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OZET

Hepatit C viriisii (HCV) infeksiyonu bulunan hastalarin lenfositlerinde glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
nitrik oksit diizeyini arastirdik. Bu amagla Turgut Ozal Tip Merkezi'ne gelen 10 saglikli, géniillii birey kontrol
grubu (grup I), akut HCV infeksiyonu bulunan 10 hasta (grup Il), tedavi almamis kronik HCV’li 10 hasta (grup
lll) ve 6 aylik interferon tedavisini (3 milyon U x 3/hafta) tamamlamis kronik HCV’li 10 hasta (grup V) olmak
tizere toplam 40 kiside lenfosit ici GSH-Px ve total nitrit diizeyini (nitrik oksit metaboliti= NO) ol¢tiik. Len-
fosit GSH-Px aktivitelerinin ortalama degerleri; grup I'de 548.5 + 46.96 U/mg; grup I'de 382.65 + 42.2 U/mg,
grup lI’de 736.01 * 57.47 U/mg, grup IV'te 592.03 * 56.74 U/mg idi. Gruplar arasindaki fark anlamliydi (p<
0.0001). Lenfosit ici nitrik oksit degerlerini ise séyle bulduk: Grup I'de 25 ymol/dL, grup II'de 23 pmol/dL,
grup lI'te 13 umol/dL, grup IV'te 23 pmol/dL. Kontrol grubu (grup 1), akut HCV grubu (grup II), tedavi gs-
ren kronik HCV grubu (grup IV)’'nda nitrik oksit diizeyleri birbirine yakin iken tedavi almamis kronik HCV
grubu (grup Ill)’nda nitrik oksit diizeyi digerlerine gére disiik seviyede bulundu (p< 0.0001). Sonug olarak,
lenfosit igci GSH-Px akut HCV infeksiyonlarinda, nitrik oksit metabolitleri ise tedavi gérmemis kronik HCV’li-
lerde dusiik diizeydedir. Her 2 antioksidan seviyesi interferon tedavisi alan grupta (grup IV) normale yakin
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: HCV infeksiyonu, Lenfosit, Glutatyon peroksidaz, Nitrik oksit

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 ), 10 patients with acute HCV infection (group Il), 10 patients with chronic
HCYV infection (group Ill) 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 Ozal 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

184 Flora 2001;6(3):184-188



Hepatit C Viriis Infeksiyonu Bulunan Hastalarin Lenfositlerinde
Glutatyon Peroksidaz ve Nitrik Oksit Aktiviteleri

Bay Karabulut A, Bayindir Y, Oztiirk C,
Sénmez E, Sezgin N, Goziikara E.

study groups, respectively. The difference between the groups was statistically significant (p< 0.0001). Total
nitrite level in lymphocytes was 25 pmol/dL, 23 pmol/dL, I3pmol/dL, and 23 pmol/dL in study groups, res-
pectively. Nitric oxid levels were similar in groups |, Il, and IV; but it was low in untreated patients with chro-
nic HCV infection (group Ill) (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).
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Hepatit C virtistinin (HCV) meydana getirdigi
karaciger hticre hasari, genellikle viriise karsi olusan
immiinyanit ile iliskilidirlll. Hepatit virtislerinin, he-
patositleri ve diger hiicreleri infekte etmelerinden
sonra viral proteinlere yonelik 6zgiin immiinyanitlar
gelismektedir. B lenfositler tarafindan bircok viral
antijene karsi gelistirilen antikor yaniti, viral infeksi-
yonun dnlenmesi ve viriislerin opsonizasyonunda rol
oynamaktadirl2]. Fakat virtisiin yayiliminin énlenme-
si esas olarak CD4+ ve CD8+ T-lenfositler tarafin-
dan saglanmaktadir. Kupffer hiicreleri ve B-lenfosit-
ler, major doku uygunluk veya histokompatibilite
kompleks (MHC) class Il molekiilleri ile birlikte viral
peptidleri CD4+ T-lenfositlere sunmaktadir. Bu hiic-
relerden salinan sitokinler ise, B-lenfositleri ve CD8+
T-hiicrelerinin aktivitesini diizenlemektedirl3l. CD4+
T-lenfositler, antiviral immiinyaniti baslatan hiicre-
lerdir. Bu hiicrelerden salinan sitokinlerin, hem viri-
siin olusturacag@i hastalik tipini hem de viral infeksi-
yonun sonucunu belirlemede olduk¢a énemli olduk-
lan diistiniilmektedirt4l.

