T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
ENFEKSIYON HASTALIKLARI VE KLINIK MIKROBIYOLOJI
ANABILIM DALI

KRONIK HEPATIT B’Li HASTALARDA
SERUM NEOPTERIN DUZEYLERININ KARACIGER
NEKROENFLAMASYONU iLE KORELASYONU

Dr. Gulhan CALLI SAMSA

UZMANLIK TEZI
2013



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
ENFEKSIYON HASTALIKLARI VE KLINIK MIKROBIYOLOJi ANABILIMDALI

KRONIK HEPATIT B’Li HASTALARDA
SERUM NEOPTERIN DUZEYLERININ KARACIGER
NEKROENFLAMASYONU iLE KORELASYONU

UZMANLIK TEZI

Dr. Gulhan CALLI SAMSA

Tez Danigmani
Dog. Dr. Ziya KURUUZUM

Bu uzmanlik tezi DEU Bilimsel Aragtirma Projeleri Sube Miidiirligu tarafindan 2013.KB. SAG.044 say! ile
desteklenmisgtir.



iICINDEKILER:

(@ Y74 = RSP UR |
SUMMARY ottt et e e et 1]
TABLO DIZINI....ooviviiiiiiiiiiei e Y
ST = [T 0] 14 |\ OO Vil
TESEKKUR ...ttt ettt et et e et e e te e et e e eteeanteeeateeereeenes VIl
KISALTMALAR Lt e et e e e et e e e e et e e e e et e e e nernas IX
1. GIRIS V& AMAGC ...ttt an e 1
2. GENEL BILGILER ...ttt 3
2.1 NEOPTERIN ...ttt 3
2. 1L TANNGE e 3
2.1.2 Neopterinin Kimyasal YapISI.......coooeeeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.1.3 Neopterin BiYOSENIEZI........ccoeeee e 4
2.1.4 Neopterinin Fizyolojik ROIU .........coooveieieieeeeen 5
2.1.5 Neopterinin KInik ONeMi...........cccuciiiiiiiieiieiieceece et 5

2.1.6 Neopterin Olcme Yontemleri ve Vicut Sivilarinda Neopterin Duzeyleri .. 6

2.1.7 Serumda NEOPIEIN ...cceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
2.1.8 Neopterin ve Otoimmun HastaliKlar ............ccoooeeeeiien 7
2.1.9 Neopterin ve Diger HastaliKIar ... 7
2.1.10 Neopterin ve Enfeksiyon HastaliKlar: ...........cccooooeeeeee 7
2.1.10.1 Bakteriyel Enfeksiyonlar ve NeOPterin ..............uuvvvvveveeeiiiiviiiiiiinennns 8
2.1.10.2 Viral Enfeksiyonlar ve NeOPterin.............uuuuvvuvirimimimiiiiiiiiiiiniiiiinennnns 8

2.1.10.3 Paraziter Enfeksiyonlar ve NeOpterin ...............evvvevveviiiiiiiiiiiiiiiinnnns 10



2.2 HEPATIT B VIRUSU ... ettt 10

5 €1 1 10
2.2.2.Virolojik OZEIKIET.........cccviiuiiiiiecieecie e 10
2.2.3 Epidemiyoloji V& BUIAS ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 11
2.2.4 DUnyada HBV ENfEKSIYONU ........uuuiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeiiieieeenneennnes 12
2. 2.5 PAOQENEZ....coeiiiiii ettt 13
2.2.6 KINIK OZEIKIET.......cveiiveiiiiiecieeete ettt 15
2.2.7 HBV Enfeksiyonunda Tani YONtEMIEN ............uuvuveeiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 16
2.2.7.1 SEIOIOJIK TANI ...ttt eeeeseneennnneee 16
2.2.7.2 MOIEKUIET TANI ...ttt eeneeee 17
2.2.7.3 Histopatolojik Tani-Karaciger BiyOPSiSi.............uuuuuveereviiviiiiiiiiiiiinnnns 17
3. GEREC VE YONTEM ....ooiiiiiitieiie ettt 20
4. BULGULAR ...t e et e e e aa s 28
B T AR T IS M A L e e e e e e et e e e e e e e aaaaaaa 38
6. SONUC VE ONERILER ......cocuiiiteeceeeeeeee e 44

7. KAYNAKLAR Lt e 45



OZET

KRONIK HEPATIT B'Li HASTALARDA SERUM NEOPTERIN DUZEYLERI
iLE KARACIGER NEKROENFLAMASYONUNUN KORELASYONU

Dr. Gulhan CALLI SAMSA

Tez Danigmani: Dog. Dr. Ziya KURUUZUM

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji AD, 35340, inciralti, izmir

Amag: Gama interferon stimilasyonuna yanit olarak insan makrofaj ve
monositlerinden sekrete edilen bir sitokin olan neopterinin, kronik hepatit B
enfeksiyonunda karacigerde nekroenflamasyon ve fibrozis derecesini gosteren bir

belirte¢ oldugunun gosteriimesi amaclandi.

Gerec¢ ve Yontem: Calismaya 04 Ocak 2013 - 01 Ekim 2013 tarihleri arasinda
hastanemizin Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal poliklinigi
ve i¢ Hastaliklari AD Gastroenteroloji Dal poliklinigine bagvuran, kronik hepatit B
tani kriterlerine uyan, takip ile tedavi karari acisindan basvuru tarihinden énceki son
1 yil icinde ve basvuru sonrasinda karaciger biyopsisi yapiimis ancak tedavi
almamis gonulll ve 18 yasindan blyuk hastalar dahil edildi. Hastalardan alinan
serum drneklerinde neopterin dizeyleri ELISA yontemi ile arastirildi ve bulunan

sonuclar, karaciger biyopsisi ile saptanan HAI ve fibrozis skoru ile korele edildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 64 hastada serum neopterin dizeyleri, yas,
cinsiyet, serum ALT diizeyi ve serum HBV DNA dizeyi arasinda istatistiksel anlamli
bir iligki saptanmadi (p= 0.07, p=0.329, p=0.101, p=0.134). Hastalarda serum
neopterin duzeyleri ile HAI ve fibrozis skorlari arasinda pozitif korelasyon ve
istatistiksel anlamhhk saptandi (p=<0.001, p=0.001). Hastalarin 16’ sinda (%25)
HBeAg pozitif, 48'inde (%75) HBeAg negatif saptanirken, hem HBeAg pozitif hem
HBeAg negatif hasta grubunda serum neopterin duzeyleri ile HAI ve fibrozis skoru

arasinda pozitif korelasyon oldugu gdsterildi (p=0.009, p=0.034, p=0.002, p=0.011).



Sonu¢ ve Oneriler: Kronik hepatit B enfeksiyonunda nekroenflamasyon ve
fibrozis gelisimine T lenfositler ve makrofajlarin rol aldigir immun yanit yol
acmaktadir. Bu immun yanit sirasinda makrofajlardan salgilanan neopterinin
karacigerdeki nekroenflamasyon ve fibrozis varhgi ve derecesini yansittigi
dustnulmektedir. Serum neopterin dizeyi ile karaciger biyopsisi ile saptanan HAI ve
fibrozis skoru arasinda pozitif korelasyonun ve istatistiksel anlamli bir iliskinin oldugu
gOsterilmis olup, neopterinin karacigerdeki nekroenflamasyon ve fibrozis derecesini

gOstermede umut vaadeden bir belirte¢ oldugu disindimustar.

Anahtar kelimeler: Neopterin, nekroenflamasyon, fibrozis, hepatit B.



SUMMARY

CORRELATION OF SERUM NEOPTERIN LEVELS AND LIVER
NECROINFLAMMATION IN CHRONIC HEPATITIS B PATIENTS

Dr. Gulhan CALLI SAMSA
Dokuz Eylul University School of Medicine, Department of Infections

Diseases and Clinical Microbiology, izmir, Turkey

Aim: Neopterine is a cytokine that is secreted in response to gamma interferon
stimulation of human macrophages and monocytes. It's aimed to determine that
neopterin is a marker indicating necroinflammation and fibrosis levels in chronic

hepatitis B infection.

Materials and Methods: From January 4 to October 1, 2013 in Infections
Diseases and Clinical Microbiology outpatient clinic and Gastroenterology outpatient
clinic of our hospital, untreated, = 18 years old volunteers that fulfilled criteria for
diagnosis of chronic hepatitis B, had undergone liver biopsy in the last 1 year
preceding the date of application and after application, were included. Neopterin
levels in serum samples were investigated by ELISA. Results were correlated by

HAI and fibrosis scores determined by liver biopsy.

Results: In the 64 patients included in the study, relationship between serum
neopterin levels and age, sex, serum ALT and serum HBV DNA levels were no
statistically significant (p= 0.07, p=0.329, p=0.101, p=0.134). Positive correlation
between serum neopterin levels, HAI and fibrosis scores was found statistically
significant (p=<0.001, p=0.001). Sixteen (%25) HBeAg (+) and 48 (%75) HBeAg (-)
patients were detected. Both HBeAg positive and HBeAg negative patient group,
serum neopterin levels correlated positively with HAI and fibrosis scores (p=0.009,
p=0.034, p=0.002, p=0.011).

Conclusion: T Ilymphocytes and macrophages leads to development of

necroinflammation and fibrosis in chronic hepatitis B. During immune response,

neopterin released from macrophages is thought to reflect the necroinflammation



and fibrosis in liver. Positive correlation and statistically significant relationship
between serum neopterin levels, HAI and fibrosis scores were shown. Therefore
neopterin is admitted to be a promising marker of fibrosis and necroinflammation in

chronic hepatitis B infection.

Key Words: Neopterin, necroinflammmation, fibrosis, hepatitis B
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KISALTMALAR:

NP: Neopterin

IFN: interferon

HBV: Hepatit B Viris

DNA: Deoksiribonukleik Asit
HSK: Hepatoselluler karsinom
HCV: Hepatit C Virls

RNA: Ribonukleik asit

KHB: Kronik hepatit B

GTP: Guanozin Trifosfat
NK: Natural killer

TNF: Tumor Nekroz Faktor
TH: T-helper

HIV: Human Immunodeficiency Virls

HPLC: High Performance Liquid Chromatography

RIA: Radio Immun Assay

ELISA: Enzym Linked Immunosorbant Assay
BOS: Beyin Omurilik Sivisi

CMV: Sitomegalovirus

EBV: Ebstein-Barr virus

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome
KIYS: Kazaniimis Immun Yetmezlik Sendromu
IL: interldkin

HBsAQ: Hepatit B virus ylizey antijeni

HBcAQ: Hepatit B core Antijen

HBeAg: Hepatit B viris e Antijeni

STH: Sitotoksik T Hucresi

ALT: Alanin Amino Transferaz

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

HAI: Histolojik Aktivite indeksi



1.GIRIS VE AMAC:

Neopterin (NP), gama interferon (IFN-y) stimllasyonuna yanit olarak insan
makrofaj ve monositlerinden sekrete edilen pteridin tlrevi bir maddedir. Neopterin,
sadece T-Helper 1 (TH 1) aracih hicresel immun sistemin bir gostergesi dedgil,
konak savunma reaksiyonlarinda da fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari olan bir
sitokindir (1). Neopterin, patojenlere kargi vicutta olusan reaktif oksijen
metabolitlerinin sitotoksik etkilerini arttirarak savunmada 6nemli rol oynamaktadir.
immun yanit sonucu basta idrar ve serum olmak {izere bircok viicut sivisinda NP
duzeylerinin yikseldigi gdsterilmistir. Farkh vicut sivilarindaki NP konsantrasyonun
belirlenmesi ve T lenfosit ile makrofajlarin rol aldigi bircok hastaligin tanisinin
konabilecegi gosterilmistir. GUnimuize kadar yapilan bircok calismada NP Uretiminin
hicresel immun aktivasyonla iligkisi kanitlanmis olup, serum NP dizeyleri ile
enfeksiy0z ve enflamatuvar hastaliklarin giddeti ve progresyonu arasinda guglu bir

baglanti oldugu gdosterilmistir (2).

Hepatit B virisu (HBV), Hepadnaviridae ailesinden Orthohepadnaviris
genusundandir. 42 nm c¢apinda zarfli bir deoksiribontkleik asit (DNA) virsudur.
Karacigerde replike olmakta hepatik disfonksiyona sebep olmaktadir. Hepatit B virls
enfeksiyonu ulkemizde ve dinyada onemli bir halk sagligi sorunudur ve siroz ile
hepatoselliler kanserin (HSK) en énemli nedenlerinden birisidir. Hepatit B virtisiiniin
neden oldugu karaciger hastaliginin patogenezi onemli dlgiide immin aracil
mekanizmalara dayanmaktadir. Ancak, nadir olarak dogrudan hepatotoksik hasar da
olusturabilmektedir. Temel mekanizma, enfekte hepatositlerin, sitotoksik T hicre
araciligi ile lizise ugratimasidir (3, 4). Hepatit B enfeksiyonunda, sitotoksik T
hicrelerden salinan IFN gama, karacigerdeki makrofajlari aktive ederek, bu
makrofajlardan NP salinimini uyarmaktadir. S0z konusu T hicre ve makrofaj
aktivasyonu da karacigerde olusan nekroenflamasyonun ve fibrozisin temel nedenini

olusturmaktadir.

