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OZET

Kronik Viral Hepatitlerde Serum Nitrit Ve Nitrat Seviyeleri

Nitrik oksit (NO) sinyal molekiili olarak viicuttaki tim dokularda bulunan bir serbest
radikal gaz molekulidir. Bir ¢ok iltihabi bozuklugun patogenezinde rol aliyor gibi
goziikmektedir. NO’in inflamasyondaki roli fizyolojinin en fazla ¢alisilan ancak halen
tartismalt olan konularindan biridir. NO’in gugli anti-inflamatuar ozelliklere sahip
oldugunu gosteren bir ¢ok rapor vardir, oysa bir ¢ok ¢aligma NO’in inflamasyonu
artirabildigini gostermektedir. Hepatit B ve C virusleri akut ve siklikla kronik karaciger
hastaligina neden olurlar. NO’in karacigerde bir ¢ok etkisi ve hiicresel kaynag: vardir ve
hepatosit hasarinda araci olabilir. Fakat, literatirde, NO’in karaciger hiicre hasarinin
birincil bir aracist m1 yoksa hasar verici uyartya karsi glgli bir koruyucu mekanizmami
oldugu konusunda karisik veriler vardir.

Bu ¢alismada biz, kronik hepatit B ve C’li hastalarda kolorimetrik metod ile serum
nitrit ve nitrat seviyelerini 6lgtik. Serum Ornekleri kronik hepatit B’li 29 (26 erkek, 3
kadin), kronik hepatit C’'li 27 (13 erkek, 14 kadin) hasta ve ortalama kan basinci uyumlu
olan 25 (11 erkek, 14 kadin) saglikli gonilliiden alind1.

Ortalama serum nitrit, nitrat ve nitrit+nitrat seviyeleri kontrol grubunda sirasiyla
23,95+2,51, 23,95£2,51 ve 53,30+2,86 mikromol/L idi. Hepatit B hastalari grubunda bu
seviyeler sirasiyla 20,11£1,78, 27,12£1,84 ve 47,23+2 54 mikromol/L idi. Hepatit C
hastalari grubunda ise sirasiyla 18,55+1,41, 26,54+1,34 ve 45,1042,22 mikromol/L idi.

Sonug olarak, her ne kadar hepatit gruplarinda bu seviyeler kontrol grubuna gore
daha dusik ise de istatistiksel analizler gruplar arasinda anlamli farklar olmadigini
gosterdi. Fakat, hepatit C’li hastalarin toplam nitrit+nitrat degerleri kontrol grubunun
toplam nitrit+nitrat degerlerine gore anlamli olarak disuktu.

Anahtar sozciikler: Nitrat, Nitrik oksit, Nitrit, Viral hepatit
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ABSTRACT

Serum nitrite and nitrate concentrations in patients with chronic viral hepatitis.

Nitric oxide (NO) is a free radical gas molecule identified as a signaling molecule in
every tissue in the body. It appears to play a central role in the pathogenesis of many
inflammatory disorders. The role of NO in inflammation represents one of the most studied
yet controversial subjects in physiology.: There are many reports have demonstrated that
NO possesses potent anti-inflammatory properties, whereas a number of studies suggest
that NO may promote inflammation. Hepatitis B and C viruses cause acute and often
chronic liver disease. Nitric oxide has many actions and cellular sources in liver and may
mediate hepatocyte injury. But, in literature, there is confusing evidence that NO is either a
primary mediator of liver cell injury or a potent protective mechanism against injurious
stimull.

In this study we have analysed the serum levels of nitrite and nitrate from patients
with chronic hepatitis B and C by using colorimetric method. Serum samples were
obtained from 29 (26 male, 3 female) patients with chronic hepatitis B, 27 (13 male, 14
female) patients with chronic hepatitis C, and 25 (11 male, 14 female) mean blood
pressure-matched healthy control subjects.

Mean serum nitrite, nitrate and total nitritet+nitrate levels were 23,95+2.51,
23,95+2.51 and 53,30+2,86 micromol/L in control group, respectively. In HBV patients
group, these levels were 20,11£1,78, 27,12+1,84 and 47,23%2,54 micromol/L, respectively.
In HCV patients group, these levels were 18,55+1,41, 26,54+1,34 and 45,10+222
micromol/L, respectively.

As a result, although, these levels in hepatitis groups were lower than levels in
control group, statistical analysis was shown that there were no significant differences
between both groups. But total nitrite+nitrate levels of patients with hepatitis C were
significantly lower than total nitrite+nitrate levels of control group.

Keywords: Nitrate, Nitric oxide, Nitrite, Viral hepatitis

VIII



ADMA:
AIDS:

KISALTMA LISTESI

Asimetrik dimetil arginin
Kazaniimig bagisiklik eksikligi sendromu
Aclik kan sékeri

Alkalen fosfataz

Alanin transferaz

Aspartat transferaz

Vicut kitle indeksi

Kronik aktif hepatit

Siklik guanozin monofosfat
Kalsitonin geni-iligkili peptid
Kronik lupoid hepatit
Siklooksigenaz

Kronik persistan hepatit

C reaktif protein

Dinitrozil demir-sistein

Endoteliyal nitrik oksit sentetaz
Eritrosit sedimentasyon hizi
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
y glutamil transferaz

Histolojik aktivite indeksi

Hepatit A viriist

Hepatit B virtsu

Hepatoseliiler karsinoma

Hepatit C virisii

Hepatit D viriist

Hepatit E virisi

Insan bagisiklik eksikligi virtisi
Yiksek performanslt sivi kromatografist

Interferon

IX



IL:
iINOS:
L-NAME:

L-NMMA:

NANC:
ncNOS:
NO:
NOS:
NOx:
0"
ONOO™
SDMA:
SNAP:
Th:
TNEF:
VIP :

Interlokin

Uyartlabilir nitrik oksit sentetaz
NC-nitro-L-arginin metil ester
N(G)-monometil-L-arginin
Nonadrenarjik, nonkolinerjik
Noronal nitrik oksit sentetaz
Nitrik oksit

Nitrik oksit sentetaz
Nitrit+nitrat

Stiperoksit

Peroksinitrit

Simetrik dimetil arginin
S-nitrozo-N-asetil-penisilamin
T — helper hiicresi

Tumor nekrozis faktor

Vazoaktif intestinal peptid



1. GIRIS ve AMAC

Fonksiyonlan kritik bir sekilde yeterli kan akimina bagli olan her organ uygun bir
doku perfizyonuna ihtiyag duyar. Damar endotelinin bir ¢ok vazoaktif madde
salgiladiginin bulunmasi bu konuya yeni 1siklar tutmaktadir. Bu vazoaktif maddeler
genel damar tonusunu ya da kan basincini etkilemeden bolgesel ya da lokalize seviyede |
periferik damarlari etkileyerek kan akiminin yeniden duzenlenmesini saglamaktadir. Bu,
ozellikle karaciger gibi metabolik ac;1da;1 aktif olan organlarda etkilidir. Zira, siniizoidal
basinci etkileyen her bir faktér karaciger metabolizmasini da dogrudan etkilemektedir.
Dogal bir vazodilator olan nitrik oksit hepatik damarlar tzerinde ciddi etkilere haizdir.
Ancak nitrik oksitin karaciger metabolizmasi tizerindeki gerek dogrudan gerekse dolaylt
etkileri konusunda bilinenler olduk¢a azdir.

Insan viicudundaki metabolizmas: olduk¢a karmasik olan nitrik oksitin gesitli
klinik tablolardaki degisimleri bir ¢ok degisik c¢alismada arastirdmistir. Bununla
beraber, farkli arastirmalarda farkli sonuglar elde edilmis olmasi bu konudaki karisikligt
artirmaktadir. Nitrik oksit metabolizmasinin son iriinleri olan nitrit ve nitratin serum
veya plazma seviyelerinin 6lgimu bir ¢ok aragtirmada toplam nitrik oksit yitkiinin bir
gostergest olarak kabul edilmis ve 6lgilmiistur.

Biz, hastanemize bagvuran ve viral hepatit saptanan hastalarda serum nitrit ve
nitrat seviyelerini belirlemeyi ve bunun klinik ve laboratuar bulgular ile iligkisini

belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Ilk olarak 1981 yilinda Ignarro ve arkadaslari (1) tarafindan endotel kaynakl
gevsetici  faktorin nitrik  oksit (NO) oldugu ifade edilmisti. Bu hipotez,
nitrovazodilatorlerin ve NO’in vazodilatasyon olusturmak Uzere guanilat siklaz: aktive
ederek siklik guanozin monofosfat‘ (cGMP) seviyelerini yukseltmesi temeline
dayanmaktadir. NO, tiim wviicutta bir ¢ok etkilere haizdir ve damar endoteli, Kupffer
hicreleri, plateletler, mast hicreleri, makrofajlar, sinir uglart ve beyin hicreleri
tarafindan salgilanmaktadir. NO ayrica prostaglandinlerin ve diger vazoaktif maddelerin
etkileri sonucu da salinabilmektedir. Ek olarak, NO bir ¢ok farkli uyariya cevap olarak
karacigerden de salinabilmektedir (2).

Cesitli vilicut sivilarinda nitrit ve nitrat seviyelerinin 6lgilmesine ilgi son yillarda
giderek artmaktadir. Bu iyonlar gunlik diyetle alindigr gibi, nitrik oksitten vicutta

endojen olarak da yapilmaktadirlar.

2.2.  Karaciger

2.2.1. Anatomi

Karacigerde fonksiyonel tnite asiniistir. Asinisten kan hepatik venlere, safra ise
safra kanallarina akmaktadir. Her bir fonksiyonel {nite yani asinis, anatomik olarak
hepatik damar sistemi etrafina yerlesmis hiicre kimeleri igermektedir. Karacigerin
hepatoseluler mimarisi olduk¢a komplekstir. Ciink;

1) Karaciger gok sayida hiicre tipi barindirir,

2) Karacigerin yuksek rejenerasyon kapasitesi nedeniyle i¢erdigi hiicre tiplerinin
birbirine orani gesitli hasarlarin tipine ve siddetine gore degisebilmektedir,

3) Kupffer hucreleri, yani monositlerden gelistigi dilsiinilen hepatik makrofajlar
vicuttaki toplam doku makrofaji say1sinin % 90’indan fazlasini olusturmaktadir,

4) Yag depolanmasindan sorumlu olan /#o hiicreleri ayni zamanda sintzoidal

direncin dizenlenmesinde de rol oynamaktadir.

2.2.2. Metabolik Siirec

Karacigerin sayisiz ve birbirinden ¢ok farklt fonksiyonlart protein ve peptidlerin

sentezinden ve karbohidratlarin depolanmasindan, ilaglarin ve barsak metabolitlerinin

S



detoksifikasyonuna ve hormonlarin inaktivasyonuna kadar uzanmaktadir. Karaciger
ayn1 zamanda, safra ve Urenin yapilmasindan, yag metabolizmasindan ve hatta bir ¢ok
immiin fonksiyondan da sorumludur Karacigerin bir ¢ok yasamsal metabolik
fonksiyonu igin yeterli kan akimi almas: sarttir. Ustelik, karacigerde yuruyen bir gok
metabolik ve farmakolojik reaksiyon oksijen bagimlidir ve yeterli oksijen destegi ile

birlikte uygun gaz degisimi de gereklidir.

2.2.3. Kan Akimmn Hepatik Metabolizma ve Fonksiyonlar1 Uzerindeki
Etkisi '

Karaciger metabolizmasinin  diizenlenmesi, kan akiminin diizenlenmesine
baghidir. Total hepatik kan akiminin % 75’1 portal ven kanaliyla barsaklardan, geri kalan
% 25’i ise hepatik arter yoluyla sistemik dolagimdan gelmekt‘edir, "Portal
hipertansiyonun dekompresyonu amaciyla cerrahi olarak ohisturﬁlan portokaval
santlarla portal akim sistemik dolé$1ma yonlendirildigi “zaman hem karaciger
metabolizmasinda hem de sistemik metabolizmada dramatik degisiklik‘ler olmaktadir.

Total hepatik kan akiminin, altina distagi zaman normai bir karacigerin
metabolizmasinin bozulacagi kritik bir alt siniri oldugu dustnilmektedir. Total kan
akimimnin normalin % 25’inin altina diiymemesi gerektigi hipotezi ilert strtlmiigtir.
Yapilan bir galigmada ise saglikli gonillilerde ve sirozlu hastalarda viicut agiligina
gore portal ven kan akimi hesaplanmigtir. Buna gére saghkli gonullulerde 12-20
ml/min/kg olarak olgulmis ve bu degerler normal sirlar olarak kabul edilmistir.
Sirozlu hastalarda ise degerler 12 ml/min/kg’nin altinda 8l¢iilmus ve bozuk karaciger

fonksiyonlar ile iligkili bulunmustur (3).

2.2.4. Hepatik Arter Kan Akimmn Hepatik ‘Metabolizma Uzerindeki
Etkileri ’ ’ '

Hepatik arterin karaciger metabolizmas: tzerindeki etkileri halen tam olarak
anlasilamamustir. Bunun roliiniin daha gok 'port‘al kan akiminin azaldig1 durumlarda
kompansasyon saglamak oldugu diisinilmektedir. Zira yapllan hayvan deneylerinde
hepatik arteri baglanan ratlarin karaciger metabolizmalarinda anlaml: degisiklikler
saptanmamistir. Ayrica, hepatik arter kan akiminin diizenlenmesi de hepatik

metabolizmadan bagimsiz olarak gergeklesniektedir 4).



2.3.  Nitrik Oksit (NO)

Bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olusan nitrik oksit, dogadaki sayisiz
molekil arasinda en kugik olan 10 molekilden biridir (5). Proteinler gibi oldukga
buyiik ve karmagik molekullerin yaninda boylesine basit ve kiiglk bir gaz molekiiliiniin
son derece biylk etkilerinin olabilecegi son birkag yila kadar disinilmemekteydi. Son
yillarda nitrik oksitin viicutta bir ¢ok hiicrede dogal .yollarla uretildiginin bulunmasiyla
etkileri lzerine yogunlasan ilgi de artmugtir (6). Nitrik oksitin, kan damarlarinin
genisletilmesi yoluyla kan basinci kontrolii, penis ereksiyonu veya yemek sonrast mide
geniglemesinin saglanmasi, makrofaj aracilikhi timor hicrelerinin oldirilmesi gibi
birbirine tamamen zit olan genis  bir etki yelpazesi vardir (7). Nitrik oksit
metabolizmasinda gelisebilecek bozukluklarin sonucunda septik sok, Alzheimer
hastaligi, Huntington koresi, diyabetes mellitus, norodejenerasyon, iskemi-reperfiizyon
hasari, transplantasyon materyalinin reddi ve kronik inflamasyon gibi bazi
patofizyolojik stregler baslayabilir (8, 9, 10, 11). Tablo-1'de nitrik oksitle iligkili
tizyolojik ve patolojik durumlardan bazilar1 6zetlenmektedir.

Tablo-1: Nitrik oksitle iligkili fizyolojik ve patolojik durumlar (12).

Fizyolojik.etkiléri L Patolojikdurumlar

Guantlat siklaz aktwasyonu | 4 itokondriyal solunumun inhibisyonu

Siklooksigenaz aktlvasyonu ; ertans1yon

Normal damar tonusu

Trombosxt agregasyonunun g agener sendromu """"

Szépt-lk sokta hlpotansxyon

Haﬁza Tiapizm

Mukozal hiicre korunmast ' | Alzheimer hastaligi

Makrofajlarin timor hicresini oldirmesi Iseratif kolit

Nitrik oksitin biyolojik etkileri, molekiiliindeki elektronlarin dagilimi ile kontrol
edilmektedir. Bir molekdil nitrik oksit, nitrojen atomundan gelen 7 elektron ve oksijen
atomundan gelen 8 elektron olmak tizere 15 elektrona sahiptir. Bir molekiilde bulunan
bu 15 elektron tek sayida oldugu i¢in bir elektron eslenmemis pozisyondadir. Molekiil
elektron paylagsma kurali geregi bir elektron eslenmemis kalamayacag igin bu elektron

bir diger molekiil ile birlesir. Bu nedenle nitrik oksit yiksek oranda reaktiftir (12).




Molekiler oksijen, siiperoksit ve proteine bagh demir gibi metaller, nitrojen monoksit
kaynakli molekiillerle giiclii bir gekilde etkilegirler.

Ortama bagli olarak, nitrojen monoksit 3 formda olabilir:
1. Nitrozonyum katyonu

. Nitrik oksit

[ ]

(@S]

. Nitroksil anyonu

2.3.1. Nitrik Oksitin Sentezi

Insanlarda NO endojen olarak i)irgok farkli kaynaktan uretilir. Bunlardan en
onemlisi L-arginin’dir (13, 14, 15, 16, 17, 18).

Arginin, sitokrom Pyso-tip enzim grubu ile homolojiler gosteren bir enzim olan
nitrik oksit sentetaz (NOS) tarafindan oksidize edilerek, sitrullin ve NO’e doniistarilir.
Sentez, L-argininin guanido nitrojeninin NADPH-bagimli oksidasyonu ile gergeklesir.
Cok oynak bir ara molekulin var olduguna inanilmaktadir. Bu molekiil N-hidroksil L-
arginin’dir ve NO’in serbestlegsmesi ile L-sitrullinin olusumundan ¢nce NADPH’in
oksidasyonunu gerektirir. Her bir molekul sitrulline karsilik bir molekal NO olustugu
gosterilmistir. Karacigerde, tre siklusu iginde aspartik asitin oi-amino nitrojeninin
transaminasyonu yoluyla L-sitrullin tekrar L-arginine donusturiilebilir. L-arginin ayn
zamanda arginaz enziminin dogal substratidir. Bu enzim, arginini ornitine geri-
déntigimstz olarak gevirir. Ornitin amonyagin viicuttan uzaklastirilabilmesi i¢in tre
yapiminda kullanilir. NOS’un Ky, degerinin arginazinkinden biiytk olup olmadig: ya da
bu iki yol arasinda fizyolojik gereksinimlere gore degisim olup olmadigr tam olarak
bilinmemektedir (19).

Nitrik oksit, onceleri sadece endotel hiicrelerinde yapilan bir madde olarak
tanmimlanmigtir. Ancak, yakin zamanda makrofaj fonksiyonlarinin dizenlenmesinde de
gorev aldigr ortaya cikarilmigtir. Normal monositlerin bazal bir NO yapimi soz
konusudur. Endotoksin kullanilarak bu Uretim 6 kattan fazla artirilabilir (20, 21).

Son yillarda, nitrik oksitin bir ¢ok hastalik durumunda hem faydali hem de zararli
etkilerinin bulunmus olmas: nedeniyle nitrik oksit donérlerinin ve nitrik oksit sentetaz

inhibitorlerinin tedavide kullanimi giindeme gelmeye baslamigtir (22).

2.3.2. Nitrik Oksit Sentetazin izoformlar

NOS’ un izoformlar1 6nce bir ¢ok alt gruba ayrilmigsa da temel olarak ig
kategoride incelenmektedir (23). Bu temel kategoriler, enzimlerin lokalizasyonuna,

molekiiler farkliliklarina ve Ca**/kalmodullin bagimliliklarina gore yapilmistir:

g



1. NOS-1 (ncNOS): noronal ve esas izoformdur.

2. NOS-2 (iNOS):  uygun bir uyariyi takiben tiim viicutta yapilabilen,

uyarilabilir formdur.

3. NOS-3 (eNOS): endoteliyal ve esas NOS, yani endotel hiicrelerinde

bulunan esas NOS izoformudur.

eNOS ve ncNOS, aktiflesebilmek igin Ca” kalmodulline bagimhidir ve dimerik
komplekslerdir. iNOS’un fonksiyonu ise kalmodullin baglanmasina ve aktivitesine
bagimli degildir ve trimerik ya da tetramerik kompleksler seklindedir (24, 25).

INOS ile diger iki esas NOS izoformu arasindaki yapisal ayrim, eNOS’un
kalmodullin reseptoriine baglanmamig'durumu nedeniyle yapilmigtir. Bu reseptér iNOS
(NOS-2) tzerinde sikica bagli olarak bulunur, dolayisiyla aktivite i¢in kalsiyum-
kalmodullin baglanmasina ihtiyact yoktur. iNOS’un aktivasyonunun temel olarak,
bakteriyel endotoksinler (lipopolisakkarit), interlokin-1 (IL-1) ve tiimor nekrozis faktor
(TNF) gibi inflamatuvar ya da imminolojik uyarilara maruziyet sonucu olduguna
inanilmaktadir (26). iINOS bir kez uyarilinca, bir ¢ok hiicre tipinde aktive olarak
eNOS’un yapabileceginin 1000 katindan daha fazla NO uretilmesine neden olur. INOS
mRNA’s1, glukokortikoidler, timor buylime faktori, IL-4 ve IL-10 tarafindan inhibe
edilebilir. eNOS, dimetilarginin tarafindan, INOS ise aminoetil-izotiyoiire ve
aminoguanidin tarafindan inhibe edilir (27, 28).

eNOS, neredeyse tamamen vaskuler endotele yerlesmistir. Bunun drettigi NO kan
damarlarinin duvarindaki diiz kas hticreleri {izerinde gevsetici faktor olarak rol oynar ve
boylece vazodilatasyona neden olur (15). Bu nedenle kan basincinin dizenlenmesinde
nitrik oksit ¢ok onemli bir belirleyicidir (29, 30).

Ikinci, yani uyarilabilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) makrofajlarda ve diger bir ¢ok
inflamasyon cevabinda ya da enfeksiyonlarda rol oynayan hucrede uretilir (31, 32, 33,
34, 35). Makrofajlardaki NOS tarafindan tretilen NO sadece iltihabi yanit sirasindaki
atakta gorev almaz. Aym zamanda makrofajin apoptozisine de neden olur (36). NO
diger hiicrelerin de apoptozisinde gorev alir (37). Uyarilabilir NOS kalsiyum ve
kalmodulline sikica baglidir ve genellikle dolasan kalsiyum. konsantrasyonuna karsi
duyarsizdir (23, 38).

Diger izoenzim olan néronal NOS, beyin, néronal doku, néroblastomalar, iskelet
kasi, pankreasin B-hiicre adaciklar1 ve ayrica brongiyoller, uterus ve midenin epiteliyal
hiicrelerinde bulunur (31, 39). Her g tip izoenzim de bobreklerde bulunmaktadir (40).

NOS izoformlar ve 6zellikleri Tablo-2’de 6zetlenmistir.



Tablo-2: NOS izoformlar1 ve 6zellikleri (12).

Ozelllk

= Yaplsal NOS

iNOS

Bulundugu yern

Ca™ bagmlihgn

Salinim 6zellikleri

Aktivatorleri

inhibitorleri

Ozvul mhlbltorlerl

frEndotel h relerr

7-nitroindazoller

Makrofajlar
Hepatositler

Endotel hiicreleri

Mezengiyal hiicreler

- | Bagmsiz

' Devamli

(Cok miktarda (nanomol)

Endotoksin
Sitokinler

L-arginin analoglar.l

Aminoguanidin
I-kanavanin

Deksametazon

Ostradiyol gibi bazi hormonlar NO sentezini artirabilirler.
bulunan nitritin yaklasik %90’1 L-arginin:NO yolundan kaynaklanmaktadir. (42) Disik

nitrat iceren kontrolli diyet alan kigilerin idrarinda saptanan nitratin yaklagik yaris

plazma arginininden kaynaklanmaktadir (43).

NO ayrica “geri dontgturilen” nitrit ya da nitrattan deéisik yollarla iretilebilir.
Nitritin asidifikasyonu ile midede NO ortaya ¢ikabilir (44). Enfekte idrarda, idrar
nitratindan da NO olusturulabilir (45). Infarkte kalp dokusunda NO iretildigi
gosterilmistir (46). Bu olusum NOS’tan bagimsizdir zira spesifik NOS inhibitorlerinden
etkilenmemektedir. NO ayrica agizda ve terde de bulunmaktadir (47, 48, 49). Bu

T

(41) Dolasimda



ornekler, kommensal bakterilerin sentezde rol aldigini ve dretilen NO’in patojenlere
karsi savunma mekanizmalarinda rol aldigim gostermektedir (50).

NO, pulmoner hipertansiyonu bulunan hastalarda tedavi amaciyla
kullantimaktadir. NO inhalasyonu ile serum nitrit ve nitratlari veya yiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) ile olgiilen plazma nitrat seviyeleri yukselmektedir (51, 52).
NO, eslenmemis bir elektron ihtiva eder ve bu o6zelligi ile kimyasal, biyokimyasal ve

tarmakolojik kompleksler olugturur (53).

2.3.3. Nitrik Oksitin Biyolojik Akibeti ve Diger Nitrat Radikallerinin

Olusumu

Nitrik oksitin biyolojik yari-omrii 5 dakika ya da daha kisadir. Bu nispeten kisa
yari-omiir ile biyolojik olugumlar icinde NO oldukga oynak bir molekiildiir. NO, gerek
oksidize formu (NO"). gerekse indirgenmis formu (NO') ile molekiiler oksijen,
stiperoksitler ve gecis metalleri ile reaksiyona girerek, NO, gibi daha yiiksek nitrojen
oksitlert ya da degisik metallerle nitrozil-metal komplekslerini olusturur (54).
Uretildikten sonra, daha duragan trinler olan nitrozotiyol (NO-THIOL) ve dinitrozil
demir-sistein (DNIC) seklinde saklanabilir. NG-hidroksi-L-arginin, NO sentezi igin bir
baska substrat olabilir. Muhtemelen, en 6nemli olan NO’in akut karaciger yetmezligi ve
iskemi-reperfiizyon hasart sonrast gibi durumlarda yapilan O, ile reaksiyona girerek
sitotoksik bir Urin olan peroksinitrit (ONOOQO’) olusturmasidir (55). Hepatik
metabolizmada daha etkin olan demir gibi ge¢is metalleriyle etkilesim, hemoglobinin
demir-porfirin komplekslerini, myoglobini ve diger Puso-tip enzimleri de igerir. NO’in
ayrilmasindan sonra eriyik guanilat siklaz i¢inde nitrozil-hem komplekslerinin olusmast,
sitokrom P4s0 enzimlerinin inhibisyonuna neden olur. Bu enzimlerin NOS yapiminin
duzenlenmesi ve NO yapiminin negatif geri-besleme yoluyla diizenlenmesinde rol
aldig1 dusinilmektedir. Ek olarak, bir g¢ok sitokrom P4sy 1zoenzimi, N-hidroksil-L-
arginini ve nitrogliserin ve sodyum nitropurussid gibi nitrik oksit donérlerini etkileyerek
NO ortaya ¢ikartabilir. Aragidonik asitten prostaglandinlerin yapiminda ilk iki basamagi
katalizleyen siklooksigenaz (COX) enzimi bir bagka hem igereﬁ proteindir. Dolayistyla,
NO siklooksigenaz enzimi ile de etkilesmektedir (56).

