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Ozet

Summary

Hava yollarinda nitrik oksit (NO) ve siiperoksit anyon-
larin reaksiyonu oldukga reaktif bir oksijen tiirii olan pe-
roksinitrit olsumu ile sonuglanir. Olusan peroksinitrit stabil son
irtin olan 3-nitrotirozini olusturmak {izere proteinlerdeki
tirozin rezidiileri ile reaksiyona girer.

Amag: Bu ¢alismada hafif astimli hastalarin serumlarin-
da nitratlayici tiirlerin bir markir1 olan ve serumda nitrik ok-
sitin direk bir gostergesi olarak kabul edilen nitrit, nitrat
toplamu ile 3-nitrotirozin diizeylerinin artip artmadiginin belir-
lenmesi amaglandi.

Gereg ve yontem: Calismaya sigara igmeyen 22 hafif
astimli hasta ile sigara icmeyen 13 saglikli kisi alindi. Tiim
bireylerin serum nitrit, nitrat diizeyleri spektrofotometrik yon-
tem ve 3-nitrotirozin diizeyleri yiiksek performansli likid kro-
matografi ile 6l¢iildii.

Bulgular: Her iki grupta da serum nitrit ve nitrat deger-
lerinin toplami (kontrol: 24.90 + 3.20 mmol/L; hasta: 24.42 +
3.37 mmol/L, p>0.05) ve 3-nitrotirozin (kontrol: 3.11 + 0.97
nmol/mg protein; hasta: 6.82 + 1.79 nmol/mg protein; p>0.05)
degerleri benzerdi. Hasta ve kontrol grubunda hem serum ni-
trit+nitrat degerleri ile FEV1 (p>0.05, r=-0.068), hem de 3-ni-
trotirozin degerleri ile FEV1 (p>0.05, r=-0.224) arasinda her-
hangi bir korelasyon saptanmadi.

Sonug: Calismamizin sonucunda hafif astimli hastalarda
serumdaki NO ve 3-nitrotirozin diizeylerinin hastaligin temel
karakteri olan inflamasyonu ve oksidatif stresi belirlemede
kullanish bir gosterge olmayacagi kanisina vardik.

Anahtar Kelimeler: Astim, Nitrik Oksit, 3-Nitrotirozin
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The reaction of nitric oxide and superoxide anions in the
airway results in the formation of peroxynitrite, a highly reac-
tive oxidant species. Peroxynitrite reacts with tyrosine residues
in proteins to form the stable product 3-nitrotyrosine.

Objective: The aim of the study was to determine
whether nitrite plus nitrate and 3-nitrotyrosine, as marker of ni-
trating species, may be increased in serum of patients with
asthma.

Methods: Non-smoker control (n:13) and non-smoker
asthma patients (n:22) were participated into this study. Serum
nitrite-nitrate levels were measured by spectrophotometrical
method and 3-nitrotyrosine levels were detected by high per-
formance liquid chromatography.

Results: Serum nitrite plus nitrate (control: 24.90 + 3.20
mmol/L; patients: 24.42 + 3.37 mmol/L, p>0.05) and nitroty-
rosine (control: 3.11 + 0.97 nmol/mg protein; patients: 6.82 +
1.79 nmol/mg protein, p>0.05) concentrations were similar in
both groups. No correlation was observed in nitrite plus nitrate
and FEV1 (p>0.05, r=-0.068); 3-nitrotyrosine and FEV1
(p>0.05, r=-0.224) in patients and control groups.

Conclusion: We conclude that nitrite plus nitrate and ni-
trotyrosine formation in serum may not be a usefull marker of
oxidative stress in mild asthma patients.
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Kronik obstriiktif akciger hastaligi ve astim
gibi inflamatuvar hava yolu hastaliklarinda, hava
yollarinda artmis oksidan yiik veya azalmis antiok-
sidan kapasite olarak ifade edilen oksidatif stresin
varligindan s6z edilmektedir (1-3). Astimli hasta-
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larin ekspiryum havalarinda nitrik oksit (NO)
diizeyinin arttig1 (4,5) ve bu durumun hava yol-
larindaki 6dem ve inflamasyona katkida bulu-
nabilecegi gosterilmistir (5,6). Gliglii bir serbest
radikal olan NO hastalar ve sagliklilarda solunum-
sal fonksiyonlar1 bir¢ok yonden -etkileyebilir.
Uretilen NO ekspiryum havas ile atilabilir, viicutta
nitrit ve nitrat molekiillerine metabolize edilebilir,
veya peroksinitrit olusturmak tizere siiperoksit (02-)
ile reaksiyona girer. NO'in radikal 6zelligi ve kisa
yar1 omrii sebebiyle direk olarak saptanmasi zordur.
Bu yiizden plazmada NO {iretiminin 6l¢imil i¢in en
sik bu radikalin plazmadaki stabil son {iriinleri olan
nitrit ve nitrat 6l¢limii kullanilmaktadir (7). NO ile
02- arasindaki reaksiyon, olduk¢a yiiksek reaktif
bir oksijen tiirii olan peroksinitrit olusumu ile son-
lanir (8). Peroksinitrit tirozin rezidiilerindeki
hidroksil grubunun 3 pozisyonundaki uygun nok-
taya bir nitro grubu ekleyerek 3-nitrotirozini (3-
NT) olusturur (9). Ayrica peroksinitrit kobaylarmin
hava yollarinda asir1 cevaba yol agar (10), pul-
moner surfaktan proteinini inhibe eder (11) ve pul-
moner epitel hiicrelerinde hasara yol agar (12). NO
de myeloperoksidaz veya hipoklor6z asit ile reak-
siyona girip, 3-NT olusumunu destekleyebilir (13).
Inflamatuvar olaylarda séz konusu olan bu
mekanizma sayesinde 3-NT reaktif nitrojen tiir-
lerinin (RNS) degerlendirilmesinde bir gosterge
olabilir (14,15). Calismamizin amaci astimli hasta-
larin hava yollarinda inflamasyonun birer kaniti
oldugu distiniilen RNS ve NO olugumunun serum-
daki diizeylerini saptamak ve inflamasyonu yan-
sitip yansitmadiklarini arastirmakdir.