Yapilan calismalarda kronik hepatit B (KHB)Ili hastalarda serum NP
dizeylerinin arttid1 saptanmis (5) ancak, literatiirde serum NP’nin karaciger hasari
ile ortaya c¢ikan fibrozis ile iligkisini incelen bir calismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle calismamizda temel olarak karacigerdeki nekroenflamasyon ve fibrozis
siddetini 6lgmek amaciyla karaciger biyopsisi yapilmis ancak tedavi almamig Kronik

Hepatit B tanili hastalarin serum neopterin diizeylerinin karacigerdeki fibrozis ve



nekroenflamasyon duizeyleri ile korele olup olmadiginin arastiriimasi ve neopterinin
fibrozis ve nekroenflamasyon derecesini belilemede bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilirliginin ortaya konmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Neopterin

2.1.1 Tarihge

Neopterin, hlcresel immun sistemin aktivasyonu olusan IFN-y'nin stimule
ettigi baglica monosit ve makrofajlar tarafindan uretilen bir pteridin tarevidir (6,7).
Pteridinler, ilk kez 1889 yilinda izole edilmistir (2). Baglangigta boceklerin ve kiguk
vertebralilarin bir pigmenti olarak tanimlanmis olup 1963 yilinda isc¢i arilarin
larvalarinda bulunmustur (8-10). insanda ilk defa 1967 yilinda Sakurai ve Goto
tarafindan idrarda saptanmigtir. Neopterin ile ilgili ilk makale ise 1979 yilinda
yayinlanmis olup bu makalede malign hastaliklarda ve viral infeksiyonlarda serum
NP duzeyinin arttigi bildirilmistir (8). 1982 ve 1983 yillarinda, kiltire edilmig insan
periferik kan mononikleer hicrelerinde antijenik uyari sonucu NP birikimi
g0Ozlenmistir. Bu ¢aligmalarin sonucunda IFN-y’nin insan monosit ve makrofajlarinda
invitro olarak buyik miktarda NP Uretimi ve salinimina yol actigi bulunmustur (8-10).
Boylece farkli vicut sivilarindaki NP konsantrasyon tayini ile T lenfosit ve
makrofajlarin etyopatogenezinde yer aldigi bircok hastaligin tanisinin konabilecegi
ve klinikte daha yaygin olarak kullanilabilecedi dusunceleri ortaya ¢ikmistir (11).
Gunumuze kadar yapilan ¢ok sayida klinik ve deneysel ¢calismada NP Uretiminin
hicresel immun aktivasyonla iligkisi kanitlanmis olup, NP duzeyleri ile enfeksiydz ve
enflamatuvar hastaliklarin siddeti ve progresyonu arasinda gugli bir baglantinin

oldugu gosterilmistir (1, 6,10).

2.1.2 Neopterinin Kimyasal Yapisi

Aromatik pteridinler; 7, 8-dihidropteridinler, 5, 6, 7, 8-tetrahidropteridinler,
lumazinler ve dider pteridinler olarak yapilarina gore siniflandinimaktadir (2). Bu
siniflamaya gore, aromatik pteridin grubuna dahil edilen NP, distik molekil agirlikli
(253 Da), 2-amino-4 hidroksi (1'2'3’trihidroksipropil) pteridindir (7-10). Neopterinin d-
izomeri turevleri insan metabolizmasinda Onemli yer tutmaktadir. Neopterinin
vlcutta dihidroneopterin  ve tetrahidroneopterin  olmak Uzere iki sekilde
bulunmaktadir. Yapilan calismalarda neopterinin sadece insan ve primatlarda
bulundugu, sican, kobay ve hamsterlerde ise NP’e rastlanmadigi saptanmigtir
(8,11).



2.1.3 Neopterin Biyosentezi

Neopterin, aktif monosit ve makrofajlarda Guanozin Trifosfat'tan (GTP) GTP
siklohidrolaz-1 enzimi araciligi ile sentezlenmektedir (2,6,7). GTP siklohidrolaz-1
pteridin biyosentezinde anahtar rol oynayan enzimdir. Bu enzimin aktivitesi IFN-y
stimilasyonu ile blyuk oranda artmaktadir. Bunun yaninda IFN-alfa, diger sitokinler
ve endotoksinler de cok dusik oranlarda da olsa GTP siklohidrolaz-1 aktivitesini
arttirabilmektedirler (2,6,9). Neopterin tretiminin en gugli indikleyicisi, T lenfosit tip
1 ve natural killer (NK) htcrelerinden salinan interferon-y’dir. Bu nedenle, vicut
sivilarindaki NP konsantrasyonlari interferon-y varligini gostermektedir. Dolayisiyla
NP, hlcresel aracili immunitenin sensitif bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
(2,6,9).

IL-1
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N e

IL-2 e e
reseptori
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IFN-y - e

Sekil 1: Neopterin Biyosentezi (1)

insanda NP’nin temel kaynagi monosit ve makrofajlardir. Gelisimsel olarak
monositten koken alan dendritik hicrelerin ve merkezi sinir sisteminde mikroglia
hiicrelerinin de NP salgiladigi  saptanmistir (12). Interferon-y’ nin yanisira,
interferon-a ve interferon-p’ nin da NP Gretimini indukleyebilecedi, ancak bu
etkilerinin bu sitokinlerin daha yuksek konsantrasyonlarinda bagsladigi bildirilmistir
(12). Tumor nekrotizan faktor-a (TNF-a) ise tek basina indikleyici dedildir. Ancak,

interferon-y ile birlikte NP 0retimini stimile edebilmektedir (2). Butin bunlara ek



olarak bakteriyel pirojenler ve toksinler de NP dretimini uyaran mekanizmalari

harekete gecirebilmektedir (2).

Demirin immun sistem hdcrelerinin proliferasyonu ve farkhlagmasi tzerindeki
onemli rolt, NP metabolizmasini da etkilemektedir (1). Hicre igi demir miktarinin
azalmasi NP uretiminin artisina sebep olmaktadir (13). Neopterinin, eritropoezis
Uzerinde dolayh inhibitdr etkisi de bulunmaktadir. Kronik hastaligi olanlarda, serum
NP dizeyi ile serum demir, transferrin ve hemoglobin dizeyleri arasinda negatif,
ferritin diizeyi arasinda ise pozitif bir iliskinin oldugu bildirilmistir (1,13). Birgok kronik
enfeksiyonda ve otoimmun olayda gorilen anemi, NP’nin eritropoetin retimini

inhibe etmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (13).

2.1.4 Neopterinin Fizyolojik Rolu

Neopterinin fizyolojik roli henliz tam olarak aydinlatilamamistir. Neopterin,
sadece TH 1 aracil hiicresel immun sistemin bir gostergesi degil, konak savunma
reaksiyonlarinda da fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari olan bir sitokindir (1).
Yapilan pek cok calismada reaktif oksijen metabolitleriyle etkilesimin ve oksidatif
stresin NP ile iligkili oldugu gosterilmistir. Neopterin, invaziv patojenlere karsi viicutta
olusan reaktif oksijen metabolitlerinin sitotoksik etkilerini arttirarak savunmada
onemli rol oynamaktadir. Serum NP duzeylerinin artigi ile enflamasyon, enfeksiyon
ve malignitenin siddetinin artmasi, NP’nin savunma sisteminin bir parcasi oldugunu

gostermektedir (14).

Neopterinin antioksidan 0Ozelligi de vardir. 7,8 dihidroneopterin yiksek
konsantrasyonlariyla oksidan ve antioksidan dengeyi bozmakta ve ortaya ¢ikan
antioksidan etki, insan hicrelerinin apoptozisine yol agabilmektedir. Ayni zamanda
7,8 dihidroneopterin, linolat oksidasyonunu inhibe ederek lipid peroksil radikallerinin

temizlenmesi seklinde fonksiyon gosteren potent bir antioksidandir (14).

2.1.5 Neopterinin Klinik Onemi

Vicut sivilarinda NP Olgimi, hicresel immun yanit dizeyi hakkinda bilgi
vermekte ve hastalik progresyonunu 6nceden tahmin etmeye yardimci olmaktadir
(2). Yuksek NP konsantrasyonlari, monosit ve makrofaj aktivitesinin yogun oldugu

hastaliklarda gozlenmektedir. Neopterin salinimi, T lenfosit proliferasyonu en ytksek



dizeye ulasmadan 3 gin 6nce baslar ve spesifik antikorlarin pozitiflesmesinden
yaklasik 1 hafta 6nce NP Uretiminde yukselme olmasi nedeniyle NP, erken

enflamasyon gostergesi olarak kullanilabilmektedir (15).

Hicresel immun sistem gostergesi olan NP pek cok malignite, enfeksiyon
hastaliyi ve otoimmun hastalikta Kklinik gidis, prognoz ve tedaviye vyanit
degerlendirmek amaciyla bircok vicut sivilarinda calisiimis ve bu hastalarin

neredeyse tumunin kan ve idrarinda yikselmis NP seviyeleri tespit edilmistir (2).

Vicut  sivilarindaki NP dizeyleri, aralarinda  tuberkiloz, Human
Immunodeficiency Viris (HIV) enfeksiyonu, HBV enfeksiyonu, Hepatit C (HCV)
enfeksiyonu gibi viral enfeksiyonlarinin da bulundugu enfeksiyon hastaliklari,
otoimmun hastaliklar, sepsis, maligniteler, allograft reddi, sarkoidoz, multipl
sklerozun aktivasyonu, koroner arter hastaligi, miyokard enfaktisi, kardiyak ve

renal yetmezlikte de yuksek bulunmustur (16- 23).

2.1.6 Neopterin Olgme Yoéntemleri ve Vicut Sivilarinda Neopterin
Duzeyleri

Neopterin, vicut sivilarinda stabil oldugu icin rutin laboratuvar testleriyle
Olcimi  yapilabilmektedir. Neopterinin serum konsantrasyonu, idrar
konsantrasyonundan dusuaktir (9). Damar disina cikmamakta ve bdbreklerden
degisime ugramadan atilmaktadir. Bu nedenle idrar NP seviyesi ile dolayli olarak
IFN-gama seviyesi degerlendirilebilmektedir.

Vicut sivilarinda NP ylksek performansh likid kromatografisi (HPLC), radio
immun assay (RIA) ve enzim linked imminosorbant assay (ELISA) yontemleriyle
Olculebilir (2,6). ELISA yonteminde, NP’e 0Ozel baglanma bdlgeleri kullanilarak,
serumdaki isaretlenmemis NP ile peroksitle isaretlenmis NP’nin baglanmasi
amagclanmaktadir. ELISA ydntemi i¢cin serum ve idrar ornekleri 24 saate kadar 2-8°
C'de, 6 aya kadar -20°C’'de isiktan korunarak saklanabilmektedir (6). Daha uzun
sureli saklamalarda ise -80°C kullaniimahdir. Serum disinda beyin omurilik sivisi,
sinovyal sivi, pankreatik sivi, idrar, tukirtk gibi cesitli biyolojik materyallerden de NP
izole edilebilmektedir (1,2).



2.1.7 Serumda Neopterin

Saglikh erigkin bireylerde RIA ve ELISA yoéntemleri ile saptanan serum NP
duzeyleri 1.34 £ 0.68 ng/mL dir (7). 3 ng/mL ust limit olarak kabul edilmektedir (2,6).
Serum NP konsantrasyonlari yasa bagimli oldugunu savunan calismalar vardir (2).
18 yasin altindaki ¢ocuklarda ortalama 1.72 ng/mL ve 75 yasin Uzerindeki yashlarda
ortalama 2.45 ng/mL’ dir (2,11). Yash ve cocuklarda daha yiksek olmakla birlikte,

cinsiyet ile iligkisi olmadigi dustnilmektedir (2).

2.1.8 Neopterin ve Otoimmun Hastaliklar

Romatoid artrit, glomerulonefrit, sjogren sendromu, sistemik lupus
eritematozus, diyabetes mellitus, akut romatizmal ates, crohn hastaligi, tlseratif kolit
ve graves hastaliginda da gerek serum gerekse idrarda NP dizeylerinin arttigi
izlenmistir. Otoimmuin hastaliklarda makrofaj infiltrasyonu gelisen vicut sivisi ve

dokularda NP Uretimi s6z konusudur (1,2,6).

2.1.9 Neopterin ve Diger Hastaliklar

Ateroskleroz gibi bazi kalp hastaliklarinda da NP dizeyi arttigini saptayan
calismalar bulunmaktadir (2). Birgok malignite tipinde de serum NP
konsantrasyonlari artmig olarak saptanmis ve bu artis timor evresi ve Kot
prognozla korele bulunmustur. Yiksek serum ve/veya idrar NP dizeyleri akciger,
over, serviks, meme, tiroid, pankreas ve kolon kanseri ile multipl myelomda
gorilmektedir (2,9,22). Ayrica serum ve/veya idrarda artmig NP seviyeleri, bobrek
yetmezligi, diyabetik nefropati, glomerulonefrit, hepatit B virlisine bagh nefropati ve
renal transplant reddinde saptanmistir (2,7). Akut pankreatit, tip 2 diyabet ve
sarkoidoz gibi ¢esitli hastaliklarda da serum NP dizeyleri yiiksek bulunan galismalar
vardir (2).

2.1.10 Neopterin ve Enfeksiyon Hastaliklari

Hicresel immun cevabi tetikleyen basta virus enfeksiyonlari olmak tzere
bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlarda da viicut sivilarinda NP dizeylerinde dnemli

oranda artig gorulmektedir (2,11).



2.1.10.1 Bakteriyel Enfeksiyonlar ve Neopterin:

Bakteriyel enfeksiyonlarda serum NP duzeyleri yuksek bulunmaktadir (2). En
yuksek NP konsantrasyonlari septik komplikasyonlarin varhdinda gorular (2,7).
Sepsisli hastalarda NP dizeyleri ile mortalite arasinda da anlamh bir iligki bulundugu
gosterilmigtir. Ancak serum NP duzeyleri, enflamasyon ile enfeksiyon ayiriminda

yetersiz kalabilmektedir (24).

Ozellikle intraselliiler bakterilerle olusan enfeksiyonlarda, savunmadan sorumlu
primer lenfokin interferon-y oldugundan, bu tir enfeksiyonlarda daha yiksek serum
NP duzeyleri goriulmektedir (25). Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu
enfeksiyonlarda hicresel immuanite ana rol oynamaktadir. Dolayisiyla akciger
tuberkilozunda hastalik reaktivasyonu ve tedaviye direng gelisimiyle serum NP
Uretiminde artis saptanmakta ve bu durum Klinisyene hastalik progresyonu ve
tedaviye yaniti degerlendirmede fayda saglayabilmektedir (7). Benzer olarak, aktif
leprali hastalarda serum NP dizeylerinde yikselme gozlenebilmekte ve tersine
immunsupresif tedavi slresince azalmaktadir (2). Ayrica, yine stz konusu
hastaliklarda serum NP konsantrasyonu, eritrosit sedimantasyon hizi ve l6kosit
sayisi artigi ile de korelasyon géstermekte ve NP dizeylerinin, hastalarin klinik

degisimini radyolojik incelemelerden bile daha hizli yansittigi bildiriimektedir (26).