Kronik HCV infeksiyonlarinda interferon alfa
(IFN-a 2a ve IFN-a 2b) tedavi protokolleri tek veya
kombine tedaviler seklinde uygulanmaktadir. Fakat
kalict yanit oranlar1 %30-50 olup tedavi kesildikten
sonra relaps oranlar1 %50-70 civarindadir>.€l. Inter-
feron etkisini arthracak ajanlar denenmektedir(7].

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidroperoksitle-
rin indirgenmesinden sorumlu bir antioksidan enzim
olup hiicre i¢i savunma mekanizmasinda rol alan bir
vapidir. Yine nitrik oksit metabolitleri de ayni siste-
min elementleridir®l. Biz de HCV infeksiyonlu has-
talarda lenfosit ici GSH-Px ve NO aktivitelerinin na-
sil oldugu ve interferon tedavisi alanlarda nasil etki-
lendigini 6lcmek amaciyla bu calismay planladik.

MATERYAL ve METOD
Hastalar

Grup I: Kontrol grubu; Turgut Ozal Tip Merkezi-
ne gelen antioksidan tedavi almayan alkol kullanma-
van, ilave bir hastaligi bulunmayan, 30 + 15 yaslan
arasindaki 10 saglikl bireyden olusturulmustur.

Grup II: Akut HCV'li hasta grubu; Klinik ve la-
boratuvar olarak akut HCV infeksiyonu tanis1 kon-
mus, 2-4 haftadir sarilik, halsizlik, idrar renginde ko-
yulasma, hepatomegali ve karaciger enzimlerinde
yiikselme, HCV RNA pozitifligi bulunan ve infeksi-
yon hastaliklar1 ve klinik mikrobiyoloji servisinde ya-
tan veya poliklinigine miiracaat eden 10 hastadan
olusturulmustur.

Grup III: Kronik HCV’li hasta grubu; 6 aydan
uzun siiredir anti-HCV pozitif, HCV RNA pozitif ve
minimal ALT-AST yiiksekligi bulunan, halsizlik ve
yorgunluk gibi hafif semptomlar1 olan 10 hastadan
olusturulmustur.

Grup IV: Kronik HCV'li olup 3 milyon tinite x
3/hafta olmak tizere 6 aylik IFN-a tedavisini tamam-
lamis 10 hastadan olusturulmustur.

Lenfosit Numunelerinin Hazirlanmasi

Hastalardan ve kontrol grubundan 10 mL hepa-
rinize kan kiibital medyan venlerden alindi. Lenfosit-
ler Boyum tarafindan tarif edilmis olan yéntemle
Histopag-1077 aracihgyla ayrildil®. Alnan kanlar
cam tiiplere 6nce 2 mL Histopag-1077 konarak
izerine yavasca 45° aci ile ilave edildi. Kanlar 400
x g'de +4°C’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra
Ustteki plazma kismu pastor pipeti ile ayn bir ep-
pendorf tiipiine alinarak -40°C’de saklandi. Alttaki
mononiikleer hiicre tabakas: Histopaq'in icine girile-
rek temiz bir tiipe alindi. Yeni lenfosit tabakas: tize-
rine 10 mL PBS’den ilave edildikten sonra 250 x
g'de 10 dakika santrifiij edildi. Uzerindeki kisim ati-
larak alttaki kismin tizerine yine PBS ilave edilerek 2
defa daha santrifijj edildi. Lenfositler 0.5 mL PBS ile
saklandi. Cahsma sirasinda 30 siklus (30 mW/cm?,
2MHz'de 72 MS/D’de 10 saniye araliklarla 3 defa
sonifikasyon) sonrasi 10.000 x g'de ultrasantrifijj
vapildi. Ustteki kisim alinarak cahsildi. Lenfositlerde
protein tayini icin Lowry yéntemi kullanildi(10],

GSH-Px Enzim Aktivitesi Olciimiill1]

a. Kullanilan reaktifler: EDTA’lI fosfat tam-
ponu; 50 mM KHyPO,4, 50 mM Na,HPO,4 1 L ha-
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airlayip icerisine 5 mL'lik EDTA ilave edildi. NaN3
(sodyum azid): 1 mM, rediikte glutatyon (GSH): 2
mM, HyO,: 0.25 mM, NADPH: 0.2 mM, GSSG re-
diiktaz: 1.2 U/mL.

b. Deneyin yapihisi: Lenfosit numuneleri icin 5
kat sulandirilmis 6rnekler kullanildi. Kor tiipiine
2.67 mL EDTA’ll PBS, test tliplerine 2.65 mL ED-
TA’lh PBS, biitiin tiiplere100 pL GSH, 100 pL
NADPH, 10 pL GSH rediiktaz, 10 pL NaNj ilave
edildikten sonra test tiiplerine 20 pL numune ekle-
nip 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Spektrofo-
tometre 340 nm’de distile su ile sifirlanip, siire so-
nunda her tiipe 100 uL HyO, ilave edilip reaksiyon
baslatilarak hemen 3 dakika siiresince absorbans
azalmas takip edilecek sekilde okunmaya baslandi.
GSH-Px spesifik aktivitesinin hesaplanmasinda len-
fosit icin bulunan sonuclar mg/proteine boliindii,
boylece sonu¢ U/mg protein olarak bulundu.