Cesitli dokular tarafindan tretilen NO’in bir kismi, hizlt bir sekilde damar
duvarlarindaki diiz kas hiicreleri veya plateletler gibi bazi effektor hiicrelerdeki guanilat
siklaz gibi enzimlerin hem gruplarina baglanir. Bu yolla cGMP seviyesi artar ve NO bir

ara veya ikincil el¢i gibi hareket etmis olur (57). Bazi hiicrelerde dogrudan hiicre-igi



kalsiyum baglanmasim etkiler. NO’in artan miktarlar1 su ile reaksiyona girerek nitrit
olusturur. Bu nitrit, myoglobin, hemoglobin gibi proteinlerin ya da enzimlerin igindeki
hem gruplan ile etkileserek hizla nitrata oksidize olur ve met-hem proteinleri olusur
(58). Ornegin, NO alyuvarlarin igine girdiginde oksihemoglobin ile hizhi bir sekilde
etkileserek methemoglobin ve nitrit olusturur. Oksijen ve methemoglobin rediiktaz
varliginda bunlar hizla yeniden nitrat ve hemoglobine donustiiniliirler (59). NO ayrica,
tiyol gruplar ile etkileserek nitrososistein, nitrosohemoglobin ya da nitrosoalbumin gibi
nitrosotiyolleri olusturur (60, 61). Tiyoller ile NO arasindaki iliski nispeten zayiftir ve
nitrosotiyoller, yavas salinan NO’in “endotel kaynakl: gevsetici faktor benzeri” etkileri
gibi uzun etkili olabilirler. Nitrosohemoglobin deoksijene oldugunda yapisal
degisiklikler olur ve NO salinir. Bu durum, endotelde etkili olarak en ¢ok nerede ihtiyag
varsa orada vazodilatasyona neden olur (62).

NO, enfeksiyon sirasinda makrofajlar tarafindan salgilandiginda olduk¢a 6nemli
etkileri olan bakterisidal bir ajandir (33, 63). Bu savunma mekanizmasi evrim boyunca
korunmus gibi gérunmektedir (64). Peroksinitrit (ONOQO"), NO ve stuperoksit (O;)’ten
olusturulur ve muhtemelen bu molekiillerin sitotoksik etkilerinden sorumludur (65, 66).
Peroksinitrit (ONOQ’), protonlandigi zaman doku hasari olusturan hidroksil (OH) ve
nitrojen dioksit (NO;) radikallerini verir (67). Yine nitrit de, hem peroksidaz ile
katalizlenen hidrojen peroksit tarafindan oksidize edilerek nitrojen dioksit radikali
verebilir (68). NO, memelilerin diiz kas hiicrelerinde, hiicre siklusunda olduk¢a kritik

gorevleri olan siklin-bagimli kinazlari etkileyerek proliferasyonu inhibe edebilir (69).

2.3.4. Nitrik Oksitin Karaciger Metabolizmasina Direk Etkileri

Karaciger metabolizmas1 tUzerine NO’in etkilerini inceleyen ¢alismalarda
genellikle NOS’un degisik izoformlarinin karakterizasyonu dzerinde durulmustur (70).
NO’in aktivasyon derecesini gosteren reseptor baglanma kapasitesi 6lgtilmemis ve NOS
ekspresyonunun ve aktivitesinin 6lgiimit ile yetinilmistir (71). Iiginin merkezinde
genellikle Kupffer hiicrelerinin hepatositler uzerindeki etkileri ve fonksiyonlari
olmugtur. Kupffer htcreleri sabit yerlegimli hepatik makrofajlar olarak gorev alirlar ve
dolasan makrofajlar gibi fagositoz yapma yetenekleri vardir. Fagosite ettikleri arasinda
karbon kolloid gibi disardan alinan partikiillerden mikroorganizmalara ve bakteriyel
endotoksiniere kadar birgok madde vardir (72).

Kupffer hiicrelerinin hepatosit sayisina oraninin, hepatosit sitotoksisitesinde ve
NO sentezinde onemli bir rolii oldugu ileri strilmustir. Bu oran, endotoksin ya da

imminostimulan enjeksiyonundan sonra Kupffer hiicrelerinin  artist  nedeniyle

9



ylkselmektedir. Hem hepatositler hem de Kupffer hiicreleri, normal sartlarda ya da
hastalik durumunda NO sentezleme yetenegine sahiptir. Ancak, Kupffer hicreleri ayni
zamanda diger stperoksit radikallerini, proteinleri, aykosanoidleri, TNF ve IL-1’i de
sentezleyebilmektedir. Lipopolisakkarit ve y-interferon gibi inflamatuvar bir uyariya
maruz kaldig1 zaman, Kupffer hicresi TNF ve I[L-1 salivermektedir. Kupffer
hiicresinden yapilan bu TNF ve 6zellikle de IL-1 saliniminin daha sonra hepatositlerde
iNOS sentezini uyardigmna inanilmaktadir. TNF, IL-1, IL-6 ve NO gibi Kupffer
hiicrelerinin inflamatuvar mediyatorleripin, olduk¢a kompleks fonksiyonlari sonucunda,
sitoprotektif mi yoksa sitotoksik mi olduklar1 konusu halen tartismalidir (73).

Viicuttaki tim organlarda oldugu gibi karacigerde de apoptozis yasamsal éneme
sahip ve karmagsik bir mekanizmadir. Cesitli ¢alismalarda nitrik oksitin hepatosit

apoptozisinde diizenleyici bir rol oynadigini gosterilmigtir (74, 75).

2.3.4.1.Akut Faz Proteinlerinin Rolii

Akut faz proteinleri, inflamatuvar mediyatorler ya da glukokortikoidler tarafindan
uyartlan hepatositler tarafindan yapilir ve bir travma ya da enfeksiyonun ardindan
vicudun homeostazinda ¢énemli roller oynarlar. iINOS upregllasyonunu saglayan
taktorler ile akut faz proteinlerinin salinmasina neden olan faktorler birbirinden
farklidir. Dolayisiyla iINOS bir akut faz proteini degildir (76). iNOS’un
upreglilasyonunun akut faz proteinlerinin upregilasyonundan bagimsiz oldugu,
lipopolisakkarite maruz birakilan hepatosit ve Kupffer hucre kiiltiirlerinde protein
sentezinin diigisu ile gosterilmistir. Protein sentezindeki duisiise paralel olarak NO’in
metabolik iiriinleri olan nitrit, nitrat ve sitrullinin seviyeleri yukselmektedir. Kultiirlere
NOS inhibitérii olan NG-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME)’in eklenmesi ile protein
sentezi tekrar diizelmektedir. Bu da, protein sentezindeki azalmanin endojen NO yapimi
ile iligkili oldugunu gostermektedir. Kilttire digardan NO eklenmest ile protein sentezi
tekrar inhibe olmaktadir. Bununla beraber, endotoksemiye konak savunma sisteminin
cevabt olarak artan protein sentezi de iNOS inhibitdrleriyle azalmaktadir. Bu durum
lipopolisakkarit endotoksemisine sokulmus ratlardaki, artmig endojen N-nitrozamin ve

NO yapimina neden olan iNOS aktivitesini aglklamaktadlr (77).

2.3.4.2. Kupffer Hiicreleri ve Glikojenoliz

Karacigerin essiz fonksiyonel karakteristiklerinden biri, birgok stres durumunda
viicudun homeostazini saglayan depolama kapasitesidir. Hepatoseliler glikojenolizin

Kupffer hiicreleri ve endotel hiicrelerinin aykosanoidler gibi ¢esitli sekresyonlar ile
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dizenlendigine inanilmaktadir (78). Aykosanoidler disardan verildiginde glikojenolizi
artirmaktadir.  Glikojenoliz  6zellikle protein fosforilizasyonu gerektirdigi igin,
aykosanoidler tarafindan uyarilan glikojenolizin cAMP sinyal aracihg ile oldugu
sanilmaktadir (79).

Bir NO donérii olan S-nitrozo-N-asetil-penisilamin (SNAP), cAMP ve glukagon
tarafindan uyarilan glikojenolizi inhibe ettigi i¢in, NO’in glikojenolizi azalttigi ve
homeostazi diizenledigi soylenebilir. Endotoksemi sirasinda glikojenoliz inhibe
olmaktadir. Endotoksemik sokta Kupffer hiicrelerinden aykosanoidlerin salinimi
artmakta boylece hepatosit ya da Kupffer hiicrelerinde iNOS sentezi ve sonug olarak
NO yapimt artmaktadir (80). Izole hepatositlerde NO yapimi yapay olarak artirildig
zaman hem glikojenoliz i¢in hem de glukoneogenezis i¢in gerekli olan gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH) seviyelerinin azalmasi da bu goriusi desteklemektedir.
Sepsis sirasinda glukoz yapimi azalmaktadir ve bunun artan NO seviyeleri nedeniyle
tosfoenolpiruvat karboksikinazin inhibisyonu yoluyla glukoz sentezinin azalmasina
bagli oldugu gosterilmistir. Bununla beraber, lipopolisakkarite maruz kalan rat hepatik

endoteliyal hicrelerinde glukozun asir1 tiketiminin oldugu da gosterilmistir (81).

2.3.4.3.Siklik Guanozin Monofosfatin Rolii

NO, oksihemoglobine ve bir ¢ogu karaciger enzimini olan ¢esitli proteinlerin
demir-sulfidril komplekslerine baglanabilmektedir. NO, bazi etkilerini guanilat siklazin
hem merkezinin aktivasyonu ve boylece diiz kas hiicrelerinde hiicre-igt siklik guanozin
monofosfat (cGMP) seviyelerinin yikselmesini saglayarak yapmaktadir. Ancak,
cGMP’nin diz kas hicrelerinde hangi mekanizma ile etkili oldugu halen net olarak

bilinmemektedir.

2.3.4.4.Sitokrom P4s¢’nin Rolii

Lipopolisakkarit ile muamele edilmis rat hepatosit ve Kupffer hiicre kultiirlerine
L-arginin eklendiginde protein sentezinin azaldifi ve nitrit, nitrat ve sitrullin
seviyelerinin yikseldigi gorilmiistir. Bu etki bir NOS inhibitéri olan N-monometil-L-
arginin ile durdurulabilmektedir. Bu durumda, artan NO yapiminin protein sentezini
inhibe etmesi nedeniyle sitotoksik oldugu yorumu yapilabilmektedir. NO, sitokrom Pusg
kompleksleri gibi bazi sitoprotektif enzim sistemlerini inhibe edebilmektedir.

Sitokrom Pssg  grubu enzim sistemleri hem igeren proteinlerdir ve
detoksifikasyondan metabolik (solunum) fonksiyonlara kadar bir ¢ok farkli islevden

sorumludurlar. Lipopolisakkaritlerin NO yapimini artirdiklari birincil hedeflerinin
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Kupffer hiicreleri ve endotel hiicreleri oldugu gosterilmigtir. Sitokrom Pyso
aktivasyonunu indiikleyen alkol, Kupffer ve endotel hiicrelerinden lipopolisakkarit
etkisiyle artan nitrit ve nitrat ¢ikigini azaltmaktadir (82). Muhtemelen artan iNOS
aktivitesi sayesinde yapimi artan NO’in metabolitleri olan nitrit ve nitratin dolasimdaki
seviyelerinin artigt negatif geri-besleme etkisi ile daha fazla NO yapimin1 engellemekte
ve sitoprotektif bir rol oynamaktadir. Hicre kilturlerinde, inflamatuvar uyarilarla
sitokrom  Py4so  aktivitesinin azaldigi gorulmustir. Ana mediyatdr muhtemelen
karacigerde sitokrom P4so mRNA ekspresyonunu azaltan IL-1’dir. NO’in karacigerde

sitokrom Pyso aktivitesini azaltabilmesi de mimkiindiir (83).

2.3.4.5.Endotoksemide Nitrik Oksitin Rolii

Normal monositlerin bazal bir NO uretimi s6z konusudur. Endotoksemi sirasinda
bu tretim 6 kattan fazla artabilir (20).

Lipopolisakkarit verilen ratlarin akciger ve karacigerlerinde, verilmeyen ratlarda
gorilmeyen miktarda, kalsiyum-bagimsiz NOS yapimi saptanmistir (84). Kalsiyum
bagimsiz NOS’un (iNOS) en yuksek konsantrasyonlarina diz kas hucrelerinde
rastlanmaktadir  (85). Lipopolisakkarit verilen ratlarda gortilen ve karaciger
disfonksiyonunun gostergeleri olan yiksek serum aspartat transferaz (AST), alanin
transferaz (ALT), vy glutamil transferaz (GGT) ve bilirubin seviyeleri, selektif iNOS
inhibisyonundan sonra diigmektedir. Ayrica, NO vazokonstriktor ajanlara hiporeaktivite
ile iligkili bulunmustur. Septik sok sirasinda yapimu asirt artan NO’in, bagta karaciger
fonksiyonlari olmak Uzere sagliga zararli oldugu ve selektif inhibisyonunun tedavi edici
etkileri olabilecegi dusiinilmektedir (86).

Endotoksemi sirasinda olusan hipotansiyon, /fo hiicrelerinden NO salimimina
neden olan sitokinler nedeniyle ortaya ¢ikabilir (87). Deneysel olarak hem rat hem de
insan hepatosit kultiirlerinde en yitksek iNOS aktivitelerine lipopolisakkarit verilerek
ulasilabilecegi gibi, normalde doku hasari sirasinda tretilen IL-1 ve interferon-y
verilerek de aym seviyeler elde edilebilir. Bu durumda, protein sentezinde % 36’lik bir
dusts gozlenmektedir ve bu azalmanin iskemi-reperfuzyon hasarinda rol oynayabilecegi
dusiinilmektedir (88).

Konvansiyonel tedavilerle hipotansiyonlari dizeltilemeyen septik sok hastalarina
nonspesifik bir NOS inhibitéri olan L-NMMA’nin verilmesi ile hipotansiyon
diizelebilmekte ve bu acidan NOS inhibitérleri umut vaadetmektedir. Child A ve B



sinifindaki hastalarda gorilebilen periferik vazodilatasyondan tek bagina artmig NO
yapiminin sorumlu oldugu gosterilememistir (89).

Bunun tersine bagka arastirmacilar, akut endotoksemi sirasinda NO sentezi
inhibisyonunun  hepatoseliller hasar1 artirdigim saptamislardir (90). Endotoksemi
sirasinda gelisen kardiyovaskler kollapsta NO’in sitoprotektif etkileri oldugu gortsi de
ileri surilmektedir. Lipopolisakkarid verilmis olan tavsanlarda, NO sentezinin
nonselektif bir inhibitor olan L-NMMA ile (iNOS ve ncNOS) inhibisyonu yasamu tehdit
edici sonuglara yol agarken, iNOS’un selektif bir inhibitdri olan deksametazon faydali
olmustur. Yine, sepsisle iligkili kara.ciger hasar1 modelleri tizerinde yapilan bagka
calismalarda da, L-NMMA kullanimy ile karaciger hasarinin arttigini gésteren AST ve
ALT yiikselmeler: saptanmigtir. L-NMMA ile sepsiste intestinal hasarin arttigi ve
periferik dolagimdaki vazokonstriktér duyarsizliginin geri dondigu de bildirilmistir
(91).

Giinimiizde mevcut olan veriler olduk¢a zihin bulandiricidir. Genel olarak,
sepsiste ncNOS ve INOS’un birlikte inhibisyonunun zararli olabilecegi, iNOS’un

selektif inhibisyonunun ise faydali sonuglar dogurabilecegi kabul edilmektedir (92).

2.3.4.6.Sirozda Nitrik Oksitin Rolii

Sirotik hastalarda, artmig periferik NO salinimina bagli olabilecek, hiperdinamik
bir splanknik dolasim vardir (93). Ilk galismalarda, cGMP’yi inhibe ederek nonspesifik
olarak NO aktivitesini inhibe eden metilen mavisi ile dekompanse alkolik sirozu
bulunan hastalarda, bu hastalikla ilgili ciddi hipotansiyonun diizeldigi bildirilmistir.
Yine, asetil sistein verilerek sirozlu hastalarda gorillen hiperdinamik dolasimin
gelismesinden korunulabilecegi saptanmistir (94). Portal hipertansif ve sirotik ratlarin
mezenterik arterlerinin noradrenalin, vazopressin, potasyum klorid ve metoksamin gibi
vazokonstriktorlere cevabinin, sirotik olmayan ratlarinkine gore daha az oldugu
saptanmis ve bu kismen de olsa NO’in artmig salimmina baglanmistir (95). Ek olarak,
portal veni kismen baglanmig olan ratlarda NO sentezinin inhibisyonu ile bazal
perfizyon basincinin deismemesi saglanmig ve vazokonstriktor duyarliligi da
duzelmistir (96). Yine benzer bir portal hipertansiyon modelinde L-NMMA ile portal
vaskiler direng degismeden kalirken diigmiis olan sistemik kan basinci dizelmigtir (97).

Portal hipertansiyon swrasinda meydana gelen vaskiiler tonus degisiklikleri
anatomik lokalizasyona gore degisebilir. Ornegin, karbon tetraklorid ile olusturulmus
sirozlu ratlarda izole aortik ringlerin karaciger damarlarinda bulunmayan anjiyotensin-

II’ye cevabinda bozulma vardir ve bu durum artmig NO sentezi ile agiklanabilmektedir
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(98). Portal hipertansif ratlarda mezenter arterin izole pargalari ile yapilan ¢aligmalarda
vazokonstriktorlere vaskller cevapta herhangi bir azalma gosterilememistir. Hatta,
vazokonstriktérlere karst bu ratlarin aortlarinda bulunmayan bir artmis maksimum
cevaplilik saptanmistir. Bu artmg maksimum cevaplilik kontrol ratlarinda L-NMMA
varliginda mezenterik arterlerde elde edilememistir. Boylece, diz kaslardaki artmig
cevapliiginin muhtemelen azalan NO salinimina bagli oldugu dustnilmustur. L-
NMMA arteriyel cGMP konsantrasyonlarin: degistirmemektedir ve hem siroz hem de
kontrol vakalarinda NO sentezindeki azalmanin ayni olmasi nedeniyle sirozda NO
sentezinin degigmiyor olmasi ihtimal dahilindedir. Portal hipertansiyon modeli olarak
portal ven ve ortak safra kanali kismen baglanmis ratlarin kullanildigr bir bagka
caligmada deksametazon ile iINOS inhibisyonu yapilmasinin her iki modelde de
hiperdinamik sistemik ve splanknik dolasimda bir degisikliSe neden olmadig:
gorilmistir (99).

Sekonder biliyer siroz modelinde de artmig NO sentezi saptanmamugtir. Hatta,
sekonder biliyer fibrozisli ratlarda cNOS aktivitesi ve dolasimdaki nitrit ve nitrat
konsantrasyonlarinda diigiis saptanmistir. Buna karsilik bir ¢ok arastirmaci tarafindan
primer biliyer sirozda nitrik oksit yapiminin artmis oldugu bulunmustur (100, 101, 102).
Ratlarda deneysel portal hipertansiyonla iNOS ekspresyonunda artis saptanmamuistir.
Her ne kadar portal hipertansiyonun geligimi sirasinda sistemik ve splanknik
dolagimdaki NO seviyeleri yikselir ve vazodilatasyonla splanknik hipersirkillasyona
neden olursa da bu, intrahepatik portal hipertansiyonun geligmesinde etkili bagka
taktorlerin varligini inkar ettiremez (103).

Sonug olarak;

1) Karaciger sirozu sirasinda gorilen hiperdinamik splanknik sirkiilasyon
tamamen ve sadece periferik NO saliniminin artmasina baglanamaz

2) Endotoksemi iligkili karaciger yetmezliginin patogenezi ve portal

hipertansiyonunki ayni degildir.

2.3.4.7.8Safra Yapiminda Nitrik Oksit

Bilirubin ve taurokolatin biliyer klirensi lipopolisakkarit ile endotoksemiye
sokulmus ratlarda bozulur. Bilirubin glukuronidlerinin atilmasindaki azalmanin sebebi,
konjugasyonun bozulmast degil transportun yavaslamasidir. Safra tuzlan tarafindan
olusturulan vazoaktivite (hiperpolarizasyon) endotelden bagimsizdir ve NOS
inhibitorlerinden etkilenmez. Endotoksemide gortlen konjuge safra tuzlarinin azalmig

transportu membranda lokalize transport mekanizmalarinin ya nitrat radikallerinin
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artmig yapimi ya da glukuronid transportunu etkileyebilen artmig NOS aktivasyonu
yoluyla olabilir. Endotoksemi ile iligkili NO sentezinin dogrudan bilirubin transportunu

etkileyip etkilemedigi net olarak bilinmemektedir (104).

2.3.4.8.Iskemi-Reperfiizyon Hasar ve Nitrik Oksit

Reperfizyon hasari ile olugsan hepatoseliiler hasar, NO gibi reaktif oksijen
tirevlerine baghidir (105). Stperoksitlerin faktér kB’ nin niikleer transkripsiyonunu ve
sonunda sitokin salinimini artirdiklari, hepatik protein sentezini azalttiklan
dugtnilmektedir. Karacigerin iskem‘i-reperfuzyon hasar1 sadece NO salinimina
baglanamaz ise de bir ¢ok ¢aliymada seviyesinin ylkseldigi net olarak gosterilmistir
(106, 107). Karacigerin reperfliizyonu sirasinda artan stperoksit sentezi, NO-superoksit
etkilesimlerini artirarak peroksinitrit (ONOO") gibi hepatoseltler hasari olusturan ve
olduk¢a toksik olan tirevleri ortaya gikarmaktadir. Karaciger transplantasyonu sonrasi
olusan reperflizyon hasarinda Kupffer hiicrelerinin yanminda diger hicreler de rol
oynamaktadir (108). Ozakyol ve arkadaslar1 (109) tarafindan yapilan bir ¢alismada
hayvan modelinde olusturulan iskemi-reperfizyon hasarlanmasinin karacigerde lipid
peroksidasyonundan tamamen bagimsiz oldugu, ancak bir nitrik oksit sentez inhibitori

olan L-NAME verilmesi ile hasarin net bir gekilde azaldigi gosterilmistir.

2.3.5. Nitrik Oksitin Karaciger Metabolizmasina Dolayh Etkileri

Karaciger metabolizmast yeterli kan akiminin saglanmasina kritik olarak baglidir.
Total hepatik kan akim: kardiyak atim hacminin % 25’e kadarlik kismint alabilir. NO’in
portal ven ve hepatik arterin damar tonusunu degistirebildigi bilinmektedir. Boylece kan
akiminin degismesi yoluyla karaciger metabolizmasi NO’ten dolayli olarak da
etkilenmektedir. Bu durum, NO’in hepatositler ve Kupffer hucreleri tGizerindeki ¢esitli

direk sitotoksik ve sitoprotektif etkilerinin var olmast ile tezat teskil etmektedir (110).

2.3.5.1.Hepatik Arter ve Portal Venin Damar Tonusunun Kontroliinde

Otakoidler ve Nitrik Oksitin Rolii

Karacigerde nonadrenarjik-nonkolinerjik (NANC) bir norotransmisyonun
olduguna dair bir ¢ok kanit vardir. Bir ¢ok NANC norotransmitterin vazodilatasyon
etkilerini NO araciligtyla yaptigina inanilmaktadir. Substans P, kalsitonin geni-iligkili
peptid (CGRP) ve vazoaktif intestinal peptidin (VIP) imminohistokimyasal olarak
hepatik arter sinir liflerinde gosterilmesi ile karacigerdeki NANC nérotransmisyonunun

varhg daha da kesinlegmistir (111).



Asetil koline ek olarak, NO adenozin, ATP, proendotelin, endotelin-1, CGRP, 5-
HT, atriyal natriiiretik peptid, VIP, bradikinin, histamin ve substans P tarafindan da
salinabilir (112). Nitrik oksit, portal ven damar tonusu tizerindeki etkilerini, ATP,
asetilkolin, noradrenalin, fenilefrin, endotelin ve prostaglandin F,, ‘ya vazokonstriktor
cevabi artirarak olusturur. boylece NO, hepatik arter ve portal venin akim direncini
degistirerek karaciger metabolizmasini dolayli olarak etkilemis olur (113).

Pentagastrin, doza bagimli olarak hepatik arter rezistansini diigurir. Ancak, bu
etki zayiftir ve ilk gegis etkisine maruz kalmaktadir. Portal ven direncine ise etkisi
yoktur. Benzer etkiler, sekretin ve kolesistokininde de vardir. Glukagon zayif bir
vazodilatordir fakat, bunun uzun sureli etki etmesi halinde noradrenalin, anjiyotensin
ve vazopressine karsi verilen vazokonstriktor cevapta artma olmaktadir. CGRP,
bradikinin, atriyal natritiretik faktér ve en onemli vazodilatér olan substans P NO
salintmin1 artirmak suretiyle hepatik arter tzerinde vazodilatasyona neden olurken

poftal venin damar tonusu Uzerine etkileri ya hi¢ yoktur ya da ¢ok azdir (114).

2.3.5.2.Pirinlerin Roli

Purinler hepatik damar tonusu tzerine olduk¢a Onemli etkilere haizdirler. ATP,
purinerjik P,y-plrinoreseptorleri uyararak, NO salinimini artirmak suretiyle hepatik
arterde vazodilatasyona neden olur. Portal venoz sistemin igine enjekte edildiginde,
ATP hepatik arterde vazodilatasyona neden olmaktadir. Ancak, ATP’nin olusturdugu bu
hepatik arter vazodilatasyonunun sadece NO araciligiyla mi olustugu yoksa hepatik

parankime yayilan ATP’nin mi bunu yaptig: net olarak bilinmemektedir (115).

2.4. Nitrit ve Nitrat

Nitrik oksit metabolizmasinin son triinleri olan anyonlar nitrit (NO7;) ve nitrattir
(NO7). Reaktif olmayan bu duragan molekillerin  serum veya plazma
konsantrasyonlarinin 6lgimi  organizmadaki NO yapimint yansitmaktadir (116).
Normal siganlarda nitrik oksitin strekli atiliminin saptanmasi ve genetik olarak
makrofajlart eksik olan farelerde bu atilimin kayboldugunun bulunmasi sayesinde
viicutta stirekli bir nitrik oksit yapiminin oldugunu gostermektedir (117). Makrofaj
kiiltiirlerinde nitratin kaynaginin arastirilmast kaynagin arginin oldugunu ve bu
aminoasitin kultir ortamina eklenmesinin makrofajlarin  6ldirme fonksiyonlarini
artirdigint gostermigtir (117). Daha sonraki calismalar onceden endotel kaynakl
gevsetici faktor olarak bilinen molekiiliin aslinda nitrik oksit oldugunu gostermistir (57).