Brusellozda ise serum NP dizeyi yiksek olarak belirlenmis ve yapilan bir
calismada tedavi sonrasi donemde tedaviye yanitsiz hastalarin serum NP dizeyleri
ile tedaviye yaniti olan hastalarin serum dizeyleri karsilastinimis ve tedaviye
yanitsiz hastalarda daha yiksek serum NP dizeyleri bulunmustur. Bu nedenle NP
dizeylerinin  tedaviye yaniti degerlendirmek icin bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegi goriistine varilmigtir (27).

2.1.10.2 Viral Enfeksiyonlar ve Neopterin:

Serum NP duzeyleri, viral enfeksiyonlarda (6r; HIV, Sitomegaloviris (CMV),
HBV ve HCV) artmaktadir (2,16). Akut viral hepatitler, Ebstein-Barr viris (EBV)
enfeksiyonu, kizamik, kabakulak, rubella ve influenza enfeksiyonlarinda da serum

NP dizeylerinde artis gortlmektedir (7, 18).



Vicut sivilarinda yukselmis NP duizeyleri enkiibasyon suresinin sonunda klinik
semptomlar baslamadan hemen 0©nce saptanmakta ve Kklinik semptomlarin
baslamasiyla birlikte belirgin bir artis gostermektedir. En ylUksek dizeyleri virlise
karsi spesifik antikor tespitinden hemen Once saptanmakta, bu da NP uretiminde
artisin baslamasindan iki-dort hafta sonrasina denk gelmektedir. Konvelesan
donemde nétralizan antikorlarin ortaya c¢ikisindan sonra ise azalarak normale

dondugu gorulmektedir (28).

Ebstein-Barr viris ve CMV tarafindan olugturulan enfeksiydz mononikleozlu
hastalarda yuksek serum NP konsantrasyonlari bildirilmistir (29). Kiguk ¢ocuklarda
sucicegi infeksiyonun dramatik sekilde yikselen serum NP konsantrasyonuyla iligkili
oldugu ve artis dizeylerinin tipik olarak yeni lezyonlarin sonlanmasiyla saptandigi
bildiriimektedir. Daha sonraki donemde NP dizeyinde karakteristik olarak hizl bir

azalma gozlenmektedir (11).

Kazanilmis immiin yetmezlik sendromlu (KiYS) hastalarda ve KiYS' in
prodromal safhasi olan lenfadenopati sendromlu hastalarda serum NP
konsantrasyonu dramatik olarak yikselmekte ve hatta asemptomatik seropozitif
hastalarda bile yiksek NP dizeyleri saptanabilmektadir (14). Yapilan bir caligmada
seropozitif HIV-1 asemptomatik hastalarda serum ve idrarda NP dizeyi artisi
saptanmig, hastalarin 3 yillik izlemleri sonucu AIDS gelisen hastalarda hem serum
hem de idrar NP diizeylerinin daha da yukseldigi goraimustir. Bu nedenle NP’nin
hastalik progresyonunu gosteren prediktif bir belirte¢ oldugu sonucuna varimistir
(30).

HBV enfeksiyonunda ortaya ¢ikan Klinik tablodan T hiicre ve makrofajlarin rol
aldigr immun yanit sorumludur ve bu immun yanit sirasinda aktive olmusg
makrofajlardan NP salinimi gergeklesmektedir. Serum ve idrar NP duizeylerinin hem
akut hem de kronik hepatit B enfeksiyonunda arttid1 gosterilmistir (31). Yapilan
calismalarda serum NP duzeylerinin, saglikh kisilerle karsilastirildiginda akut hepatit
B ile KHB'li hastalarda ve HBV’e kargi dodal bagisik kisilerde arttid1 saptanmigtir (5).
Kronik hepatit B'li hastalarda ise, interferon tedavisi sirasinda serum veya idrar NP
Olcimlerinin hiicresel immuniteyi degerlendirmede belirleyici olarak kullanilabilecegdi
ileri strdlmis ve serum NP dizeylerinin serum DNA polimeraz aktivitesi ile iligkili

oldugu saptanmistir (31). HBV’e ikincil hepatoselliler kanser ve sirozlu hastalar ile



saghkli kontrollerin karsilastirildiyi calismalarda, serum ve idrar NP dizeylerinin

HSK ve sirozlu hastalarda kontrol grubundan yiiksek oldugu belirlenmistir (32).

2.1.10.3 Paraziter Enfeksiyonlar ve Neopterin:

Malarya ve sistozomiazis gibi paraziter infeksiyonlarda da NP dizeylerinin
arttigi bildirilmigtir (2,7).

2.2 HEPATIT B VIRUSU

2.2.1 Girig

Hepatit B virlsu, kronik karaciger hastaliklarinin dinyadaki en yaygin
nedenlerinden biridir (33). Diinya genelinde 2 milyardan fazla kisi HBV ile enfektedir
ve bunlardan 350-400 milyondan fazla sayida kiside Kronik Hepatit B (KHB)
enfeksiyonu varhgi tahmin edilmektedir (34,35). Hepatit B viris enfeksiyonu halen
Ulkemizde ve diinyada yaygin olarak gérilmekte olup kroniklesen viral hastaliklarin
basinda gelmektedir. Etkili bir asisi olan HBV enfeksiyonu yiksek morbidite ve
mortaliteye neden olmasi nedeniyle énemli bir halk sagligi problemi olmaya devam
etmektedir (34-36) HBV enfeksiyonu, % 15 - 40 oraninda siroz, KC yetmezlIigi ya da
HSK ile sonuglanmaktadir. HBV’e ikincil gelisen terminal dénem KC hastahgi,

Ozellikle tlkemizde karaciger transplantasyonunun en sik nedenidir (34).

2.2.2 Virolojik Ozellikler

Hepatit B virlsi, Hepadnaviridae ailesinden  Orthohepadnaviris
genusundandir. 42 nm c¢apinda, sferik bicimde, cift kilifh, kigik sirkiler DNA
genomuna sahip zarfli bir viristir. Karacigerde replike olup hepatik disfonksiyona
sebep olmaktadir. Konak hiicreden kazaniimig olan lipid zarf Gzerinde Hepatit B
ylzey antijeni (HBsAg) bulunmaktadir (36). Hepatit B virlsu ile enfekte hastalarin
kaninda elektron mikroskopu ile ¢ ayri viral partikil gosterilmistir. Bunlardan biri
olan Dane partikili tam HBV vironu olup enfeksiydz karakterde olan partikildir.
Sferik partikiller ile filamentdz partikiller ise HBV yiizey antijeninin farkli formlarini

icerirler ve enfeksiyoz degildirler. Viris replikasyonu sirasinda fazla miktarda
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Uretilen ve oldukca imminojenik olan bu partikillere kargi nétralizan antikorlar

sentezlenmektedir (3).

Hepatit B core antijen (HBcAg) nukleokapsitteki viral DNA'dan (retilen
peptidtir. HBcAg'nin sentezinde rol aldigi peptidler, hepatosit ylizeyinde bulunmakta
ve hucresel immun yaniti indukleyerek enfekte hicrelerin oldurtilmesinde rol

oynamaktadir (37). HBcAg, sadece hepatositte bulunur ve seruma gegcisi yoktur.

Hepatit B virlis e antijeni (HBeAg) core geninden Uretilen peptidtir, aktif viral
replikasyon ve enfeksiydzitenin gostergesi olarak kabul edilmektedir. HBCAg'nin
sadece karaciger dokusu icinde bulunmasina karsin HBeAg hlicreden disari
salinmaktadir (38). HBcAg ile ¢apraz immunoreaktivitesi nedeniyle, konak immin
yanitini virisle enfekte hiicrelerden uzak tutma gorevini Ustlendigi distinidlmektedir.
HBeAg sentezlenemeyen mutant virislerle olusan enfeksiyonlarda daha agir

hepatik hasar gorilmesi de bu sekilde agiklanmaya calisiimaktadir (37).

DNA polimeraz, aminoasit dizilimi ve fonksiyon agisindan retroviral revers
transkriptaz enzimine benzemektedir. Her iki enzim de viral bir kor iginde aktivite
gostermektedir (3).

X geni, viral replikasyon igin 6nemli olan iki transkripsiyon aktivatoriniu
kodladigi dustnilen kiguk bir gendir. Aktif viral replikasyonun en iyi belirteci ise
HBV DNA’dIr (39).

2.2.3 Epidemiyoloji ve Bulasg

Hepatit B virisl, temel olarak parenteral yolla, enfekte kan ve sivilarla
perkitan ve mukozal temas, tasiyici anneden bebege bulas (vertikal bulas) ve
enfekte kigiyle cinsel iligki ile bulagmaktadir (3). Bu bulas yollarinin disinda ayni ev
icinde, yakin yagsama kosullarinda (horizontal bulag) HBV bulasi olmaktadir.
Ozellikle HBV taslyicilarinin aile bireylerinde diger bulagsma yollarinin séz konusu
olmadigi durumlarda ortak yasam kosullarinin bulagsmaya neden oldugu
dustnulmektedir (40). Endemik bolgelerde virisin cilt catlaklari ve mikoz
membranlardan gegisi ¢cocuklarda infeksiyona neden olabilir (41, 42). Hepatit B viris
enfeksiyonunun insidansi ve bulas yollarinin agirhd ile ¢esidi, toplumlar arasinda

farkliliklar gostermektedir. (3). Virls, insan vicudu disinda yedi ginden uzun sire
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canli kalabildigi icin enfekte dig fircasi ve jiletler de bulas kaynagi olabilmektedir
(41).

HBV'nin neredeyse tim vicut sivilaninda bulundugu saptanmistir. Virion
miktarinin en fazla oldugu vicit sivilari; serum, kan ve yara eksudasi iken plevra ile
periton sivilarinda da serumdaki kadar virion bulunur. Semendeki viris yuki
serumdakine gore 10° kez daha azdir ancak, semende surekli enfeksiyoz partikiller
bulunmaktadir. Virls yiukinin en az miktarda oldugu vicut sivilari ise, idrar, feces,

ter, gbzyas! ve anne sutudar.

2.2.4 Dunyada HBV Enfeksiyonu

Hepatit B virls enfeksiyonunun dinyadaki dagilimi cografi bolgelere gére
farkliliklar gosterebilmektedir. Bu farkliliklar nedeniyle diinya ytksek, orta ve dugik

endemisite bolgelerine ayrilmistir (3,42).

1.Yuksek endemisite :

HBsAg pozitifligi %7’'in Uzerindedir. Japonya ve Hindistan disinda kalan
bircok Asya llkesi, Amazon bélgesi, Alaska, Pasifik adalarn ve Sahra alti Afrika’dir.
Bu bolgelerde enfeksiyonlarin hemen hemen hepsi perinatal donemde veya erken

cocukluk doneminde alinmigtir (3,43).

2.0rta endemisite:

HBsAg prevalansi %2-7 arasindadir. Orta endemisite profili, Turkiye’nin de
icinde Orta ve Glney Avrupa, Hindistan, Kuzey Afrika, Japonya, Giney ve Orta
Amerika, Orta Asya ve Orta Dogu'da bulundugu izlenmektedir (42,43). Bu
bolgelerde enfeksiyon c¢ogdunlukla c¢ocukluk, ergenlik veya genc erigkinlik
donemlerinde alinmaktadir ve bu nedenle akut enfeksiyon daha sik olarak
gorulmektedir (39, 43).

3. Dusuk endemisite:

HBsAg prevalansi %2'den azdir. Etken ile ¢ogunlukla erigkin dénemde
karsilasiimaktadir. En sik bulas yolu cinsel yoldur. Disik endemisite profili, Kuzey
Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda gibi gelismis Ulkeleri
kapsamaktadir (3, 42, 43).
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2.2.5 Patogenez

Hepatit B virls enfeksiyonunda karaciger hasarinin olugsmasinda viral
faktorlerden ¢ok konak immun yanitinin rolu vardir (3). Viristn temizlenmesi ve
karaciger hasari, 6zgul immun yanitlara baghdir. Akut HBV enfeksiyonunda CD4+
ve CD8+ T hicre yanitlari gorilmektedir. CD4+ T hiicre yaniti viral proteinlere karsi
gelismektedir (44). Hepatit B virls spesifik CD4+ T hicreler ayni zamanda HBV
spesifik sitotoksik T hiicrelerini (STH) aktive etmekte ve bu STH’ler hem enfeksiyon
kontrolinden, hem de karacigerde olusan doku hasarindan sorumlu olmaktadir.
Virusun karacigerden temizlenemedidi kronik enfeksiyonlarda ise hastalarin periferik
kanlarinda zayif CD4+ T hicre yaniti ve beraberinde zayif CTL yaniti bulunmaktadir
(3,45,46).

Virise Kkarsi gelisen immun yanitta sitotoksik huicrelerin  yaninda
enflamatuvar sitokinlerin de rol aldigi bilinmektedir. Ozellikle TNF-alfa ve IFN-gama,
HBV’e karsi immun yanitta etkili rol almaktadirlar. Sitokinler, konak savunmasinda
viral replikasyonu baskilayarak dogrudan ve hangi tip immun yanitin baskin
olacagini belirleyerek dolayll rol oynamaktadirlar (45). Akut HBV enfeksiyonunda
gucli poliklonal hiicresel yanit hastalik seyrini etkilemede 6nemlidir. Etkin immuan
yanitin baslatiimasi i¢in Tip 1 IFN salinimi gereklidir. immun yanit gelisimi ile HBV
DNA duzeyleri dusiruldokten sonra dogal ve 6zgul immun yanit hicreleri
karacigerde hepatit gelisimine yol agmaktadir. CD8+T lenfositlerinin  enfekte
hepatositleri ortadan kaldirmasi, aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT) yukselmesi ile beraber gorulmektedir. Bunu izleyen donemde
antikor yaniti gelismekte, bellek hicreleri olusarak reenfeksiyon ve reaktivasyon

onlenmektedir. Akut yanitta yetersizlik olunca enfeksiyon kroniklesmektedir (47).

