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OZET

Kronik inflamatuvar olaylar sirasinda karaciger hiicreleri tarafindan sentezlenen nitrik oksit (NO)’in
asir Uretiminin kronik hepatit B patogenezinde énemli rol oynadigi bildirilmektedir. Bu ¢calismada kro-
nik hepatit B (KHB) hastalarinda serum NOx (nitrit + nitrat) diizeyleri ile viral ylk ve alanin aminotrans-
feraz (ALT) diizeyleri arasindaki iliskinin arastinlmasi amaclanmistir. 2006-2007 yillari arasinda gergek-
lestirilen calismaya 93 KHB hastasi (67 erkek, 26 kadin; ortalama yas: 47.3 £ 10.9 yil) ile 53 saglikh kont-
rol birey (17 erkek, 36 kadin; ortalama yas: 58.6 = 2.1 yil) dahil edilmistir. Hepatit B virusu (HBV) sero-
lojik gostergeleri kemiliiminesans yontemi (Ortho-Clinical Diagnostics, ABD) ile; HBV-DNA diizeyi, ger-
cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) (ABI PRISM 7700, Applied Biosystem, CA) ile; ALT dlzey-
leri ise Aeroset System (Abbott Laboratories, ABD) ile calisiimistir. NOx diizeyinin saptanmasinda, nit-
ratin kadmiyumla nitrite indirgenmesi yontemi kullanilmistir. Hastalarin ALT diizeylerinin ortalamasi
98.7 + 138.4 IU/I; viral yiik ortalamasi ise 1.6 x 10° + 4.0 x 10° kopya/ml olarak saptanmistir. Hasta ve
kontrol gruplarinin ortalama NO diizeyleri karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlam-
Il bulunmustur (sirastyla; 30.6 + 21.7 ymol/l ve 23.7 + 5.2 ymol/l; p< 0.05). Olgularda calsilan para-
metreler arasindaki iliski arastirildiginda; viral yik ile ALT degerleri arasinda pozitif korelasyon saptanir-
ken (r=0.768; p< 0.001); NO ile viral yiik ve NO ile ALT degerleri arasinda anlamli korelasyon belirlen-
mistir (sirastyla; r= 0.346, p= 0.001 ve r= 0.314, p= 0.002). Sonug olarak ¢alismamizda, KHB hastala-
rinda serum NO dizeylerinin kontrollere gére daha yiliksek bulunmus olmasina ve NO ile ALT ve HBV-
DNA dizeyleri arasinda anlaml bir iliskinin saptanmasina karsin, NO'nun hastalik patogenezindeki ro-
lindin aydinlatiimasi icin serum diizeylerinin yeterli olmayacadi ve hicresel diizeyde ileri arastirmalarin
yapilmasi gerektigi duslinulmustir.
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Kronik Hepatit B Hastalarinda Serum Nitrik Oksit Dizeyi ile
HBV-DNA ve ALT Dizeyleri Arasindaki Iliskinin Arastiriimasi

