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ÖZET

Hepatit C virüsü (HCV) infeksiyonu bulunan hastalar›n lenfositlerinde glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
nitrik oksit düzeyini araflt›rd›k. Bu amaçla Turgut Özal T›p Merkezi’ne gelen 10 sa¤l›kl›, gönüllü birey kontrol
grubu (grup I), akut HCV infeksiyonu bulunan 10 hasta (grup II), tedavi almam›fl kronik HCV’li 10 hasta (grup
III) ve 6 ayl›k interferon tedavisini (3 milyon U x 3/hafta) tamamlam›fl kronik HCV’li 10 hasta (grup IV) olmak
üzere toplam 40 kiflide lenfosit içi GSH-Px ve total nitrit düzeyini (nitrik oksit metaboliti= NO) ölçtük. Len-
fosit GSH-Px aktivitelerinin ortalama de¤erleri; grup I’de 548.5 ± 46.96 U/mg; grup II’de 382.65 ± 42.2 U/mg,
grup III’de 736.01 ± 57.47 U/mg, grup IV’te 592.03 ± 56.74 U/mg idi. Gruplar aras›ndaki fark anlaml›yd› (p<
0.0001). Lenfosit içi nitrik oksit de¤erlerini ise flöyle bulduk: Grup I’de 25 µmol/dL, grup II’de 23 µmol/dL,
grup III’te 13 µmol/dL, grup IV’te 23 µmol/dL. Kontrol grubu (grup I), akut HCV grubu (grup II), tedavi gö-
ren kronik HCV grubu (grup IV)’nda nitrik oksit düzeyleri birbirine yak›n iken tedavi almam›fl kronik HCV
grubu (grup III)’nda nitrik oksit düzeyi di¤erlerine göre düflük seviyede bulundu (p< 0.0001). Sonuç olarak,
lenfosit içi GSH-Px akut HCV infeksiyonlar›nda, nitrik oksit metabolitleri ise tedavi görmemifl kronik HCV’li-
lerde düflük düzeydedir. Her 2 antioksidan seviyesi interferon tedavisi alan grupta (grup IV) normale yak›n
bulunmufltur.
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SUMMARY

Glutathion Peroxidase and Nitric Oxide Activities in the Lymphocytes of
Patients with Hepatitis C Virus Infection

We searched glutathion peroxidase (GSH-Px), and nitric oxide levels in the lymphocytes of patients with
hepatitis C virus (HCV) infection. For this purpose we measured intralymphocyte glutathion peroxidase
(GSH-Px) and total nitrite levels (nitric oxide metabolites= NO) in 40 patients [10 healthy individuals selec-
ted as a control group (group I), 10 patients with acute HCV infection (group II), 10 patients with chronic
HCV infection (group III) and 10 patients with chronic HCV infection who were treated with interferon al-
pha (3 million Ux 3/week) for 6 months (group IV)] in Turgut Özal Medical Center. We found GSH-Px ac-
tivity to be 548.5 ± 46.96 U/mg, 382.65 ± 42.2 U/mg, 736.01 ± 57.47 U/mg, and 592.03 ± 56.74 U/mg in



Hepatit C virüsünün (HCV) meydana getirdiği
karaciğer hücre hasarı, genellikle virüse karşı oluşan
immünyanıt ile ilişkilidir[1]. Hepatit virüslerinin, he-
patositleri ve diğer hücreleri infekte etmelerinden
sonra viral proteinlere yönelik özgün immünyanıtlar
gelişmektedir. B lenfositler tarafından birçok viral
antijene karşı geliştirilen antikor yanıtı, viral infeksi-
yonun önlenmesi ve virüslerin opsonizasyonunda rol
oynamaktadır[2]. Fakat virüsün yayılımının önlenme-
si esas olarak CD4+ ve CD8+ T-lenfositler tarafın-
dan sağlanmaktadır. Kupffer hücreleri ve B-lenfosit-
ler, majör doku uygunluk veya histokompatibilite
kompleks (MHC) class II molekülleri ile birlikte viral
peptidleri CD4+ T-lenfositlere sunmaktadır. Bu hüc-
relerden salınan sitokinler ise, B-lenfositleri ve CD8+