Akut HBV enfeksiyonunu takiben kroniklegsme erigkinlerin %4,6’sinda gorulur
(48). HBsAg pozitif anneden dogan bebeklerde HBV’nin ortadan kaldiriimasi gugtur
ve kroniklesme orani %95’i bulmaktadir. Yenidogan dénemi sonrasi, alti yas alti
cocuklarda kroniklesme orani %30’lar civarinda olup, uzun dénemde siroz, karaciger

yetmezligi ve HSK gibi ciddi sonuglar izlenebilmektedir (39).

insanlarda HBV enfeksiyonunun seyri dért ayri dénem icermektedir:
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1. immuntoleran donem:

Dogumda ya da erken cocuklukta alinan enfeksiyondan sonra ortaya ¢ikan
donemdir. Konagin immun sisteminin olgunlasmamasi sebebiyle yetersiz immun
yanit gelisimi ya da intrauterin hayatta anneden bebede gecen HBV antijenlerine
karsi gelisen immun tolerans nedeniyle HBV ile enfekte hepatositlere kargi yeterli
immun yanit gelisememektedir. Bunun sonucunda HBV surekli replike olmakta,
fakat immun yanit olmadigi icin karacigerde nekroenflamasyon ve fibrozis
gelisememektedir. Transaminaz degerleri ise normaldir. Bu donem spontan HBeAg

serokonversiyonu ile birlikte 10-30 yil sirmektedir (3, 49).

2. immunklirens Donemi:

HBeAg (+) KHB’li hastalarda immun sistem genellikle adeldsan dénem veya
erigskin yaslarda olgun hale geldikce HBV antijenlerine karsi yetersiz de olsa bir
immun yanit gelismektedir. immun yanita ikincil hepatoselliler hasar olusmaya
baslamakta ve immuntolerans fazindan bu doneme gecis genellikle yasamin 2. ya
da 3. dekadinda olmaktadir. Serumda HBeAg varlidi, yuksek HBV DNA duzeyleri,
transaminaz yiksekligi ve karacigerde aktif enflamasyon ve bazen fibrozis bulgular
saptanmaktadir. Bu donemde bazi hastalar tamamen asemptomatik olabilirken, bazi
hastalar semptomatik olarak akut hepatiti taklit eden ve hatta fulminan hepatik

yetmezlige kadar gidebilen hepatik ataklar gegirebilmektedirler (49).

3. inaktif HBsAg tastyicihgr:

immun temizlenme déneminin sonunda enfekte hiicre kitlesinin ve viriis
replikasyonunun azalmasi dolayisiyla immun yanitin  azalmasini takiben
transaminaz dizeylerinin normal, viral replikasyonun az ve nekroenflamatuvar
aktivitenin hafif oldugu doneme giriimektedir. Serumda HBeAg kaybolmakta, anti
HBe ortaya cikmaktadir. Bu evrede HBsAg olasilikla, hepatosit genomunda entegre
olan S geni nedeniyle bir sire daha pozitif bulunabilmektedir. Hastalarin ¢cogu

yillarca bu fazda kalarak yasamlarina devam etmektedir (3, 49).

4. HBeAg Negatif KHB (Reaktivasyon donemi):

inaktif déneme giren hastalarin bir kisminda viris replikasyonu ve
karacigerdeki hiicre harabiyeti geri donebilmektedir. Bu durum, cocukluk caginda

enfekte olanlarda ve Asya ile Dogu Avrupa’'da daha sik gortlmektedir. Bu dénem,
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serumda HBeAg negatif, Anti HBe pozitif, saptanabilir serum HBV DNA duzeyleri,
yukselmis serum ALT seviyeleri ve karacigerin devam eden nekroenflamasyonunun

histolojik bulgulari ile karakterizedir (49).

2.2.6 Klinik Ozellikler

Hepatit B virisunin enkiibasyon periyodu, alinan viris miktarina ve kiginin
immunite durumuna bagh olarak viris ile karsilasmay izleyen 45-180 giin arasinda
degismektedir (3). Hastaligin klinik 6zelligi oldukca degiskenlik gdstermektedir.
Hastalarin yaklasik yarisi asemptomatiktir. Akut viral hepatitli geng ve erigkinlerin
%50'sinde sarilik gorulurken, diger akut viral hepatitlerle ayirimi yapilamamaktadir.
Yorgunluk, halsizlik, grip-benzeri yakinmalar, bulanti-kusma ve anoreksi gibi
semptomlar  gorulebilmektedir.  Fizik  muayenede  sarilik, hepatomegali
saptanabilmekte veya karin muayenesi tamamen normal olabilmektedir. Vaskiilit,
immun kompleks nefriti, artrit, serum hastaliyi benzeri hastalik ve poliarteritis

nodoza gibi ekstrahepatik bulgular da zaman zaman eslik edebilmektedir (39,50).

Kronik HBV enfeksiyonu, genellikle asemptomatik seyretmektedir. En énemli
semptom, yorgunluk ve halsizliktir olmakta beraber Ozellikle akut alevienmelerde
belirgin olmak Uzere istahsizlik, bulanti, kusma, Ust karin bdlgesinde rahatsizlik
hissi, kas-eklem agrilan da tabloya eslik edebilmektedir. Bircok hastada

biyokimyasal testler normal olarak saptanmaktadir (3).

Kronik HBV enfeksiyonlu kisilerde siroz ve primer HSK gelisme riski 6nemli
Olctde yuksektir. Bu hastaliklarin gelisme riski, kronik enfeksiyonlu hastalarin yasina
ve hastaliga sahip oldugu sureye bagh olarak da degisiklik géstermektedir (3,51).
Erigkin ve gen¢ KHB enfeksiyonlu hastalarda siroz veya HSK gelisme orani %15'tir.
Hastada eglik eden HIV enfeksiyonu, diyabet, alkol kullanimi ve bdbrek yetmezIigi
gibi baska kronik hastaliginin olmasi hepatitin kroniklesme riskini artirmaktadir (49-
52).

Kronik HBV enfeksiyonunda prognoz; aktif viral replikasyon ve karaciger
hasarinin derecesi ile iligkilidir. Kronik enfekte olgularin yarnsinda aktif viral
replikasyon vardir ve serum aminotransferaz degerleri yiksektir. Bu olgularin %15-

20’sinde bes yil icinde siroz gelismektedir. Kronik enfekte olgularin her yil %7-
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10’sinde spontan HBeAg negatiflesmesi gortlmektedir. HBsSAg'nin spontan kaybi ise
daha nadirdir ve her yil olgularin %1-2 ’sinde gériilmektedir (53). inaktif HBsAg
tasiyicisi hastalarin  serum aminotransferaz duizeyleri ve karaciger histolojisi
genellikle normal bulunmakta ve prognozu daha iyi seyretmektedir. ‘Saglikh tagiyicr’
olarak adlandirilan bu hastalarda immunolojik tolerans oldugu dustntlmektedir.
HBeAg negatif olan ve aktif viral replikasyonu olmayan bu olgularda karaciger
hastaliginin alevlenmesi daha az siklikta olmakta, bdyle bir alevlenmenin ardindan

HBsAg’nin spontan kaybi %15 gibi oranlara ulasabilmektedir (3,54).

2.2.7 HBV Enfeksiyonunda Tani1 Yontemleri
Kronik HBV enfeksiyonunun tanisi, serumda HBV infeksiyonunun serolojik ve
virolojik goOstergeleri ile karaciger hastaliginin biyokimyasal ve histolojik

gOstergelerinin birlikte degerlendiriimesi ile konulmaktadir (55).

2.2.7.1 Serolojik Tani

HBsAg, hastallk semptomlari ortaya ¢ikmadan yaklasik 2 hafta 6nce serumda
saptanabilir diizeye ulasmaktadir. lyilesen olgularda 2-6 ay icinde azalarak ortadan
kaybolmakta ve HBsAg serumdan kaybolduktan bir middet sonra serumda anti HBs
ortaya cikmakta ve hayat boyu saptanabilmektedir. Akut HBV enfeksiyonundan
sonra HBsAg serumda 6 aydan uzun sire pozitif kaliyorsa hastalhgin kroniklestigi
kabul edilmektedir (56).

HBeAg, HBsAg'nin ortaya ¢cikmasindan kisa bir slire sonra ortaya c¢ikmakta,
HBsAQ' den 6nce de kaybolmaktadir. HBeAg, viral replikasyon ile iligkili bir serolojik
gOstergedir. HBeAg'nin serumda negatiflesmesinden kisa bir siire sonra anti HBe
ortaya ¢ikmaktadir. Bazi olgularda kisa bir siire HBeAg ve anti HBe serumda birlikte
bulunabilmektedir. Anti HBe antikorlarinin ortaya ¢ikisi viral replikasyonun azaldigini
ve hastalgin iyilesmekte oldugunu gostermektedir. Ancak HBV’nin prekor mutant
suslarinin meydana getirdigi enfeksiyon sirasinda anti HBe pozitiflesmesine ragmen
aktif viral replikasyon devam etmektedir (56). Bu durum Ulkemizin de aralarinda
bulundugu Akdeniz havzasinda daha sik gorulmekte ve gorilme orani %75’ lere
ulasmaktadir.

Anti HBc IgM, enfeksiyon basladiktan birka¢ hafta sonra pik seviyelere
ulasmaktadir. Hastaligin baslangicindan 4-8 ay (bazen 12 ay) sonra serumda tespit
edilememektedir. Anti-HBc IgM, akut enfeksiyon sirasinda pencere doneminde (Anti

HBs ve HBsAg'nin saptanamadigi donemde) enfeksiyonun tek gdstergesi
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olabilmektedir. Diger bir 6nemli 6zelligi de kronik enfeksiyonun akut alevienmeleri
sirasinda da pozitiflesmesidir. Ancak bu pozitiflik kronik dénemde digslk titrelerde
olabilmektedir. Anti HBc 1gG, Anti HBc IgM antikorlarinin gorilmesinden ¢ok kisa bir
sure sonra ortaya ¢lkmakta ve Anti HBc IgM ‘nin tersine yasam boyu pozitif
kalmaktadir (5,56).

2.2.7.2 Molekuler Tani

1980'li yillardan itibaren serolojik yontemlerin yani sira kronik hepatitlerde HBV
DNA bakilmasi da hastanin iginde bulundugu klinik dénemin degerlendiriimesi
acisindan biyik éneme sahiptir. HBVY DNA; kalitatif ve kantitatif olarak polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile tayin edilebilmektedir. HBV DNA kantitasyonu, HBV
replikasyonunun izlenmesi acgisindan ©Onemlidir, bunun icin sinyal ve hedef
amplifikasyon temelli testler ve PZR temelli testler kullanilmaktadir. Sinyal
amplifikasyon testlerinin dezavantaji diguk miktarlardaki HBV DNA'y1 (<5000
kopya/ml) saptayamamasidir. Hedef amplifikasyon testlerinin duyarliigi ¢ok daha
yuksektir (<10 kopya/ml). Molekiler tani konusunda en 6nemli gelisme ise, HBV
DNA testlerinin sensitivitesini arttiran gercek zamanli PZR tekniginin ortaya ¢ikmasi
ile yasanmistir. Boylece kantitatif sonuclar daha kisa stirede verilmekte ve farkl

HBV genotipleri saptanabilmektedir (56).

2.2.7.3 Histopatolojik Tani-Karaciger Biyopsisi

Karaciger biyopsisinin amaci, karacigerde meydana gelen hasarin seviyesini
belirlemek ve diger karaciger hastaligi etkenlerini dislamaktir (57). Hepatik aktivite
indeksi ilk kez Knodell tarafindan 1981’de yayinlanmistir. Karaciger biyopsisinde
daha obijektif sonuclar verilebilmesi amaciyla dizenlenmis sayisal bir sistemdir. Bu
sisteme gore periportal kdprilesme nekrozu, intralobiiler dejenerasyon ile fokal
nekroz, portal inflamasyon ve fibrozis degerlendiriimektedir. ik Gglnin
degerlendiriimesinden elde edilen sayisal degerlerin toplami histolojik aktivite
indeksi (HAI) olarak belirlenmistir ve karacigerdeki enflamasyonun siddetini
gOstermektedir. Maksimum puan 18'dir. Fibrozis dizeyleri ise 0, 1, 2, 3, 4, 5ve 6
olarak degerlendirilir. Fibrozisin =2 5 olmasi sirozu gostermektedir (58). Modifiye
HAI, orijinal Knodell sisteminin bir devami olup, kullanimda ortaya c¢ikan bazi
sorunlarin asilmasini amagclayan bir seri degisiklik icermektedir (59). Bu sistem
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gunuimuzde kronik hepatit olgularinin histopatolojik degerlendirmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Tablo 1)
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Modifiye HAI Derecelendirmesi SKOR
Nekroenflamatuvar skorlar
A. Periportal veya periseptal interface hepatiti (piecemeal nekroz)
Yok
Hafif (Fokal , birkag portal alanda) 0
Hafif/ Orta (Fokal , portal alanlarin cogunda) 1
Orta ( Trakt veya septalarin %50’sinden azinda, ¢evresinde devamlilik gosteren) 2
Siddetli ( Trakt veya septalarin %50'sinden fazlasinda, ¢evresinde devamlilik 3
gosteren)
4
B. Konfluent nekroz
Yok 0
Fokal konfluent nekroz 1
Zon 3 nekroz (bazi alanlarda) 2
Zon 3 nekroz (cogu alanlarda) 3
Zon 3 nekroz + seyrek portal- santral kdprilesme 4
Zon 3 nekroz + ¢ok sayida portal- santral kdprilesme 5
Panasiner veya multiasiner nekroz 6
C. Fokal (spotty) litik lezyon, apoptozis ve fokal enflamasyon
Yok 0
1 veya daha az odak (x100'liik her blyutmede) 1
2-4 odak (x100’lUk her buyitmede) 2
5-10 odak (x100’liik her biyitmede) 3
10'dan fazla odak (x100’lUk her biyitmede) 4
D. Portal Enflamasyon
Yok 0
Hafif (bazi ve tim portal alanlarda) 1
Orta (bazi ve tim portal alanlarda) 2
Orta/ belirgin (tim portal alanlarda) 3
Belirgin (tum portal alanlarda) 4
Modifiye HAI evrelendirmesi
Yapisal degisiklikler, fibrozis, siroz
Fibrozis yok 0
Birkag portal alanda fibréz genisleme ve * kisa fibréz septa 1
Cogu portal alanda fibr6z genisleme ve + kisa fibréz septa 2
Cogu portal alanda fibr6z genisleme ve seyrek portal-portal képrilesme 3
Portal alanlarda fibr6z genisleme ve belirgin kdpriulesme 4
Belirgin koprilesme ile seyrek nodul (inkomplet siroz) 5
Siroz (olasi ve kesin) 6

Tablo 1: Modifiye Histolojik Aktivite indeksi
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2. GEREC VE YONTEM

Caligma yerleri ve Zamani;

Bu calisma, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi (DEUTF) Enfeksiyon
Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda 04 Ocak 2013-25 Kasim 2013
tarihleri arasinda yapildi. Calismanin laboratuvar iglemleri, DEUTF Tibbi

Mikrobiyoloji AD Seroloji Biriminde yapildi.