Hem endotel kaynakli gevsetici faktér hem de nitrik oksit donodrleri sadece kan
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damarlarini degil diger tim duz kaslari gevsetirler ve bu gevsemeye diiz kas

hiicresindeki hucre i¢i siklik guanozin monofosfat (cGMP) artist eslik eder (12).

2.4.1. Nitrit ve nitratin diyetle ahm

Nitrit ve nitrat iyonlari suda yiksek oranda ¢oziintrler. Nadiren, hemen hemen
tim katyonlarla birlikte suda ¢oziniir tuzlar seklinde de bulunabilirler. Oral olarak
alindiklarinda ince barsaklardan kolayca emilirler (119). Oral olarak alinan nitratin
yaklagik % 25’1 aktif olarak tiikiiriige sekrete edilir. Bu nitrat daha sonra oral bakteriler
tarafinda kismen nitrite ve mide asiti tarafindan nitrik oksite donustaruliir. Bu da
gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinin énlenmesinde yardimct rol oynar. Nitrit ve
nitratin transport sistemleri yakin zamanda anlasilabilmigtic. Bir nitrat ve H™
kotransporter sisteminin 6nemi lizerinde durulmaktadir (120). Nitrit ve nitratlar, et
trtinleri ve peynirler gibi birgok gida maddesinin icine koruyucu olarak ya da igerik
zenginlestirici olarak katilmaktadir ancak, bunlar aynt zamanda diyetin dogal
parcalaridirlar. Eger bir bakteriyel kontaminasyon soz konusu degilse igme suyunda
enellikle 10 mg/L ‘nin altindaki konsantrasyonlarda bulunurlar. Igme suyunda bundan
daha yuksek konsantrasyonlarda nitrat bulunan bolgelerde, 6zellikle infantlarda
methemoglobinemiyi onlemek i¢in bu konsantrasyonlarin digurilmesine yonelik
onlemler ahinmalidir. Sebzeler, 6zellikle de pancar, kereviz, 1spanak ve marul gibi ¢ok
vaprakli sebzeler nitratlar agisindan zengindirler. Diger sebzeler daha disuk
konsantrasyonlarda nitrat igermekle beraber diyette cok alinmalar1 nedeniyle 6nem arz
edebilirler. Giinlik diyetle alinan gidalar i¢inde en yiksek nitrit seviyeleri (36 ug/g)
islenmis et uriinlerinde, en yiksek nitrat seviyeleri (88 pg/g) ise sebze konservelerinde
bulunmaktadir (121, 122). Uygun olmayan saklama kosullan ve bakteriyel
kontaminasyon nitrit seviyesinin yiikselmesine neden olabilir (123). Bat1 diyetinde, bir
erigkinin aldig1 ortalama nitrit (0,1 mg) seviyesi nitrat seviyesinin (80 mg) oldukga
altindadir (124). Polonya’da yapilan bir ¢alismada normal bir ginlik diyetle viicudun
her bir kilogrami igin alinan nitrit miktart 0.2 mg NaNO; ve nitrat miktar ise 5 mg
KNOs olarak olgiilmustiir. Altmus kilogram agirhgindaki bir eriskinin bir giin iginde
aldigi diyetin iginde ortalama NaNO, miktari 1.8-8.4 mg arasinda degismektedir ve
ortalama miktar ise 4.39 mg olarak olgulmustiir. KNO3 seviyesi ise 69.5-737.5 mg
arasinda oynamaktadir ve ortalama miktar 304.55 mg’dir (125).
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Diyetle agir1 miktarlarda nitrit ya da nitrat aliminin, karsinojenik olan N-nitroso
bilesiklerinin fazla yapilmasina neden olabilecegi bildirilmekle beraber bu konu halen
tartigmalidir (126).

Nitrit ve nitratin %95’ten fazlasi bobreklerden atilir. Nitrat, oldugu gibi ya da
iireye g¢evrilerek idrarla atilir (127). Nitratin kandan idrara klirens hiz1 yetiskinlerde
yaklagik 20 ml/dk’dir (51). Fegeste az miktarda olgtlebilir nitrit ya da nitrat bulunur
(128). Ter yoluyla bir miktar nitrit (3 umol/ml) veya nitrat (40 umol/ml) kayb: olmakla
birlikte bu esas atilim yolu degildir. Antibiyotik tedavisi alan kisilerin terinde daha az
nitrit bulunmasi deri bakterilerinin de nitrit sentezinde rol aldiklarint dusiindurmektedir
(49).

Diyetle alimin degiskenligi, plazma nitrat seviyelerini ve idrarla atilan miktan da
biyik oranda etkilemektedir. Tahmin edilebilecegi gibi, kontrolli ¢aligmalarda alim
arttik¢a idrarla atilan miktar da artmigtir (128). Plazma nitrat seviyesi, yiksek nitrathi
diyetten sonra 30 umol/ml’den 200 pumol/ml seviyesine kadar yiikselmis, 500 mg oral
potasyum nitrat alimindan sonra ise 300 umol/ml’e kadar ¢ikmistir (13). Nitrit ve nitrat
iyonlart viicudun tim sivi bosluklarina dagildig1 i¢in oldukga genis bir dagilim hacmine
(0,28 L/Kg) sahiptirler. Yuksek oranda nitrat igeren bir diyetten bir giin sonra dahi idrar
seviyeleri yuksek kalmaktadir. Normal bir Japon diyeti alan 5 gonulluden 4 saatte bir
toplanan kan Orneklerinde oldukg¢a genis bir degiskenlik saptanmistir (129). Baz
arastirmacilar sabah kalkildiginda hemen alinacak rasgele 6rneklerin kullanilabilecegini
savunurken, bazilart sabah aglikta alinacak ikinci Ornegin saglikli olacagini
savunmaktadir. Bir baska tez ise degiskenligi azaltmak igin aksam yemeginden hemen
sonra Ornekleme yapilmast gerektigidir (130). Bundan sonra ekskresyon idrar kreatinini
ile karsilagtiilmaktadir. Bir grup aragtirmaci nitrik oksit metabolizmasini temsil
edebilmesi i¢in érneklemenin en az 48 saatlik diyet kisitlamasi sonrasinda yapilmast
gerektigini belirtmektedir (13). Diger arastirmacilar ise sadece distile suyun igilebildigi
15 saatlik aglig1 yeterli bulmaktadir.

Eger diyetin nitrit ve nitrattan kisithi olmasi isteniyorsa, Westfeld ve arkadaslar
(14), diyetten alkollii igkilerin, havyarin, sarkuteri iiriinlerinin (pismis ya da
terbiyelenmis et), peynirin, baharatlarin, tuzlanmis baliin, koklerin ve sebzelerin
caligmadan en az 2 giin Oncesinden ¢ikarilmas: gerektigini belirtmislerdir. Viinikka
(131) ise bir ¢ok gida maddesinin 6nemli 6lgiide nitrat icerdigini belirtmis ve listesine et
iiriinleri, sebzeler, baharatlar, balik, kavun, siyah ¢ay ve sarap gibi mayali igecekleri de

eklemistir. Wang ve arkadaslari (132) standart bir Japon diyetinin plazma NO
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seviyelerine ve 24 saatlik idrar atilimina etkilerini en aza indirmek i¢in 6rneklemeden
onceki 3-4 giin boyunca bu yiyecek ve igeceklerin kisitlanmasi gerektigini
belirtmislerdir. Bu arastirmacilar plazma seviyelerinin digik nitrit ve nitrat igeren
diyetin Ug¢tncii ile altinct gunleri arasinda sabah saat 06:00’da tutarli oldugunu
bulmuslardir.

Yiiksek oranda tuz igeren diyetlerin alimi ile iNOS aktivitesinin azalabileceginin
gosterilmis olmasit nedeniyle dogru olgim ve vakalar arasi standardizasyonun
yaptlabilmesi igin diyetteki tuz miktar1 kisith ve sabit olmalidir (133).

Nitrat iceren ilaglar anjina pektorisin tedavisinde ~uzun yillardan beri
kullanilmaktadir. Bunlar NO ortaya ¢ikarirlar ve idrar nitrat seviyesini yikseltirler.
Ancak, terapddik dozlar diyetle alinan nitrat miktarlarina oranla olduk¢a az oldugundan

bunlarin triner ekskresyona katkist olduke¢a kigitk olmaktadir.

2.4.2. Plazma ve idrarda nitrit ve nitratin dl¢iilme yontemleri

Klinik kimyada nitrik oksit sentetazin aktivitesinin ve nitrik oksit radikalleri
yapiminin gostergeleri olarak plazma ve serum nitrit ve nitrat 6lgiimleri yaygin olarak
kullanilmaya baslanmustir. Nitritin kanda tam bir dogrulukla &l¢tilmesi olduk¢a zordur.
Tam kan ve plazma i¢indeki nitrit ve nitratin yaklasik % 87’si 6l¢tlebilir. Nitrit duragan
degildir ve tam kan i¢indeki nitritin % 95’inden fazlasi 1 saat iginde nitrata oksidize
olur. Dolayisiyla, tek bagina plazma nitrit 6l¢iimt yapilmasinin bir anlamt yoktur. Kana
eklendiginde, oda sicakliginda 30 dakika sonra % 16’s1 kalir. Bir saat sonra ise kalan
miktar % 5’in altindadir. Ancak +4 °C’de bu oranlar 30 dakikada % 69 ve 60 dakikada
% 55’e ¢ikar. Hemolizden korunmak sartiyla plazma kandan ayrildiktan sonra hem nitrit
hem de nitrat —20 °C‘de en az bir yil streyle sabit olarak saklanabilir. Dogru 6lgim
yapilabilmesi igin plazma oOrnekleri deproteinize edilmeli ve hatali 6lgimlerden
sakinmak i¢in her bir 6rnek i¢in kontrol kullamilmalidir (134).

Idrar nitrit ve nitrati ise mikrobiyal kontaminasyon olmazsa duragandir. Asit pH
nitriti  pargaladigindan asidik koruculardan kaginilmalidir. Ornekler buz iginde
toplanmali ve toplama sirasinda idrara antibiyotik ya da isopropanol eklenmelidir (135).
Uzun sureli saklama igin Ornegin toplandiktan hemen sonra dondurulmas:
dnerilmektedir.

Plazma nitrit ve nitrat konsantrasyonlar birbiriyle paralel degildir. Nitrit, toplam
nitrit+nitrat’in % 3.9 ile % 88’1 arasinda degigebilir (134). Plazma ve idrardaki nitrit

konsantrasyonlar1, genellikle nitrat konsantrasyonunun kiiciik bir pargasidir (<%5) ve
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bu iyonlarin diyetle alimindaki ve biyoreaktivitelerindeki farkliliklart yansitir (136).
Kolorimetrik testler kullanilarak nitrit ile nitratin birlikte (NOx) Ol¢iilmesi siklikla tercih
edilmektedir. Zira boylece prosedir basitlegtirilebilmekte ve nitrit analizi igin gerekli
olan oldukg¢a zorlu 6rnek hazirlama mecburiyetinden kurtulmus olunmaktadir. Eger
arastirmaci 6zellikle nitrit ile ilgilenmiyorsa, serum NOx belirlenmesi i¢in kullanilabilir.
Nitrit viicut sivilarinda nitrata oranla ¢ok daha disik konsantrasyonlarda bulundugu
icin, NOx kisaltmas1 genellikle ve hemen hemen nitrat ile esanlamli olarak
kullamlmaktadir. Literatiirde terminoloji ile ilgili bir karisikhik bulunmaktadir. Bazi
yazarlar “NOx”u ifade etmek igin “nitrit”t kullanmaktadirlar ¢linkii nitrit nitratin
indirgenmesinden sonra 6l¢iilen komponenttir (137, 138, 139, 140).

Bu yazida ise NOx kisaltmasi ile nitrit+nitrat ifade edilecektir. Nitrik oksit
arastirmalarinda kullanilmak iizere standart bir terminoloji Onerisi yakin zamanda

yayinlanmigtir (141).

2.4.2.1.Kolorimetrik metodlar

Nitrit reaktiftir ve yaygin olarak boya yapiminda kullaniimaktadir. Olgiilmesi igin
50°den fazla kolorimetrik metod Onerilmistir ve bunlarin ¢ogu azo boyalarinin
olusumuna dayanmaktadir. Gunimuzde, Brucine metodunun kullanildigi bir kag
referans yazi bulunmaktadir. Bu metodda, nitrit nitrata permanganat ile oksidize
edilmekte ve sonra sari renk vermesi igin stiriknin ile kaynatilmaktadir (130). Bununla
beraber en yeni klinik yazilarda kullanilan kolorimetrik metodlar Griess‘ reaksiyonuna
dayanmaktadir. Nitrit bir azo boyast olusturmas: i¢in sulfanilamid ve N-(I-naftil)
etilendiamid ile reaksiyona sokulmaktadir (134). Ayrica, eger bakterilerden
(Escherichia coli, Pseudomonas oleovorans) ya da mantarlardan (Aspergillus) elde
edilen bir enzim olan nitrat rediiktaz ile dnce nitrite dontstturullrse nitrat da olgtlebilir
(142, 143). Alternatif olarak, bakir kaplanmig kadmiyum ya da granile kadmiyum
tzerinde metalik indirgenme de kullamlabilir (144). Griess reaksiyonunun, cesitli
reaktif etkilesmelerinden kurtulmak igin dozenlenmis olan bir ¢ok varyantlar
bulunmaktadir. Plazma 6lgimleri proteinden arindirmay: gerektirmektedir. Bunun igin
¢inko hidroksit, ¢inko siilfat ya da ultrafiltrasyon kullanidabilir (134). Temeli Griess
reaksiyonu ve akim enjeksiyon analizine ya da HPLC’ye dayanan bir ¢ok otomatik
metod bulunmaktadir.

Griess reaksiyonu temel alinarak yapilan 6lgtimlerde, teknigin dogru kullanimi ile
metodun duyarliligi artmaktadir. Ayni metod kullanilarak kan, idrar ve beyin-omurilik

sivisi gibi bir ¢ok biyolojik materyalde nitrit ve nitrat ol¢iimleri yapilabilmektedir. Bu
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metodda metanol ya da dietileter ile deproteinizasyon yapilmast gereklidir. NADPH-
hassas nitrat rediiktazin varliginda indirgenme gerceklestirilerek elde edilen materyal
540 nm spektrofotometre yardimiyla okunur. Olgiimde elde edilen sonuglarin birimi

wmol/L’dir (145).

2.4.2.2.Ultraviyole spektrofotometrik metod

Serum ve idrar nitratinin Olgiilebilmesi igin dogrudan devamli bir kinetik
spektrofotometrik metod tammlanmstir (146). Aspergillus’'un nitrat rediktazi
kullanilarak nitrat NADPH ile indirgenmektedir. Yine buna benzer tek basamakli

yontemler de bulunmaktadir (147).

2.4.2.3.Florumetrik metodlar

Nitrit ve indirgendikten sonra nitrat florumetrik olarak da dlgilebilmektedir. Bir
metodda, nitrit 2,3-diaminoaftalen ile asit katalizorliiginde kapali bir halka olusturarak
hayh floresan olan 2,3-diaminoaftotriazol’u olusturmaktadir (148, 149). Bu metod
Griess reaksiyonuna gore 50-100 kat daha hassastir ve serum ya da plazmada ve doku
kiultarad ortamlarinda kullanilmaktadir. Kugitkk adaptasyonlarla bu metodla S-
nitrosotiyollerin 6l¢iilmesi de mimkiindir (150). Rhodamin 6G’nin sulfirik asit iginde
oksidizasyonuna dayanan basit ve olduk¢a secici bir florumetrik yontem daha

tanimlanmistir. Bu yontem siit analizleri i¢in kullanilmaktadir (151).

2.4.2.4.Elektrodlari ya da biyoanalitik elementleri kullanan metodlar

Birgok nitrit ya da nitrat spesifik elektrodlar ve biyoanalitik elementler
geligtirilmistir  (152). Bunlar genellikle sivi orneklerin  galisilabilmesi  i¢in
diizenlenmigtir. Tukurik ve stt 6rneklerinin galigilabilmesi igin diizenlenmis olanlari da

bulunmaktadir (153).

2.4.2.5.NO analizérlerinin kullanildig: metodlar

NO analizorleri hava orneklerindeki NO’in, ozon varliginda kemiluminesans
vermesi esasina dayali olarak diizenlenmiglerdir. Ozon oksijén beslemesi bulunan bir
silindir iginde elektriksel bir bogalmaya neden olur. NO’ ten elde edilen ilk trtin gegici
olarak kemiluminesans veren nitrojen dioksittir (154). Bu analizorler klinik olarak,
pulmoner vaskiiler hastalik i¢in NO’in tedavi amaciyla verildigt hastalarin
nefeslerindeki NO ve NO;’yi monitorize etmek i¢in kullanilmaktadir (155, 156, 157).

Bu cihazlarla nefesteki NO’i 6lgmek nitrit ya da nitrat: 6l¢gmekten daha kolaydir. Bunlar
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ayrica bir ¢ok farkli durumda klinik aragtirmalar i¢in modifiye edilmislerdir. Bununla
beraber, nefesteki NO miktar1 nefes verme tekniginden ¢ok fazla etkilenmektedir.
Ustelik, nefesteki NO’in kaynagt net olarak bilinmemektedir. Nefeste olgillen NO’in
buyik bélimii alveoller yerine nazofarinkste ya da hava yollarinda uretiliyor olabilir
(155, 158).

NO analizorleri ile nitrit ya da nitrat: 6lgebilmek i¢in nitrojen ya da helyum gibi
inert bir gazi igeren ek bir donanim gerekmektedir (159). Bundan sonra nitrit i¢in asetik
asit/tyodid, nitrat igin ise vanadyum III/NaOH kullanilarak kimyasal indirgenme

saglanarak NO elde edilmekte ve bu monitorize edilmektedir (160).

2.4.2.6.Kapiller elektroforez

Kapiller elektroforez, oldukga genig bir yelpazede kullanilabilen ve gelecek
vadeden bir metoddur. Bu yontemle serum, plazma ve idrarda nitrit veya nitrat
olguilebilecegi yayinlanmistir. Her iki anyon da sadece ultrafiltrasyon gibi minimal bir
drnek hazirligindan sonra tek bir enjeksiyonla Slgulebilmektedir. Kapiller izotakiforez
metodu ile ise S-nitroso igerikleri olgiilebilmektedir. Sit ve kan 6rneklerindeki nitrit ve
nitratt Olgebilmek 1¢in “migellar elektrokinetik kapiller kromotografi metodu” da
kullanilabilmektedir (161).

Kapiller elektroforez bir mikrotekniktir ve ¢ok kiigiik hacimlerdeki sivi 6rnekleri
dahi galisabilmek i¢in uygundur. Deneysel ¢aligmalarda ratlarin havayolu sivilarinin ve
tek noronlarin nitrit ve nitrat igeriklerini saptayabilmek amaciyla kullanidmistir (162).
Bu avantajlarina ragmen, kapiller elektroforez yapabilmek igin gereken donanim ve

tecriibeli eleman bulunan laboratuvar sayist olduk¢a azdir.

2.4.2.7. Gaz kromotografisi ve gaz kromotografi-kiitle spektrofotometrisi

Gaz kromotografisi, su ve tukiriikteki nitrit ve nitrat ve ayrica rat idrarindaki
nitrat analizleri i¢in kullamlmistir. Gaz kromotografi-kiitle spektrofotometrisi
metodunda "N isaretli internal standartlar ya da izotop seyreltme teknikleri

kullanilmaktadir (163).

2.4.2.8.Yiiksek performansh sivi kromotografisi

Yiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC), bazi deneysel ¢aligmalarda
kullanilmistir. Bu teknikle yiyeceklerde, idrarda ve serumda nitrit ve nitrat olgimi

yaptlmis olan ¢aligmalar mevcuttur. Metod temel olarak, iyon degisimi ile ayristirmaya




dayanmaktadir. Plazma Orneklerinin ultrafiltrasyon ya da protein ¢oktirmesi yoluyla

deproteinize edilmesi gerekmektedir (51, 164).

2.4.2.9.Kontaminasyondan korunma

Muhtemel kontaminasyonlardan kaginmak nitrit ve nitrat analizi yapmak isteyen
tim klinisyenler ve laboratuvar calisanlar: i¢in kaginilmaz bir gerekliliktir. Ozellikle
eser elementlerin calisilmasi igin Uretilmemis olan cam malzemeler kolaylikla nitrat ve
bazen de nitrit ile kontamine olabilmektedir. Ultrafiltrasyon filtreleri, plastik pipetler,
eldivenler ve eldiven pudralarn ve hatt.a kan tiplerinde antikoagulan olarak kullamlan
EDTA dahi nitrat igerebilmektedir. Yine bazi heparinize slrmgalar ve lastik stoperler de

nitrat barindirabilmektedir (165).

2.4.3. Klinik degerlendirme

2.4.3.1.Referans degerleri

Toplam 11 g¢alismanin degerlendirilmis oldugu iki raporda referans degerleri
belirlenmistir. Cesitli maksatlarla farkli arastirmacilar tarafindan yapilan c¢alismalarda
kullanimis olan saglikli goniillilerden olusan kontrol gruplarinda elde edilen nitrit,
nitrat ve nitrit+nitrat (NOxX) konsantrasyonlari Tablo-3te toplanmistir (131, 166).

Tablo-3: Farkli aragtirmalarda kullanilan saglikli kontrol vakalarinin serum nitrit,

nitrat ve NOX seviyeleri.
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Diyet kisitlamasi ile plazma ve idrar konsantrasyonlart yaklagik 1/3 — 1/2 oraninda
azalmaktadir (166, 167). Yirmi dort saatlik aglik sonrasinda da kan ve idrar NOx
seviyeleri % 30 oraninda azalmaktadir. Bébrek fonksiyonlarinin direk bir gostergesi
olan inilin klirensi ile serum NOx konsantrasyonlart arasinda ise negatif bir dogrusal

iliski s6z konusudur (168).

2.4.3.2. Cinsiyet ve yas farkhhklar:

Bir k;ahsmada 22 erkekte ortalama plazma nitrat seviyesi 27 pmol/L olarak
dlgtlirken, 18 kadin gonullide bunur; yaklasik yarisi kadar olan 14 umol/L’lik bir
ortalama nitrat seviyesi 0l¢ilmustiir. Yine viicut agirliklarina gore diizeltilmis nefes NO
seviyeleri de erkeklerde daha yiksek olgulmiustiir (169). Bu ¢alismada diyet kontrolli
degildir ancak ornekler 12 saatlik agliktan sonra alinmigtir. Bagka ¢aligmalarda da
ortalama plazma nitrat seviyeleri erkeklerde daha yitksek ol¢ilmiis ve artan yas,
atherogenezis, plazma lipidleri, serum glukozu ve kan basinci ile iligkili olarak yiksek
degerlerden bahsedilmistir. Giovannoni ve arkadaglari ise cinsiyetier arasinda bu kadar
onemli farklar saptayamamislardir. Ortalama serum NOx konsantrasyonlari erkeklerde
(n=12) 39 umol/L olarak o¢lgilirken kadinlarda (n=12) 33 pmol/L bulunmustur. Bu
arastirmacilar, ayrica ortalama plazma nitrat seviyelerinin serum seviyelerine gore 2-3
kat daha yiiksek olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Ancak, bu konsantrasyon farkhliklarin
muhtemel bir kontaminasyon odag: olan antikoagulanlarin nitrat icerigini dikkate
almamislardir (170). Bir bagka caliymada ise plazma seviyeleri ile serum seviyeleri
arasinda farklilik saptanmamugtir (134). Erkekler ve postmenapozal kadinlarin ortalama
serum NOx konsantrasyonlar1 birbirine ¢ok yakindir (171, 172).

Menstriel siklusun NOx konsantrasyonlar tGzerindeki etkileri halen tartigmalidir.
Plazma NOx konsantrasyonlar: erigkin kadinlarda follikiiler faz sirasinda artmaktadir
(173). In vitro fertilizasyon amaciyla hormon tedavisi almakta olan kadinlarda plazma
NOx seviyesi ile plazma 6stradiyol seviyesi arasinda pozitif korelasyon saptanmigtir. Bu
calismada da diyet kontrol edilmemis olmakla beraber oOrnekler 12 saatlik aghk
sonrasinda alinmigstir (41). Aym arastirmacilar daha sonra bir Baska caligmada 6strojen
tedavisi verilen postmenapozal kadinlarda plazma NOx seviyelerinin yikseldigini
saptamiglardir. Benzer galigmalarda 3 gunlik transdermal Ostradiyol kullanimindan
sonra ya da 12 aylik tedaviden sonra kadinlarda artmig serum NOx konsantrasyonlart
saptanmustir (171, 174). Bunun tersine Jilma ve arkadaslari, kadinlarda menstriiel dongt

sirasinda nefes NO seviyeleri ya da serum nitrat konsantrasyonlarinda degisiklik
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saptamamiglardir. Yine, Morris ve arkadaglar da, 30 giin boyunca nefes NO seviyesi ve
sabah idrar nitrit/kreatinin oranlarinda degisiklik saptamamiglardir. Bununla beraber,
hiperprolaktinemi nedeniyle amenoreyik olan kadinlarda serum NOx konsantrasyonlar:
dusiik bulunmug ve degerler bagariyla tedavi edilenlerde yikselmigtir (175).

Cinsiyet ve yas farkliliklarinin serum nitrit ve nitrat seviyeleri tzerine etkilerini
inceleyen ¢aligmalarin en kapsamlilarindan biri Watanabe ve arkadaglari tarafindan
yaptimistir. Caligmaya yaslar1 20-69 arasinda degisen 118 kadin ve 145 erkek olmak
tizere toplam 263 saglikli goniilli alinmig ve serum NOx seviyeleri Griess metodu
kullanilarak olgulmis. Lineer regresyon analizleri ile NOx seviyelerinin kadinlarda
yasla birlikte belirgin sekilde yukseldigi (r=0.22, p<0.05) fakat erkeklerde boyle bir
degisim olmadig:i saptanmig. Kadinlarda geng yas grubunda (<40 yil) aymi yastaki
erkeklere gore daha dusik NOx seviyeleri saptanirken (p<0.05) 40 yag Ustll grupta
erkeklerle kadinlar arasinda bir fark olmadigi goriilmiis. Ayrica, ¢oklu lojistik regresyon
analizleri ile orta yas grubu (46-55 yil) kadinlarda menapozun serum NOx
konsantrasyonlarini artiran bagimsiz bir risk faktori oldugu bulunmus (r=0.4, p<0.05).
Bu sonuglara gore serum NOx konsantrasyonlarinin kadinlarda, muhtemelen
menapozun etkisiyle, yasla birlikte arttigi, erkeklerde ise boyle bir farklanmanin

olmadig1 yorumu yapilmistir (176).