ABSTRACT

It has been reported that increased nitric oxide (NO) production by the hepatocytes during chronic
inflammatory processes, plays an important role in the pathogenesis of chronic hepatitis B. The aim of
this study was to investigate the relationship between serum levels of NOx (nitrite + nitrate) with the vi-
ral load and alanine aminotransferase (ALT) levels in chronic hepatitis B (CHB) patients. A total of 93 CHB
patients (67 male, 26 female; mean age: 47.3 £ 10.9 years) and 53 healthy control subjects (17 male,
36 female; mean age: 58.6 + 2.1 years) followed-up during 2006-2007 period were included to the
study. Hepatitis B virus (HBV) serologic markers, viral load and ALT levels were studied by chemilumines-
cence method (Ortho-Clinical Diagnostics, USA), by real-time polimerase chain reaction (PCR) (ABI
PRISM 7700, Applied Biosystem, CA), and by Aeroset System (Abbott Laboratories, USA), respectively.
NOx levels were determined by a method which was based on the reduction of nitrate to nitrite by cad-
mium. Mean levels of ALT and HBV-DNA of the patients were found as 98.7 + 138.4 U/l and 1.6 x 10°
+ 4.0 x 107 copies/ml, respectively. In the evaluation of mean levels of NOx in patient and control gro-
ups, the difference was found statistically significant (30.6 + 21.7 ymol/l and 23.7 + 5.2 ymol/I, respec-
tively; p< 0.05). In view of the relationship between the parameters, a positive correlation was detected
between viral load and ALT levels (r= 0.768; p< 0.001), besides the significant correlations between NOx
and viral load, and NOx and ALT (r= 0.346, p= 0.001 and r= 0.314, p= 0.002, respectively). As a result,
although the NOx levels in chronic hepatitis patients were found higher than those in the control gro-
up, and significant correlations were detected between NO, viral load and ALT, the exact role of NO in
the disease pathogenesis and outcome needs to be studied further at cellular level.
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GIRis
Hepatit B virusu (HBV) enfeksiyonu diinyada ve lilkemizde en énemli saglik sorunlarin-
dan biridir. Diinyada yaklasik 400 milyon kisinin bu virusu tasidigi tahmin edilmektedir’.

Nitrik oksit (NO), kronik yangisal olaylarda karacigerin parankima ve parankima disi
hiicreleri tarafindan nitrik oksit sentetaz (NOS) araciigiyla L-arjininden sentezlenen
énemli bir molekiildiir>3. Farkli biyolojik aktiviteleri olan lipofilik bir gaz olan NO hem
bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde hem de doku hasari ve kanser olugsumunda
énemli rol oynamaktadir>*. NO’nun kronik viral hepatitli hastalarda indiiklenebilir NOS
aracihgiyla inflamasyonlu karaciger dokusundan sentezlendigi bildirilmektedir. Hem
akut hem de kronik hepatit enfeksiyonlarinda NO’nun antimikrobiyal etkileri gosteril-
mekle birlikte, kronik karaciger inflamasyonunda NO’nun fazla miktarda olusumunun
genotoksik etkilerle karaciger kanserine yol acabilecedi bildiriimektedir>®.

indklenebilir NOS, karaciger hiicreleri, endotelyal hiicreler ve Kupffer hicrelerinde
eksprese edilmektedir. Bu enzim araciligi ile sentezlenen NO yangisal yanitta onemli bir
molekildir. Deneysel calismalar, HBV'nin enfekte hepatositlerde NO uretimini indiikle-
digini gostermistir’. Kronik viral hepatitte NO’nun asiri tretiminin énemli patojenik
olaylara aracilik ettigi bildirilmektedir>*. NO’nun mikroorganizma, parazit ve timér hiic-
relerine karsi gorev yaparak doku hasarina karsi karacigeri koruyucu gérev yaptigi kabul
edilmektedir®. Bununla birlikte asiri ve uzun siireli NO dretimi karaciger hasari ile de so-
nuclanabilir®. Hayvan deneyi calismalari ile NO’nun HBV replikasyonunu inhibe ettigi ve
gama-interferonun antiviral aktivitesine aracilik ettigi gosterilmistir’°.
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Bu calismada kronik hepatit B (KHB) hastalarinda serum NO duizeyleri ile viral yik ara-
sindaki iligkinin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Atatlrk Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyolo-
ji Laboratuvarina 2006-2007 yillar arasinda HBV viral ytk 6l¢ciimi icin kan dérnekleri gon-
derilen 93 KHB hastast ile 53 saglikli kontrol alindi. KHB hastalarinin tanisi, artmisg serum
alanin aminotransferaz (ALT) diizeyleri ile HBsAg (= 6 ay) ve serum HBV-DNA pozitifligi
ile konuldu.