Etik kurul onayt,

Calismayla ilgili olarak Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurulundan 03.01.2013 tarihinde 101-SBKAEK protokol numarasi ve 2013/01-

02 karar numarasi ile etik kurul onayi alindi.

Aydinlatilmig onam;

Hastalar, ¢calisma dizeni hakkinda bilgilendirildi ve ¢alismaya dahil edilmeden

once her hastaya aydinlatilmis onam formu okutularak imzalatildi.

Hasta alimi;

Bu konuda yapilmig bir ¢ahisma bulunmadigi icin standart etki degerleri
kullanilarak ve gruplar arasinda fazla bir fark ortaya ¢ikacagi ongoruldagu icin etki
baydklugu 0.40 ahnarak oOrnek buyukligl hesaplandiginda her grup igin %80
glciinde ve %95 gilven dilzeyinde calismaya dahil edilecek hasta sayisi
hesaplandi. Calismaya 04 Ocak 2013 - 01 Ekim 2013 tarihleri arasinda DEUTF
Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali poliklinigi ve DEUTF i¢
Hastaliklari AD Gastroenteroloji Dal poliklinigine basvuran KHB tanili hastalar alindi.
Kronik hepatit B tani kriterlerine uyan, takip ile tedavi karari agisindan bagvuru
tarihinden dnceki son 1 yil icinde ve bagvuru sonrasinda karaciger biyopsisi yapiimig
ancak tedavi almamis hastalar gonulli ve 18 yagindan buyuk olmasi kosuluyla dahil
edildi. Hastalar, neopterin ve ¢alisma dizeni hakkinda bilgilendirildi ve caligmaya
dahil edilirken her hastaya aydinlatiimig onam formu okutularak imzalatildi. Bu

sirada hastalarin demografik verileri kaydedildi.
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Asagidaki kronik hepatit B tani kriterlerine uyan hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Kronik Hepatit B Tani Kriterleri (55):

Q

Q

HBsAg'nin en az 6 ay slreyle pozitif saptanmasi
HBeAg'nin en az 3 ay sireyle pozitif saptanmasi

Akut hepatit B enfeksiyonu semptomlarinin 6 aydan uzun sire devam

etmesi

Akut hepatit B enfeksiyonu sonrasi serum bilirubin, serum AST ve ALT

dizeyi ile serum glukoz diizeyinin 6-12 ay slresince normale dénmemesi

Karacigerde koprilesme veya multilobuler nekroz varhgi

Diglama kriterleri;

18 yasindan kii¢ctik hastalar

Altta yatan ek bir kronik karaciger hastaligi (HBV digi bir nedenle

gelismis siroz, alkolik karaciger hastaligi, otoimmun hepatit...) varligi
HCV-HDV-HIV ile koinfeksiyonu
Herhangi bir malignite varligi

Daha once ve héalihazirda kronik hepatit B tanisiyla antiviral tedavi

kullanim @ykisinidn bulunmasi
immunsupresyona yol acan ilag kullanimi
Gebelik

Otoimmun bir hastalik bulunmasi

Veri toplanmasit:

Cahsmaya kabuli yapilan hastalarn, poliklinik ziyareti sirasinda neopterin ve

calisma dizeni hakkinda bilgi verildikten sonra demografik verileri, karaciger enzim

diuzeyleri,

HBV DNA duzeyleri, HBV seroloji sonuglari, karaciger biyopsisi ile

saptanmis olan hepatik aktivite indeksi ve fibrozis skoru dnceden hazirlanmig olan

olgu rapor formlarina kaydedildi.
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Kayit edilen veriler;

U Demografik veriler;

a. Hastanin Adi-Soyadi
b. Cinsiyeti

c. Yas

d. Boy

e. Agirhk

U EKk hastalik varligi

U Kullaniimakta olan ilaclar

U HBV tasiyicilik siresi

U Karaciger enzimleri (AST ve ALT)

U Serolojik veriler ( HBsAg, anti-HBs, HBeAq, anti-HBe, anti-HBc total)

U HBV-DNA (IU/ml)

U Histolojik Aktivite indeksi (HAI)

U Fibrozis skoru

Ornek toplanmasi ve saklanmasi:

Basvuran ve calisma kriterlerini karsilayan hastalardan rutin kontrol amagh
istenen biyokimyasal ve hematolojik testler icin kan alimi sirasinda ayrica 10 cc'lik
biyokimya tiplerine de kan alindi. Alinan kan oOrnekleri 5000 devirde 3 dakika
santrifiij edildi. TUpun Gst kisminda toplanan serum, DNAaz/RNAaz dan arindirniimis
2 ml hacimli steril seffaf mikrosantrifiij tiplerine alindi. S6z konusu serum drnekleri,
ELISA calismasinin yapilacag giine kadar giines 1sigindan korunarak ve -20°C’de

saklandi.
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istatistiksel analizler:

Veriler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 15.0 programina
kaydedildi. Tanimlayici istatistiklerde sayi, ylzde, ortalama + standart sapma
(minimum-maksimum degerler); gruplar arasi ortalamalarin karsilastirmasinda
‘Bagimsiz iki ornek T testi’ kullanildi. Verilerin normal dagilima uygun olup olmadigi
‘Kolmogorov-Smirnov’ testi ile degerlendirildi. Korelasyonlarin degerlendirilmesinde
‘Pearson ve Spearman korelasyon analizleri’ kullanildi.  Korelasyon
degerlendirilirken  korelasyonun  guci, korelasyon  katsayisi  (correlation
coefficient=rg, ile degerlendirilirken, rs < 0,25 ise zayif iligki, 0,25 < rs < 0,50 orta
gucla iligki, 0,50 < rs<0,75 guglu iligki, 0,75 = ¢ok guclu iligki olarak degerlendirildi.
Calismada HBeAg pozitif olan hastalarin sayisi 30'dan kicik olmasi nedeniyle
nonparametrik veriler, Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi ile analiz edildi.
Veriler arasindaki formdulize iligkinin gosteriimesinde regresyon analizinden

faydalanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

GEREKLI MALZEMELER

Hasta drneklerinin toplanmasi ve depolanmasi agamasinda kullanilanlar;
1. 10 cc hacminde steril plastik enjektor
2. 10 cc hacminde kirmizi kapakh biyokimya ttpu

3. 2 cc hacimde steril, seffaf, DNAaz/ RNAaz dan arindirilmis mikrosantrifj

tapd
4. NF 815 santrifuj cihazi (Nuve)

5. Derin dondurucu (-20 °C ile -40 °C derece araliginda)

Serum drneklerinin ¢ahgilabilmesi icin gerekli laboratuvar malzemeleri;
1. 1-10, 10-100 ve 100-1000ul'lik pipet ucu uyumlu otomatik pipetler
2. Vorteks Kkaristirici
3. Orbital karigtirict (30-300rpm)

4. 30-300 pl lik 8 kanalli otomatik pipet

o1

Mikrotitre plaka ELISA okuyucu (450nm absorbans okuma 6zelliginde)

23



Distile su
Sari pipet ucu (20-200pl)
Mavi pipet ucu (100-1000pl)

Human Serum Neopterin ELISA kit (DRG® Neopterin)

Human Serum Neopterin ELISA kit icinde bulunan malzemeler

=

. 96 kuyucuklu (12x8 lik) mikrotitre plaka (poliklonal antikor ile kapl)

. Neopterin, peroksidaz, fosfat tampon ve stabilizér iceren 0,3 mL Enzim

Konjugat Konsantresi

. Neopterin, fosfat tampon, stabilizor ve koruyucu madde olarak timerosal
iceren ve her biri 0.5 mL’lik sekiz adet standart (0; 0.5; 1.5; 3.0; 6.0; 12.0;
24.0; 100.0 ng /L)

. Iki adet kontrol (her biri 0.5 mL)

. Insan serumu, tavsan serumu, koruyucu madde olarak timerosal ve fosfat

tampon salin iceren Neopterin Enzim Seyreltici (18mL)
. 10 mL Tween ve stabilizor iceren yikama tamponu (10 kat yogunlastiriimis)

. Tetrametilbenzidin, tampon ve stabilizér iceren Renkli Substrat (Color

Substrat) soltiisyonu (11 mL)

. Dilue sulfirik asit iceren stop soltisyonu (11 mL)

Testin Caligma Prensibi

Kati faz Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) testi, yarigmali ELISA

yonteminin basit prensibine dayanmaktadir. Bu prensibe goére, drnek igindeki miktari

bilinmeyen antijen ile belli bir miktar enzim igaretli antijen, antikor baglanma bdlgeleri

(anti-tavsan-neopterin) i¢in yarigmaktadir. Her iki antijen-antikor kompleksi, kegi

anti-tavsan Ig G ile kapli mikrotitre plaka kuyucuklarina baglanmakta, baglanmamis

antijen yikama ile uzaklastirimaktadir Substrat enkibasyonu sonrasi fotometre ile

Olcilen renk yogunlugu, oOrnekteki antijen miktari ile ters olarak o6lctlmektedir.

Orneklerin sonuglari dogrudan standart egri kullanilarak gosteriimektedir.
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Serum neopterin duzeylerinin ELISA yontemi ile manuel olarak ¢aligiimast:

1.

Oncelikle -20°C’de saklanan standartlar, kontroller, hasta serumlari ile
+4°C’de saklanan plaka ve reaktanlar oda sicakligina getirildi.
Calisilacak hasta serum drnekleri, her bir hastaya bir sayi verilerek
numaralandinidi.

Plakadaki kuyucuklara 25ul standart, kontrol ve hasta serumlari kondu

(Tablo 2).

NSE NSB H11]H19 | H27 H35 | H43 H51| H39  NSB: Non
STD1 STD1| CTRL1|GTRL1 H12|H20 | H28 H36 | H44 Hsz2| Heo —Pesific Binding

STDZ STD2 | CTELZ | CTRELZ H13 | H21 | H29 H3IT | H45 H53 | HE1 STD: Standart
Salisyonu

STDZ STD3 H1 H & H14 | H22 [ H30 H38 | H46 H54 | HE2

BTD4 STD4| H2 H7  H15|H23 | H} H30 | H47 H55| He3 CTRL: Kontrol

Solisyonu
3TDOS STDS H3 H& H16 | H24 | H32 H40 | H48 H56 | HE4

H:Hasta serumu

STDE STDE| H4 HAa H17 | HZ53 | H33 H41 | HA9  HAT

STDV STDTF| HS H10 H18 | HZ26 | H34 H42 [ H30 H58

Tablo 2: NSB, Standart soltisyonlari, Kontroller ve Serum Orneklerinin

Kuyucuklara Yerlegimi

NSB (Non-Spesific Binding), 25ul kadar O ng /L’lik standart soltisyonu ile
100ul Neopterin Enzim Seyreltici soliisyon ile karistirilarak elde edildi.
Neopterin enzim konjugat, 1:100 oraninda Enzim Seyreltici solisyon ile dilie
edilerek kullanima hazir hale getirildi.

NSB’nin bulundugu kuyucuklar hari¢ her bir kuyucuga 100ul dilue edilmis
enzim konjugat eklendi.

Mikrotitre plakanin Gstl adeziv folyo ile kaplandi.

120 dakika oda sicakhginda (18-25°C) 100 rpm’de orbital karistirici
tzerinde enkibe edildi.

Enkibasyon suresi tamamlaninca adeziv folyo ¢ikarildi.
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10. Enkube edilen plaka iceriginin tamami ters yiz edilerek dokulda.

11.Yikama tamponu, 1:10 oraninda distile su ile seyreltilerek hazir hale getirildi.

12. Her bir kuyucuk 3 kez 100ul lik yikama tamponu ile yikandi.

13. Yikama sonrasi kagit bir havlu Uzerine plaka ters c¢evrilerek yikama
tamponunun fazla miktari ortamdan uzaklastinidi.

14. Substrat ve stop soliisyonunun eklenmesinde pipetlemenin ayni zaman
araliklariyla yapilabilmesi i¢in 8-kanall pipet kullanildi.

15. Her kuyucuga 100ul Renkli Substrat soliisyonu eklendi.

16. 30 dakika kadar oda sicakliinda ve orbital karistirici Gzerinde 100 rpm’de
enkibe edildi.

17. Substrat reaksiyonu, enkiibasyon sonrasi her kuyucuga 100ul Stop
Solisyonu eklenerek durduruldu.

18. Plaka hafifce sallanarak icerik karistirildi.

19. Ardindan optik yogunluk, fotometre ile 450nm dalga boyunda 6l¢uldi.

20. ELISA okuyucu cihazi ile yapilan dlgiimlerde, kontrollerin ve hasta
serumlarinin absorbans ve neopterin diizeyleri saptandi.