2.4.3.3. Cocuklardaki degerler

Genel olarak, 3 yagina kadar olan gocuklarda daha belirgin olmak tzere 12-17
yaglarina kadar olan yaslarda plazma ve idrar NOx konsantrasyonlar cinsiyetten

bagimsiz olarak daha ytksek olarak bulunmaktadir.

2.4.3.4. Genel Degerlendirme

NO’in viicuttaki bir ¢ok farkli aktiviteleri nedeniyle metabolizmasi da bir ¢ok
farkli durumdan etkilenebilmekte ve dolayist ile kan ve idrardaki metabolitlerinin
konsantrasyonlar: degisebilmektedir. NOS un iki izoenziminin aktivitesi ¢esitli hastalik
durumlarinda fazla degismemekle birlikte neredeyse tiim. viicutta yaygin olarak
bulunabilen uyarilabilir NOS izoenziminin aktivitesi enfeksiyon ya da inflamasyon ile
cok belirgin oranlarda artabilmektedir. Enzimin aktivitesi tam olarak uyarilmig bir

makrofajda bir endotel hiicresindekine oranla yaklagik 1000 kat artabilmektedir (16).



2.4.3.5.Idrar Yolu Enfeksiyonunun Bir Géstergesi Olarak Idrar Nitriti

‘Nitrit, esas olarak bakteriyel nitrat reduktaz aktivitesiyle ve bir miktar da NOS
gibi farkli yollar sayesinde idrar nitratindan uretilir (45, 177). Asidik idrarda bir miktar
nitrit NO’ten dontsirse de bunun miktar1 azdir. Artmu§ idrar nitriti idrar yolu
enfeksiyonunun tanisinda yardimci bir kriterdir ve bu temele dayali test stripleri
yillardir ticari olarak bulunmaktadir. Bazi arastirmalarda bakteriyel lokosit esterazi
gOsteren testlerin daha hassas oldugu gosterilmistir (178). Nitrofurantoin nitrit
testlerinin etkinligini azaltmaktadir. Bu, testlerin kullanimt bireyseliestirilmeli, sonuglar:
dikkatle ~ yorumlanmali  ve  klinisyeni  dogrudan  antibiyotik  tedavisine

yonlendirmemelidir. Zira pozitif kestirim degerleri distiktiir.

2.4.3.6.Diger Enfeksiyonlarda Nitrit ve Nitrat

Hastanede yatan hastalarda diyetle aliminin idrar ve plazma nitrit ve nitrat
seviyelerine katkist daha azdir. Bu nedenle, bu iyonlarin kan veya idrardaki
konsantrasyonlarinin artmasi NO sentezinin, yikiminin ya da atiliminin degismesi
sayesinde 6nemli bir gosterge olabilir. Bu durum, septik sok, agir siroz, endotoksemi,
sistemik inflamatuvar yamit sendromu ve ¢oklu organ yetmezligi hastalarina
uygulanabilir (179, 180, 181, 182, 183). Normal kontrol vakalar ile sepsis ve septik sok
icerisinde bulunan hastalarin Griess reaksiyonu ile odlgile plazma NOx seviyeleri
arasinda ciddi farkliliklar vardir (184). Ortalama degerler kontrol vakalarinda 35
umol/L, sepsis hastalarinda 126 umol/L ve septik sok hastalarinda 582 pmol/L olarak
olgulmustur (180). Septik sokta spesifik NOS inhibitorlerinin kullaniminin faydali olup
olmayacag halen tartisilmaktadir. Akciger tutulumu ve diger iliskili enfeksiyonlari olan
AIDS hastalarinda plazma nitrit seviyesi artmaktadir (185). Baska calismalarda ciddi
enfeksiyonu bulunmayan AIDS hastalarinda NO uretiminde degisiklik saptanmamigtir.
Sonug olarak HIV ile enfekte hastalarda nitrik oksit yapiminin artip artmadig: kadar var
olan nitrik oksit yapiminin da konak i¢in 1yl mi yoksa kot mi oldugu sorusu halen

yanitsiz kalmaktadir (186).

2.4.3.7.Immiin Aktivasyon Gostergesi Olarak Nitrit ve Nitrat

Plazma nitrati immiin sistem aktivasyonunun bir gostergesi olarak Onerilmistir
(187). Deney hayvanlarinda endotoksin ya da zimosan verilerek olusturulan immiin
olaylar sirasinda, seviyesi 20 kat kadar artmaktadir. Ratlarda ve siganlarda
lipopolisakkarit ile plazma NOx seviyeleri artmaktadir (188). Degerler enjeksiyondan
yaklastk 20 dakika sonra en yiksek seviyeye ¢ikmaktadir. Ayrica l6kosit
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fonksiyonlarinin nitrik oksit tarafindan diizenlendigi ya da en azindan etkilendigi ortaya
konmustur (189).

Cesitli ilaglarin, sitokinlerin ya da insilin, paratiroid hormon ve atriyal natritiretik
peptid gibi hormonlarin etkilerinin degerlendirilebilmesi igin nitrit veya nitrat, kanda,
idrarda ya da kiltir sivilarinda olgilebilir (190, 191).

Serum nitriti romatoid artiritli ve osteoartiritli hastalarda yikselmektedir. Tutulan
eklemlerden alinan sinoviyal sividaki seviyelerin serum duzeylerinden daha yuksek
olmasi nitritin eklemden kaynaklandigim dusiindiirmektedir (192, 193). Degisiklikler
romatoid artritte daha belirgindir ve vyaklagik ¢ kat kadar artmis olan idrar
nitrati/kreatinin orani bu hastalikta NO yapiminin iyi bir gostergesi olarak kabul
edilmistir (192). Romatoid artiritin prednisolon ile tedavi edilmesi sonucunda idrar
nitrat seviyeleri % 28 kadar azalmakta ancak yine de kontrol vakalarina gore yiksek
kalmaktadir. Ancak tedaviden oOnce bile hastalarla kontrol vakalarimin degerleri
arasinda cakismalar oldugundan bir tamt araci olarak kullanilmast mumkin
gozikmemektedir. Serum nitrat seviyesi eritrosit sedimentasyon hizi (ESR) ve C-reaktif
protein (CRP) seviyeleri ile paralel olarak degismektedir. Romatoid artritte serum
NOx’tan daha hassas olarak, askorbat indirgenmesinden sonra serum NO da 6lgulebilir.
Ortalama serum NO seviyeleri kontrol vakalarinda 36 nmol/L bulunurken romatoid
artiritli hastalarda bunun yaklasik sekiz kat1 (293 nmol/L) ve osteoartirith hastalarda ise
yedi kati1 (266 nmol/L) ylksek bulunmustur (194).

Serum NOx bir¢cok kanserin tedavisinde kullamilan interlokin ve interferon
tedavilerinin etkinliklerini izlemek i¢in de kullamlabilir (195). Nefeste NO olgtilmesi de
akciger inflamasyonunun bir belirteci olarak oOnerilmistir. Ortalama serum nitrat
seviyeleri sistemik lupus eritematozus vakalarinda da kontrol vakalarina goére daha
yluksektir. Bu vakalarin cilt biyopsi orneklerinde endotel hicreleri ve keratinositlerde
uyarilabilir-NOS proteininin ekspresyonu da artmustir. Bir bagka ¢aliymada ise sistemik
lupus eritematozus, trombotik trombositopenik purpura ve primer antifosfolipid
sendromlu hastalar ile kontrol vakalar1 arasinda serum nitrat seviyeleri agisindan fark
saptanamamistir. Immiinolojik anormalliklerin bulundugu bir‘ ¢ocukluk cag1 sistemik
panvaskiiliti olan Kawasaki hastaliginda da idrar NOx ve neopterin seviyeleri hastaligin

birgok evresinde yuksek olarak dl¢iilmektedir (196).



2.4.3.8.Hipertansiyon, Renal ve Kardiyovaskiiler Hastahiklarda Nitrit ve
Nitrat

NO’in kan akiminin ve arteriyel basincin diizenlenmesindeki rolii ayrintili olarak
incelenmigtir.  Endoteliyal NOS geni bulunmayan sicanlarda hipertansiyon
gorilmektedir. Spontan olarak hipertansif olan siganlarda ise insan NOS geni verilmesi
ile kan basinglarinda azalma olmaktadir. Bu prosediir ile idrar ve serum NOx sevileri ile
birlikte idrar ve aorttaki cGMP seviyeleri yukselmektedir (197). Endotelin kendisi kan
basincinin  diizenlenmesinde ©nemlt fonksiyonlara sahiptir ve disfonksiyonu
atherogenezde etkilidir. NO sisteminin yaglanma ve atherogenez ile olan iliskisi
geneldir ve homosistin metabolizmas: ile iligskili atherotrombozis tam olarak
anlagilamamigtir (198).

NO bobrekte ¢ok sayida etkiye sahiptir. Saha 6nce de belirtildigi gibi, bobrek her
¢ NOS izoenzimine de sahiptir ve bunlarin normal fizyoloji, hipertansiyon ve
diyabetteki kesin rolleri tamamen agiklanamamistir. Selektif ve nonselektif NOS
inhibitorlerinin kullanimi ile renal tubilin kompleks fizyolojisine ve bunlarin ditiretik
ve natriiiretik etkilerine biraz 1sik tutulmaya g¢aligilmistir. Ratlarda, bobregin makula
densa hucrelerinde de bulunan noronal NOS’un spesifik olarak inhibe edilmesi
muhtemelen tubiloglomeruler geri-besleme ve gegici olarak disen glomertiler filtrasyon
hizi ile alakali olarak hipertansiyona neden olmustur (199). Nitrit ve nitrat bobreklerden
atildigi igin eger bunlar NO yapimimin birer gostergesi olarak kullanilacaklarsa renal
tonksiyonlar ve klirens hizlari ile birlikte degerlendirilmeleri gereklidir. Yogun bakim
initesinde yatmakta olan 71 hastada serum NOx konsantrasyonlari ile kreatinin
seviyeleri arasinda ¢ok gilicli bir pozitif korelasyon saptanmuistir (200). Bobrek
yetmezligi olan hastalarin ortalama plazma nitrat konsantrasyonlar: diyaliz dncesinde
‘normalin yaklasik 3-4 kat1 yiiksek iken diyaliz sonrasinda normalin altina diismektedir
(201).

NO hipertansiyonun baglamasinda rol alabilir. Tek bobrekli rat modelinde artan
serum NOx seviyeleri ile sistolik kan basinci arasinda iligki gdsterilmigtir. Ancak,
benzer insan c¢aligmalarinda renovaskiiler hipertansiyonlu vakalarda benzer iligki
gosterilememistir. Artmig plazma NOx seviyeleri renal parankimal hastalikta azalan
glomeriiler filtrasyon hizi ile alakalidir. Nefrotik sendromda, idrar nitriti minimal
degisiklik nefriti olan hastalarda artarken, fokal segmental glomertlosklerozis ya da IgA
nefropatisi olan hastalarda normal sinirlardadir. Birgok endojen NOS inhibitora

tanimlanmistir:  N(G)-monometil-L-arginin (L-NMMA), asimetrik dimetil arginin
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(ADMA) ve simetrik dimetil arginin (SDMA). Bunlar 6zellikle de dugik glomeriiler
filtrasyon hizt bulunanlar olmak iizere hipertansif hastalarda yikselmis olarak
dlgilirler. Ancak bunlarin hipertansiyonun sebebi mi yoksa hastalikla birlikte bulunan
bir durum mu oldugu tam olarak bilinmemektedir (202).

Ostrojenlerin koroner damarlar tizerindeki koruyucu etkileri NOS’un kompleks
etkileri sayesinde olabilir (203). Kisa siireli yiksek doz antioksidan tedavi verilen
vakalardan hem normotansif hem de hipertansif olanlarda kan basinci digmekte ve nitrit
atthimi artmaktadir. Plazma kolesterolii ve LDL ile plazma NOx konsantrasyonlar
arasinda ters korelasyon vardir. Kalp yetmezligi ve kardiyomyopatide NO’in yeri tam
olarak bilinmemektedir (204, 205). ‘Bazi ¢aligmalarda ciddi kalp yetmezligi olan
vakalarda monositlerin sitokin saliverme fonksiyonlarinin azaldigi gosterilmistir (206).
Portal hipertansiyonu olan hastalarda transézefagial wvaris ligasyonundan sonra,
hemodinamiklerin degismest ile beraber serum nitrat seviyesi belirgin olarak duser. (39
umol/L’den 29 umol/L’ye) Ancak, serum nitrati uzun sureli iyi klinik gidisin bir
gOstergesi olarak kullanilmas: mimkiin géziikmemektedir (114, 207).

Preeklampside nitrit ve nitratin yeri ile ilgili literatiir bilgileri ¢eliskilidir.
Ortalama serum nitrat konsantrasyonlari, preeklampsili kadinlarda normal gebelere ve

gebe olmayan saglikli kontrol vakalarina gore daha yiksektir (sirasiyla 47 pmol/L, 31

umol/L ve 32 umol/L) (208, 209).

2.4.3.9. Transplantasyon ve Rejeksiyonda Nitrit ve Nitrat

NO, karacigerin birgok hiicresinde Uretilir ve mikroorganizmalar, parazitler ve
timor hiicrelerine kargi savunma mekanizmalan iginde bir ikincil elgi olarak gorev alir.
Hepatopulmoner sendromlu hastalarda nefes NO seviyeleri yukselir ve basarili bir
transplantasyondan sonra tekrar normal seviyelere doner (210, 211, 212). Karaciger
transplantasyonu sonrasinda rejeksiyon gelisen vakalarda plazma NOx seviyeleri
yukselmektedir (213). Bu vakalarda bazi degerler cakigmakla birlikte en yiksek
seviyeler Grade 2 ve 3 rejeksiyonlarda gérulmektedir. Plazm_a nitrat seviyesi orta ve
ciddi rejeksiyonda yiikselmekte ancak hafif rejeksiyonda degiémemektedir (214).
Ortalama degerler ciddi rejeksiyon grubunda 50 pumol/L, hafif rejeksiyon grubunda ise
20 umol/L olarak belirlenmistir. Glukokortikoidlerle yapilan basarili bir anti-rejeksiyon
tedavisinden sonra degerler normal sinirlara dénmektedir (215). Plazma nitratindaki
hafif yikselmeler postoperatif periyoddaki birgok hastada goriilmektedir ve muhtemelen

gegici olarak yetersiz bir anti-rejeksiyon tedavisine baglidir. Ancak, ratlarda parsiyel
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hepatektomiden sonra NO sentezinde artis saptanmaktadir, bu nedenle
transplantasyondan sonra goriilen ylkselmeler hasara karsi olusan nonspesifik bir cevap
da olabilir (216).

Ratlarda kalp transplantasyonundan sonra idrar Na atiliminda sekiz katlik bir artig
olmaktadir. Oysa deksametazon ile tedavi edilen hayvanlarda bu artis daha az olmakta
ve normal kontrol vakalarinin ancak 2-3 kat1 kadar artislara rastlanmaktadir (217). Bu
artisglar muhtemelen myokarddaki uyarilabilir NOS’un ve makrofajlardaki NOS
aktivitesinin artigt ile olmaktadir. 1qsan1arda da kalp transplantasyonundan sonra
rejeksiyon olmasi durumunda idrar nitrat seviyeleri yikselmektedir. Ortalama degerler,
rejeksiyon belirtisi bulunmayan 86 kalp transplantasyonu hastasinda 100 pmol/mmol
kreatinin iken, rejeksiyon gelisen hastalarda bu deger 128 pmol/mmol kreatinin olarak
dlgiilmustiir. Ancak, bu degerlerin hem vakalar arasinda hem de her bir vakanin kendi
icinde farkhliklar gosteriyor olmast nedeniyle rejeksiyonun tanisinda kullanimi zordur.
Yine de, serum NOx degerlerinin rejeksiyonun ciddiyeti ile korelasyon gosterdigini
saptayan bazi aragtirmacilar tarafindan 20 pmol/L’nin tzerindeki plazma nitrat degerleri
Grade 2 rejeksiyonun bir gostergesi olarak kabul edilmistir (218).

Ratlarda, deneysel ince barsak rejeksiyonunda da serum NOx seviyelerinin
yikseldigi saptanmistir. Anti-rejeksiyon tedavisinin baglanmasindan hemen sonra
degerler hizla digmeye baslamaktadir.

Renal transplantasyonda, dipstik metoduyla bakilan idrar nitriti bakteritirinin

tespitinde basarili bir yontem olarak kabul edilmemektedir.

2.4.3.10.Kan Sisteminde Nitrit ve Nitrat

Saglikli kontrol vakalar: ile kargilastirildiginda orak hiicreli aneminin agrili krizi
icinde olan hastalarda plazma NOx konsantrasyonlar1 artmugtir. Bu artigin sebebi tam
olarak bilinmemektedir ancak rutin NOx 6l¢timlerinin bu hastalarin takibinde faydas:
olamaz zira, agrili krizde olmayan orak hiicreli anemi hastalarinda da ortalama plazma

NOx seviyeleri orta derecede yitksek olarak bulunmaktadir (59, 219).

2.4.3.11.Solunum Hastahklar ve Sigara Icicilerinde Nitrit ve Nitrat

Brongiyoler lavaj stvisindaki ortalama NOx konsantrasyonu sigara igen vakalara
gore akciger kanseri olan hastalarda yaklagik 20 kat daha yuksektir. Bu, muhtemelen
sitokin aktivasyonuna baglidir (220). Yine bronkopnémonisi olan hastalarda da degerler
yaklasik 2 kat artmig olarak Slgtilmugtiir. Astimli hastalarin balgam 6rneklerindeki NOx

seviyeleri Griess reaksiyonu ile ol¢ilmiis ve kontrol vakalarininkine gére yaklagik iki

30



kat yiuksek degerlere ulagiimigtir (221). Nefeste NO ol¢imii de benzer ve anlamh
sonuglar verebilir (222).

Sigara i¢iminin NO metabolizmasi tizerindeki etkileri oldukga komplekstir. Sigara
dumam 500 ppm’in Gstiindeki igerigi ile mitkemmel bir NO kaynagidir. Dumamn NO
konsantrasyonu tiitiiniin nasil tretildigi ve nasil iglendigine bagli olarak oldukg¢a genis
bir yelpazede degigsmektedir (223). Sigara igimi, endotele bagli damar gevsemesini
bozmaktadir. Sigara i¢imi, ozellikle de agir igicilik, paradoksal olarak daha dusik
serum NOx seviyeleri ile iligkilidir. Ustelik, sigara ig¢iminden vazgegildiginde,
muhtemelen akciger fonksiyonlarinin dizelmesi nedeniyle, nefes NO seviyeleri

yikselmektedir (224, 225, 226).

2.4.3.12.Degisik Durumlarda Nitrit ve Nitratin Olgiimii

Plazma nitrat konsantrasyonlar: yanitk hastalarinda yitkselmektedir. En yitksek
degerler viicudunun % 10-40’1 yanan hastalarda 6lgilmektedir. Hafif yaniklarda plazma
NOx seviyeleri degismemektedir (227). Hafif yanik olmasina ragmen yiksek plazma
NOx seviyelerine, yanma sirasinda dumana maruz kalan ya da yanan alanin tedavisi
amactyla kullanilan seryum nitrat ile kontaminasyon olan vakalarda rastlanmaktadir
(228).

Benzer sekilde yaygin kiint travmalar sonrasinda geligen doku hasarlanmalarinda
da plazma nitrat seviyeleri yiksek bulunmaktadir (229).

Insan gdzyasinin nitrat konsantrasyonu seruma gore diisiik seviyelerdedir. Ancak,
NO sisteminin bir¢ok intraokiiler olusum ve goz iritasyonu durumlarinda oldukga
onemli olmasina ragmen, bunun g¢esitli g6z rahatsizliklarindaki kullanilabilirligi
konusunda yeterli veri yoktur.

NO, noronal hiicreler, pankreas hiicreleri, kondrositler ve makrofajlar gibi bir gok
¢esit hiicrenin apoptozisinin baglatilmasinda énemli bir rol oynamaktadir. NO ile p53
timér stpresdr gen arasindaki etkilesim halen arastiriimaktadir ve NO timor
biyiimesini destekliyor olabilir (230). Timér biiylimesi ya da apoptozisin monitorize
edilmesi amaciyla plazma ya da idrar NOx 6lgiimleri ile ilgili bir ¢aligma heniiz
yapilmamistir. Ancak bir ¢ok galigmada ¢esitli kanser tirlerinde ilgili alanlardan alinan
orneklerde plazma NOx seviyelerinin yikselmis olarak bulundugu rapor edilmektedir
(231). NO, kemikte hiicreler arasi iletisimde Onemli roller oynuyor olabilir ancak
metabolitleri artrit ve spondiloartropati gibi inflamatuvar hastaliklar disindaki kemik ve

eklem hastaliklarinda ¢aligilmamstir (232).
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Bazi on ¢alismalarda NOS inhibitorlerinin antidepresan-benzer: etkileri oldugu
bulunmusgtur. Gergekten de major depresyon rahatsizligi bulunan hastalarin plazma
nitrat konsantrasyonlari anksiyete bozuklugu olanlardan (p<0,05) ve sagliklt kontrol
vakalarindan (p<0.01) anlamli derecede yiiksek bulunmustur (233).

Erken dogum yapan kadinlarin vajinal sekresyonlarinda nitrit ve nitrat seviyeleri

yuksek bulunmustur (234, 235).

2.4.4. Gastroenterolojide Nitrit ve Nitratin Yeri

Nitrik oksit mukozanin savunma sisteminde onemli rollere sahip oldugu gibi
¢esitli hastaliklarda ve hasarlanmalarda da anahtar rolis oynamaktadir (236, 237).

Gastroenterolojik rahatsizligi olan hastalarin muhtemel digik sebze igerikli
diyetle beslenmeleri nedeniyle plazma ve idrar nitratinin segicilik ve faydasim
artirabilir. Bununla beraber, bir ¢ok arastirmada hem plazma veya serumdaki hem de
nefesteki nitrit ve nitrat seviyesi Olgimlerinin gastrointestinal sistemin gesitli
hastaliklar hakkinda 6nemli bilgiler verebilecegi saptanmigtir (238).

NO ve diger serbest radikallerin sekretuvar diyaredeki gercek rolt halen
arastirilmaktadir (239). Enteroinvazif bakterilerle olusan enfeksiyonlarin dogrudan
dogruya kolon epitel hiicrelerinde iNOS ekspresyonunu ve nitrik oksit yapimint artirdigi
bilinmektedir (240).

Inflamatuvar barsak hastaliginda, baska bir inflamatuvar hastaligi bulunmayan
hastalarinkine gore yaklasik dort katlik bir idrar nitrat/kreatinin oram vardir (241).
Bununla beraber, bagka arastirmacilar ortalama serum nitrat konsantrasyonlarini,
ilseratif kolitli ve Crohn hastalikli hastalarla saglikli kontrol vakalar arasinda belirgin
derecede farkli saptamamiglar ancak, aktif hastaligi bulunan hastalarda inaktif hastalig:
olanlara gore daha yiksek seviyeler bulundugunu gostermiglerdir (242). Serum NOx
konsantrasyonlart ile inflamatuvar barsak hastaliginin aktivitesi ve prognozu arasinda
paralellik saptanmigtir. Hatta bunun hastalik aktivitesinin belirlenmesinde oldukca
hassas bir gosterge olarak kullanilabilecegi diigtinilmustir (243). Bu nedenle serum
NOx konsantrasyonlar1 belirgin derecede artmus olan ilseratif kolit hastalarinin
medikal ya da cerrahi tedavilerinin degistirilmesi gerektigi disuntlebilir (244). Bu
bulgulara benier bicimde, medikal tedaviye cevap vererek dizelme gosteren ulseratif
kolitli hastalarin idrar nitrat1 seviyelerinde diigiis saptanmistir (245). Lenfositik koliti ve
kollajendz koliti olan kiigik bir hasta grubunda da plazma NOx seviyeleri belirgin
derecede yiksek bulunmugtur. Aym hasta grubunda kolonoskopi sirasinda mukozal

yluzeye yakin kisimlardan toplanan kolon oOrneklerindeki NO seviyeleri de kontrol
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vakalarindan toplanan drneklere kiyasla daha yitksek konsantrasyonlarda olgilmiistiir
(246).

Bu gibi durumlarda NO yapiminin arttiinin baska kanitlari da vardir. Biyopsi
drneklerinden hazirlanan kolon mukoza kultiirlerinde, normal kontrol vakalarina kiyasla |
aktif Crohn Hastaligi yada tlseratif koliti bulunan hastalardan hazirlananlarda NOS
aktivitesinin 4-10 kat daha fazla oldugu ve nitrit yapiminin da 4-8 kat artmig oldugu
saptanmugtir. Metilprednizolon ya da ketotifen varliginda hazirlanan kiltirlerde ise
olgiim degerleri daha diisik seviyelerde kalmistir (247, 248). NO sentezinin dolayli bir
gOstergesi olan mukozal L-sitrullin seviyeleri de aktif hastaligi olan hastalarda daha
yuksek seviyelerdedir (249). Bir NOS inhibitéri olan L-NAME (N-omega-nitro-L-
arginine methyl ester) nin topikal uygulamasi ile rat modelinde kolonik inflamasyonun
azalmast, NQO sentezinin bu hastalikta inflamasyonla iligkili oldugunu digiindiirmektedir
(250). Yine, nitrik oksit sentetaz inhibitorleri ile kolitle iliskili megakolonun tedavi
edilebildiginin gosterilmiy olmasi da inflamatuvar barsak hastaliklarinda nitrik oksit
yapiminin artmi§ oldugunun ve bu artigin patolojik mekanizmalarda olduk¢a 6nemli
rollere sahip oldugunun ikincil bir gostergesidir (251). Ustelik inflamatuvar barsak
hastaliklarinda sadece inflamasyonun oldugu mukoza alanlarinda degil normal gériinen
mukoza alanlarinda da nitrik oksit yapimi artmig olarak bulunmakta ve bunun
prognostik bir gosterge olarak kullanilabilecegi distinulmektedir (252).

Si¢anlarda, oral arginin destegi ile barsaklardan diger organlara bakteriyel
translokasyonunun azaliyor olmasi, konaZin barsak yoluyla giren patojenlere karsi
savunmasinda NO sentezinin 6nemli bir rolii oldugunu dusiindirmektedir (253).

Kolera, gigelloz gibi 6zgil intestinal enfeksiyoniar sirasinda da nitrik oksit yapimi
artmaktadir (254).