Nitrat ve Nitrit Olciimiil12]

a. Kullanilan reaktifler: Kadmiyum grantilleri
(0.1 mol/L HySO4 icinde saklanir), glisin-NaOH
buffer (pH= 9.7), siilfanilamid, N-naphthylethylene
diamine (NNDA), cinko siilfat (ZnSQ,) (75 mol/L),
bakir siilfat (CuSO,) (5 mmol/L), sodyum hidroksit
(NaOH) (55 mmol/L).

NaNO, standardi; 10 mmol/L’lik sodyum tetra
borat c¢ozeltisi icinde hazirland.

KNOj standardi; 102 mg potasyum nitrat alinip
10 mmol’lik 100 mL sodyum tetra borat icinde ¢6-
zildd.

b. Deneyin yapilisi: Numuneler, ZnSO, ve
NaOH ilave edilip 10 dakika oda 1sisinda bekletildik-
ten sonra 4000 x g’'de 20 dakika santrifiij edilerek
deproteinize edildi.

Kadmiyum grantillerinin aktivasyonu; graniiller 3
defa distile su ile yikandi. Bir-iki dakika icinde Cu-
SO, icinde calkalayarak bekletilip, 3 defa da glisin-
NaOH ile yikanip 10 dakika icinde kullanilmak {ize-
re kurutma kagidi ile kurutuldu.

Nitrat olciimii: KNO3'in 10 milimolar’lik ¢6zel-
tisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 pmol’likk
seri diliisyonlar hazirlandi ve numunelere uygulanan
tiim islemler standartlara da uyguland:.

1 mL glisin-NaOH buffer tiim tiiplere kondu. Bi-
rer mL deproteinize numunelerden ve standartlar-
dan alindi. Kadmiyumlar 2.5 g tartildi ve aktivasyon
isleminden gecirilen tiim tiiplerin tizerine kondu.
Oda 1sisinda 90 dakika kanstiricida karistirilarak
beklendi. Siire sonunda nitrit dl¢iimii icin bu tiipler-

den 2’ser mL alinarak tizerine 1 mL siilfanilamid ve
1 mL NNDA ilave edildi. Kanstirildi ve 45 dakika
beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Direkt nitrit Slciimii: NaNO, standartlarindan
1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 pmol’lik seri diliis-
yonlar hazirlandi ve deproteinize numunelerden
kadmiyum ile reaksiyona sokmadan direkt olarak
2’ser mL alinarak ayri tiiplere kondu. Uzerine 1 mL
stilfanilamid ile 1 mL NNDA eklendi ve 45 dakika
sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Nitrat aktivitesinin hesaplanmasi: Bulunan
nitrat degerlerinden nitrit degerlerini cikardiktan
sonra sulandirma faktérii olan 20 ile carpildi, yine
nitrat standardindan elde edilen faktor ile carpma is-
lemi yaptiktan sonra ¢ikan sonu¢ pmol/L olarak he-
saplandi.

BULGULAR

Tablo 1’de goriildiigii gibi GSH-Px aktivite de-
gerleri grup I'de 548.5 + 46.96 U/mg, grup II'de
382.65 + 42.2 U/mg, grup lll'te 736.01 = 57.47
U/mg, grup [V'te 592.03 + 56.74 U/mg olarak
tespit edildi. One-Way ANOVA ile yapilan istatistik-
sel karsilastirmada gruplar arasindaki farkin hangi
ikili karsilastirmalarindan ortaya cikhgimi anlamak
icin Post Hoc testlerden LSD testi uygulandi. Tim
gruplar arasinda p< 0.0001 bulundu. Buna gore
lenfosit ici GSH-Px aktivitesini akut HCV'li hastalar-
da kontrole gore diistik bulurken kronik HCV'li has-
talarda kontrole gore yiiksek bulduk; kronik HCV'li
olup interferon tedavisi alan hastalarda ise kontrole
gore yiiksek fakat normale yakin bulduk (Grafik 1).
Lenfosit ici total nitrit aktivitelerinin ortalama deger-
leri ise grup I'de 25 pmol/dL, grup II'de 23
pmol/dL, grup I'te 13 pmol/dL, grup IV'te 23
pmol/dL olarak bulundu. Grup III nitrik oksit seviye-
si diger gruplardan anlaml bir sekilde dustiktii (p<
0.0001) (Grafik 2).