T-hücrelerinin aktivitesini düzenlemektedir[3]. CD4+

T-lenfositler, antiviral immünyanıtı başlatan hücre-
lerdir. Bu hücrelerden salınan sitokinlerin, hem virü-
sün oluşturacağı hastalık tipini hem de viral infeksi-
yonun sonucunu belirlemede oldukça önemli olduk-
ları düşünülmektedir[4]. 

Kronik HCV infeksiyonlarında interferon alfa
(IFN-α 2a ve IFN-α 2b) tedavi protokolleri tek veya
kombine tedaviler şeklinde uygulanmaktadır. Fakat
kalıcı yanıt oranları %30-50 olup tedavi kesildikten
sonra relaps oranları %50-70 civarındadır[5,6]. İnter-
feron etkisini arttıracak ajanlar denenmektedir[7]. 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidroperoksitle-
rin indirgenmesinden sorumlu bir antioksidan enzim
olup hücre içi savunma mekanizmasında rol alan bir
yapıdır. Yine nitrik oksit metabolitleri de aynı siste-
min elementleridir[8]. Biz de HCV infeksiyonlu has-
talarda lenfosit içi GSH-Px ve NO aktivitelerinin na-
sıl olduğu ve interferon tedavisi alanlarda nasıl etki-
lendiğini ölçmek amacıyla bu çalışmayı planladık. 

MATERYAL ve METOD

Hastalar

Grup I: Kontrol grubu; Turgut Özal Tıp Merkezi-
ne gelen antioksidan tedavi almayan alkol kullanma-
yan, ilave bir hastalığı bulunmayan, 30 ± 15 yaşları
arasındaki 10 sağlıklı bireyden oluşturulmuştur.

Grup II: Akut HCV’li hasta grubu; klinik ve la-
boratuvar olarak akut HCV infeksiyonu tanısı kon-
muş, 2-4 haftadır sarılık, halsizlik, idrar renginde ko-
yulaşma, hepatomegali ve karaciğer enzimlerinde
yükselme, HCV RNA pozitifliği bulunan ve infeksi-
yon hastalıkları ve klinik mikrobiyoloji servisinde ya-
tan veya polikliniğine müracaat eden 10 hastadan
oluşturulmuştur. 

Grup III: Kronik HCV’li hasta grubu; 6 aydan
uzun süredir anti-HCV pozitif, HCV RNA pozitif ve
minimal ALT-AST yüksekliği bulunan, halsizlik ve
yorgunluk gibi hafif semptomları olan 10 hastadan
oluşturulmuştur.

Grup IV: Kronik HCV’li olup 3 milyon ünite x
3/hafta olmak üzere 6 aylık IFN-α tedavisini tamam-
lamış 10 hastadan oluşturulmuştur.

Lenfosit Numunelerinin Hazırlanması

Hastalardan ve kontrol grubundan 10 mL hepa-
rinize kan kübital medyan venlerden alındı. Lenfosit-
ler Boyum  tarafından tarif edilmiş olan yöntemle
Histopaq-1077 aracılığıyla ayrıldı[9]. Alınan kanlar
cam tüplere önce 2 mL Histopaq-1077 konarak
üzerine yavaşca 45° açı ile ilave edildi. Kanlar 400
x g’de +4°C’de 30 dakika santrifüj edildikten sonra
üstteki plazma kısmı pastör pipeti ile ayrı bir ep-
pendorf tüpüne alınarak -40°C’de saklandı. Alttaki
mononükleer hücre tabakası Histopaq’ın içine girile-
rek temiz bir tüpe alındı. Yeni lenfosit tabakası üze-
rine 10 mL PBS’den ilave edildikten sonra 250 x
g’de 10 dakika santrifüj edildi. Üzerindeki kısım atı-
larak alttaki kısmın üzerine yine PBS ilave edilerek 2
defa daha santrifüj edildi. Lenfositler 0.5 mL PBS ile
saklandı. Çalışma sırasında 30 siklus (30 mW/cm2,
2MHz’de 72 MS/D’de 10 saniye aralıklarla 3 defa
sonifikasyon) sonrası 10.000 x g’de ultrasantrifüj
yapıldı. Üstteki kısım alınarak çalışıldı. Lenfositlerde
protein tayini için Lowry yöntemi kullanıldı[10].