Kan ornekleri venden alindiktan sonra, 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek se-
rumlari ayrildi. ALT diizeyleri, Aeroset System (Abbott Laboratories, ABD) enzimatik yon-
temiyle belirlendi. HBV serolojik gostergeleri kemiliminesan yontem (VITROS, Ortho-
Clinical Diagnostics, ABD) ile calisildi. Orneklerden HBV-DNA izolasyonu, Robogene Qu-
antification Kit (Roboscreen, Almanya) ile Uretici firmanin 6nerilerine gore yapildi ve ger-
cek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile (ABI PRISM 7700, Applied Biosystem,
CA) caligildi. Cahsmanin dinamik araligi (HBV-DNA Viral Quality Control-VQC panele go-
re) 103-108 kopya/ml idi.

NOXx (nitrit + nitrat) diizeyinin belirlenmesi icin Navarro-Gonzalves ve arkadaslarinin'®

kadmiyum-indirgeme yonteminin modifikasyonu kullanildi. Bu yontem; nitratin kadmi-
yum grandlleri kullanilarak nitrite indirgenmesi ile 6rneklerdeki toplam nitrit diizeyinin
saptanmasi prensibine dayalidir. Serum 6rnegi (400 pl), %30’luk 80 pl ZnSO, soliisyonu
eklendikten sonra oda isisinda 10.000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek deproteinize
edildi. Kadmiyum grandilleri (2-2.5 g) deiyonize distile su ile 3 kez yikandi ve 5 dakika si-
resince glisin-NaOH tampon ¢ézeltisi (15 g/, pH 9.7) icindeki CuSO, (5 mmol/l) solts-
yonunda santrifiij edildi (bakir kapli graniiller 10 dakika icinde kullanilir ve sonrasinda gra-
ndller yikanarak 0.1 mol/I H,SO,, solusyonunda saklanir ve boylece yenilenebilir). Kalibra-
torler, 20 mmol/l NaNO, stok sollsyonu deiyonize distile su ile sulandinlarak hazirland..
Aktive edilmis kadmiyum grandilleri (2-2.5 g) kalibrator ve serum orneklerine (1 ml) ek-
lendi. Ornekler 10 dakika boyunca karistirilarak sonrasinda nitrit saptanmasi icin tiiplere
aktarldi. Nitrit Gretimi, stlfanilamidin diazotizasyonu ve naftilendiamine baglanmasi ile
saptandi. Orneklerin absorbanslari mikropleyt okuyucuda 540 nm’de okutuldu. Nitrit
konsantrasyonu otomatik olarak sodyum nitritin 2.0-80 pmol konsantrasyonlarinin stan-
dart egrisi esas alinarak belirlendi. Veriler umol/I nitrit + nitrat olarak rapor edildi.

istatistiksel Analiz

Hasta ve kontroller arasi istatistiklerde parametrik olmayan Student’s t testi, ROC ana-
lizi, hasta grup icin parametrik olmayan Spearman korelasyon analizi kullanildi ve p<
0.05 anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verildi. SPSS 10.0
programi kullanildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 93 KHB hastasi (67 erkek, 26 kadin; ortalama yas: 47.3 £ 10.9 yl) ile
53 kontrol bireyin (17 erkek, 36 kadin; ortalama yas: 58.6 + 2.1 yil) cinsiyet dagilimlari
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ve yas ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p< 0.001).
Hastalarin ALT diizeylerinin ortalamasi 98.7 + 138.4 1U/|; viral yiik ortalamasi ise 1.6 x 10°
+ 4.0 x 10 kopya/ml olarak saptanmistir. NO diizeyi ortalamalari degerlendirildiginde;
KHB hastalarinda 30.6 + 21.7 ymol/I, kontrol grubunda ise 23.7 + 5.2 pmol/l olarak tes-
pit edilen NO duzeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05)
(Sekil 1). KHB'li 93 hastanin cinsiyete gore alt grup analizi yapildiginda; yas, NO ve ALT
degerleri arasinda bir fark saptanmazken viral yikte istatistiksel olarak anlamli fark belir-
lenmistir (Tablo ).