Gastrointestinal hastaliklarda barsaklarda yapilan NO’in  koruyucu etkileri
potansiyel zararh etkilerini de beraberinde getirmektedir (237). Kronik atrofik gastritli
hastalarin mide siwvilarinda nitrit konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu bulunmustur
(255). Bu hastalarda hafifce yikselmis olan mide pH’s: nitritin stabilitesini
artirabilmektedir. Oysa, agizdaki bakteriyel flora tarafindan nitrattan nitrit dretilmesi
konagt Candida gibi patojenlerden korumaktadir (256, 257).

NO (nitrerjik) sinir sistemi barsak motilitesi, sekresyonu ve diger fonksiyonlar
tizerinde onemli roller oynayabilir (258). Infantlardaki pilor stenozu noronal NOS geni

polimorfizmi ile iligkilidir. Yine, Hirshprung hastaliginda intestinal sinir lifleri i¢indeki
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noronal NOS azalmustir (259). Cesitli ¢aligmalarda NO’in pankreasin hem endokrin

hem de ekzokrin sekresyonlar iginde bulundugu saptanmistir (258).

2.4.5. Hepatolojide Nitrit ve Nitratin Yeri

2.4.5.1.Karaciger sirozunda nitrit ve nitrat

Oksidatif strese siirekli maruz kalmanin bir ¢ok organda oldugu gibi karacigerde
de fibrozisle sonuglanacagi disiincesi karaciger sirozunda nitrik oksit metabolizmasi
degisikliklerinin daha fazla aragtirilmasma yol agmustir (260, 261, 262).

Sirotik hastalarda hem nefes NO hem de serum NOx seviyeleri kontrol vakalarina
gore yiksektir. Farklilik derecesi ortalama NO igin 252 nL/dk/m”ye karsihk 75
nL/dk/m?, ortalama NOx i¢in ise 48 pumol/L’e karsihik 3 umol/L’dir ve degerler
birbiriyle paralel degildir (263). Karaciger sirozunda oksidatif stresin biyolojik
gostergeleri olarak NOx ve miyeloperoksidaz seviyelerini inceleyen bir ¢aligmada hem
NOx hem de miyeloperoksidaz seviyeleri yitksek bulunmustur (264). Calismaya 40 adet
sirozlu hasta (32 alkolik, 6 viral, 1 hematokoromatozis ve | sistozomiyazis) ve 20
saglikhi kontrol vakasi alinmig. Saghkli kontrol vakalarinda ve sirotik hastalarda
sirasiyla miyeloperoksidaz seviyeleri, 249.9+£107.05 ng/L’ye kars1 348.40+194.12 pg/L,
nitrit seviyeleri, 4.43£20.38 uM’e kars1 8.38+3.62 uM; nitrat seviyeleri ise 6.72+2.9
uM’e karsi 12.12+7.7 uM olarak ol¢tilmis ve her bir fark anlamh bulunmus. Ayrica,
miyeloperoksidaz seviyeleri ile nitrit ve nitrat seviyeleri arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir. Bu bulgular NO sentezi ile stellat hiicre kaynakli fibrogenezis arasinda bir
iligkt olabilecegini gésteriyor olabilir (265).

On yil kadar once, periferik arteriyel vazodilatasyonun sirozlu hastalardaki asit
olusumunun patofizyolojisinde énemli oldugu gériisi ortaya atilmustir. Aym zamanda,
nitrik oksitin vaskiler tonisin diizenlenmesinde 6nemli rollere sahip olan gugli bir
vazodilatér oldugu bulunmusg ve NO’in sirozlu hastalarda gorillen hiperdinamik
sirkiilatuvar durumdan sorumlu olabilecegi dijsunulrhiistijr (262, 266). Bundan sonra,
¢esitli hayvan ve insan deneyleri ile, sirozda goriilen hemodinamik degisikliklerde ve
asit olugumuna yol acan sodyum ve su retansiyonunda NO’in ¢ok onemli rolleri
oldugunu gosteren deliller elde edilmigtir (267, 268).

Sirozlu hastalarda gérilen noktiirnal hemodinamik degisikliklerin nitrik oksit
metabolizmasindaki degigikliklere bagl: olabilecegi sanilmaktadir (114, 269).

Siroz ratlarda ve asiti bulunan insanlarda plazma NOx’u da yiikseltmektedir (270,

271). Sirozlu hastalarda bu yiikselis bir ¢ok farkli galigmada gosterilmis olmakla
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beraber klinik 6nemi ve sebebi net olarak saptanamamistir ve yapilan yorumlar birbiri
ile celismektedir (272). Elli adet sirozlu hastanin serum ve asit sivisindaki nitrat
seviyelerin Olgiilerek 10 saglikli kontrol ile kiyaslandig: bir ¢alismada yine serum nitrat
seviyeleri kontrollere gdre asikar olarak yuksek bulunmustur (273). Ayrica spontan
bakteriyel peritoniti olan sirotiklerin hem serum hem de asit mayi nitrat seviyeleri
spontan bakteriyel peritoniti olmayan sirotiklere gore daha ylksek olarak olgilmiis.
Asiti olan sirotikierde serum nitrat seviyeleri olmayan sirotiklere gore daha yiiksek
bulunmug. Hatta NO ol¢umlerinin sirozda gorilen spontan bakteriyel peritonit tanisinda
yeri olabilecegi iddia edilmistir (274). Sirotik hastalarda goriilen anemi ile serum nitrat
seviyeleri arasinda iliski saptanmazken, Child-Pugh B ve C skoruna sahip olan
strotiklerin serum nitrat seviyeleri Child-Pugh A simifindaki sirotiklere gore asikar
olarak yiksek bulunmus (275). Bu bulgulara gore sirotik hastalarda artmis olan NO
yapimut karaciger hasarimin derecesi ve birlikte spontan bakteriyel peritonit bulunup
bulunmamastyla iliskilidir (276). Idrar ve serumdaki nitrat konSantrasyonlan hastaligin
ilerleyisi ile iligkilidir. Bu artis, daha onceleri savunulan endotoksinin hepatik ve diger
makrofajlar Gzerine etkisi sonucu oldugu gériisintn aksine bobrek fonksiyonlarindaki
bozulma ile alakalidir (182, 271, 272).

Karaciger sirozu hastalarinda inilin klirensi ile temsil edilen bobrek fonksiyonlar
ve Child-Pugh skoru NOx seviyeleri iizerinde etkili bagimsiz faktorlerdir (277).
Karaciger hastaliginin ilert agsamalarinda bobrek fonksiyonlarmin da bozulmaya
basladigr goz oniine ahinarak sirotik hastalarda NOx seviyeleri yorumlanirken dikkatli
olunmali ve renal fonksiyonlar mutlaka hesaplanmahdir (168). Tip 1 hepatorenal
sendromda NOS inhibitorlerinin kullanilmasi ile dizelme saptanmasi nitrik oksitin bu
tablonun gelismesi tizerindeki etkilerine dikkat ¢ekmigtir (278, 279).

Intrahepatik vaskiiler direng endotelin ve NO gibi vazokonstriktér ve vazodilatér
maddelerin birlikte ¢alismasi ile dizenlenmektedir. Karacigerde siniizoidal endoteliyal
hiicreler ecNOS (endotel hiicresi nitrik oksit sentetaz) igin onemli bir kaynaktir (280).
Karaciger hasari sirasinda her ne kadar siniizoidal endote! hiicrelerindeki ecNOS mRNA
ve protein seviyelerinde degisiklik olmazsa da ecNOS fonksiyonlarl degismekte ve
sonugta sirotik karacigerde sintizoidal endotel hiicrelerinden NO salinimi azalmaktadir.
Bu bulgu intrahepatik portal hipertansiyonun ve endotelyumu etkileyen diger
hastaliklarin patogenezinde dnemli olabilir (281, 282).

Kronik alkolizm, viral hepatitler ya da toksik ilaglarin yiiksek doz kullaniimasi

ugibi karaciger yetmezligi ile sonuglanabilen bir ¢ok durumda geligen noropsikiyatrik
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tabloya hepatik ansefalopati denmektedir. Her ne kadar altta yatan patofizyolojinin
molekiller mekanizmalari kesin olarak bilinmiyorsa da  eksitator/inhibitor
norotransmitterler arasindaki denge bozuklugunun yol agtigi glutamat-nitrik oksit
sistemindeki bozuklugun 6nemli bir role sahip oldugu dustntlmektedir (283). Son
yillarda yapilan ¢aligmalar hem akut hem de kronik hepatik ansefalopatide iNOS
ekspresyonunun ve bir NO 0Onciisii olan L-arjinin aliminin arttigini gostermektedir.
Karaciger fonksiyon bozuklugu ile iligkili amonyak artigt da NO seviyelerini
artirmaktadir (284).

Hepatopulmoner sendrom, kronik karaciger hastaliginin varliginda fonksiyonel
sagdan sola intrapulmoner santlarin .gelismesi ve hipoksemi seklinde tamimlanan ve
siklikla son donem karaciger yetmezliginde olmakla birlikte kronik hepatitte de
gorulebilen bir tablodur. Bu tablonun gelismesinde de nitrik oksitin rolii olabilecegi

dustunilmektedir (285).

2.4.5.2.Hepatoseliiler karsinomada nitrit ve nitrat

Vicutta NO, inflamatuvar ve mitojenik uyarilara bir cevap olarak uretilir ve
karsinogenezde rol oynayabilir. Ancak, hepatit C viris kaynakli hepatoseliler
karsinomanin gelisiminde NO’in roli net degildir (286). Yapilan bir ¢alismada kronik
hepatit C’li 20 hasta, karaciger sirozlu 30 hasta, hepatoseltler karsinomali 22 hasta ve 8
sagliklt kontrol vakasinda plazma nitrit ve nitrat seviyeleri 6lgiilmus. Hepatoseliler
karsinomali hastalarin plazma nitrit ve nitrat seviyelen ise (49.4+49.11 pumol/L) sirotik
hastalarinkinden de yitksek olarak saptanmis. Plazma NOx seviyeleri ile serum alanin
aminotransferaz seviyeleri arasinda herhangi bir iligki saptanamamis. Oysa, plazma
nitrit ve nitrat seviyeleri ile serum alkalen fosfataz, bilirubin ve gama glutamil
transferaz seviyeleri arasinda pozitif bir iligki saptanmig. Bu bulgular karaciger
parankirn hasarinin NO yapimt ile tligkili oldugunu disiindirmektedir (287).

Plazma endotelin ve NOx seviyeleri hepatoseliller karsinomali hastalarda da
yiiksektir (288). Olgiilen degerler, tiimoér gapi ile dogrudan iligkilidir ve kanserin siroz
yerine kronik viral hepatit zemininde gelistigi hastalarda daha yiksektir (289). Buna
benzer bulgulara dayanilarak plazma nitrit ve nitrat seviyelerinin hepatoseliler
karsinoma i¢in bir tumor gostergesi olarak kullanilabilecegi iddia edilmistir (290).
Notas ve arkadaslar (288) 18 viral kokenli hepatoseliiler karsinomal: (HCC) hastanin (6
Okuda evre 1, 6 Okuda evre II ve 6 Okuda evre I1I), endotelin-1 ve NOx seviyelerini. 22
viral sirozlu hasta (14 dekompanse ve 8 kompanse) ve 7 saglikli kontrol vakasi ile

karsilagtirmiglar. Viral kokenli HCC hastalar1 en yiksek endotelin-1 ve NOx
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seviyelerine (13.24£0.82 pg/ml ve 112.28%18.56 umol/L) sahip iken bu degerler
kompanse siroz hastalarinda (9.47£0.50 pg/ml ve 544236 umol/L), dekompanse siroz
hastalarinda (9.57£0.32 pg/ml ve 90.20+11.23 pumol/L) ve saglikli kontrol vakalarinda
(8.8440.61 pg/ml ve 51.17+6.18 pumol/L) daha disiik seviyelerde dlgiilmiig. Okuda evre
[II hastalarinda evre I ve II hastalarina, sirotik hastalara ve saglikli kontrol vakalarina
gore belirgin olarak daha yiksek endotelin-1 ve NOx seviyeleri saptanmig. Evre III
HCC hastalar1 ayrica diger hasta gruplarina kiyasla daha yiiksek NOx/endotelin-1
oranina sahip iken viriis kaynaklit HCC hastalari sirotik hastalara gore daha yuksek
endotelin seviyelerine sahipmis. En yiiksek endotelin-1 seviyesi ise Okuda evre 11

hastalarinda gorulmustir.

2.4.5.3.Alkolik hepatitte nitrit ve nitrat

Alkol alimi, Amerika Birlesik Devletlerinde alkolik karaciger sirozuna kadar
iferleyen hepatitler iginde en sik gorilenidir. Agir igicilerin tigte birinde karaciger hucre
olima ve parankimde lokosit infiltrasyonu ile karakterize alkolik hepatit gelisir. Her ne
kadar alkolik hepatitin patogenezinde bu lokosit infiltrasyonu suglanmaktaysa da
karaciger parankimine lokosit goglinii saglayan ve doku hasarini baslatan molekiiler
mekanizma net olarak bilinmemektedir (189). Ancak bu olusumun baglamasinda
Kupffer hiicrelerinin roli ve etkili olan aract molekiiller Uzerinde aguliklt olarak
durulmaktadir (291).

Alkolik hepatit bulgulart olan ve olmayan alkolikler arasinda monositlerin NO
yapimi arasinda ciddi farklar vardir (292). Alkolik hepatiti olmayan alkoliklerin nitrit
seviyeleri saglikli kontrol vakalar ile yakin seviyelerde iken, hepatit bulgular olan
alkoliklerde belirgin derecede yiiksek sonuglar elde edilmektedir (293). Alkolik hepatitli
hastalarda bir NOS inhibitéri olan ve NO yapimimi azaltan L-N-monometil-arginin
yapiminin inhibisyonu s6z konusudur. Bu sonuglar, monositlerden kaynaklanan NO’in
alkolik karaciger hastaliklarinin 6zellikle de alkolik hepatitin patogenezinde 6nemli

rolleri oldugunu disindirmektedir (20, 294).

2.4.5.4.1lac iliskili karaciger hasarinda nitrit ve nitrat

Bir ¢ok ilag ¢esitli mekanizmalarla tedavi dozlarinda dahi karaciger hasari
yapabilmektedir. Bu hasarlanmanin molekuler diizeydeki mekanizmalarinda nitrik oksit
ve metabolitleri rol oynamaktadir (295).

Karbon tetraklorid ile olusturulan deneysel bir rat karaciger hasarlanmasinda
nitrik oksitin karacigeri lipid peroksidasyonundan ve oksidatif hasarlardan korudugu, L-
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NAME ile NOS inhibisyonu yapildiginda ise karaciger hasarlanmasinin artti
gorulmistir (296).

Yiksek dozlarda sentrilobiiler karaciger nekrozu yapabilen bir analjezik ve
antipiretik olan parasetamol ile olusj:urulan hepatit tablosunda da iNOS ekspresyonunda
artig saptanmustir (298). Dahasi 6zgil bir iNOS inhibitérii olan aminoguanidin ile
durdurulmustur. Aminoguanidin 6n-tedavisi ile koruma altina alinan ratlarda
parasetamol ile karaciger hasar1 olugmadigi gérilmustiir. Tim bu bulgular nitrik oksitin
parasetamol iligkili karaciger hasarinda ¢ok onemli bir araci oldugunu gostermistir

(298).

2.4.5.5.Kronik viral hepatitte nitrit ve nitrat

1960’11 yillarda hepatit B virtisit ve 1970’li yillarda hepatit A virisii bulunarak
bunlara 6zgii antijenik yapilar belirlenmistir. 1989 yilinda Choo ve arkadaslari (299)
rekombinant cDNA teknigi kullanarak, kontamine faktor-VIII konsantresi ile deneysel
olarak enfekte edilmis sempanzelerden bir viral genom klonlamis ve buna Hepatit C
Viriisii (HCV) adini vermislerdir. Viral hepatitlerde hiicresel hasar, replikasyon ve viral
persistansin mekanizmalari iyi bilinmemektedir. HBV enfeksiyo-nunun aksine persistan
HCV enfeksiyonunda konagin genomuna entegrasyon séz konusu degildir (300). Ciinkii
virisiin yasam siklusunda DNA aracilart yoktur. HCV replikasyonunun kanit1 sayilan
negatif sarmalli aracilarin varlig1 karacigerde gosterilmis olmakla beraber, periferik kan
mononiikleer hiicreleri ve serum gibi karaciger digt bolgelerde varligi kanitlanamamistir
(301). Molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilmamis olmakla beraber HCV
enfeksiyonunda konagin immiin yanit1 yetersiz kalmaktﬂadlr ve enfeksiyonun
gelismesinde hem humoral hem de hiicresel immiin yanitlar 6nemli gibi goziikmektedir
(302). Viremisi olan hastalarin mononiikleer hiicrelerinde bazal ve uyarilmis 2°,5” oligo-
adenilat sentetaz aktivitesi ve rekombinant insan interferonuna in vitro cevap kapasitesi,
viremisi olmayan hastalarin mononiikleer hiicrelerine kiyasla daha dusik bulunmustur.
Bunun tersine, bazal ve uyarilmig (tumor necrosis factor) TNF-o ya da interlokin-1p
(IL-1B) yapimu agisindan iki gurup arasinda anlamli fark saptanmamistir. Oyle
goriinmektedir ki, kanda hepatit virGsinin varligi interferon sisteminin
aktivasyonundaki bir eksiklik ile iligkilidir (303). Progresif karaciger hasari olan
vakalarda T helper hiicresi (Th)-1 iligkili sitokinler olan interlokin (IL)-2 ve IFN-y’nin
intrahepatik ekspresyonu artmis buna karsilik Th-2 iliskili bir sitokin olan IL-10

ekspresyonu azalmigtir. Bu bulgular hepatit viriislerinin 6zellikle de hepatit C virtisiiniin
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olusturdugu karaciger hasarinin gecikmis tip asirt duyarlilik yanitt olabilecegini
dusundirmektedir (304, 305).

Kronik viral hepatitlerde klinikopatolojik korelasyon zayif oldugu igin hastahin
doku duizeyindeki ciddiyetini anlamanin tek yolu karacider biyopsisidir. Histolojik
aktiviteyi belirlemek igin birgok sistem onerilmistir. Knodell ve arkadaglarinin (306)
semikantitatif skorlama sistemi bunlardan biridir. Bu sistemde, fibrozis ve portal,
periportal ve lobular alanlardaki nekrotik ve inflamatuvar komponentler ayri ayrn
degerlendirilerek kodlanir. Toplam puan hastanin histolojik aktivite puanini temsil eder.
(Tablo-4)

Bu semikantitatif skorlama sistemi, farkli patologlar arasindaki terminoloji
karigikliklarini ortadan kaldirdi@i gibi aynmi ya da farkl hastalara ait ardigik biyopsi
materyallerinin birbiriyle kiyaslanabilmesine de olanak tamimaktadir. S6z konusu
histolojik aktivite indeksi daha once yaygin olarak kullanilan siniflama terminolojisine
adapte edilebilir (307). (Tablo-5)

Hem HBV hem de HCV enfeksiyonu karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinoma
(HCC) gibi komplikasyonlara ilerleyen yiiksek kronisite ile iligkilidir. Birincil
enfeksiyondan son dénem siroz hastaligina agir bir seyirle yaklasik 20-30 yilda ilerleyis
ile karakterizedir. Bu nedenle, etkili antiviral tedaviye baslamak i¢in bu hastalarin erken
teshisi onemlidir. Tedavinin amact virisi eradike etmek ve karaciger hasarini
durdurmaktir. Bu amagla antiviral ajanlar ve immunomodulatuvar ilaglar kullanilir.
Basarili tedavinin goOstergesi olarak bir ¢ok klinik ¢aligmada serum aminotransferaz
seviyelerinin normallesmesi ve karaciger histolojik bulgularinin duzelmesi kabul edilir,
Bununla beraber tedaviye biyokimyasal ve virolojik yanitlar arasinda farklar vardir.
Tedaviye cevabin en 1yi belirtect HCV RNA seviyesidir. Fakat, uzamis cevap, niiks ya
da viral klirens i¢in mitkemmel bir gosterge degildir. Gergekte, interferon (IFN)-alfa
tedavisi ile biyokimyasal hastalik remisyonunun hastalarin yarisindan daha gogunda
gerceklestigine inanilmakla beraber cevap veren hastalarin neredeyse yarisinda tedavi
sonlandirildiktan itibaren alt1 ay sonra niiks olur (308). ‘

Interferonlar kronik viral hepatitlerin tedavisinde kullanilabilen antiviral ve
imminomodulatuvar etkileri olan hiicre-i¢i proteinlerdir. Ozgiil hiicre yiizey
reseptorlerine baglanirlar. Birgok enzimi ve geni aktive ederler. Boylece, viral

replikasyon, uncoating ve hiicreye girig engellenir.
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Tablo - 4. Knodell Skorlama Sistemi.
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IFN’lar  natural killer hiicre aktivitesini artirirlar, sitotoksik T hiicre
maturasyonunu hizlandirirlar ve HLA klas-I antijenlerinin ekspresyonunu artirirlar,
Boylece, enfekte hiicrelerin immin klirensini saglarlar. Dalgalanan ya da sebat eden
aminotransferaz duzey yiiksekligi ve piecemeal nekroziu aktif inflamasyonu olan
hastalar tedavi i¢in uygundur.

Standart baglangi¢ tedavisi, 6 ay boyunca kronik hepatit C’de haftada 3 kez 3-5
milyon unite (MU) ve kronik hepatit B’de 9-10 MU rekombinant IFN-alfa’nin cilt alt:
verilmesi seklindedir. Birgok vakada cevap ilk 12 haftada goriliir ve histolojik dizelme
ile birliktedir. Ancak hastalarin 6nemli bir kisminda ilk tedavi kiirti kesildikten sonra
niiks olur. Boylece uzun dénem uzamis cevap oranlart diger. Cevabin muhtemel
belirtecleri: hafif ya da orta dereceli karaciger inflamasyonu, dusik wviicut agirligs,
sirozun olmamast, enfeksiyonun kisa sireli olmasi, digiik karaciger demir igerigi, disiik
serum ve karaciger viral yuki ve HCV igin tip 1b haricinde bir genotip olmasidir (309).

(Tablo-6)

Tablo-6: Kronik hepatit C’de IFN-alfa tedavisine cevabi etkileyen faktorler.

Cevabi arttlra'n -f:[g:sg;gg;;:

Daha hafif karaciger hasarl _ ,
Dusiik viremi (I—ICV RNA<IOOOOOO c/mi)

HCV genotxp II III v

K1sa hastalik sure51

:Geng: yas

Kadin cinsiyet

IFN tedavisiyle virts eradikasyonunu etkileyen en 6nemli faktor viral yiktur. IFN
tedavisi ile viral eradikasyonu etkileyen bir diger faktor virlisin genotipidir. Verilen
IFN dozu da 6nemli bulunmugtur. Yiksek doz rejimleri ile hexlnen tum serilerde cevap
oranlart daha yiksek bulunmustur. Ancak yiksek doz rejimlerinde yan etki orani da
artmakta ve hasta uyumu gii¢lesmektedir. Birgok calismada degisik doz rejimleri
onerilmekle beraber, tedavinin optimal siiresi belirlenememigtir. IFN” un daha yiiksek
doz ve siire verilmesi erken niks riskini azaltir ve uzamig cevabt artirabilir. Birinci

kiirden sonra niiks olan hastalar ikinci kiir tedaviye yanit verirler ancak ikinci kiirden
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sonra yine niiks olurlar. IFN tedavisi, otoimmiin hepatiti aleviendirebilir. Ayrica, IFN
ile hipotiroidi, hipertiroidi, psoriyazis, liken planus, idiyopatik trombositopenik purpura,
lupus benzeri sendrom gibi otoimmiin bozukluklar da alevlenebilir. IFN, depresyonun
nitksiine ya da kotiilesmesine neden olabileceginden, major psikiyatrik problem &ykisi
olan hastalara 6nerilmez.

Kronik viral hepatitli hastalarda IFN tedavisiyle fibrogenezis markerlerinin
(karaciger fransforming growth factor-f§ mRNA seviyeleri ve tip-1II prokollajenin N-
terminal propeptidi gibi) azaldigin1 gdsteren ¢aligmalarin tersine ilerlemis sirozu olan
vakalarda bunu destekleyen ¢ok az bulgu vardir. Sirozlu hastalar, diistik yanit oranlart
ve tedavi ile dekompanse olma riskleri nedeniyle IFN i¢in 1y1 birer aday degillerdir.

IFN’ a yanit oranlarini artirmak igin, uygun hasta segimi, yuksek doz kullanimi,
uzun sureli tedavi, demirin azaltilmas: ya da nonsteroyidal anti-inflamatuvar ilaglarin
birlikte kullanimi gibi uygulamalar denenebilir. NSAID’ler, siklooksigenaz yolunu
inhibe ederek immiunsupresif etkileri olan prostaglandin E2 yapimini bloke ederler
(310).

Son yillarda kronik hepatit C tedavisinde interferona ek olarak bir ntikleozid
analogu olan ribavirinin, kronik hepatit B tedavisinde ise yine bir nikleozid analogu
olan lamivudinin eklenmesi ile daha iyi sonuglar alindig: bildirilmektedir. Yine
polietilen glikol eklenerek plazma yar1 omri uzatumis interferonun haftada bir kez
yapilan uygulamalari ile daha yiliksek basari oranlarina erisildigine iligskin yayinlar gin
gectikce artmaktadir.

Hepatit sirasinda, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin dolagimdaki seviyeleri
artmaktadir. Karacigerin inflamasyonu sirasinda birgok sitokinin ekspresyonunun
arttigint gosteren ¢ok sayida ¢aligma vardir (311). Literattrde, hepatositlerin TNF, IL-1,
[FN-y ve IL-6 gibi bir ¢ok sitokine maruz kaldiktan sonra artmig iNOS ekspresyonu
gosterdigini saptanug olan ¢aligmalar vardir (312). Kronik hepatik inflamasyonda artmig
NO yapimi ve yuksek plazma nitrit ve nitrat seviyelerinin bulunmas: inflamatuvar
uyartya karsi karacigerin savunma cevabi i¢inde NO’in de rol aldigim
dustndurmektedir (313). Kronik hepatit C hastalarinda yorgunluk sikayetine siklikla
rastlanmaktadir. Bir ¢ok ¢alismada bu sikayet ile serum sitokin seviyeleri arasinda
anlamlt bir paralellik saptanmistir. Oysa sitokin seviyeleri ile serum transaminaz
seviyeleri veya histolojik bulgularin agirhigt arasinda paralel bir iliski s6z konusu

degildir. Gershon ve arkadaslari (305) yaptiklart ¢aliymada kronik aktif hepatit C



hastalarinda IL-1, [L-6 ve TNF-o seviyelerini yiksek bulmakla beraber, yorgunluk
ciddiyet skoru ile bu seviyeler arasinda paralellik saptamamiglardir.