GSH-Px Enzim Aktivitesi Ölçümü[11]

a. Kullanılan reaktifler: EDTA’lı fosfat tam-
ponu; 50 mM KH2PO4, 50 mM Na2HPO4 1 L ha-
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study groups, respectively. The difference between the groups was statistically significant (p< 0.0001). Total
nitrite level in lymphocytes was 25 µmol/dL, 23 µmol/dL, 13µmol/dL, and 23 µmol/dL in study groups, res-
pectively. Nitric oxid levels were similar in groups I, II, and IV; but it was low in untreated patients with chro-
nic HCV infection (group III) (p< 0.0001). In conclusion; intralymphocyte GSH-Px was lower in the patients
with acute HCV infection, whereas nitric oxide metabolites were lower in the untreated patients with chro-
nic HCV infection. Both GSH-Px and NO levels were found to be nearly normal, in the patients who rece-
ived interferon therapy (group IV). 

Key Words: HCV infection, Lymphocyte, Glutathion peroxidase, Nitric oxide



zırlayıp içerisine 5 mL’lik EDTA ilave edildi. NaN3
(sodyum azid): 1 mM, redükte glutatyon (GSH): 2
mM, H2O2: 0.25 mM, NADPH: 0.2 mM, GSSG re-
düktaz: 1.2 U/mL.

b. Deneyin yapılışı: Lenfosit numuneleri için 5
kat sulandırılmış örnekler kullanıldı. Kör tüpüne
2.67 mL EDTA’lı PBS, test tüplerine 2.65 mL ED-
TA’lı PBS, bütün tüplere100 µL GSH, 100 µL
NADPH, 10 µL GSH redüktaz, 10 µL NaN3 ilave
edildikten sonra test tüplerine 20 µL numune ekle-
nip 30 dakika oda ısısında inkübe edildi. Spektrofo-
tometre 340 nm’de distile su ile sıfırlanıp, süre so-
nunda her tüpe 100 µL H2O2 ilave edilip reaksiyon
başlatılarak hemen 3 dakika süresince absorbans
azalması takip edilecek şekilde okunmaya başlandı.
GSH-Px spesifik aktivitesinin hesaplanmasında len-
fosit için bulunan sonuçlar mg/proteine bölündü,
böylece sonuç U/mg protein olarak bulundu.

Nitrat ve Nitrit Ölçümü[12]

a. Kullanılan reaktifler: Kadmiyum granülleri
(0.1 mol/L H2SO4 içinde saklanır), glisin-NaOH
buffer (pH= 9.7), sülfanilamid, N-naphthylethylene
diamine (NNDA), çinko sülfat (ZnSO4) (75 mol/L),
bakır sülfat (CuSO4) (5 mmol/L), sodyum hidroksit
(NaOH) (55 mmol/L).

NaNO2 standardı; 10 mmol/L’lik sodyum tetra
borat çözeltisi içinde hazırlandı.

KNO3 standardı; 102 mg potasyum nitrat alınıp
10 mmol’lük 100 mL sodyum tetra borat içinde çö-
züldü. 

b. Deneyin yapılışı: Numuneler, ZnSO4 ve
NaOH ilave edilip 10 dakika oda ısısında bekletildik-
ten sonra 4000 x g’de 20 dakika santrifüj edilerek
deproteinize edildi.

