbest
radikallerin viicudumuza ve sagligimiza olan etkisini antioksidanlar yardimiyla
azaltmak miimkiindiir.  Glutatyon, serbest radikallerle savasta diger
antioksidanlarla beraber onlara o6nderlik eden bir numarali serbest radikal
koruyucusudur. Canli hiicreleri serbest radikallerin hasarindan koruyan baslica
enzimlerden bir tanesi de glutatyon s transferaz (GST)’dir. GST izoenzimlerin
dokularin oksidatif stresten korunmasinda, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda, ilag direngliligi ve apoptoziste Onemli rol alan ¢ok

fonksiyonlu enzim grubudur [41].

Yapilan bu tez caligmasinda Kronik viral hepatit karaciger dokularinin GSTPi
boyanma diizeyleri degerlendirilmistir. Incelenen dokularm % 72,9’unda GSTPi
boyanmasi gOriilmiigtiir.. Hastalarin immiinohistokimyasal GSTPi boyanma
diizeyleri yas ve cinsiyet gibi demografik 6zelliklerine goére belirlenmis ve GSTPi

boyanma diizeyleri acisindan anlaml farklilik goriilmemistir (p>0.05).

Yaplan tez ¢alismasindaki bulgulara paralel olarak Shen ve ark. (2002) Yusof ve
ark. (2003) GSTP izozimlerinin siroz, hepatit B ve kanserli karaciger dokularinda

normale gore yiiksek miktarda oldugunu gdstermistir.

Sonug olarak GSTP1 Kronik viral hepatit karaciger dokularinda yiiksek diizeyde
expresyon gostermistir. Yapilan bu calisma ile GSTP nin Hepatit B hastaliginin
gidisatinda rol oynayabilecegini gostermistir. Bu ¢aligma yapilacak diger
caligmalara 6n bir calisma olacaktir ileriki ¢alismalarda daha fazla 6rnek sayisi ile

GST enziminin diger izozimlerininde roliiniin arastirilmasi1 amaglanmaktadir.
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