Sakai ve arkadaslar1 (102) kronik hepatit C hastalarinda plazma nitrit ve nitrat
seviyelerini aragtirmiglar. Calismaya kronik hepatit C’li 12 hasta (ortalama yas 56.7),
asemptomatik HCV tagtyicist 11 olgu (ortalama yag 56.5), karaciger sirozlu 18 hasta
(ortalama yags 65.3), karaciger sirozuthepatomal: 24 hasta (ortalama yag 66.0) ve 24
adet saglikli kontrol vakasi alinmis. Plazma NOx seviyeleri tim hasta gruplarinda
kontrol vakalarina gore yiiksek seviyelerde tespit edilmis. Ozellikle asemptomatik HCV
tastyicilarinda ortalama ALT seviyeleri normal sinirlar iginde (24.8+6 TU/L) ve kontrol
vakalarinin ALT seviyelerinden (16.846 ITU/L) istatistiki olarak farkli olmamasina
ragmen, ortalama plazma NOx seviyeleri belirgin olarak yiksek bulunmus. (60.5£27.9
umol /L’ye karsilik 25.8+12.5 umol/L). Ortalama NOx yoguniuklari kronik hepatit,
karaciger sirozu ve siroz+hepatoma hastalan arasinda farkh bulunmamis. Bu bulgulara
gore NOx konsantrasyonlar: tiim kronik karaciger hastaliklarinda oldugu gibi
asemptomatik HCV tasiyicilarinda da artmaktadir. Bu bulgular Mihm ve arkadaslarinin
(314) yaptig1 galigmanin sonuglan ile paralel gozikmektedir. S6z konusu ¢aligmada,
INOS mRNA ekspresyonu ile HCV RNA viral yiki ve karaciger hasari arasindaki iligki
arastir!lmig ve hem iINOS mRNA ekspresyonu hem de karaciger HCV RNA igerigi,
hepatik inflamatuvar aktivite ile iligkisiz bulunmugtur. Bu bulgulara dayanilarak, her ne
kadar asemptomatik HCV tastyicilarinda portal alanlarda minimal inflamasyon bulunsa
da plazma NOx konsantrasyonlarinin saglikli kontrol vakalarindan asikar olarak yiiksek
bulunmasi nedeniyle, karaciger inflamasyonunun degil bizzat HCV enfeksiyonunun
kendisinin konakta iNOS ekspresyonunu artirdigt soylenebilir. Yine, Lim ve arkadaslan
da (315) kronik hepatit C’li 87 hastada nitrik oksit seviyesini 105 uM bulurken, 197
adet sagliklt kontrol vakasinda 64 pM olarak olgmusler (p=0.00076). Hepatoma
hastalarinda ise nitrik oksit seviyesini 115 uM olarak saptamislardir (p=0.00053).

Tankurt ve arkadaglari (316) tarafindan yapilan, HAI skorlar 6-8, fibrozis skorlar
-3 ve ALT seviyeleri 65-80 IU/L arasinda degismekte olan-kronik viral hepatitl 21
hastanin (8 hepatit B, 13 hepatit C) serum nitrit ve nitrat seviyelerinin 10 adet saghkli
kontrol vakasi ile kargilastirildigt bir ¢alismada kronik hepatit vakalarinin ortalama
serum nitrit+nitrat konsantrasyonlar: 72.1£6.91 pmol/L, kontrol vakalarininki ise
29.044.6 umol/L olarak olgtilmiis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunarak
NO yapimun bir gostergesi olarak serum nitrit ve nitrat konsantrasyonlarinin kronik

viral hepatit vakalarinda yiksek bulunabilecegi yorumu yapilmustir.
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Kronik hepatit C’de elde edilen sonuglara benzer sonuglar kronik hepatit B’de de
elde edilmektedir. Hepatit B virisi tarafindan insan karacigerinde iNOS
transkripsiyonu, nitrik oksit tarafindan promoterinin transaktivasyonu yoluyla
artirtlmaktadir (317). Viristin bu ozelligini saptayan arastirmacilar daha sonra olayin
molektler boyutunu ve mekanizmalarini aragtirmislar ve hepatit B virtisii tarafindan
yaptlan ve virisin enfektivitesinde vazgegilmez etkilere sahip olan HBx proteininin
sitoplazmik yerlesiminin iNOS geninin transkripsiyonal aktivasyonu igin gerekli bir

faktor oldugunu gostermiglerdir (318).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismaya baslanmadan énce T.C. Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’'na basvurularak onay alindi. (Baskan: Prof. Dr. llter Uzel, Toplant: sayist: 10,
Karar sayist: 4)

Calisma kapsamina 2002 yili i¢cinde hastanemizin gastroenteroloji poliklinigine
bagvuran ve anti-HCV antikoru ya da hepatit B viriist yiizey antijeni pozitif olan, serum
aminotransferaz degerleri yuksek olan, ve karaciger biyopsisinde aktif kronik hepatit
tespit edilen hastalar dahil edildi. Kronik hepatit B grubunda, yaglart 19 ile 75 arasinda
(ortalama 39.03 + 12.31, ortanca 42) degisen 29 hasta ( 3 kadin, yas ortalamasi 37.33 +
11.59 ve 26 erkek, yas ortalamast 39.23 + 12.59 ) hasta vardi. Kronik hepatit C
grubunda ise, yaslari 28 ile 67 arasinda (ortalama 52.74 £ 9.18, ortanca 56) degisen 27
hasta ( 14 kadin, yas ortalamas: 54.71 + 5.95 ve 13 erkek, yas ortalamasi 50.61 £ 11.61)
hasta bulunmaktaydi. Caligmanin kontrol grubunu teskil etmek iizere herhangi bir
hastaligt bulunmayan, yaglar1 22 ile 65 arasinda (ortalama 42.36 + 981, ortanca 45)
degisen 25 saglikli gonalla ( 14 kadin, yas ortalamasi 42.07 + 11.88 ve 11 erkek, yas
ortalamasi 42.72 + 6.85 ) hastalarla ayn1 proseduire tabi tutuldu.

Calisma kapsamina alinan hastalarin ¢aligmaya katilma kriterleri Tablo-7’de ve

calismaya alinmama kriterleri ise Tablo-8’de 6zetlenmistir.

Tablo — 7: Arastirmaya dahil olma kriterleri
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Tablo - 8: Arastlrmaya alinmama kriterleri

in hasta katihm i¢in uygun degildir:

'(inﬂamat:ﬁw{r barsak ha

lupus erxt_matoms hemol “k. anemi, agir psoriazis, skleroderma,

 romatoid artr1t glbl)
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mis olan hastalar.
‘ ayr reddeden hastalar

y1 reddeden hastalar
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Tum hastalara ¢aligmaya alinmadan 6nce, ¢alismanin amaci ve igerigi ile ilgili
olarak sozlii ve yazili agiklama yapilarak yazili onaylari alindt ve yazili onay formunun
bir 6rnegi kendilerine teslim edildi. S6z konusu yazili onay formunun 6rnegi asagidadir.

(Tablo-9 ve Tablo-10)

Tablo-9: Yazil: hasta bilgilendirme formu 6rnegi.

tum $art1ar1 kar§1hyorsa§ sy
Tam. bir t1bb1 ilin 21k muayenemz yapxIacaktxr lebl
g ' re_cesml kontrol etmeye yonehk kan testlerl

blyopsm yapt_xrmad1ysamz b_
Hekiminize almakta

bagka ilaci almadan once !
boyunca herhangi bir arastir act y. ;fdamar ve bobre srstemml duzenleywl
Iaq: almamamz gerekmektedx Bu n¢ erhangr bir: 1Ia<; almadan Once mutlaka

l.._ﬁlslksal 11e temas kurabxhrsmxz Bu
egmlze ba011d1r Kat11may1 reddetmemz;

aya kat1lmamay1 ya da Qahsmadan ayr11may1
isindugi tedav1y1 onerme51 1¢m hekiminizle
' gahsmayav_

Hastalara hepatit virisinin muhtemel kaynagini saptamak amaciyla, dis
tedavisi, cerrahi miidahale, kan transfiizyonu, aile bireylerinde anti-HCV pozitifligi
oykusu olup olmadigi, kendilerinin ve eslerinin meslegi sorularak kaydedildi. Yine
hastalarin demografik verileri (yas, cinsiyet, meslek, dogum yeri ve yasanilan yer)

kendilerine sorularak kaydedildi.
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Tablo-10; Yazili hasta riza (olur) formu drneg;.

: f:'yaplldt.;-Yéh':
nunun bir fotokopisi verildi. Caligmadan
eki bakimim agisindan  herhangi bir

TANIK IMZAST.
TANIK GOREVI. ..

Tim hastalar tam bir fizik muayeneye tabi tutuldu. Varsa patolojik bulgularla
birlikte kan basinci, nabiz, koltuk alt1 atesi, boy ve kilolari kaydedildi.

Calismaya alinan hastalarin viral gostergeleri (anti-HCV antikoru, hepatit B
virts yiizey antijeni, hepatit B viriis yiizey antikoru, hepatit B viriis ¢ antikoru, hepatit B
virlis e antijeni, hepatit B virtis e antikoru, hepatit D viris antikoru, hepatit A viriis
antikoru ve HIV antikorlari) tayini Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda AXSYM cihazi (Abbott) ve MEIA ( Micro
Particullar Enzyme Immuno Assay ) yontemi ile yapildi.

Hastalarin ayrica, aglk kan sekerleri, karaciger fonksiyon testleri (AST, ALT,
ALP ve GGT), bobrek fonksiyon testleri (kan tre azotu, serum kreatitini ve kreatinin
klirensi), tam kan sayimlari, tiroid fonksiyon testleri (serbest T3, serbest T4 ve TSH),
alfa-feto protein seviyeleri Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Balcali Hastanesi
merkezi laboratuvarinda olgiilerek kaydedildi. Hastalarin serum Orneklerinde; AST
(Aspartat aminotransferaz) diizeyi kinetic UV test (Cat no:66026, Olympus) ile, ALT
(Alanine aminotransferaz) dizeyi kinetic UV test (Cat no:66028, Olympus) ile, GGT
(Gama glutamil transpeptidaz) diizeyi kinetic cholourimetric test (Diasys) ile ve ALP

(Alkalen fosfataz) duzeyi ise DGGKC metodu (cholourimetric method) ile ¢lguldu.

48



Biyokimyasal, hematolojik ve immiinolojik testlerde laboratuvar tarafindan
belirlenmis olan normal deger araliklari kabul edildi. Bu degerler Tablo-11’de

gosterilmektedir.

Tablo-11: Laboratuvar normal degerleri.

TEST JUST SINIR
- s
Her_noglobin - '17,2
T'romb‘os‘i‘t” 3733

Glukoz 105

Albumin ‘

Total bilirubin

AST e

ALT - . - o ar
ALP B - =
GGT | .

Demir ug/dL 60 | 150

TIBC 0 hem . 4 e 400
HTSH Y & ey 501
AR w5 =7

Calisma kapsamina alinan hastalara gerekli tetkikler yapildiktan sonra, bir
ornegi Tablo-12’de goriilen standart bir diyet verildi ve varsa kullanmakta olduklan
hemodinamik denge iizerinde etkili olabilecek ya da nitrat igeren ilaglara ara vermeleri
istendi. Yine, sigara kullanmakta olan hastalardan 5-8 giin siireyle sigara kullanmay1
birakmalari ve yogun sigara dumani bulunan ortamlarda bulunmamalari istendi. 5-8 giin
bu diyeti alan ve sigara veilag kullanmayi birakan hastalardan 12 saatlik aglik sonrasi
tek saghk personeli tarafindan 10 ml vendz kan o¢rnegi alinarak 10000 devir/dakika
hizinda 10 dakika cevrildi ve serum 6rnegi ayrilarak 10 dakika iginde -26 °C 1sisindaki
derin dondurucuya konarak saklandi.

Kontrol grubuna dahil edilen vakalara yine standart diyet verilerek 5-8 giin sonra

serum Ornekleri ayni sartlarda ve tek saglik personeli tarafindan alinip saklandi.

49




Tablo-12: Tum vakalara verilen standart diyet 6rnegi.

g _Standart diyet Grnegi:

T, Diyet (7 gin)

~a- Nitrat kzsiflamasl..

o

Ilag leltI?@éSi (7' giin K, vaso kt ,:”i&ann, antibiyotik, laktiiloz,
kortikosteroid. P
Sigara kxstﬂfamasm (7 gun) |

4, Alkol klsxfIQ}ﬁaSI (7 gun)

(ON]

3.1.  Serum Nitrit ve Nitrat Tayini

Serum nitrat ve nitrit seviyeleri, “Nitrit/nitrat kolorimetrik metod kiti”
kullanlarak (Nitrite/Nitrate, Colorimetric Method kit, Roche Applied Science)
belirlendi. Soz konusu testler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ABD’nda
gerceklestirildi.

Testin Esast:

I- Nitrat, nitrat rediktaz varliginda nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH) ile nitrite dontisturilir.

Nitrat + NADPH+HZEp-Nitrit + NADP”™ + H,0

2- Olugan nitrit silfanilamid ve N-(1-naftil)-etilen-diamin dihidroklorid ile
etkileserek kirmizi-mor diazo boyasi olugturur.

Nitrit + stlfanilamid + N-(1-naftil)-etilen-diamin — diazo boyasi

Diazo boyast 540 nm dalga boyunda absorbansina gore dlgtlir.

Yukaridaki esaslar 1s13inda, serum omnekleri 5 ml Carrez I soliisyonu (3,6 g
potasyum hekzasiyanofosfat, K4[Fe(CN)s] x 3H,0 /100 ml) ve daha sonra 5 ml Carrez
IT solisyonu (7,2 g ¢inko silfat, ZnSO4 x H20 / 100 ml) ile kanstirldiktan sonra
tizerine 1 M pH 8 sodyum hidroksit solusyonu eklendi. Filtreden sizilerek

deproteinizasyon saglandi.
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Nitrit 6l¢iimii i¢in 0,5 ml ornek, 0,27 ml saf su ile karistirilarak 15 - 25 C°
sicaklikta 30 dakika bekletilip 540 nm dalga boyunda okundu ve A, degeri olarak
kaydedildi. Daha sonra bunun iizerine 0,25 ml silfanilamid ve 0,25 ml N-(1-naftil)-
etilen-diamin dihidroklorid eklendi. Kanstirildiktan sonra 15 — 25 C° sicaklikta 10 - 15
dakika bekletilip 540 nm dalga boyunda okundu ve A; degeri olarak kaydedildi. Kor
solisyonunun hazirlanmast igin serum ornegi yerine 0,5 ml saf su kullamilarak aym
islemler yapildi. Hesaplama agagidaki formuille yapildi:

AAgitit = (Az = Apaitit — (A2 — A ior nitrit.

Nitrit + nitrat 6lgimu igin serum 6rnegi yine Carrez I ve Carrez II soltiisyonlar
ile muamele edildikten sonra 0,5 ml’sinin tizerine 22 mi potasyum fosfat i¢ine 0,5 mg
NADPH eklenerek elde edilen karisimdan 0,25 ml ve daha sonra da 0,7 ml saf su i¢inde
4 U nitrat rediktaz eritilerek hazirlanan kanigimdan 0,02 ml konuldu. Elde edilen
karisim 15 — 25 C° sicaklikta 30 dakika bekletilip 540 nm dalga boyunda okundu ve A,
degeri olarak kaydedildi. Daha sonra bunun (zerine 0,25 ml stilfanilamid ve 0,25 ml N-
(1-naftil)-etilen-diamin dihidroklorid eklendi. Karnstirildiktan sonra 15 ~ 25 C°
sicaklikta 10 - 15 dakika bekletilip 540 nm dalga boyunda okundu ve A, degeri olarak
kaydedildi. Kor solisyonunun hazirlanmasi ig¢in serum o6rnegi yerine 0,5 ml saf su
kullanilarak ayni iglemler yapildi. Hesaplama asagidaki formalle yapild::

AAisit + nitrat = (A2 = ApDhniteit + nitrat = (A2 = ADkor nitrit + nitrat.

Daha sonra nitrit + nitrattan nitrit ¢ikartilarak nitrat miktari hesaplandi:

AA giteat = AAnitrit + nitrat = AAniit.

Sonuglar mikromol/L cinsinden elde edildi.

3.2. Istatistiki Analiz

Calisma i¢in elde edilen verilerin istatistiksel analizi “SPSS For Windows
(Version 9.0.0 Chicaco SPSS Inc. Copyright:18.Dec.1998)” paket programinda yapildi.

Olgiilen serum nitrit, nitrat seviyeleri, biyokimyasal, hematolojik ve imminolojik
parametrelerin gruplar arasindaki karsilastirmalan Student t-fest ile yapildi. Gruplar
olusturan vakalarin cinsiyet dagilimlarinin Ki kare testi kullanildi. Hastalik siddetine
gore serum NOx seviyelerinin karsilastirmasinda One Way Anova testi kullanildi.
Biyokimyasal, hematolojik ve imminolojik parametrelerin kendi aralarindaki
korelasyonu ise Spearman Correlation Test ile saptandi. Testlerde, p degeri 0.05’ten

daha dusiik ise anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Caligma kapsamina dahil edilenlerden kronik hepatit B grubunda, yagslari 19 ile 75
arasinda (ortalama 39.03 £ 12.31, ortanca 42) degisen 29 hasta ( 3 kadin, yas ortalamasi
37.33 £ 11.59 ve 26 erkek, yag ortalamast 39.23 £ 12.59 ) vardi. Kronik hepatit C
grubunda ise, yaglar1 28 ile 67 arasinda (ortalama 52.74 *+ 9.18, ortanca 56) degisen 27
hasta (14 kadin, yag ortalamas: 54.71 + 5.95 ve 13 erkek, yas ortalamast 50.61 £ 11.61)
bulunmaktayd:. Calismanin kontrol grubunu, her hangi bir hastalig1 bulunmayan, yaglar:
22 ile 65 arasinda (ortalama 42.36 + 9.81, ortanca 45) degisen 25 saglikli goniilli ( 14
kadin, yas ortalamasi 42.07 % 11.8é ve 11 erkek, yas ortalamast 42.72 + 6.85 )
olusturmaktaydi. Tablo-13’de calismaya katilan vakalarin gruplara gore yas ve cinsiyet

dagilimlari goriilmektedir.

Tablo-13: Calismaya katxlan vakalarln gruplara gore yas ve cinsiyet dagilimi,

‘ ‘Grup Cms1yet Sayr | Ortalama -*Ort‘”nca Enaz | Engok | Std. Sapma
FBV  Kadn | 3 37333 | 43,0000 2400 45,00 11,5902
- s
Toplam 19,000 7500 123157
HCV  Kadin 45000 67000 59540
Erkelc W00 6400 116156
~ [Toplam 2800 67,00 91844
Kontrol _[Kadin 22,00 65,00 11,8871
. rkek 3000 49,00 6.8570
Toplam 22,00 65,00 98102

Hepatit B grubundaki hastalarin ortalama boyu 172,96 + 6,65 c¢m, ortalama vicut
agirhgr 73,25 + 12,56 Kg, ortalama viicut kitle indeksi (BMI) 24,43 £ 3,74, ortalama
arteriyel tansiyonu 93,79 £ 7,33 mmHg, ortalama nabiz sayis1 74,27 + 9,30 /dk ve
ortalama koltuk altt ates 6lgiimii 36,57 + 0,15 C° idi. Hepatit C grubundaki hastalarn,
ortalama boyu 167,48 * 10,27 cm, ortalama viicut agirhg: 75,81 + 14,51 Kg, ortalama
vicut kitle indeksi (BMI) 26,94 + 4,19, ortalama arteriyel tansiyonu 92,96 £ 10,18
mmHg, ortalama nabiz sayis1 74,74 £ 7,10 /dk ve ortalama koltuk aiti ates 6lgtimu 36,54

+ 0,18 C° iken kontrol gurubuna alinan saglikhi gonilltlerin ortalama boyu 166,48 +
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8,64 cm, ortalama viicut agirhig 68,56 + 8,54 Kg, ortalama viicut kitle indeksi (BMI)
24,71 + 2,20, ortalama arteriyel tansiyonu 94,40 11,63 mmHg, ortalama nabiz sayisi
72,64 + 4,99 /dk ve ortalama koltuk alt1 ategi 36,75 + 0,19 C° olarak 6l¢iildi. Tablo-

14’te bu bilgiler gosterilmektedir.

Tablo-14: Calismaya katilan vakalarin gruplara gore boy, kilo, vicut kitle indeksi,
arteriyel tansiyon (sistolik, diyastolik ve ortalama), nabiz ve koltuk alt: ates degerleri.
e VI SISTOLIDIY ASTOLIORT. TANABIZATES

HCV  (Sayi + v : 27 27
: Ortalama 7944 9296 74,74 36,54
Ortanfcfa{_ 80,000 93,33 72,00 36,50

943 10,18 7100 I8

[Std. Sapmal 10.2

KontrolSayt

Kronik hepatit B grubundaki hastalarin ortalama beyaz ktire sayis: 6100+1180 ulL,
ortalama hemoglobin seviyesi 15,19+1,17 g/dl, ortalama trombosit sayist
329137£50591uL, ortalama INR degeri 1,43+0,26 ve ortalama eritrosit sedimentasyon
hizi 8,93+6,81 idi. Hepatit C grubundaki hastalarin ortalama beyaz kiire sayisi
625541046 ul, ortalama hemoglobin seviyesi 14,12+1,57 g/dl, ortalama trombosit
sayist 238370£53264uL, ortalama INR degeri 1,3£0,3 ve ortalama eritrosit
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sedimentasyon hizi 11,48+4,83 idi. Kontrol grubundaki vakalarin ise ortalama beyaz
kiire sayis1 64521192 plL, ortalama hemoglobin seviyesi 13,63+1,46 g/dl, ortalama
trombosit sayis1 263680+£50267uL, ortalama INR degeri 1,3140,20 ve ortalama eritrosit
sedimentasyon hiz1 10,4446 21 idi. Hematolojik parametrelerin gruplara gore dagilimi

Tablo-15’te gosterilmistir.

Tablo-15: Caliymaya katilan vakalarin gruplara gore beyaz kore (BK),
hemoglobin (Hb), trombosit (Plt), INR we eritrosit sedimentasyon iz (ESR) degerleri.

[ Plt INR ESR
HBV Say 7 T 29
| Ortalama 3013793 143 8,93
| o TTSE00000 140 800
1 S Sapma e
Enaz To3000 0 LI0 100
Fr Gok 2800000 240 2400
FCV  San 7Y T
Ortalama 23837037 130 1148
Ortanca | 225000,00 130 10,00
f » Std. Sapma 5326432 20 482
| Enaz 161000 1,00 4,00
| En gok 338000 L70 23,00
Kontrol Sayl | ; 25 2 25
rialama 26365000 131 10M
Pranca 2000004 130 1L00
Std_ Sapma 736
| [Fnaz
.. Be 5

Kronik hepatit B grubundaki hastalarin ortalama AST seviyesi 70,20+81,42 U/L,
ortalama ALT seviyesi 100,55£93,61 U/L, ortalama ALP seviyesi 198,724+67,08 U/L,
ortalama GGT seviyesi 33,65+17,6 U/L, ortalama serum albumin seviyesi 4,5£0,31
g/dl, ortalama total bilirubin seviyesi 0,85+0,21 mg/dl, ortalama glukoz seviyesi
94,03+9,4 mg/dl, ortalama transferrin doygunluk indeksi (TSI) 38,76+10,95, ortalama
tiroid uyarict hormon (TSH) seviyesi 1,14+0,55 plU/ml, ortalama alfa feto protein
(AFP) seviyesi 5,64£6,66 ng/ml idi. Hepatit C grubundaki hastalarin ortalama AST
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seviyesi 72,22432,27 U/L, ortalama ALT seviyesi 87,44+34 85 U/L, ortalama ALP
seviyesi 170,55+68,17 U/L, ortalama GGT seviyesi 58,18+37,68 U/L, ortalama serum
albumin seviyesi 4,49+0,25 g/dl, ortalama total bilirubin seviyesi 0,99+0,51 mg/dl,
ortalama glukoz seviyesi 98,9616,95 mg/dl, ortalama transferrin doygunluk indeksi
(TSI) 36,54+15,13, ortalama tiroid uyarict hormon (TSH) seviyesi 1,12+0,65 ulU/ml,
ortalama alfa feto protein (AFP) seviyesi 4,64+1,74 ng/ml idi. Kontrol grubunda ise
ortalama AST seviyesi 17,16+4,11 U/L, ortalama ALT seviyesi 18,36%7,39 U/L,
ortalama ALP seviyesi 162,24432 47'U/L, ortalama GGT seviyesi 16,68+6,42 U/L,
ortalama serum albumin seviyest 4,8%0,19 g/dl, ortalama total bilirubin seviyesi
0,64+0,25 mg/dl, ortalama glukoz éeviyesi 98,52+8,44 mg/dl, ortalama transferrin
doygunluk indeksi (TSI) 22,12+9,38, ortalama tiroid uyarici hormon (TSH) seviyesi
1,5240,94 plU/ml, ortalama alfa feto protein (AFP) seviyesi 2,87+1,59 ng/ml olarak
olgtildu. Vakalarin biyokimyasal 6l¢iimleri Tablo-16’te gosterilmistir.

Hasta grubundaki tim vakalara perkiitan karaciger biyopsisi yapildi. Alinan
biyopsi ornekleri Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji ABD’nda incelenerek
Knodell skorlamast yapildi. Tim vakalar kronik hepatit olarak degerlendirildi. Kronik
hepatit B grubundaki hastalarda ortalama HAI skoru 7,89+2 49, ortalama fibrozis skoru
2,1340,99 iken kronik hepatit C grubundaki hastalarin ortalama HAI skoru 9,37+3,07
ve ortalama fibrozis skoru 2,55+0,89 idi. Hastalarin Histolojik aktivite indeksleri (HAI)
ve fibrozis skorlart Tablo-17’da gorulmektedir.