Kadmiyum granüllerinin aktivasyonu; granüller 3
defa distile su ile yıkandı. Bir-iki dakika içinde Cu-
SO4 içinde çalkalayarak bekletilip, 3 defa da glisin-
NaOH ile yıkanıp 10 dakika içinde kullanılmak üze-
re kurutma kağıdı ile kurutuldu.

Nitrat ölçümü: KNO3’ın 10 milimolar’lık çözel-
tisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 µmol’lük
seri dilüsyonlar hazırlandı ve numunelere uygulanan
tüm işlemler standartlara da uygulandı. 

1 mL glisin-NaOH buffer tüm tüplere kondu. Bi-
rer mL deproteinize numunelerden ve standartlar-
dan alındı. Kadmiyumlar 2.5 g tartıldı ve aktivasyon
işleminden geçirilen tüm tüplerin üzerine kondu.
Oda ısısında 90 dakika karıştırıcıda karıştırılarak
beklendi. Süre sonunda nitrit ölçümü için bu tüpler-

den 2’şer mL alınarak üzerine 1 mL sülfanilamid ve
1 mL NNDA ilave edildi. Karıştırıldı ve 45 dakika
beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapıldı.

Direkt nitrit ölçümü: NaNO2 standartlarından
1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 µmol’lük seri dilüs-
yonlar hazırlandı ve deproteinize numunelerden
kadmiyum ile reaksiyona sokmadan direkt olarak
2’şer mL alınarak ayrı tüplere kondu. Üzerine 1 mL
sülfanilamid ile 1 mL NNDA eklendi ve 45 dakika
sonra 545 nm’de okuma yapıldı.

Nitrat aktivitesinin hesaplanması: Bulunan
nitrat değerlerinden nitrit değerlerini çıkardıktan
sonra sulandırma faktörü olan 20 ile çarpıldı, yine
nitrat standardından elde edilen faktör ile çarpma iş-
lemi yaptıktan sonra çıkan sonuç µmol/L olarak he-
saplandı.

BULGULAR

Tablo 1’de görüldüğü gibi GSH-Px aktivite de-
ğerleri grup I’de 548.5 ± 46.96 U/mg, grup II’de
382.65 ± 42.2 U/mg, grup III’te 736.01 ± 57.47
U/mg, grup IV’te 592.03 ± 56.74 U/mg olarak
tespit edildi. One-Way ANOVA ile yapılan istatistik-
sel karşılaştırmada gruplar arasındaki farkın hangi
ikili karşılaştırmalarından ortaya çıktığını anlamak
için Post Hoc testlerden LSD testi uygulandı. Tüm
gruplar arasında p< 0.0001 bulundu. Buna göre
lenfosit içi GSH-Px aktivitesini akut HCV’li hastalar-
da kontrole göre düşük bulurken kronik HCV’li has-
talarda kontrole göre yüksek bulduk; kronik HCV’li
olup interferon tedavisi alan hastalarda ise kontrole
göre yüksek fakat normale yakın bulduk (Grafik 1).
Lenfosit içi total nitrit aktivitelerinin ortalama değer-
leri ise grup I’de 25 µmol/dL, grup II’de 23
µmol/dL, grup III’te 13 µmol/dL, grup IV’te 23
µmol/dL olarak bulundu. Grup III nitrik oksit seviye-
si diğer gruplardan anlamlı bir şekilde düşüktü (p<
0.0001) (Grafik 2).

TARTIŞMA

Hepatit C infeksiyonları kronikleşmesi ve karaci-
ğerde irreversibl değişiklikler yapması nedeniyle
önemli infeksiyonlardır. Kronik infeksiyonlar için in-
terferon tedavileri tekli veya değişik ajanlarla kombi-
ne olarak uygulanır. Hücre içi savunma mekanizma-
larının elemanlarından antioksidanlarla ilgili çalışma-
lar günümüzde yoğunluk kazanmış olup bu antioksi-
danların tedavilerde yer alması ile ilgili çalışmalar ya-
pılmaktadır.