TARTISMA

Hepatit C infeksiyonlar kroniklesmesi ve karaci-
gerde irreversibl degisiklikler yapmasi nedeniyle
dénemli infeksiyonlardir. Kronik infeksiyonlar icin in-
terferon tedavileri tekli veya degisik ajanlarla kombi-
ne olarak uygularr. Hiicre ici savunma mekanizma-
larinin elemanlarindan antioksidanlarla ilgili calisma-
lar giiniimiizde yogunluk kazanmis olup bu antioksi-
danlarn tedavilerde yer almasi ile ilgili calismalar ya-
pilmaktadir.

Kronik hepatit C ve B infeksiyonunda plazma ici
ve lenfosit ici glutatyon eksikligi olustugu, interferon
ile birlikte glutatyon prekiirsérii ajanlarin kullamlma-
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Tablo 1. Gruplarda GSH-Px ve nitrik oksit diizeyleri

GSH-Px U/mg protein P Nitrit pmol/dL P
548.5 + 46.96 - 25 -
382.65 +42.2 < 0.0001 23 > 0.0001
736.01 £ 57.47 < 0.0001 13 < 0.0001
592.03 £ 56.74 < 0.0001 23 > 0.0001
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Grafik 1. Gruplarda GSH-Px diizeyi.
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Grafik 2. Gruplarda total nitrit diizeyi.

sinin tedavi etkinligini arttirabilecegi séylenmekte-
dirl7.13], Biz calismamzda akut HCV'lilerde diisiik,
kronik HCV'lilerde yiiksek, interferon tedavisi alan
grupta normale yakin GSH-Px seviyesi tespit ettik
(p< 0.0001). Kronik HCV’lilerdeki farkl sonuclar,
hastalarin farkl evrelerde olmalarindan kaynaklana-
bilir. Aym zamanda enzim dlciimiinde kullanilan me-
tod farkhliklan da sonuclan etkileyebilir. Yapilan bir
baska calismada da kronik HCV infeksiyonlarinda
mononiikleer hiicrelerde GSH-Px degeri kontrole
vakin bulunurken, bu hiicrelerin sitozolii icinde ise
kontrole gére daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Bu
durum kronik HCV’li hastalarda yiiksek glutatyon
déngiisiine baglanmustirl14],

Nitrik oksitler hiicre ici serbest radikallerden olup
dzellikle viral infeksiyonlarda rolii olan elementlerdir.
Indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (INOS) normalde
hiicre icinde olmayan viriis, bakteri vb. ile karsilasin-
ca salinan sitotoksik maddelerdirl8l. Ahn B ve arka-
daslar, viral hepatit B ve C’de nitrik oksit ve perok-
sinitrit diizeyinin asin derecede artarak, timaor olusu-
munu ve karaciger hasarim arttirdigini yaptiklari ca-
lismada g&stermislerdirll®l. Yine yapilan bir baska
calismada, INOS’un viral hepatitte arttigi gosteril-
mistir(16]. Amaro ve arkadaslarinin yapt@: cahsma-
da, nitrik oksit (NOy) diizeyi kronik karaciger hasa-
rinda diisiik bulurken, kronik hepatit B infeksiyonu
nedeni ile interferon tedavisi alanlarda NO diizeyin-
de anlamh farklihk bulunmamustir. Kronik HCV in-
feksiyonunda interferon tedavisi alanlarda ise NO
diizeyi artmis olarak bulunmusturll7]. Yapilan bir ca-
ismada, interferon-gama’nin T-hiicrelerinde INOS’u
arttirdigi gdzlenmistir(18l. Bizim calismamizda total
nitrit diizeylerini kontrol grubu, akut HCV grubu, te-
davi alan kronik HCV grubunda normale yakin bu-
lunurken tedavi almayan kronik HCV grubunda di-
stik bulundu (p< 0.0001). Bu distiklikk kronik HCV
vakalarinda NO tiiketimine veya INOS aktivitesinde
azalmaya bagh olabilir, diisiincesindeyiz.

Sonuc olarak, akut HCV infeksiyonlularda lenfo-
sit ici GSH-Px seviyesi diistik iken, tedavi almamis
kronik HCV’lilerde NO diizeyleri distiktiir. Glutat-
yon gibi antioksidanlarin interferon tedavi protokol-
lerine dahil edilerek yeni Klinik calismalarin yapilma-
s1; bu antioksidanlarin HCV infeksiyonlar tedavisin-
de kalict yanit olusturmadaki rollerini daha iyi acikla-
yacak, diisiincesindeyiz.
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