Olgularda calisilan parametreler arasindaki iliski arastinldiginda; viral yik ile ALT du-
zeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanirken; NOx ile viral ylik ve ALT duzeyleri arasin-
da anlamli korelasyon belirlenmistir (Tablo II). Hasta ve kontrol gruplar arasinda NOx icin
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Sekil 1. Hasta ve kontrollerin NOx dizeyleri.

Tablo I. Kronik Hepatitli Hastalarin Cinsiyete Gore Calisilan Parametreler Agisindan Karsilastiriimasi

Erkek (n= 67) Kadin (n= 26) p
Yas (yil) 46.9£11.2 48.2 £10.1 > 0.05
NOx (umol/l) 31.0+£17.3 29.7 £30.7 > 0.05
ALT (1U/1) 113.2£158.8 61.3 £44.0 > 0.05
HBV-DNA (kopya/ml) 2.1E + 08 2.9E + 07 0.004
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Tablo Il. Olgularda Calisilan Parametreler Arasindaki Korelasyon Katsayilari ve p Degerleri

Parametreler r degeri p degeri
HBV-DNA ve ALT diizeyi 0.768 < 0.001
NOx ve HBV-DNA diizeyi 0.346 0.001
NOx ve ALT diizeyi 0.314 0.002

ROC analizinde “cut-off” degeri 30.6 pmol/l olarak tespit edilmis (duyarliigi 36.6, 6z-
gullugu 92.5, pozitif prediktif degeri 89.5, negatif prediktif degeri 45.4); AUC (Area Un-
der ROC Curve) ise 0.575 £ 0.04 (p= 0.12) olarak bulunmustur.

TARTISMA

Bir antimikrobiyal ajan gibi davranarak mikroorganizmalari 6ldiren ya da replikasyon-
larini azaltan NO, ayni zamanda bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde de 6nemli rol oy-
namaktadir®. Yapilan calismalarda, HBV ile enfekte hastalarda serum NO diizeyini diisiik
saptayan arastirmacilarin'! yani sira, kontrollere gére daha yiiksek diizeylerin saptandi-
gini bildiren yayinlar da vardir'?'3, Calismamizda da, KHB hasta grubunda NO diizeyle-
ri kontrollere gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (sirasiyla; 30.6
* 21.7 ymol/l ve 23.7 £ 5.2 ymol/l; p< 0.05).