Kronik hepatit C ve B infeksiyonunda plazma içi
ve lenfosit içi glutatyon eksikliği oluştuğu, interferon
ile birlikte glutatyon prekürsörü ajanların kullanılma-
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sının tedavi etkinliğini arttırabileceği söylenmekte-
dir[7,13]. Biz çalışmamızda akut HCV’lilerde düşük,
kronik HCV’lilerde yüksek, interferon tedavisi alan
grupta normale yakın GSH-Px seviyesi tespit ettik
(p< 0.0001). Kronik HCV’lilerdeki farklı sonuçlar,
hastaların farklı evrelerde olmalarından kaynaklana-
bilir. Aynı zamanda enzim ölçümünde kullanılan me-
tod farklılıkları da sonuçları etkileyebilir. Yapılan bir
başka çalışmada da kronik HCV infeksiyonlarında
mononükleer hücrelerde GSH-Px değeri kontrole
yakın bulunurken, bu hücrelerin sitozolü içinde ise
kontrole göre daha yüksek düzeyde bulunmuştur. Bu
durum kronik HCV’li hastalarda yüksek glutatyon
döngüsüne bağlanmıştır[14]. 

Nitrik oksitler hücre içi serbest radikallerden olup
özellikle viral infeksiyonlarda rolü olan elementlerdir.
İndüklenebilir nitrik oksit sentetaz (İNOS) normalde
hücre içinde olmayan virüs, bakteri vb. ile karşılaşın-
ca salınan sitotoksik maddelerdir[8]. Ahn B ve arka-
daşları, viral hepatit B ve C’de nitrik oksit ve perok-
sinitrit düzeyinin aşırı derecede artarak, tümör oluşu-
munu ve karaciğer hasarını arttırdığını yaptıkları ça-
lışmada göstermişlerdir[15]. Yine yapılan bir başka
çalışmada, İNOS’un viral hepatitte arttığı gösteril-
miştir[16]. Amaro ve arkadaşlarının yaptığı çalışma-
da, nitrik oksit (NO2) düzeyi kronik karaciğer hasa-
rında düşük bulurken, kronik hepatit B infeksiyonu
nedeni ile interferon tedavisi alanlarda NO düzeyin-
de anlamlı farklılık bulunmamıştır. Kronik HCV in-
feksiyonunda interferon tedavisi alanlarda ise NO
düzeyi artmış olarak bulunmuştur[17]. Yapılan bir ça-
lışmada, interferon-gama’nın T-hücrelerinde İNOS’u
arttırdığı gözlenmiştir[18]. Bizim çalışmamızda total
nitrit düzeylerini kontrol grubu, akut HCV grubu, te-
davi alan kronik HCV grubunda normale yakın bu-
lunurken tedavi almayan kronik HCV grubunda dü-
şük bulundu (p< 0.0001). Bu düşüklük kronik HCV
vakalarında NO tüketimine veya İNOS aktivitesinde
azalmaya bağlı olabilir, düşüncesindeyiz.

Sonuç olarak, akut HCV infeksiyonlularda lenfo-
sit içi GSH-Px seviyesi düşük iken, tedavi almamış
kronik HCV’lilerde NO düzeyleri düşüktür. Glutat-
yon gibi antioksidanların interferon tedavi protokol-
lerine dahil edilerek yeni klinik çalışmaların yapılma-
sı; bu antioksidanların HCV infeksiyonları tedavisin-
de kalıcı yanıt oluşturmadaki rollerini daha iyi açıkla-
yacak, düşüncesindeyiz. 
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Tablo 1. Gruplarda GSH-Px ve nitrik oksit düzeyleri

GSH-Px U/mg protein p Nitrit µmol/dL p

• Grup I 548.5 ± 46.96 - 25 -

• Grup II 382.65 ± 42.2 < 0.0001 23 > 0.0001

• Grup III 736.01 ± 57.47 < 0.0001 13 < 0.0001

• Grup IV 592.03 ± 56.74 < 0.0001 23 > 0.0001

Grafik 1. Gruplarda GSH-Px düzeyi.

Grafik 2. Gruplarda total nitrit düzeyi.
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