21. Sonuclar ng/mL cinsinden kaydedildi (Tablo 3).
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Plate 1: plate

1

o1 0z 03 04 05 06 o7 0] 09 10 " 12
0.952 1.165 1.596 1.489 1.359 1.382 1.375 -0.049
3.547 2381 1.107 1.335 1.675 1.609 1.629 RER
A Un_0011 171 |Un_0019 1/1 |Un_0027 1/1 |Un_0035 1/1 |Un_0043 1/1 |Un_0051 171 |Un_D0S9 1/1 |Un_DOBT 1/1
11 1T 1T 1:T 1T T 1:T 1T
3.7 2361 1.107 1.335 1.675 1.609 1.629 NaN
1457 1.358 1.M7 0.947 1.595 1.395 1.241 1.069 1.398 0.051
413 1.679 3.119 3.582 1.108 1573 2,062 2821 1.565 MaM
B K1_0001 172 K1 _0oo1 22 Un 0012 111 Un 0020 11 Un 0025 11 Un 0036 1/1 |Un_0044 141 |Un_0052 171 Un 0060 111 |Un_DOBE 1/1
11 11 1:1 11 1
1413 1 679 3 119 3 582 1.108 1 5?3 2062 282 1 585 NaMN
0666 0612 0.994 1.133 1.095 1.410 1 105 1.458 1.503 -0.050
6.911 §.089 3259 2507 2686 1.533 2.640 1.410 1.303 NaM
c K2_0001 1/2 |K2_0001 212 |Un_0013 1/1 |Un_0021 11 |Un_0029 171 |Un_DO37 1M Un_DDdS 1M |Un_0053 1M1 |Un_DDB1 171 |Un_D0S9 1/1
1:1 1:1 11 1:1 1:1 1:1 11 1:1 1:1 1:1
6.911 8.089 3.259 2507 2686 1533 2640 1.410 1.303 NaMN
0.920 1.057 1.174 1329 1.388 1.398 1.450 1.379 1.562 0.051
3.787 2.884 2322 1.764 1.502 1.567 1431 1618 1.176 MNalN
D Un_0001 1/1 |Un_0006 1/1 |Un_0014 1/1 |Un_0022 111 |Un_0030 1/1 |Un_0O38 1/1 |Un_0046 1/1 |Un_0054 1/1 JUn_00E2 1/1 |Un_0070 1/1
1:7 1-T 1T 1T 1T T 1T 1 LT 1T
3.787 2.884 2322 1.764 1.592 1.567 1431 1618 1.176 NaN
1.186 0.935 0.999 0917 0.931 1.152 1.302 0.951 1.593 -0.050
2275 3.668 3.231 3.807 3.701 2419 1.850 3.556 1.112 MaM
E Un_0002 11 |Un_00O7 141 |Un_0015 1/1 |Un_0023 1M1 |Un_0031 1/1 |Un_0D038 1M1 |Un_0047 171 |Un_0055 1/1 [Un_DDB3 1/1 |Un_DO71 1/1
1:1: 11 1:1 1T 11 11 1:1 11 i | 1:1
2275 3.668 3231 3.807 3701 2419 1.850 3.556 1.112 MNaM
1.102 1.038 1.075 1.170 0717 1.548 1.500 1.346 0.975 -0.051
26852 2993 2.792 34 6.040 204 1.310 1.715 3.385 REW
F Un_0003 1/1 |Un_DDO8 1/1 |Un_DO16 1/1 |Un_0024 111 |Un_0032 141 |Un_0040 1/1 |[Un_0048 1/1 |Un_0056 1/1 JUn_00E4 11 |Un_0072 1/1
1:1 1:1 1:1 11 11 1:1 1:1 1 1:1 1:1
2652 2993 2792 23 6.040 1.204 1.310 1.715 3385 NaN
0.923 1.008 1.026 1.062 1416 1.430 1.480 1.201 0.000 -0.050
3.761 3171 3.062 2.857 1.516 482 1.356 2215 NaM e
Ie] Un_0004 1/1 |Un_0009 1/1 |Un_0017 1/1 |Un_0025 11 |Un_0033 1/1 |Un_0041 1/1 |[Un_0049 1/1 |Un_0057 1/1 JUn_0065 11 |Un_00O73 1/1
1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 153 £l 1T
3.761 2.1 3.062 2.857 1.516 1482 1.356 2215 NaM MaM
1.203 0.969 0.984 1.505 1.444 1.503 1.075 1.453 -0.002 0.051
2207 3.426 3324 1.300 1444 1.302 2788 1422 MahN NaM
H Un_000S 1/1 |Un_D010 1/1 |Un_0015 1/1 |Un_0026 111 |Un_0034 1/1 |Un_D042 1M1 |Un_0050 1/1 |Un_0058 1M1 |Un_DDG6 171 |Un_DO74 1/1
11 11 11 11 11 1:1 1:1 11 1:1 11
2207 3.426 3324 1.300 1444 1.302 2788 1422 MNaN NaM

Tablo 3: Fotometre ile Olgiilen Kontrol-1, Kontrol-2 ve Hasta Serumlarinin

Absorbans ve Serum Neopterin Dizeyleri

22. Testin ¢ahgabilirligini saptamak icin MNPK1305 LOT numaral kite ait kalite-

kontrol sertifikasinda yer alan kontroller igin verilmis neopterin referans
araliklari kullanildi (Tablo 4).

Deger Kontrol Neopterin Aralik
(ng/mL)
Absorbans 2.13 MNPK 1305 El 0.98 0.84-1.24
MNPK 1305 5.68 5.20-7.60
Ell

Tablo 4: Kontrol Solusyonlarinin Fotometrik Olgiimlerinin Referans Araliklari
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3. BULGULAR:

Calismamiza toplam 64 hasta dahil edildi. Bu hastalarin 39'u (%60.9) son 1
yil igcinde biyopsi yapimig, 25'i (%39.1) ise, basvuru tarihinden sonra biyopsi
uygulanmis hastalardi. Hastalarin 42'si (%65.6) erkek, 22'si (%34.4) kadindi.
Hastalarin yaslarinin 18 ile 66 arasinda degistigi ve ortalama yasin 38 = 12.4 oldugu
saptandi. Hastalarin serum HBV DNA dizeylerinin 2494 [U/mL ile 544.677.156
IU/mL arasinda degistigi ve ortalama serum HBV DNA dizeylerinin 38.169.286,47 +
107.479.306,463 IU/mL oldugu saptandi. Calismaya dabhil edilen hastalarin serum

ALT degerleri 8 mg/dL ile 290 mg/dL arasinda degistigi ve ortalama serum ALT
degerlerinin 77.81 £ 64.98 mg /dL oldugu goruldi.

Calismamizda yas ile neopterin diizeyleri arasindaki iligkiye bakildiginda
olumlu yonde, zayif gligte ve istatistiksel olarak anlamli olmayan bir iliski saptandi
(rs=0.228, p= 0.07). Hastalar, onar yilhk yas gruplarina gére siniflandinidiginda ve
bu gruplarin ortalama serum neopterin dizeylerine bakildiginda istatistiksel

anlamlilik saptanmadi (Tablo 5).

Tablo 5: Yag gruplarina gére ortalama serum neopterin dizeylerinin dagilimi

YAS GRUPLARI n SERUM NEOPTERIN
MIKTARI (ng/mL)
GRUP | (18-27) 13 1.98 +0.62
GRUP 1l (28-37) 16 2.19+0.85
GRUP 11l (38-47) 19 2.51 +1.00 p=0.402
GRUP IV (48-57) 11 2.31+0.79
GRUP V (58-67) 5 3.18+1.88

Cinsiyete gore neopterin dizeylerine bakildiginda kadin ve erkek cinsiyet

arasinda neopterin diizeyleri agisindan istatistiksel anlamlilik saptanmadi (Tablo 6).

Tablo 6: Cinsiyete gore ortalama serum neopterin duzeyleri

CINSIYET n NEOPTERIN
ERKEK 42 2.42 +1.05 0=0.329
KADIN 22 2.16 +0.83
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Serum neopterin ile serum ALT degerleri arasindaki iligki incelendiginde,

olumlu ybnde, zayif glcte ve istatistiksel anlamli olmayan bir iligki (rs=0.207,
p=0.101) saptandi. Ayrica serum neopterin ile serum HBV DNA degerleri arasinda
da olumlu yonde, zayif gucte ve istatistiksel anlamli olmayan bir iligki oldugu gorulda
(rs=0.189, p=0.134).

Calismaya alinan 64 hastanin en disik HAI skoru 1 olarak saptanirken, en

yuksek HAI skoru 13 olarak saptandi ve ortalama HAI skoru 5,88 + 2,69 olarak
bulundu (Tablo 7).

Tablo 7: HAI skoruna gdre hasta sayisi ve ortalama serum neopterin

duzeylerinin dagihimi

HISTOLOJIK HASTA ORTALAMA p DEGERI
AKTIVITE SAYISI (n-%) SERUM
INDEK SI NEOPTERIN
DUZEYi
(ng/mL)
1 1(1.6) 2.34
2 5 (7.8) 1.73+0.81
3 8 (12.5) 1.68 +0.81
4 11 (17.2) 1.88 +0.75
5 6 (9.4) 3.04 +0.82
6 2(3.1) 1.53+0.32 <0.001
7 15 (23.4) 2.35+0.81
8 6 (9.4) 2.60 +0.74
9 4 (6.3) 3.05 + 0.68
10 3(4.7) 3.07 £0.55
11 1(16) 1.60
12 1(16) 6.04
13 1(16) 2.85

Calismamizda serum neopterin diizeyleri ile Histolojik Aktivite indeksi (HAI)

arasinda olumlu yénde, orta glcte ve istatistiksel anlamli bir iliski saptandi
(rs=0.489, p<0.001).
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Calismaya dahil edilen hastalarin HAI skorlar 1-4, 5-8 ve 9-13 olarak 3

gruba ayrilarak incelendiginde gruplar arasinda serum neopterin dizeyleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulundugu saptandi (Tablo 8).

Tablo 8: HAI gruplarina gdre hasta sayisi ve ortalama serum neopterin

duzeylerinin dagilimi

HAI GRUPLARI HASTA SAYISI ORTALAMA p DEGERI
(n) SERUM
NEOPTERIN
DUZEYi (ng/mL)
1-4 25 1.80 +0.75
5-8 29 2.48+0.83 <0.001
9-13 10 3.19+1.19

Gruplar arasinda serum neopterin dizeyleri arasinda saptanan farkin, hangi
gruptan kaynaklandigi incelendiginde ise, HAI skoru 1-4 olan gruptan kaynaklandigi
saptandi (p<0,001).

Hastalarin HAI skoru ile serum neopterin dizeyi arasindaki baglanti incelendiginde,
‘HAlI=(Neopterin-1.354) + 0.167’ olarak bir formulize edildigi gérilmustar.

Calisma kapsamina alinan hastalar, fibrozis skoru acisindan

degerlendirildiginde, en dusuk fibrozis skoru 0 saptanirken en yiksek fibrozis skoru

5 olarak saptandi ve ortalama fibrozis skoru 1.13 + 1.42 olarak bulundu (Tablo 9).
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Tablo 9: Fibrozis skoruna gére hasta sayisinin ve ortalama serum neopterin

duzeylerinin dagilimi

FIBROZIS HASTA SAYISI | ORTALAMA | p DEGERI
SKORU (n-%) SERUM
NEOPTERIN
DUZEYi
(ng/mL)
0 31 (48.4) 2.00 £0.84
1 16 (25.0) 2.31 +£0.87
2 1 (1.6) 3.11
3 11 (17.2) 2.68 £0.72
4 4 (6.3) 3.55+1.85
5 1 (1.6) 3.38

Hastalarin fibrozis skoru 0-2 ve 3-5 olarak iki grup halinde incelendiginde,iki

grup arasinda serum neopterin diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

oldugu saptandi. Hastalarin fibrozis skoru gruplarina gére serum neopterin dizeyi

ve hasta dagilimlari Tablo 10'da verilmigtir.

Tablo 10: Fibrozis skoru gruplarina gore hasta sayisi ve ortalama serum

neopterin duzeylerinin dagihmi

FIBROZIS HASTA SAYISI ORTALAMA p DEGERI
SKORU (n) SERUM NP
GRUPLARI DUZEYI (ng/mL)
Grup I (0-1-2) 48 2.13+0.86 0.010
Grup Il (3-4-5) 16 2.94 +1.09

64 hastanin fibrozis skoru ile serum neopterin dizeyi arasindaki iligkiye

bakildiginda, olumlu yonde, orta kuvvette ve istatistiksel anlamli bir iliski oldugu
goruldu (rs=0.400, p=0.001).
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Hastalarin fibrozis skoru ile serum neopterin dizeyi arasindaki baglant

incelendiginde, ‘Fibrozis skoru = (Neopterin-2.002 ) + 0.295’ olarak bir formilize

edildigi gorulmustur

Hastalarin 16’ sinda (%25) HBeAg pozitif saptanirken, 48 (%75) hastada

HBeAg negatif ve anti HBe pozitif olarak saptandi. Hastalarin demografik verileri

Tablo 11'de sunulmustur.

Tablo 11: HBeAg serolojisine gore hastalarin cinsiyet ve yag dagilimi

HBeAg(+) HBeAg(-)
n (%) n (%)
Hasta Sayisi 16 (%25) 48(%75)
Cinsiyet K: 6 (%37.5) K: 16 (%33.3)
E:10 (%62.5) E: 32 (%66.7)
Yas 29+£11.04 41 £11.67

HBeAg pozitif hastalar ile HBeAg negatif hastalar kargilastirildiginda;

U HBeAg (+) olanlar ile (-) olanlar arasinda ortalama neopterin diizeyleri

acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p=0.664).

U HBeAg (+) olanlar ile (-) olanlar arasinda serum ALT degerleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0.100).

U HBeAg (+) olanlar ile (-) olanlar arasinda fibrozis skoru agisindan istatistiksel

olarak anlaml bir fark saptanmadi (p= 0.264)

U HBeAg (+) olanlar ile (-) olanlar arasinda HAI skoru acisindan istatistiksel

olarak anlaml bir fark saptandi (p=0.046).