Kronik viral hepatitli hastalarin hepatositlerinde iNOS sunumunda belirgin bir artis ol-
dugu gozlendiginden, bu hicrelerin NO yoniinden 6nemli bir kaynak oldugu bildiril-
mektedir*1#15. NO diizeylerindeki farkliliklarin karaciger hasarinin diizeyi ile iliskili olabi-
lecegi duslinilmektedir. HBV enfeksiyonunun seyrindeki karaciger hasarinda, konagin
cesitli viral antijenlere karsi olusturdugu 6zgul ve 6zgul olmayan bagisik yanit rol oyna-
maktadir'®. Son zamanlarda HBV ile enfekte edilmis hayvan modellerinde, karacigerde
NO’nun HBV replikasyonunu inhibe ettigini gésteren calismalar bulunmaktadir®®. Parvu
ve arkadaslari'? kronik karaciger hastaligi (kronik aktif hepatit ve siroz) olan 92 hastayi
kapsayan calismalarinda, tim hastalarin serum nitrit/nitrat diizeylerinin kontrol grubun-
dan yiiksek oldugunu, ancak kronik aktif hepatitli hastalarin nitrit/nitrat dlizeylerindeki
yiikselmenin istatistiksel anlami olmadigini bildirmektedirler. Kandemir ve arkadaslari'’
ise viral hepatitli 63 ve farkli nedenlerle transaminaz yiksekligi bulunan 13 hastanin bi-
yopsi orneklerini inceledikleri calismada, viral hepatitli grupta hepatik indiiklenebilir
NOS artisindan ve hastaligin histolojik siddeti ile pozitif iliskisi bulundugundan s6z et-
mektedirler. Benzer sonuglarin saptandigi baska bir calismada'® kronik karaciger hastali-
ginin, NO sentezinde artisa yol acan intrahepatik indtklenebilir NOS ekspresyonu ile ilis-
kili oldugu vurgulanmaktadir. Bu ¢alismada da, bizim sonuclarimiz ile benzer sekilde
KHB'li olgularin NO diizeyi kontrol grubundan anlamli oranda yiiksektir'3. Yine Ersoy ve
arkadaslari’® da sonuclarimiza benzer olarak KHB hastalarinda serum NO diizeyinde be-
lirgin bir yiikselme oldugunu saptamislardir. Bu sonuglardan farkh olarak, Amaro ve ar-
kadaglari'®, kronik HBV ve hepatit C virusu (HCV) enfeksiyonu olan hastalarin serum NO
dizeylerinin kontrol grubuna gore dusiik oldugunu bildirmektedirler. Diger bir calisma-
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da, KHB hastalarinda NO duzeyindeki yiikselmenin az ve kontrol grubuyla karsilastirildi-
ginda istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirtilmektedir’. Calismamizda hasta grubun-
da kadin ve erkek cinsi arasinda NO ve ALT dizeyleri acisindan anlaml bir fark buluna-
mazken, viral ylklerinde anlaml bir fark bulunmustur. Viral ytk ile cinsiyet arasinda ilis-
kiyi gosteren calismalara literatlirde rastlanmamis, bu durumun rastlantisal olabilecegdi ya
da erkek hasta sayisinin daha fazla olmasina bagl olabilecegi dusunilmustur.

Bu calismada viral yiik ve ALT degerleri arasinda pozitif bir korelasyon tespit edilmis-
tir. Serumda belirlenen NO degerleri ise ALT ve viral yik ile yine anlamli korelasyon gos-
termektedir. Okamoto ve arkadaslari?® transgenik farelerle yaptiklari calismada, bu calis-
maya benzer sekilde serum ALT ve NO duzeylerinde artis saptamiglardir. Shao ve arka-
daslarinin?' KHB'li 213 hastayi kapsayan calismalarinda, HBeAg pozitif grupta HBV-DNA
ile ALT ve aspartat aminotransferaz (AST) duzeyleri arasinda korelasyon saptanmadigi,
HBeAg negatif grupta ise HBV-DNA ile AST arasinda korelasyon saptanmazken HBV-DNA
ve ALT arasinda korelasyon bulundugu bildirilmektedir.

NO, stabil bir molekul olmayip derhal nitrit ve nitrat Grlinlerine parcalanmaktadir. Nit-
rit ve nitrat diizeyi, NO’nun duzeyinin saptanmasinda dolayh bir gosterge olarak kulla-
nilmaktadir'®. NOx diizeyinin saptanmasinda en sik kullanilan yéntemlerden biri nitra-
tin kadmiyum veya nitrat rediiktaz ile nitrite indirgenmesi ve Griess reaksiyonu ile nitrit
Uretiminin saptanmasidir. Kolorimetrik Griess reaksiyonu ile viicut sivilarinda NOx sap-
tanmasi siklikla kullaniimaktadir??-24, Kronik hepatitlerde NOx diizeyindeki artisin etyolo-
jiye gére degisebildigi bildirilmektedir'2. Ayrica hepatoseliiler oksidan-antioksidan den-
gesinin bozulmasi kronik viral enfeksiyonlardaki karaciger hasarina katkida bulunabilir®.

Sonug olarak, her ne kadar bu calismada KHB hastalarinda serum NO diizeyleri kont-
rollere gore daha yiiksek bulunmus olsa da, NO’nun hastalik patogenezindeki roltiniin
aydinlatiimasi icin in vivo kosullarda ve hiicresel diizeyde ileri arastirmalarin yapilmasi
gerektigi kanisina varilmistir.
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