Histolojik aktivite indeksi 1-3 arasinda olan vakalar minimal hepatit, 4-8 arasinda
olanlar hafif siddette kronik hepatit, 9-12 arasinda olanlar orta siddette kronik hepatit ve
13-18 arasinda olanlar ise agir siddette kronik hepatit olarak siniflandi. Boylece, toplam
56 hastanin 2’sinde minimal hepatit, 22’sinde hafif siddette kronik hepatit, 27 sinde orta
siddette kronik hepatit ve 5 tanesinde ise siddetli derecede kronik hepatit vardi. Minimal
hepatit saptanan hastalarin ortalama serum nitrit seviyesi 19,73+£7,07 umol/L, ortalama
serum nitrat seviyesi 31,31420,03 pumol/L ve ortalama serum nitrit+nitrat seviyesi ise
51,04+12,96 idi. Hafif siddette kronik hepatit saptanan hastal‘arm ortalama serum nitrit
seviyesi 20,35+8,10 pumol/L, ortalama serum nitrat seviyesi 25,69£6,05 pmol/L ve
ortalama serum nitrit+nitrat seviyesi ise 46,05+7,70 idi. Orta siddette kronik hepatit
saptanan hastalarin ortalama serum nitrit seviyesi 18,78+9,67 pmol/L, ortalama serum
nitrat seviyesi 28,01£10,20 pumol/L ve ortalama serum nitrit+nitrat seviyesi ise

46,79+16,51 idt. Aglr‘ siddette kronik hepatit saptanan hastalarda ise ortalama serum
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nitrit seviyesi 17,97+5,65 umol/L, ortalama serum nitrat seviyesi 23,82+2,37 umol/L ve
ortalama serum nitrit+nitrat seviyesi ise 41,7916,13 olarak tespit edildi. Bu siniflamaya
gore hastalarin serum nitrit, serum nitrat ve nitrit+nitrat degerleri Tablo-18’de

gosterilmektedir.

Tablo-16:. Calismaya katilan vakalarin gruplara goére AST, ALT, ALP, GGT,
albumin, total bilirubin, aglik kan sekeri, transferrin doygunluk indeksi, tiroid uyarici

hormon seviyesi ve alfa feto protein degerleri.

T Bil

Glukoz |

HCV

Kontrol
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Tablo-17: Hastalarin gruplara gére Knodell histolojik aktivite indeksi (HAI) ve

fibrozis skorlari.

HCV

Bu ciddiyet siniflamast hepatitin etiyolojisine gore ayrildiginda kronik hepatit B
grubundaki 29 hastanin bir tanesinin (%3,46) minimal hepatit, 14 tanesinin (%48,27)
hafif siddette kronik hepatit, 14 tanesinin (%48,27) orta siddette kronik hepatit
grubunda bulundugu gorildii. Siddetli derecede kronik hepatit grubunda kronik hepatit
B hastasi bulunmamaktaydi. Bu hastalarin serum nitrit, nitrat ve toplam nitrit+nitrat
seviyeleri Tablo-19’da gorilmektedir.

Kronik hepatit C grubundaki 27 hastanin bir tanesinin (%3,70) minimal hepatit, 8
tanesinin (%29,63) hafif siddette kronik hepatit, 13 tanesinin (%48,15) orta siddette
kronik hepatit grubunda, 5 tanesinin ise (%18,52) siddetli derecede kronik hepatit
grubunda bulundugu goérildi. Bu hastalarin serum nitrit, nitrat ve toplam nitrit+nitrat
seviyeleri Tablo-20’de gorulmektedir.

Diger bir deyisle minimal hepatit saptanan iki hastanin burt kronik hepatit B digeri
kronik hepatit C iken, hafif giddette kronik hepatit saptanan 22 hastanin 14’4 (%63,64)
HBV, 8’1 (%36,36) HCV ile, orta siddette kronik hepatit saptanan 27 vakanin 14’1
(%51) HBV, 131 (%48) HCV ile enfekteydiler. Agir hepatit saptanan 5 hastanin timi
kronik hepatit C idi. Bu agidan degerlendirildiginde vakalarin serum nitrit, nitrat ve

toplam nitrit+nitrat seviyeleri Tablo-21’de goriilmektedir.
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Tablo-18; Histolojik siddet siniflamasina gore hastalarin serum nitrit, serum nitrat

ve toplam nitrit+nitrat degerleri.

CIDDIYET INITRIT INITRAT TOTALNN

Minimal Sayi e >
Ortalama  |19.7300 31,3100 51,0400
Ortanca -~ 19,7300 31,3100 51,0400
Std Sapma ToIr 0,0394 12,9683
Enaz 14,72 17.14 41,37
1 gok Az 45,43 60,21

Hafif Say1 b2 02 P2

‘”‘ Orfalama __ [20,3550 25,6955 46,0514
Ortanca 20,0550 75,8250 16,5800
Std Sapma  8,1004 6,0561 7.7003
En az 10,00 12.99 3381
En ok 46,04 36,89 62,24

Orta Say1 27 27 27

B rtalama 18,7874 28,0163 6,7956
Ortanca 15,2200 26,4200 35,9100
Std. Sapma 06713 10,2081 16,5152

N n az 7,80 2,81 30,57

[ En ¢ok 37,47 51,90 73,96

Agir Sayr S 5 5
Ortalama  [17,9700 23,8240 41,7940
Ortanca 17,5800 24,4500 41,1800
Std Sapma 56532 53779 6.1353

naz 066 20.05 34.56

En ¢ok 3,55 26,57 48.00

Vakalar sadece kronik hepatitin etiyolojisine gore ayritdiginda, kronik hepatit B
grubundaki hastalarin ortalama serum nitrit seviyesi 20,11£1,78 umol/L, ortalama
serum nitrat seviyesi 27,12+1,84umol/L ve ortalama toplam nitrit+nitrat seviyesi
472342, 54umol/L idi. Kronik hepatit C grubundaki hastalarin ortalama serum nitrit
seviyesi 18,55+1,41 umol/L, ortalama serum nitrat seviyesi 26,54%1,34 pmol/L ve

ortalama toplam nitrit+nitrat seviyesi 45,10+2,22 umol/L idi. Kronik hepatit hastalar
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birlikte degerlendirildiginde ise ortalama serum nitrit seviyesi 19,36+1,14 pumol/L,
ortalama serum nitrat seviyesi 26,84+1,14 umol/L ve ortalama toplam nitrit+nitrat
seviyesi 46,20+1,69 pmol/L olarak hesaplandi. Kontrol grubunda ise bu degerler
sirastyla 23,9542 51 umol/L, 23,9542,51 pmol/L ve 53,304£2,86 umol/L olarak olgiilda.

(Tablo-22)

Tablo-19: Kronik hepatit B’li hastalarin serum nitrit, nitrat ve toplam nitrit+nitrat

seviyeleri.

{CIDDIYET ITRIT NITRAT NITRIT+NITRAT

'[Minimal Sayt 1 | 1 1

) |Ortalama 14,7300 45,4800 60,2100

Hafif Sayi T ey 14 14
Ortalama  [22,0657 350029 17,0686
Ortanca " 01,6500 27,7800 48,5100
Std. Sapma  [8,7000 6,6955 7,8538

| En az 13,08 12,99 33.81
En ¢ok 46,04 36,89 62,24

Orta Say1 14 14 14
Ortalama 18,5471 27,9407 46,4721

o Ortanca 13,9000 24,5950 33,6550
Std Sapma (10,6794 11,7190 18,1627
naz 7,80 2,81 30,57

i n cok 37,47 51,90 73,96

Gruplar arasinda ¢esitli parametrelerin karsilagtirilmas: given araligt %95

alinarak, t-test ile yapildi. Cinsiyet dagilimi ise Ki kare testi karsilagtirildi. Kronik
hepatit B grubu ile kronik hepatit C grubu arasinda yas, cinsiyet, histolojik aktivite
indeksi, boy, viicut kitle indeksi, hemoglobin seviyesi, INR degeri, serum GGT seviyesi
ve aglik kan sekeri seviyeleri arasinda anlamli farkhilik ‘vardi Kronik hepatit B
grubundaki hastalar, kronik hepatit C grubundakilere gore daha geng yasta, daha uzun
boylu ve wviicut kitle indeksleri daha diigik, hemoglobin seviyeleri ve INR degerleri
daha yuksek, serum GGT seviyesi ve aglik kan sekeri ise daha diigiiktii. Yine kronik
hepatit B’li hastalarin serum transaminaz seviyeleri kronik hepatit C’li hastalarinkinden
farkli olmamakla beraber histolojik aktivite indeksleri anlamli derecede daha dustkti.

Ancak kronik hepatit B grubunda sadece 3 kadin hasta bulunmas: nedeniyle cinsiyet
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dagilimi agisindan iki grup farkliydi. Kronik hepatit B grubundaki hastalar kontrol
vakalar1 ile kiyaslandiginda, yine cinsiyet dagilim: agisindan farkliik bulunmakla
beraber, iki grup arasinda boy, hemoglobin seviyesi, INR degeri, serum AST, ALT,
ALP, GGT, demir, albumin, total bilirubin ve alkalen fosfataz seviyeleri ve TSI
degerleri arasinda anlamli farkliliklar bulunmaktaydi. Kronik hepatit B grubundaki
hastalar kontrol vakalarina kiyasla daha uzun boylu olup, hemoglobin seviyeleri daha
dusik, INR degerleri ve serum transaminaz ve bilirubin  seviyeleri, transferrin
doygunluk indeksleri ve AFP seviyeleri daha yuksek idi. Kronik hepatit C grubundaki
hastalar kontrol vakalar: ile karsilastirildiginda ise iki grup arasinda yas, viicut agirhigs,
vicut kitle indeksi, serum AST, ALT, GGT, bilirubin, albumin, demir, TSI ve AFP
seviyeleri agisindan farkhiliklar bulundugu gorildi. Kronik hepatit C grubundaki
hastalar daha sigman olup transaminaz, bilirubin, demir, TSI, AFP seviyeleri daha
yiiksek, albumin seviyeleri ise daha diisiiktii. Ustelik, kronik hepatit C’li hastalarin
toplam nitrit+nitrat seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha disiiktii.
(p=0.027) Oysa, kronik hepatit C’li hastalarla kronik hepatit B’li hastalar arasinda ve
kronik hepatit B’li hastalarla kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamaktaydi.
Tablo-23’te bu parametrelerin gruplar arasindaki karsilastirmalart gosterilmektedir.

Her bir grubun kendi iginde ¢esitli parametrelerin birbiriyle iligkisi olup
olmadigina Spearman korelasyon testi ile bakilds;

Kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerde vakanin yast ile ortalama arteriyel
kan basinct ve serum AST diizeyi arasinda, toplam serum nitrit+nitrat diizeyi ile serum
ALT seviyesi arasinda, ortalama kan basinci ile serum AST seviyesi arasinda iyi
derecede (>%50) pozitif korelasyon ve serum albumin seviyesi ile eritrosit
sedimentasyon hizi arasinda iyi derecede negatif korelasyon bulundugu gorildu.
Toplam nitrit+nitrat seviyeleri ile ortalama kan basinci, serum albumin seviyesi, serum
AST seviyesi ve beyaz kiire sayist arasinda zayif (%25-%50) derecede pozitif
korelasyon saptanirken, eritrosit sedimentasyon hizi ve nabiz ile zayif derecede negatif
korelasyon bulunmaktaydi. Toplam serum nitrit+nitrat seviyeleri ile yas, viicut kitle
indeksi ve aglik kan gekeri arasinda ise korelasyon saptanm.adl (<%?25). Bu bulgular

tablo-24’te gosterilmektedir.
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Tablo-20: Kronik hepatit C’li hastalarin serum nitrit, nitrat ve toplam nitrit+nitrat

seviyeleri.
[CIDDIYET - ;__j_iifl\IITR‘H‘l' ~ INITRAT NITRIT+NITRAT
Minimal Say1 . - 1 1
Ortalama ~ D4.7300 17,1400 418700
Hafif Say1 8 e 8 8
~Ortalama [17,3638 26,9075 44,2713
“lOrnca  [16,3200 24,4950 444100
| "B Sapma 3407 @iz 75920
Enaz (1,00 2291 3511
Engok  P736 36.74 56.88
Orta By B3 I3
Oralama 19,0462 [8,0977 47,1438
Oranca  [15.2200 26,8900 46,5100
Std. Sapma 18,8860 8.7741 15,2754
En az 10,22 16,05 30,66
En ¢ok 33,33 40,69 73,11
Ag1r Sayi 5 5 5
Ortalama 17.9700 23,8240 417940
Ortanca 17,5800 244300 41,1300
Std Sapma 15,6532 23779 6.1353
Enaz ~ loe6  poos 34,56
Engok D355 657 43,00

toplam nitrit+nitrat seviyeleri.

Tablo-21; Histolojik ciddiyet ve etiyolojiye gore hastalarin serum nitrit, nitrat ve

CIDDIYET [ETTYOLOJSay1 ) ITRIT  |NITRAT  Nitrit+Nitrat
Minimal  EBY T 14.73 45,48 60,21
HCV I 50 h4,73 17,14 @187
Hafif BV 4~ 6364 P2,06:8.70 [25,00£6,69 47,0647,85
HCV = 62‘3:6_,;‘ff9;17,3'6456,34 16,0044 91 44,27+7,59
Orta HBV 14 51,85 118,54+10,7627,94+11,7146,47+18,16
HCV I3 W&I5  |19,0428,88 P8,00%8,77 471421527
Agir HCV [ = 17,97£5,65 [23,8242,37 41,796,153
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Tablo-22: Hasta gruplarina gore ortalama serum nitrit, nitrat ve toplam

nitrit+nitrat seviyeleri.

GRUP SAYI | ORT NITRIT | ORT. NITRAT [ORT NITRIT+NITRTA]
HBV | 29 | 201121,78 | 27124134 47,2342,54
HCV 27 18,55+1 41 26,54+1,34 45,1042,22
HBV+HCV | 36 | :19,36i1‘,:14f 26 84<1,14 " 46,20+1.69
Kontrol 5 | 2395251 | 23950251 53,30£2,86

Ayni test kronik hepatit B grubundaki hastalarda yapildiginda, hastanin yas: ile
serum AST seviyesi, fibrozis derecesi ve histolojik aktivite indeksi arasinda, serum
nitrit+nitrat seviyesi ile serum albumin diizeyi arasinda, serum AST seviyesi ile serum
ALT seviyesi arasinda, eritrosit sedimentasyon hizi ile nabiz sayisi arasinda ve
histolojik aktivite indeksi ile fibrozis derecesi arasinda iyi derecede pozitif bir
korelasyon oldugu gorildi. Ayrica, hastanin yagsi ile kan basinci, vilcut kitle indeksi,
serum ALT seviyesi, eritrosit sedimentasyon hizt ve nabiz sayisi arasinda, kan basinci
ile vicut kitle indeksi, eritrosit sedimentasyon hizi, beyaz kiire sayisi, nabiz sayisi
fibrozis derecesi ve histolojik aktivite indeksi arasinda, viicut kitle indeksi ile eritrosit
sedimentasyon hizi, nabiz sayist ve fibrozis derecesi arasinda, serum AST seviyesi ile
eritrosit sedimentasyon hizi, nabiz sayisi, fibrozis derecesi ve histolojik aktivite indeksi
arasinda, serum ALT seviyesi ile fibrozis derecesi arasinda, beyaz kiire sayisi ile
fibrozis derecesi arasinda, nabiz sayisi ile fibrozis derecesi ve histolojik aktivite indeksi
arasinda zayif derecede pozitif korelasyon vardi Buna ek olarak, hastalarin yasi ile
serum nitrit+nitrat seviyeleri ve serum albumin seviyeleri arasinda, serum nitrit+nitrat
seviyeleri ile serum AST seviyesi ve nabiz sayisi arasinda, kan basinci ile serum
albumin seviyesi arasinda, aglik kan sekeri ile serum AST seviyesi arasinda, serum
albumin dazeyi ile fibrozis derecesi ve histolojik aktivite derecesi arasinda zayif

derecede negatif bir korelasyon oldugu gériildii. Bu bulgular tablo-25’de gésterilmistir.
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Tablo-23: Gruplar arasinda gesitli parametrelerin kargilastiniimasi. ( p degeri t-test
ile hesaplanmigtir. GA: %95)

"HBV&HCV | HCV &Kontrol | HBV & Kontrol
Yas — BT <00l . | a8:m
Cinsiyet ) — 01 [ BT <001
HAI 1,050 '
Fibrozis ; o ,104 ‘
Boy - BT ' 707 003
Agirhk T 032 120
BMI 021 022 739
Kan basina ,7126 , o ,637 817
Nabiz 35 227 35
Beyaz kiire BT 531 - 291
Hemaoglobin Tw6 | 36 | =
Trombagit 35 08 ' 533
INR 3 727 032
ESR 114 & 501 302
AST 905 <,001 | 002
ALT 497 <,001 <,001
ALP 125 382 013
GGT 004 ; <,001 <001
Demir ,379 <,001 <,001
TIBC 5 387 276
TSI s <001 <001
Albumin 925 | <,001 | <,001
T. Bilirubin BT/ — )
AKS B [ T
TSH gy , 077 074
AFP 45 | <001 038
NITRIT 502 ' 062 . ,229
NITRAT 803 S 087 260
NOx o . 838 ,027 . ,118
# = Ki kare test
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Tablo-24: Kontrol grubunda gesitli parametreler arasindaki korelasyonlar.

Speaxf;rialigiikljrelasyq n Kargllastirmalan (%)
N=25 |Yas [NOx |TA |BMI [AR - TAST [ALT [ES
v It 64 :
NOx | 19 35|12 | 13 ;'7.:4"6‘“1; 47

s —

Yas . 19 60

TA | 60 | 35 15 | 30 | 28| 59 | 35 | 21 | 1 | 10

BMI | 26 | -1z | 15| | 8 | 38| 27 | 28 | 22 | 40 | 10
AKS [ -24| 13 |-30] B [t |4 | 34 |z | 1 |10
Alb. | 9 | 46 |-28 -38 16 -16 | 10 | -50 | 12 | -24
AST |64 | 47 |39 27 43 | 16 47 | 4 | 13 | -38

—
ALT | 24 | 55 | 35| 28 | -34 | 10 | 47 -44 | 21 | -44

ESR | 12| 42 |21 | 22 | 12 | 50 | 4 | 44 12 | 28
WBC| 13 | 30 | -1] 40 | 14 | 12 | 138 | 21 | -12 6
Nb. | 4 | 35 | 10| 10 ] 10 | 24| -38 | -44 | 28 | 16 |

Tablo-25: Kronik hepatit B grubunda ¢esitli parametreler arasindaki

korelasyonlar.

N=29 |Yas |NOx |TA |BMI |AKS |[Alb. |AST |ALT {ESR |[WBC |Nb. |Fib. |HAI

Yas -28 | 45 38 | -4 |-28] S8 34 31 52 | 54

(O8]
-
[\

NOx | -28 B 6 |10 [ 33 21| 2 |1 [0

TA | 45 | 23 46 | 3 29[ 10 | 1 | 31 | 38 [43 |47 |41

BMI | 38 | -6 | 46 % | s | 1 | 0|36 |24 |[@2|n]7

o0

AKS | 4 1 10 | 3} -6 7:..:16_:]:- 331 9| 5 8 2211t

Alb. | 28] 59 [29] 8 | 6 |7 s [ 22 [-10f30] 3

AST | 58] 33 [1wo] -1 [ -331]-19 84 [ 27 [ 1 [33[35]30

ALT | 34 | 21 231 5 [ 9ofal2

ESR | 31 | 2 23 | . 7 121171 1

WBC| 3 | 1

o |52 | 6 36 | 27

Nb. 42 | 40

Fib. | 52 | -20 3| 17 | 35 | 36 87

HAI | 54 | -15

64




Spearman korelasyon testi kronik hepatit C hasta grubuna uygulandiginda ise,
hastanin yagt ile histolojik aktivite indeksi arasinda, kan basinci ile serum ALT seviyesi
arasinda, viicut kitle indeksi ile beyaz kiire sayisi arasinda, serum AST seviyesi ile ALT
seviyesi arasinda, eritrosit sedimentasyon hzi ile beyaz kiire sayis: arasinda ve fibrozis
derecesi ile histolojik aktivite indeksi arasinda iyi derecede pozitif korelasyon ve
hastanin yasi ile serum albumin seviyesi arasinda iyi derecede negatif korelasyon
oldugu gorildi. Hastamin yag: ile aglik kan gekeri ve fibrozis derecesi arasinda, serum
nitrit+nitrat seviyesi ile viicut kitle indeksi arasinda, kan basinci ile viicut kitle indeksi,
serum AST seviyesi, eritrosit sedimentasyon hizi, beyaz kire sayisi ve nabiz sayisi
arasinda, vicut kitle indeksi ile serum ALT seviyesi ve eritrosit sedimentasyon hizi
arasinda, aclik kan gekeri ile serum ALT seviyesi, eritrosit sedimentasyon hizi ve beyaz
kiire sayist arasinda, serum AST ve ALT seviyeleri ile eritrosit sedimentasyon hizi ve
nabiz sayis: arasinda, nabiz sayisi ile fibrozis derecesi ve histolojik aktivite indeksi
arsinda zayif derecede pozitif korelasyon vardi. Serum nitrit+nitrat seviyesi ile serum
ALT ve AST seviyeleri arasinda, viicut kitle indeksi ile serum albumin seviyesi
arasinda, serum albumin seviyesi ile eritrosit sedimentasyon hizi ve fibrozis derecesi
arasinda ise zayif derecede negatif bir korelasyon bulunmaktaydi. Bu bulgulara iligkin
veriler tablo-26’da gorilmektedir.

Tablo-26: Kronik hepatit C grubunda ¢esitli parametreler arasindaki korelasyonlar

n=27 |Yas [NOx |TA |BMI |AKS |Alb. [AST |ALT [ESR |WBC |Nb. |Fib. [HAIL
Yas 7 | 8| 1 | 35 |s6f 20 | 4 | 16 | 8 |31 ] 48|50
Nox |7 20| 27 | -6 BT T "25 | 10| 10 |21 T-121

TA |-18] 20 P I S T R T BT AT T
BMI | -1 | 27 1 %] 5 [ 50 |68
AKS | 35 | 16 25 | 34 | 46 | 1| 15] 3

Alb. | 56| -8 T 138 | 23 | 5 [ 26|33
AST | 20| 25 79 | 25 | 2 | 29| 16 [ 20

ALT | 4 | 25 32 | 21 | 38| 16] 7

ESR | 16 | 10 2 67 | 5 [ 18] 0

WBC| § | 10 0| 67 10 | 17 | 10

Nb. | 31| 21 3 | 5 | 10] |30]a30
Fib. | 48 | 12 6 | 18 | 17 |30 70
HAT | 50| 6 7T 5 | 10 [30]70




Her bir grup ayr1 ayr: ele alinip degerlendirildiginde serum nitrit, nitrat ve toplam
nitrit+nitrat seviyeleri arasinda anlamli farklilik olmadigi gorilmekle beraber
etiyolojisine bakilmaksizin kronik hepatit hastalar1 ile kontrol grubu arasinda kiyaslama
yapildigt zaman hasta grubunda serum nitrit ve NOx seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla daha disik oldugu gorilmektedir. ( t-test ile p degerleri; serum nitrit igin 0,05,
serum nitrat igin 0,13 ve NOx i¢in 0,02 )

Cinsiyetin NOx tzerine etkisi olup olmadigimi anlamak ic¢in kontrol grubunu
olusturan saglikli kontrol vakalarinda cinsiyete gore kargilagtirmalar yine t-test ile
yapildi. Nitrat seviyeleri arasinda fark bulunmazken, serum nitrit ve toplam nitrit+nitrat
seviyelerinin kadinlarda erkeklere gore anlamli derecede distik oldugu goruldi. (Tablo-
27)

Tablo-27: Kontrol grubunda cinsiyete gore nitrit, nitrat ve NOx karsilagtirmalart.

- Cinsiyet |Sayt |Ortalama (umol/L) | p
Kadin |14 |17.3+6.7

Nitrit ! i 1,004
Erkek |11 [32,42513,3
Kadin |14 }313+64

Nitrat - ,136

Erkek |11 |27,6552

Kadin |14 |479498
Toplam Nitrit+nitrat ' ,048
Erkek {11 160,0£16,5

Kronik hepatit B grubunda cinsiyete gore serum NOx seviyelerinin farkli olup
olmadig: benzer sekilde test edildi ve anlamli sonug elde edilemedi. Ancak bu grupta
kadin hasta sayisinin az olmasi nedeniyle yorum yapilamadi. (Tablo-28)

Tablo-28; Kronik hepatit B grubunda cinsiyete gore nitrit, nitrat ve NOX

karsilastirmalari.
Cinsiyet |Sayt|Ortalama (umol/L) | p
Kadin |3 (16637, =
Nitrit i T 1,521
Erkek 126 )20,549,8
Kadin- (3 = ;26;7i9;9
Nitrat e 3 ,951
Erkek 126 |27,1+10,1
: Kadin. |3 }43.4+10.8
Toplam Nitrit-+nitrat G ST ,623
| Erkek |26 |47,6+14,]
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Ayni sekilde kronik hepatit C hastalart degerlendirildiginde, her ne kadar kadin
hastalarda daha diigik degerler elde edilmis ise de, cinsiyet farkliligt ile serum NOx
seviyeleri arasinda anlaml degisiklikler bulunmadig: gortldi. (Tablo-29)

Tablo-29: Kronik hépatit C grubunda cinsiyete gore nitrit, nitrat ve NOx

karsilagtirmalari.

{

Cinsiyet | Say | Ortalama (umol/L) p
Kadin 14 117,246,7
Nitrit ' . 364

Erkek 113 120,048,0

Kadin |14 [253166

Nitrat 334

Erkek |13 v°7i3i. 3

Kad;n 1 1 4 42.5+9.9

Toplam Nitrit+nitrat —t
Erkek = |13 [478+129

242

Bu farklanmanin hasta grubu (kronik hepatit B + C) ile kontrol grubu arasindaki
karsilastirmalarinda da olup olmadigi arastinildiginda, iki grup arasinda kadinlarda
serum nitrit ve toplam nitrit+nitrat seviyeleri agisindan anlamli farklilik bulunmadigi
serum nitrat seviyelerinin ise hasta grubundaki kadinlarda anlamli derecede daha disik
oldugu gérilda. Erkeklerde ise hasta grubunda serum nitrit seviyesi ve toplam
nitrit+nitrat seviyesi anlamli derecede daha disik olmakla beraber nitrat seviyeleri
agisindan anlaml: bir farklilik yoktu. (Tablo-30)

Tablo-30:; Hasta ve kontrol gruplan arasinda cinsiyete gore serum nitrit, serum

nitrat ve toplam nitrit+nitrat seviyelerinin karsilagtiriimasi.

| Sayr | “Ort. Nitrit | Ort. Nitrat Ort. NOx
Hasta 17 17,1466 25,5469 42,7497
Kadm o S 4
Kontrol | 14 |173467 131,346,4 47,949 8
p 1 5938 ' 024 ;149
Hasta 39 -120,349,1 273492 47.7+13,5
Erkek : 1 i
. Kontrol - 11 241133 127,652 60,0£16,5

Kronik hepatit B grubunda az sayida kadin hasta bulunmas:i nedeniyle tim
gruplardaki erkek hastalar g6z ard: edilerek sadece erkek hastalar degerlendirildiginde,

kontrol vakalarina kiyasla hem kronik hepatit B grubundaki hem de kronik hepatit C
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grubundaki erkek hastalarin serum NOx seviyelerinin anlamli derecede daha diigik
oldugu goérilda. (Tablo-31)

Tablo-31: Erkek hastalarda gruplara gére serum NOx seviyeleri.