U HBeAg (+) olanlar ile (-) olanlar arasinda serum HBV-DNA dizeyleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0.001)

U HBeAg pozitif/inegatif hastalara ait bulgular Tablo 12’ de sunulmustur.
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Tablo 12:

HBeAg pozitif ve negatif hastalarin kargilagtiriimasi

HBeAg (+) HBeAg (-) p degeri
Ortalama Serum 2.39+0.86 2.31+1.02 0.664
Neopterin Duzeyi
(ng/mL)
Serum ALT 99.25 + 72.312 70.67 £ 61.506 p=0.100
(mg/dL)
Fibrozis skoru 1.31+£1.25 1.06 £ 1.47 p=0.264
HAI 7.06 £ 2.67 548 £2.61 p=0.046
Ortalama Serum 147.128.009 + 1.849.712,29 + p<0.001
HBV DNA duzeyi 177.367.515,72 7.445.613,52
(IU/mL)

HBeAg Pozitif Olan Hastalarin Fibrozis ve HAI Skoru ile Serum NP

Diizeyleri lligkisi

HBeAg pozitif 16 hastanin fibrozis skoru incelendiginde en disik fibrozis

skorunun 0, en yuksek fibrozis skorunun 3 oldugu goéruldd. Fibrozis skoru 0 olan 5

hasta, 1 olan 6 hasta, 3 olan 5 hasta oldugu belirlendi. Hastalarin fibrozis skoruna

gOre ortalama serum neopterin degerlerinin dagihimlar Tablo 13'de sunulmustur.

Tablo 13: HBeAg pozitif hastalarda fibrozis skoruna gére ortalama serum

neopterin duzeylerinin dagihimi

Fibrozis Skoru Hasta sayisi Ortalama p degeri

(n-%) serum

neopterin

dizeyleri
(ng/mL)

0 5(31.3) 1.97 +1.04

1 6 (37.5) 2.25+0.81 0.034
3 5(31.3) 2.99 +0.39

33




HBeAg (+) hastalarin HAI skorlarina bakildiginda ise, en digik HAI
skorunun 3, en yiksek HAI skorunun 13 oldugu saptandi. HAI skorlarina gére hasta

sayisi dagilimlari ve ortalama serum neopterin diizeyleri Tablo 14 ‘de sunulmustur.

Tablo 14: HBeAg pozitif hastalarda HAI skoruna gore hasta sayisi ve serum

neopterin duzeylerinin dagihmi

HAI Skoru Hasta sayisi Ortalama p degeri
(n-%) serum
neopterin
dizeyleri
(ng/mL)
3 1(6.3) 1.10
4 3 (18.8) 1.67 £0.73
5 1(6.3) 2.99
7 5 (31.3) 2.29+0.81 0.009
8 2 (12.5) 2.86 +1.13
9 1(6.3) 2.82
10 2 (12.5) 3.17 +£0.74
13 1(6.3) 2.85

HBeAg (+) Hastalarda Serum Neopterin Duzeylerinin Korelasyon
Sonuglari

U Serum neopterin diizeyi ile yas arasinda olumlu yénde, gticli derecede ve
istatistiksel anlaml bir iliski saptandi ( rs= 0.565, p=0.023). ‘HBeAg (+)
KHB’li hastalarda yasg arttikca serum neopterin dizeyi de anlamli olarak

artar.’

U Serum neopterin dizeyleriile fibrozis skoru arasinda olumlu yénde, gucli
derecede ve istatistiksel anlamli bir iligki saptandi ( rs= 0.532, p=0.034).
‘HBeAg (+) KHB’li hastalarda fibrozis skoru arttikga serum neopterin

dizeyi de anlamh olarak artar.’



U Serum neopterin dizeyi ile HAI arasinda olumlu yonde, gicli derecede ve
istatistiksel anlaml bir iliski saptandi ( rs= 0.628, p=0.009). ‘HBeAg (+)
KHB’li hastalarda HAI skoru arttikgca serum neopterin diizeyi de anlamh

olarak artar.’

U Serum neopterin duzeyi ile serum HBV DNA dizeyi arasinda olumsuz, zayif
derecede ve istatistiksel olarak anlamli olmayan iligki saptandi ( rs= -0.124,
p=0.649).

U Serum neopterin duzeyiile serum ALT dizeyi arasinda olumsuz, zayif
derecede ve istatistiksel olarak anlamli olmayan iligki saptandi (rs= -0.062,
p=0.820)

HBeAg Negatif Olan Hastalarin Fibrozis ve HAI Skoru ile Serum NP
Diizeyleri lligkisi

HBeAg (-) olan 48 hastanin fibrozis skorlari incelendiginde, en dusuk fibrozis
skoru 0, en yuksek fibrozis skoru 5 saptandi. Hastalarin fibrozis skoruna gore hasta

dagilimlari ve ortalama serum neopterin diizeyleri Tablo 15’ de sunulmustur.

Tablo 15: HBeAg negatif hastalarda fibrozis skoruna gore hasta sayisi ve

serum neopterin duzeylerinin dagihmi

Fibrozis Skoru Hasta sayisi Ortalama p degeri
(n-%) serum
neopterin
dizeyleri
(ng/mL)
0 26 (54.2) 2.01+0.83
1 10 (20.8) 2.34 +0.94
2 1(2.1) 311 0.011
3 6 (12.5) 2.41+£0.85
4 4(8.3) 3.55+1.85
5 1(2.1) 338
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HBeAg negatif olan 48 hastanin HAI skorlari incelendidinde, en dusik HAI skoru 1,
en yuksek HAI skoru 12 saptandi. Hastalarin HAI skoruna gére hasta dagilimlari ve

ortalama serum neopterin dizeyleri Tablo 16’ da sunulmustur.

Tablo 16: HBeAg negatif hastalarda HAI skoruna gdre hasta sayisi ve serum

neopterin duzeylerinin dagihmi

HAI Skoru Hasta sayisi Ortalama p degeri
(n-%) serum
neopterin
dizeyleri
(ng/mL)
1 1(2.1) 2.34
2 5 (10.4) 1.73+0.81
3 7 (14.6) 1.76 +0.84
4 8 (16.7) 1.95 +0.79
5 5(10.4) 3.04 £0.91
6 2 (4.2) 1.53 £0.32 p=0.002
7 10 (20.8) 2.38+£0.86
8 4 (8.3) 2.47 £ 0.65
9 3 (6.3) 3.12+0.81
10 1(2.2) 2.88
11 1(2.1) 1.60
12 1(2.2) 6.04

HBeAg Negatif Hastalarda Serum Neopterin Diizeylerinin Korelasyon
Sonuglari

U Serum neopterin dizeyiile yas arasinda olumlu yénde, orta kuvvette ve
istatistiksel anlaml bir iliski saptandi ( rs= 0.308, p=0.033). ‘HBeAg (-)
KHB’li hastalarda yasg arttikca serum neopterin dizeyi de anlamli olarak

artar.’
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Serum neopterin duzeyleri ile fibrozis skoru arasinda olumlu yénde, orta

kuvvette ve istatistiksel anlamli bir iligki saptandi ( rs= 0.365, p=0.011).

‘HBeAg (-) KHB’li hastalarda fibrozis skoru arttikgca serum neopterin

dizeyi de anlamh olarak artar.’

Serum neopterin dizeyi ile HAI arasinda olumlu yénde, orta kuvvette ve
istatistiksel anlaml bir iliski saptandi ( rs= 0.444, p=0.002).

‘HBeAg (-) KHB'li hastalarda HAI skoru arttikgca serum neopterin dizeyi

de anlamli olarak artar.’

Serum neopterin diizeyi ile serum HBV DNA diizeyi arasinda olumlu, zayif

ve istatistiksel olarak anlamli olmayan iligski saptandi ( rs= 0.243, p=0.096).

Serum neopterin dizeyi ile serum ALT dizeyi arasinda olumlu, zayif ve

istatistiksel olarak anlaml olmayan iligski saptandi (rs= 0.247, p=0.09)
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5. TARTISMA:

Neopterin, aktive olmus T hiicrelerinin IFN-gama ile stimilasyonu sonucunda
insan monosit ve makrofajlari tarafindan Uretilmektedir (6). Yapilan ¢ok sayida
calismada NP dretiminin hicresel immun aktivasyonla iligkisi kanitlanmis ve NP
duzeyleri ile enfeksiydz ve enflamatuar hastaliklar arasinda gugcli bir baglanti oldugu
gosterilmigtir (1,6,10). Neopterin Uretiminin en gic¢li indukleyicisi tip 1 T lenfosit ve
NK hucrelerinden salinan interferon-y'dir (2,6,9). Hicresel immun sistem gdstergesi
olarak, pek cok malignite, enfeksiyon hastaligi ve otoimmin hastalikta kan ve
idrarda NP seviyeleri artmaktadir (2,6). HIV, CMV, HBV ve HCV gibi bircok virls

enfeksiyonunda da serum ve idrarda NP seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (2,20).

Kronik hepatit B’de karaciger hasari, immun yanit nedeniyle ortaya
¢tkmaktadir. Bu immun yanitta T hiicreleri ve makrofajlar rol almaktadir. Karacigerde
parankim ve perilobiler alana yayilmig lenfosit ve plazma hicrelerinden olugan
nekroz gordlmektedir. Karacigerde olusan nekroenflamasyondan sorumiu T
lenfositlerden salgilanan IFN-gama makrofajlari aktive etmektedir. Aktive olmus
makrofajlardan salgilanan NP’nin kronik karaciger hastaliginda enflamasyonun

gostergesi olabilecegi varsayilmaktadir (60).

KHB’li hastalarda karaciger hasari ile gelisen nekroinflamasyon ve fibrozisin
saptanabilmesi icin en sik kullanilan yontem karaciger biyopsisidir. Bu invaziv iglem
1/4.000-1/10.000 arasinda sikhkta komplikasyon gorulme riski tasimaktadir (61).
Klinik uygulamada hastalarin bu islemi kabul etmekte zorlandiklari gézlemlenmis ve
karaciger biyopsisi gibi invaziv bir islem yerine uygulanabilecek invaziv olmayan

gostergelerin kullanilmasi fikrinin dogmasina yol agmigtir.

Literatire bakildiginda yapilan caligmalarla HBV enfeksiyonunda serumda
NP duzeylerinin arttigi gosterilmis ancak serum NP diizeylerinin karacigerde olusan
fibrozisle olan iligkisini inceleyen herhangi bir calismaya rastlaniimamistir. Bu
nedenle gcalismamizda Kronik Hepatit B’li hastalarda serum neopterin duzeylerinin
fibrozis skoru ve hepatik aktivite indeksi ile korelasyonu aragtirilarak, serum
neopterin  dizeylerinin  karacigerde olusan nekroinflamasyonun varhdr ve
derecesinin bir gostergesi olarak kullanilip kullanilamayacaginin saptanmasi

amaclanmistir.
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Yapilan bir calismada herhangi bir hastalikla iliskisi olmaksizin serum NP
dizeylerinin yas ile degistigi gosterilmigtir (11). 18 yas altinda ve 75 yas lzerinde
serumda NP dizeyi yiksek saptanirken, 18-75 yas arasi doneme bakildiginda yas
ile iligkili NP diizeyinde degisim gorilmemektedir (2,6). Daito ve ark.’nin hastalarin
8'i 30 yas uzerinde, 6's1 30 yas altinda olmasi kosuluyla 14 KHB'li hasta tzerinde
yaptigi calismada, serum NP dizeyleri ile yas arasinda anlamli bir iligki
saptanmamigtir (31). Lucas ve ark.'nin yaptiklari galismada ise, enfeksiyon
hastaligi olmayan, stres altindaki 302 saglkli erigkinde hastalarin yagsi arttikca
serum NP dizeylerinin anlamli sekilde arttigi gosterilmistir (62). Calismamizda
serum NP dizeyleri ile hasta yaglari arasinda pozitif korelasyon saptanmistir.
Calismamiza dahil edilen hastalarin yaslarinin 18-66 arasinda degistigi ve
hastalarin yaslari arttikca serum neopterin dizeylerinin arttigi gortlmastir. Yas ile
serum neopterin dizeyi arasindaki iligki, istatistiksel anlamh saptanmamistir
(p=0.07). Hastalar, onar yillik yas gruplarina ayrildiginda da yas gruplarina gore
serum NP dizeylerinin arttigi ancak yas gruplari ile serum neopterin dizeyleri

arasinda istatistiksel bir anlamhlik olmadigi saptanmigtir (p=0.402).

Calismamiz Daito ve ark. nin (31) gcalismasi ile uyumluluk gostermesine
ragmen Daito ve ark. nin (31) calisma grubundaki olgu sayisinin az olmasi dikkat
cekicidir. Ancak calismamizin sonuglarl, Lucas ve ark.'nin (62) yas ile ilgili
calismasi ile uyumluluk gostermemistir. Fakat Lucas ve ark.’nin (62) calismasinda
olgular arasinda enfeksiyonlu hasta bulunmamasi énemlidir. Yas ile birlikte immun
yanitin degistigi bilinmekle beraber, bu durumun serum NP dizeyleri Gizerine etkileri
konusunda farkli yas gruplarinda (¢cocuk/erigkin... vb.) yapilacak ¢alismalarla yas ile

serum neopterin diizeyi arasindaki iliskinin daha iyi anlasilacagi disinilmektedir.

Yapilan caligmalarda NP duzeylerinin cinsiyet ile degismedigi gosterilmistir
(2,6). Kaleli ve ark.’nin (63) 30 KHB'li ,25 hepatit B tasiyicisi ve 30 saglikli erigkini
iceren calismasinda, kadin ve erkek cinsiyet arasinda ortalama serum NP
duzeylerinde farkllik saptanmamistir. Daito ve ark.’nin (31) KHB'li 11 erkek ve 3
kadindan olusan 14 hasta Uzerinde yaptiklarn calismada, cinsiyetle serum NP
duzeylerinde degisiklik olmadigi gosterilmistir. Calismamizda da 22’si kadin ve 42’si
erkek cinsiyetten olusan hastalarda cinsiyete gore serum neopterin dizeylerinde
anlamli bir farkhhk saptanmamistir (p=0.329). Calismamizin sonuglarinin Kaleli ve

ark.’nin (63) ve Daito ve ark.nin (31) cinsiyet ve neopterin iligkisi ile ilgili
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calismalariyla benzerlik gosterdigi saptanmis olup, saptadigimiz bu sonucun viicutta
NP dretimi Gzerinde hormonal faktorlerin etkisi olmamasiyla agiklanabilecegi

dustincesine variimigtir.

Yapilan calismalarda akut viral hepatitli hastalarda serum NP dizeyleri ile
hepatoselliler hasarin en iyi gostergesi olan ALT dlzeyleri arasinda pozitif
korelasyon saptanirken, kronik viral hepatitlerde ALT dizeyleri ile NP dizeyleri
arasinda iliski bulunamamistir (64, 65). Daito ve ark.'nin (64) 120 saghkli erigkin
ve 122’ si HBV pozitifligi bulunan 242 hastayi iceren ¢alismasinda, serum NP ve
ALT duzeyleri arasinda 12 akut viral hepatit B’li hastada pozitif korelasyon
saptanirken, 29 HBsAg taslyicisi, 35 kronik hepatit B, 46 HBV’e ikincil KC sirozu, 12
HBV’e ikincil HSK tanili hastadan olusan hasta grubunda pozitif korelasyonunun
olmadigi gosterilmistir. Benzer sekilde Wilmer ve ark.'nin (23) sirotik ve non-sirotik
kronik karaciger hastaligi olan 264 hasta ile 150 saglikh erigkin tGzerinde yaptiklari
calismada, non-sirotik gruptaki 89 hastada serum NP dizeyleri ile serum
transaminazlari arasinda korelasyon saptanmamigtir. Ancak Gullcan ve ark.'nin
(60) 48 KHB'li, 32 HBV iligkili KC sirozlu ve 40 saglikl ¢ocuk Uzerinde yaptigi
calismada, KHB’li hastalarda serum NP ve ALT duzeyleri arasinda pozitif
korelasyon saptanmig ve bu iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.004).
Calismamizda ise kronik hepatit B'li hastalarda serum neopterin diizeyleri ile serum
ALT duzeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanmis ancak bu iliski istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0.101). Akut donemde serum ALT dizeylerinin
serum neopterin dizeyleri ile korelasyon gostermesi, serum NP dizeyinin akut
donemde hepatoselliler hasari gdstermede kullanilabilecek bir belirte¢ oldugu
konusunda fikir vermektedir. Ancak kronik hepatit B enfeksiyonunda yapilacak ileri

calismalara ihtiyac oldugu dusunilmektedir.

HBV DNA, akitif viral replikasyonun en iyi belirtecidir ve viral replikasyona
karsi gelisen immun yanit, karacigerdeki nekroinflamasyonun temel mekanizmasini
olusturmaktadir (39, 50). Ancak yapilan calismalarda serum neopterin diizeyi ile
serum HBV DNA duzeyi arasinda anlaml bir iligki saptanmamistir (60,63). Kalkan
ve ark.’nin (65) 89 KHB’li hasta ve 40 saglikh erigkin Gzerinde yaptiklar ¢alismada
hasta grubunda serum NP dizeyleri ile HBV DNA seviyeleri arasinda korelasyon
saptanmamistir. Yaptigimiz calismada ise serum neopterin dizeyleri ile serum HBV

DNA dizeyi arasinda pozitif korelasyon saptanmis ancak bu iligki istatistiksel
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anlamli  bulunmamistir (p=0.134). Bu sonug, neopterinin viral yuk miktarini

gOstermede yetersiz bir biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir.

Karacigerdeki nekroenflamasyonun gelismesinde makrofaj infiltrasyonu s6z
konusudur ve makrofajlardan salinan neopterinin nekroenflamasyonun bir belirteci
olabilecegi dusuniulmektedir. Bu konuda Gulcan ve ark.’nin (60) pediatrik yas
grubunda yaptiklari caismada, HAI ile serum neopterin dizeyleri arasinda pozitif
korelasyon ve istatistiksel anlamhhk saptanmistir (p=0.001). Ancak Kalkan ve
ark.’nin (65) erigkin yas grubunda yaptiklari caligmada ise, HAI ile serum neopterin
duzeyi arasinda bir iliski gdsterilememistir. Yaptigimiz calismada ise, KHB'li
hastalarda serum neopterin dizeyleri ile HAI arasinda pozitif korelasyon ve
istatistiksel anlamli bir iligki saptanmis ve sonuglarimiz, Gulcan ve ark.'nin (60)
yaptigi calismanin sonuclan ile uyumluluk gostermistir. Bu acidan hem pediatrik
hem de erigkin yas grubunda serumda neopterin Olcimlerinin karaciger
nekroenflamasyonunun derecesini gosteren bir belirte¢ olabilecegi distntlmektedir.
Ayrica yaptigimiz galismada, HAI skorunun 1-4, 5-8 ve 9-13 olarak 3 gruba ayrilarak
serum NP dlzeyleri ile gruplar arasindaki iliski incelendiginde, gruplar arasinda
anlamli fark oldugu ve HAI skoru arttikga serum NP duzeylerinin arttigi gosterilmigtir.
Calismamizda serum NP duizeyinin 6lgimanun kullanilabilirligi ile ilgili olarak, serum
NP dizeyi ile HAI skoru iliskisi formulize edilerek, tasarladigimiz bu formal ile serum
NP olcumleriyle nekroenflamasyonun derecesi hakkinda fikir edinilebilecegi

gOsterilmistir.

Literatirde serum NP duzeyinin HAI ile iligkisini inceleyen calismalar
bulunmasina karsin, serum NP dizeyinin fibrozis ile korelasyonunun olup
olmadigini inceleyen baska bir calismaya rastlanmamigtir. Yaptigimiz calismada
serum neopterin diizeyi ile fibrozis skoru arasindaki iligki incelenmis, serum NP ile
karacigerdeki fibrozis derecesi arasinda pozitif korelasyon oldugu ve bu iligkinin
istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu g0sterilmigtir (p=0.001). Karacigerdeki
fibrozis derecesi, klinik gostergeleri, antiviral tedavi segimini ve tedavi yanitini
etkileyen en 6nemli faktorlerden biri olmasi nedeniyle, fibrozis varliginin gosterilmesi
ve siddetinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. NP, fibrozis gelisimine yok acan
makrofajlarin aktivasyonu ile salgilanmasi nedeniyle fibrozis varhgini ve siddetini
gOsterebilecek bir belirtec olabilecegi dusunulmustir. Calismamizda serum NP

dizeyinin olgimundn kullanilabilirligi ile ilgili olarak, serum NP dizeyi ile fibrozis
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skoru iligkisi formulize edilerek, tasarladigimiz bu formul ile hastalarin serum NP
duzeyleri olcllerek fibrozis varligi ve derecesinin gdsterilebilecedi saptanmistir.
Cahsmamiz literatire bakildiginda bu konuda yapilan ve bu iligkiyi ortaya koyan ilk

calisma olma 6zelligini gostermektedir.

Literatiirde HBeAg serolojisi ile serum neopterin iliskisi konusunda ¢ok az calismaya
rastlanilmistir. Kaleli ve ark.’min (63) yaptigi 30 HBeAg (+) KHB, 25 HBeAg (-)
KHB ve 30 saglkli erigkin hastadan olusan calismada HBeAg (+) KHB'li hastalarda
HBeAg (-) KHB'li hastalarla kiyaslandiginda serum neopterin diizeylerinin anlamli
olarak yuksek oldugu gosterilmistir (p<0.005). Yapilan baska bir calismada ise 30
HBeAg (+) KHB ve 59 HBeAg (-) KHB'li hasta incelenmis ve HBeAg (+) olan grupta
serum neopterin dizeyleri anlamh olarak yuksek bulunmustur (p<0.001) (65).
Calismamizda ise HBeAg (+) KHB’li hastalar ile HBeAg (-) KHB’li hastalar
kiyaslandiginda iki grup arasinda serum neopterin dizeyleri acisindan anlamh bir
fark saptanmamistir (p=0.664). Bu sonucun farkh konak immun yanitina
baglanabilecegi ancak calismamizda HBeAg (+) hastalarin az sayida olmasi
nedeniyle iki grup arasindaki NP dizeyi farkinin ortaya g¢ikmadidi disincesine

variimistir.

Yaptigimiz calismada HBeAg (+) KHB’li hastalarda serum ALT degerleri ve
serum HBV DNA degerleri ile serum neopterin dizeyleri arasinda istatistiksel
anlamli bir iligki saptanmamis olup (p=0.820, p=0.649); calismamizda HBeAg (-)
hastalarda da serum ALT degerleri ve serum HBV DNA degerleri ile serum
neopterin diizeyleri arasinda istatistiksel anlaml bir iliski gosterilememistir (p=0.096,
p=0.09). Literatirde hem HBeAg (+) hem HBeAg (-) KHB’'li hastalarda yapilan
calismalarda da serum ALT degerleri ve serum HBV DNA degerleri ile serum
neopterin dizeyleri arasinda istatistiksel anlaml bir iliski saptanmamistir (31, 65).
Bu sonug, serum NP’nin KHB’li hastalarda viral yiki ve hepatoselliler hasari

gOstermede yetersiz kalabilecegini gostermektedir.

Kalkan ve ark.’nin (65) 30 HBeAg (+), 59 HBeAg (-) KHB'li hasta ve 40
saglikh erigkinin dahil ettikleri ¢alismada, bu gruplarda serum neopterin duzeyi ile
HAI skoru arasindaki iligki incelenmis ve serum NP ile HAI skoru arasinda pozitif
korelasyon saptanmamigtir. Calismamizda ise HBeAg (+) hastalarda HBeAg (-)

hastalara kiyasla HAI skoru daha yiiksek saptanmis olup (p=0.046), iki hasta grubu

42



arasinda ortalama serum NP diizeyi acisindan istatistiksel bir fark saptanmamigtir
(p=0.664). Ancak calismamizda; hem HBeAg (+) olan grupta hem de HBeAg (-)
grupta serum neopterin duzeyleri ile HAI arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmistir (p=0.009, p=0.002). Saptadigimiz bu sonug ile serum neopterin
dizeyinin hem HBeAg (+) hastalarda hem de HBeAg (-) hastalarda
nekroenflamasyon siddetini yansitan bir biyobelirte¢c oldugu dustntlmekle beraber;
iki hasta grubu arasinda HAI skorlari acgisindan istatistiksel anlamli fark olmasina
karsin, serum NP duzeyleri arasinda istatiksel bir fark bulunmamasinin iki grup

arasindaki hasta sayisi farkina bagh olabilecegi dustunulmustar.

Yaptigimiz calismada HBeAg (+) hastalarla HBeAg (-) hastalar arasinda
fibrozis skoru agisindan istatistiksel anlamh fark saptanmamistir (p=0.264). Ayrica
iki hasta grubu arasinda serum NP diizeyleri acisindan istatistiksel anlamli bir fark
bulunmamigtir (p=0.664). Ancak hem HBeAg (+) olan grupta hem de HBeAg (-)
grupta serum neopterin diizeyleri ile fibrozis skoru arasinda istatistiksel anlamli fark
oldugu gdosterilmisir (p=0.034, p=0.011). Bu acidan bakildiginda serumda neopterin
diuzeyi ile hem HBeAg (+) olan hem de HBeAg (-) KHB'li hastalarda fibrozis derecesi
hakkinda fikir edinilebilecegi dugunudlmuagtir. Literatirde HBeAg (+) KHB'li
hastalarda serum neopterin dizeyi ile fibrozis skoru iligkisini inceleyen herhangi bir

calismaya rastlanmamis olup, calismamiz bu konuda yapilmis ilk calismadir.
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6. SONUC VE ONERILER:

Kronik hepatit B, kronik karaciger hastaliklarinin dinyadaki en yaygin
nedenlerinden biridir. HBV enfeksiyonu, yiksek morbidite ve mortaliteye neden
olmasi nedeniyle 6nemli bir halk saghgi problemi olmaya devam etmektedir. Bu
nedenle dogru tani ve etkin tedavi HBV yonetiminde oldukga onemli bir yer
tutmaktadir. Karaciger biyopsisi en sik uygulanan tani yontemlerinden biri olup;
komplikasyon gelisme riski 1/4000-1/10.000 arasinda degisen invaziv bir iglemdir.
Hastalarin en fazla korktuklarn ve kabul etmekte zorlandiklari bir iglem oldugu
gOzlemlenmistir. Bu durum ginumuizde karaciger biyopsisi yerini alabilecek non

invaziv belirteglerin arastiriimasini glindeme getirmigtir.

Neopterin, HBV'de meydana gelen T hiicre yaniti ile aciga ¢ikan bir sitokin
olarak HBV enfeksiyonunda rolu ve diger parametrelerle iligkisi ile ilgili yapilmis az
sayida calisma ile varilmis farkh sonuclar bulunmaktadir. Bu calismada 6zellikle
karaciger biyopsisi ile saptanan HAI ve fibrozis skoru ile serum neopterin
duzeylerinin serolojik gdstergelerden bagimsiz olarak pozitif korelasyon goésterdigi
saptanmistir. Ayrica calismamizda serum NP dizeylerinin HAI ve fibrozis skoru ile
iliskisini gosteren formuller tasarlanarak, bu formdller ile serum NP 6lgimlerinin
KHB’li hastalarin nekroenflamasyon ve fibrozis derecesini belirlemede Kklinik

kullaniminin mimkin olabilecegi gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen hasta sayimizin az olmasi, hastalarimizin HAI
skorunun en yuksek 13 ve fibrozis skorunun en yiksek 5 olmasi, ¢aligmamizin
kisithiliklari arasinda yer almakta olup, daha genis hasta serilerinde yapilacak ileri
calismalar ile serum neopterin diizeyinin HAI ve fibrozis skoru ile iligkisinin daha iyi

anlasilacagi dastunulmektedir.

Son olarak serum neopterinin, karacigerde hepatoselliler hasarin artmasi
sonucu meydana gelen nekroenflamasyonun ve fibrozisin énemli bir gostergesi
sayllabilecegini ve HBV seyrinde gelisen doku hasarinin siddetini belirlemede umut

vaadeden bir biyobelirte¢ olarak kullaniminin mimkin oldugunu disinmekteyiz.
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