. | . Serum NOx
Gp | s | (Ortatamass) | p
HBV : - i
Kontrol
SR - ,05
Kontrol o . | 6004165
HBY %6 | 4764141
HCV 134781—129 """" %

Hasta gruplan arasinda kronik hepatitin siddetine gore ayrim yapilarak Ki-kare
test ile bakildiginda HCV nin daha agir bir histolojik tablo olusturdugu gorilmektedir.
(p=0,05). Ayrica One Way Anova test ile kronik hepatit siddetine gore simifla yapilarak
her bir grubun serum NOx seviyeleri kargilastirildiginda ise anlamili bir farklidik

olmadig1 gorillmekteydi. (p=0,819).
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S. TARTISMA

NO’in birgok karmagik fizyolojik etkisi vardir. Bu kadar kisa etkili ve basit bir
molekiilin bu kadar ¢ok ve 6nemli islevleri olduguna inanmak oldukga zordur. Belki
de, molekul bu ozelliklert sayesinde bu kadar ¢ok yonliu ve “becerikli” olabilmektedir.
Hepatik damar tonusu ve metabolizmasi tzerinde bu kadar onemli etkileri olan bir
molekilin kaginilmaz olarak tim viicudun hemodinamiklerini ve dolasim homeostazini
da etkileyecegi agiktir. Ek olarak, NO’in prostaglandinler ve serbest oksijen radikalleri
gibi vicuttaki diger maddelerle etkilesme yetenegi ve ATP ve asetilkolin gibi sinyal
transditksiyon molekilleri ile kompleks iligkileri nedeniyle kimyas1 iyice
karmagiklagmakta, fizyolojik ve patofizyolojik etkilerini yorumiamak zorlagmaktadir.

Plazma ve idrarda nitrit ve nitrat ve ayrica nefeste NO olciimleri, NO
metabolizmasinin etkiledigi bir ¢ok farkli durumda kullanilmistir. Bir ¢ok &rnekte,
yiksek in vivo stabilitesi nedeniyle nitrat daha ¢ok kullanilan iyon olmustur. Bazi
durumlarda, nitrit ya da “oynak NOX” (nitrit ya da nitroso tirevleri) nitrattan daha
yiksek kestirim degerine sahip olabilir (319). NO’in oldukga genig bir biyokimyasal ya
da fizyolojik fonksiyonlar yelpazesinden etkileniyor olmasi nedeniyle, cesitli hastalik
durumlarinda ya da patolojik olaylarda kullanimi kisitli kalmaktadir. Diyetsel
kaynaklarla ve daha az onemli olmak uzere gesitli ilaglarla disardan alinan nitrit ve
nitrat miktarlarinin degiskenligi ve sigara i¢imi veya hava kirliligi nedeniyle alinan NO
konsantrasyonlart da kontrollii deneysel laboratuvar sartlari diginda yapilan klinik
caligmalardan alinan sonuglarin  yorumunu  giglestirmektedir.  Klinik  agidan
degerlendirildiginde, yorumlama gii¢liigis bakimindan “problemli” bir molekal olmasina
ragmen, plazma ve idrar nitrit ve nitrat seviyelerinin Ol¢imlerinin, enfeksiyon,
rejeksiyon ve inflamasyon gibi uyarilabilir-NOS (iNOS) aktivitesinin ciddi diizeyde
arttigl cesitli hastalik durumlarinda o6nemli bir tani ve takip parametresi olarak
kullanilabilecegini digtnen aragtirmacilar mevcuttur (320).

Nitrik oksitin toksisitesi kismen de olsa stperoksitle reaksiyona girip peroksinitrit
olusturmas: yoluyla olur. Peroksinitrit hiicrelerde nitrotirozin olusumunu uyarir. Viral
kaynaklt kronik karaciger hastaliklarinda hepatositlerde iNOS ekspresyonu belirgin
sekilde artmigtir. Bu artis yaygin lobiler sekildedir. Oysa, nitrotirozinin dagilimi
hepatositler ve Kupffer hicrelerinde sadece hiicresel odaklar seklindedir. Ayrica
nitrotirozinin karaciger igindeki miktari ile karaciger hasarinin siddeti arasinda gozle

gorilur bir birliktelik s6z konusudur (321). Cuzzocrea ve arkadaglari da (322) benzer
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bulgular elde ettikleri ¢aligmalarinda, sirozlu hastalarda daha yogun nitrotirozin birikimi
saptamiglardir. (Kronik viral hepatitli hastalarda % 57’ye karsilik, kompanse sirozu
bulunan hastalarda % 72.)

Hepatit sirasinda, TNF-o ve IL-6 gibi sitokinlerin dolasimdaki seviyeleri
artmaktadir. Karacigerin inflamasyonu sirasinda birgok sitokinin ekspresyonunun
arttigmi gosteren ¢ok sayida g¢aligma vardir (311). Dolayisiyla, kronik viral hepatitli
hastalarda bir ¢ok inflamasyon durumunda aktivitesi artan iNOS’un etkisiyle, serum
nitrit ve nitrat seviyelerinin de artmas: beklenen bir bulgu olacaktir.

Literatiirde, hepatositlerin TNF, IL-1, IFN-y ve IL-6 gibi bir ¢ok sitokine maruz
kaldiktan sonfa artmig INOS ekspresyonu gosterdigini saptamis olan g¢aligma vardir.
Kronik hepatik inflamasyonda artmig NO yapimi ve yiiksek plazma nitrit ve nitrat
seviyelerinin bulunmas: inflamatuvar uyariya kars: karacigerin savunma cevab: iginde
NO’in de rol aldigini ditsindtrmektedir (313).

Karaciger hastaliklarinda nitrik oksitin yerini akut ve kronik olarak ikiye ayirmak
gereklidir. Zira nitrik oksitin zararli m yoksa yararli mi etkiler: olacagini maruziyetin
siresi ve miktar belirlemektedir. Akut sepsis ve reperflizyon hasarlanmalarinda diisitk
doz nitrik oksit kan akimini artirmakta, trombosit ¢Okelmesini ve pihtilagmay:
azaltmakta ve karacigerdek: toksik oksijen radikallerini notralize etmektedir (323).
Nitrik oksit yine, akut hepatit ve diger inflamatuvar olaylarda antimikrobiyal ve anti-
apoptotik etkiler gostermektedir. Ancak, kronik karaciger hastaliklarinda yiksek dozda
ve uzun sureli nitrik oksit maruziyeti olmaktadir. Bu durumda nitrik oksit, genotoksik
olabilmekte ve karaciger kanseri gelisimine yol agabilmektedir. Ek olarak, uzamis
iskemide yiksek seviyelere ulasan nitrik oksit sitotoksik etkiler gostererek agir
karaciger hasarlanmasina neden olabilmektedir (324).

Bununla beraber, literatiirde yer alan ¢esitli ¢alismalarda kronik hepatitte nitrit ve
nitrat seviyelerinin yikselip ytkselmedigi sorusuna farkl: cevaplar verilmektedir. Bazi
calismalarda kontrol vakalarina kiyasla yiksek seviyeler elde edilirken, bagka
calismalarda diisiik ya da normal seviyeler 6lgiilmiistiir. Ustelik bu bulgular kronik viral
hepatitin etiyolojisinde rol alan viriise gore de degisiklikler géétermektedir.

Moriyama ve arkadaglart kronik viral hepatitte normal serum nitrit ve nitrat
seviyelert Olgmiiglerdir. Ancak ilging olarak, bu caliymada nitrit ve nitrat seviyeleri
kronik hepatit zemininde hepatoseliler karsinoma gelisen hastalarda olduk¢a yiksek
olgiiliirken, karaciger sirozu zemininde hepatoseliler karsinoma geligmis olan vakalarda

daha dusik degerlere ulagilmistir (289).
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Buna benzer sonuglar Mihm ve arkadaglari tarafindan da elde edilmigtir. Bu
arastirmacilar kronik hepatit C hastalarinda (NOS ekspresyonunu artmig olarék
bulmalarina karsin plazma nitrit ve nitrat seviyelerinin buna eslik etmedigini
saptamuglardir. Ne iNOS ekspresyonu ne de HCV RNA seviyesi hepatik inflamatuvar
aktivite ile iligkili bulunmugstur. Calismaya vaka diizeyinde bakildiginda bazi kronik
hepatit C hastalarinin saglikli kontrol vakalarina gore oldukga yuksek plazma nitrit ve
nitrat seviyelerine, bazilarimin ise normal seviyelere sahip oldugu gorilmektedir.
Vakalar arasinda goriilen bu farklihiin sebebi kesin olarak bilinmemektedir. Bu
durumun muhtemel agiklamas: inflamasyon ve fibrozis dereceleri arasindaki farkliligin
serum nitrit ve nitrat seviyelerini farkli etkileyebilecegi seklinde yapilabilir. Yine,
kronik hepatitin farkli etiyolojileri de bu durumu etkileyebilir. Zira, 6zellikle kronik
hepatit C hastalarinda yiksek iNOS ekspresyonunun bulundugunu gésteren ¢aligmalar
vardir. Ortalama serum NOx konsantrasyonlari, 24 kronik hepatit C hastasinda 63
umol/L olarak olgulurken, baska karaciger hastaliklart olan 8 hastada 33 pmol/L ve
normal kontrol vakalarinda ise 25 pmol/LL olarak saptanmistir. Bu vakalarin biyopsi
materyallerinde de uyariabilir-NOS RNA transkriptlerinde artig saptanmistir. Bu
degisikliklerin dogrudan dogruya viriis tarafindan mi yoksa interferon-gama (IFN-y)
tarafindan mi olusturuldugu heniiz agiklik kazanmamigtir (314).

Hem kronik hepatit B hem de kronik hepatit C hastalarinda nitrit ve nitrat
seviyelerini saglikli kontrol vakalarindan daha yuksek saptayan Tankurt ve
arkadaglarinin (316) bulgularina paralel olarak, Sakai ve arkadaglari da plazma NOx
konsantrasyonlarinin  kronik karaciger hastaliklarinda ve HCV enfeksiyonunda
yukseldigint bulmuglardir. Sakai ve arkadaslart ayrica asemptomatik HCV
tasiyicilarinda da NOx konsantrasyonlarinin saglikh kontrol vakalarina gore yiiksek
oldugunu saptamiglardir. Bu durum Mihm ve arkadaglarinin iNOS mRNA ekspresyonu
ve HCV viral yiku ile hepatik inflamatuvar aktivite arasinda iliski olmadig1 yonindeki
bulgular ile de desteklenmektedir (102).

Bunun tersine gesitli sebepler nedeniyle olugsmus kronik hepatitlerde serum nitrit
seviyelerinin kontrol vakalarimnkinden digiik olgiildugi ¢alismalar da vardir (325).

Monoviral kronik hepatitlerde idrar nitrit ve nitrat seviyelerini kargilastiran bir
¢alismada Vinogradov ve arkadaslari (326) kronik hepatit C ve D’deki seviyelerin
kronik hepatit B ve ardindan hepatit A’daki degerlerden daha yiksek oldugunu

saptamuslardir.
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Garcia-Monzon ve arkadaglart (321) hepatoseliler proteinlerin nitrik  oksit
aracilikli nitrasyonunu incelemigler ve hepatoseliler NO yapiminin kronik viral
hepatitin histolojik agirhig ile iligkili oldugu sonucuna varmiglardir. Bu da NO’in
kronik viral hepatitin patogenezinde Onemli mekanizmalarda rol aldigim
distindirmektedir. Mihm ve arkadaslarinin bulgularinin tersine hepatit B vinisiinin
insan hepatositlerinde NO yapimin: artirdigina iliskin yayinlar da bulunmaktadir (327).

Kronik viral hepatitlerde verilen antiviral tedavilerin ve ozellikle de interferon alfa
tedavisinin karacigerde inflamasyonu azalttig: bilinmektedir. Ustelik inflamasyondaki
bu azalma hem biyokimyasal hem de virolojik yanit parametrelerinden bagimsiz gibi
gozitkmektedir. Bu bilgiler 118inda interferon tedavisi verilen kronik viral hepatit
hastalarinda nitrik oksit yapiminin, dolayisiyla da serum nitrit ve nitrat seviyelerinin |
degismesi beklenebilir. Literatiir incelendiginde yine bu konuya agiklik getirmek
amactyla yapilan ¢ahismalarda da geligkili sonuglar alindigi gorilmektedir. Moussa ve
arkadaglart tarafindan yapilan bir calismada, kronik hepatit C’li hastalarin plazma nitrit
ve nitrat seviyeleri (32.3£8.94 pmol/L) saglikli kontrol vakalarinin degerlerinden
(35.5£15.12 pmol/L) istatistiki olarak farkli bulunmamig. Yine kronik hepatit C
hastalarinda alfa interferon tedavisi alanlarin plazma nitrit ve nitrat seviyeleri
(31.6£10.55 pmol/L) ile tedavi almayanlarin degerleri (33.0+7.51 umol/L) arasinda da
anlamlt fark bulunamamis. Sirotik hastalarin plazma nitrit ve nitrat seviyeleri
(42.36426.86 umol/L) kronik hepatit C’li hastalarinkine gore anlamli derecede yiiksek
bulunmug. Sirozun sebebi ile sonuglar arasinda ise iliski bulunamamis (287). Hayvan
modellerinde interferonun hiicre i¢i viriis replikasyonunu durdurucu etkisi dogrudan
dogruya nitrik oksit yapimi ile alakalidir. Ancak insanlarda aym iligki s6z konusu
degildir. Halai ve arkadaglar: interferon tedavisi verilen hastalarda HCV RNA seviyesi
ile serum nitrit ve nitrat seviyelerini kiyasladiklart c¢alismalarinda, HCV RNA
seviyelerinin interferon verildikten sonraki 7. (+2,2) saatte dustigini oysa NOx
seviyelerindeki pik artigin 120. saatte oldugunu yani interferonun etkisinden bagimsiz
oldugunu saptamiglardir (328).

Nitrik oksit metabolizmasi oldukga karmasiktir ve serum nitrit ve nitrat
seviyelerini etkileyen oldukga fazla etken bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlileri
hastanin kullanmakta oldugu ilaglar, sigara kullammi, aldig: diyetin icerigi, birlikte
bulunan hastaliklar (romatolojik hastaliklar, diyabetes mellitus, hipertansiyon, kalp
yetmezligi vs.) ve kan drneginin alindig: siradaki aglik durumudur. Literatiirde konuyla

ilgili olarak yapimis olan bir ¢ok cah$mada bu etkenlerin hepsine birden dikkat
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edilmemistir. Biz caligmamizda Olgim farkliiklari olugmasini 6nlemek maksadiyla
serum NOx seviyelerini etkileyebilecek faktérleri bulunan hastalar: ¢aligma disi biraktik
ve en az 12 saatlik aclik sonrasi kan 6rnegi aldik.

Serum nitriti periferik kanda hem viicut iginde hem de vilcut disinda hizla nitrata
dontismektedir. Olgiim hatalarindan sakmabilmek icin kan ornegi hastadan alindiktan
sonra en kisa zamanda ve en fazla 10 dakika i¢inde -20 C°’den daha digik bir
sicaklikta dondurulmalidir. Yine de bu zaman zarfinda bir miktar nitrit nitrata
dontgmektedir. Bu nedenle elde edilen sonuglar tizerinde yorum yapilirken ¢ok dikkatli
olunmalt ve daha da iyisi toplam nitrit+nitrat (NOx) seviyeleri kullanilmahdir. Bu
nedenle yazimizda yapilan yorumlar daha gok NOx tizerinden olacaktir.

Cahsmamizda, hepatit B grubundaki hastalarin ¢ogunlugunun erkek olmas:
nedeniyle hem kronik hepatit C grubu hem de kontrol grubunu olusturan vakalarla
yapilan kiyaslamalarda boy ve wviicut kitle indeksleri arasinda anlamh farklilik
bulunmaktaydi. Bu cinsiyet dagilimt kronik hepatit B hastalarinin kontrol vakalarina
kiyasla daha yiiksek hemoglobin seviyelerine sahip olmalarini da agiklamaktadir.

Kronik hepatit C grubundaki hastalar ise diger iki gruptaki hastalara gore daha
tlert yaslardaydilar. Bu farklilik da diger gruplara gore daha yiksek viicut kitle indeksi
degerlerini agiklayabilir. Kronik hepatit C hastalarinin HAI degerlerinin daha yitksek
bulunmus olmast bu yas fark: ile agiklanabilir. Ancak, HCV’nin karacigerde daha agir
inflamasyon olusturdugu da bilindiginden bu farkhlik viral etiyoloji nedeniyle de ortaya
¢tkmis olabilir. Kronik hepatit C’de serum transaminaz seviyeleri ile karaciger
histolojisinin agirligi arasinda paralellik bulunmadigi da bilinmektedir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde, kronik hepatit B hastalart ile kronik hepatit C
hastalarinin HAI skorlan birbirinden farkli olmakla birlikte serum transaminaz degerleri
arasinda farklilik bulunmamaktaydi. Yine, korelasyon testlerinde de HAI ile serum
transaminaz degerleri arasida kronik hepatit B grubunda zayif korelasyon saptanirken,
krontk hepatit C grubunda korelasyon saptanmamustir.

Hastalar kronik hepatitin siddetine gore minimal, hafif, orta ve siddetli hepatit
olarak dort gruba aynldifinda HCV’nin daha agir hepatit olusturdugu gorulmekle
beraber minimal hepatit grubunda sadece iki hasta bulunmasi nedeniyle yorum yapmak
gliclesmektedir. Yine de siddetli hepatit grubundaki hastalarin tamaminin hepatit C’li
olmast dikkat ¢ekicidir. Bununla beraber kronik hepatit C’li hastalarin daha yasli olmasi
histolojik aktivite skorlari arasindaki farklanmayi agiklayabilir. Ancak, hastalarin

enfeksiyonu ne zaman aldiklant ve hastahik yaslart net olarak bilinemediginden bu
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konuda yorum yapmak dogru olmayabilir. Diger taraftan, hastalar hastahigin siddetine
gore simiflanarak serum NOx seviyeleri arasinda farklilik olup olmadig: arastirildiginda,
istatistiksel agrdan anlamli bir sonug elde edilememektedir.

Kontrol grubunda serum NOx seviyeleri ile serum ALT seviyeleri arasinda iyi
derecede pozitif korelasyon, kan basinci, serum albumin ve AST seviyesi arasinda zayif
bir pozitif korelasyon, eritrosit sedimantasyon hizi ve nabiz sayisi arasinda zayif bir
negatif korelasyon bulunmaktaydi. Yas, wviicut kitle indeksi, aglik kan sekeri ve beyaz
kiire sayist ise serum NOX seviyeleri lizerine etkisiz gozukmekteydi. Hasta gruplarinda
ise bu parametrelerle serum NOx seviyeleri arasindaki korelasyon katsayilari tamamen
farkh bir tablo ¢izmekteydi.

Kontrol grubunda serum NOx seviyeleri, cinsiyete gore anlamli derecede
farklilik gostermekte ve kadinlarda daha dusik seviyelerde kalmaktaydi. Bununla
beraber hem kronik hepatit B hem de kronik hepatit C grubunda cinsiyete gore serum
NOx seviyeleri arasinda boyle bir istatistiksel agidan anlamli  farklilik
bulunmamaktaydu.

Kronik hepatit B’li hastalarin serum NOx seviyeleri kontrol vakalarindan farkli
degildi. Oysa, bu gruplarla arasinda serum NOx seviyelerini etkileyebilen
parametrelerden serum ALT seviyesi basta olmak lizere diger transaminazlar agisindan
anlamli farkliliklar bulunmaktaydi. Ancak, kronik hepatit B grubunu olusturan
hastalarin g¢ogunlugunun erkek olmasi ve genel olarak erkeklerde NOx seviyelerinin
daha yiiksek olmasi nedeniyle kontrol grubunun serum NOx seviyelerine yakin sonuglar
elde edilmis olabilir.

Kronik hepatit B grubu hastalarinin serum NOx seviyeleri ile kontrol grubunun
serum NOx seviyeleri arasinda anlamli bir fark yoktu. Iki grup arasindaki diger
farkliliklar (HAI, boy, BMI, hemoglobin, INR, GGT ve AKS) ise serum NOx seviyeleri
tzerine etkili olabilecek parametreler degildi. Ancak, iki grup arasindaki cinsiyet
dagilim farki nedeniyle bu konuda yorum yapmak giiclesmektedir. Kronik hepatit B
grubunda sadece 3 kadin hasta bulundugundan, kadin hastalar arasinda karsilagtirma
yapilamadi. Ancak, her bir grubun erkek hastalart karsllaétxrlldlgmda, hem kronik
hepatit B hem de kronik hepatit C grubunu olugturan erkek hastalarin serum NOx
seviyelerinin kontrol grubunun erkek hastalarinin serum NOX seviyelerinden anlamb
derecede daha dusik seviyelere sahip olduklan gorilmektedir. Muhtemelen bu
sebepledir ki, hastalar cinsiyet ayrimi yapilmaksizin degerlendirildiginde kronik hepatit

grubu ile kontrol grubunun serum NOx seviyeleri arasindaki fark anlamsiz olmaktadir.
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Zira kronik hepatit B grubunu daha ¢ok erkek hastalar olusturmaktadir. Bununla
beraber, kronik hepatit B grubu ile kronik hepatit C grubu arasinda erkek hastalarin
serum NOX seviyeleri agisindan anlamhi farklilik bulunmamaktadir.

Kronik hepatit C grubundaki hastalarin serum NOx seviyeleri higbir
biyokimyasal veya hematolojik parametre ile paralellik gostermemekteydi. Sadece,
vicut kitle indeksi ile pozitif yonde, serum ALT ve AST seviyeleri ile ise negatif yonde
zayif dereceli bir korelasyon bulunmaktaydi. Kontrol vakalarina kiyasla, kronik hepatit
C hastalarinda serum NOx seviyeleri anlaml derecede yiiksekti. Iki grup arasinda,
serum NOx seviyelerini etkileyebilecek parametrelerden en onemlisi serum ALT ve
AST seviyesiydi. Ilging olan, serum AST ve ALT seviyeleriyle serum NOx seviyeleri
arasinda, kontrol grubunda pozitif bir korelasyon bulunurken kronik hepatit Cli
hastalarda zayif derecede negatif bir korelasyon bulunmasiyd.

Yukarda yapilan agiklamalardan da anlagilacag tizere yaptigimiz bu galigmanin
bulgulari literatitde yer alan bazi g¢aligmalarla paralel bazi cahismalar ile ise zit
ozellikler gostermektedir. Ancak ¢aliyma gurubunu olusturan kronik wviral hepatitli
hastalar ve saglikli kontrol grubu vakalarinin hem kendi i¢lerinde hem de birbirleri
ararsinda, ozellikle serum NOx seviyelerini etkileyebilecek parametreler olan yas,
cinsiyet, boy ve vicut agirhgi agisindan farkliliklar gésteriyor olmasi onemli bir
problem olarak karsimiza ¢ikmakta ve yorum yapmayi zorlastirmaktadir. Bu nedenle
konu ile ilgili olarak daha genis ve homojen vaka serilerine ihtiyag vardir. Ayrica kronik
viral hepatitli hastalarin anti-viral tedavilerinden sonra yapilacak ikinci serum NOx
Olgimlerinin tedavi oncesi degerlerle karsilastirlmast ve gerek biyokimyasal ve
histolojik gerekse de virolojik yanit ile iligkisinin degerlendirilmesi konuya yeni 1giklar

tutacaktir.
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11

12.

13.

14.

6. SONUCLAR ve ONERILER

Serum nitrit ve nitrat seviyeleri bir ¢ok degisik faktorden etkilenmektedir.
Hepatit C virlisi daha siddetli bir karaciger inflamasyonuna sebep
olmaktadir. ‘

Kronik hepatit C’de serum transaminazlan ile histolojik aktivite indeksi
arasinda paralellik yoktur.

Kronik hepatit B’de serum transaminazlari ile histolojik aktivite indeksi
arasinda zayif bir pozitif korelasyon mevcuttur.

Kronik hepatitin siddeti ile serum NOx seviyeleri arasinda paralellik yoktur.
Serum NOx seviyeleri ile serum ALT seviyeleri arasinda 1yi derecede pozitif
korelasyon bulunmaktadir.

Serum NOx seviyeleri ile kan basinct, serum albumin ve AST seviyesi
arasinda zayif bir pozitif korelasyon vardir.

Serum NOx seviyeleri ile eritrosit sedimantasyon hizi ve nabiz sayist
arasinda zayif bir negatif korelasyon bulunmaktadir.

Yas, vicut kitle indeksi, aglik kan sekeri ve beyaz kiire sayist ise serum NOx
seviyeleri iizerine etkisiz gozikmektedir.

Saglikli bireylerde serum NOx seviyeleri, cinsiyete gore anlamli derecede
farkhlik gostermekte ve kadinlarda daha dusiik seviyelerde kalmaktadir.
Hem kronik hepatit B hem de kronik hepatit C hastalarinda cinsiyete gére
serum NOx seviyeleri arasinda istatistiksel agidan anlamh bir farklilik
bulunmamaktadir.

Kronik hepatit B’li hastalarin serum NOx seviyeleri kontrol vakalarindan
farklt gozitkmemekle beraber sadece erkek hastalar ele alindiginda anlaml
derecede diisik oldugu gérilmektedir.

Kronik hepatit C’li hastalarin serum NOx seviyeleri kronik hepatit B’li
hastalarin serum NOx seviyelerinden farkl degildir.

Kronik hepatit C’li hastalarin serum NOx seviyeleri saglikli bireyleri serum

NOx seviyelerinden anlamli derecede daha diistktiir.
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15. Bu ¢alismada, hasta ve kontrol gruplarinit olusturan vakalarin yas, cinsiyet,
boy ve kilo daguimlan agisindan farkliliklar gostermesi nedeniyle bazi
konularda yorum yapmak gii¢ olmaktadir.

16. Serum NOx seviyelerinin ¢ok fazla sayida faktorden etkileniyor olmasi
nedeniyle bu konuda dizenlenecek ¢aligmalarin hasta ve kontrol gruplar
olusturulurken gruplari homojen olmasina azami dikkat sarf edilmelidir.

17. Kronik viral hepatit hastalarinin serum NOx seviyelerinin antiviral
tedavilerden etkilenip etkilenmediginin ve alinacak biyokimyasal ya da
virolojik yanit/yanitsizligin bu seviyeler tzerindeki etkisinin arastiriimasi

ilging olacaktir.
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