Gerec ve Yontem

Calismaya Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 poliklinigine bagvu-
ran 22 sigara igmeyen, hafif astimli ve kontrol
grubunu olusturmak tizere 13 sigara igmeyen
saglikli goniilli alindi. Atopi, 13 adet standart
aeroallerjen (D. farinei, D. Pteronyssinus, Cim
polenleri, Tahil polenleri, Agag polenleri, Yabani ot
polenleri, Kiif mantarlari, Hayvan epitelleri) kul-
lanilarak prick yontemi ile yapilan deri testleri ile
degerlendirildi (Stallergenes S.A.-Pasteur Fransa).
Calismaya katilan tiim bireylerin eozinofil sayisini
belirlemek i¢in sabah EDTA'l1 tiiplere alinan venoz
kan ornekleri kullanildi. Alinan kan 6rneklerindeki
eozinofil sayimi i¢in lazer optik okuyucu ile ¢alisan
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Cell Dyne 3500 (Abbott, USA) otoanalizorii kul-
lanildi.  Astim  tanist  Amerikan  Toraks
Toplulugu'nun kriterlerine gore koyuldu (16) ve
astim siddeti Diinya Saglik Organizasyonu Ulusal
Enstitli rehberine dayanarak belirlendi (17). Buna
gore hafif astimli hasta grubu, haftada iki veya da-
ha az semptoma sahip, birinci saniyedeki beklenen
zorlu ekspiratuvar hacim (FEV1) degeri >%80 ve
gerektiginde b2 agonist kullanan hastalardan olus-
turuldu. Tiim hastalar ¢aligmaya baslamadan once
en az dort hafta boyunca herhangi bir solunum yolu
enfeksiyonu gecirmemis, stabil peryodda, lokotrien
antagonisti ve kortikosteroid kullanmayan hasta-
lardz.

Solunum Fonksiyon Testleri: Tiim bireylere
Vmax 22 Sensor Medics cihazi kullanilarak solu-
num fonksiyon testleri yapildi. Zorlu vital kapasite
(FVC) ve FEVI1 beklenen degerlerinin % olarak
sonuglar1 degerlendirmeye alindi.

Nitrit ve nitrat dl¢limii: Nitrit ve nitrat diizey-
leri spektrofotometrik metod ile saptandi (Roche,
Mannheim, Germany). Nitrat rediiktaz enzimi var-
liginda nitratin nitrite indirgenmesine ve olusan nit-
ritin sulfanilamid ve N-etilendiamine dihidroklorid
ile reaksiyona girerek olusan kromojenin 550
nm'de Olgiimii prensibine dayanir. NO'nun serum-
daki direk gostergeleri olarak kabul edilen nitrit +
nitrat degerleri ol¢iildii (7).

3-Nitrotirozin Ol¢imii: Serum O6rnekleri ilk
olarak 6 N HCI i¢inde 100°C de 24 saat inkiibas-
yon ile hidrolize edildi. Daha sonra 6rnekler HP
1050 DAD HPLC (high performance liquid chro-
matography) sistemi kullanilarak analiz edildi.
Analitik kolon 5 mm por 6l¢iilii spherisorb ODS-2
ters faz kolonu idi (4.6 x 250 mm, Alltech, USA).
Sitrat-asetat tamponu izokratik sartlar altinda
dakikada 1ml gidecek sekilde mobil faz olarak kul-
lanildi. 3-NT pikleri UV detektorde 274 nm dalga
boyunda o6lgiildii. 3-NT pikleri retansiyon siiresine
gore belirlendi ve ekzojenez 3-NT eklenerek pik-
lerin biiyiitiilmesi ile dogrulandi (18).

Istatistiksel Degerlendirme: Veriler ortalama
deger + standart hata olarak sunuldu. Degiskenlerin
normal dagilimi Kolmogorov Smirnov testi kul-
lanilarak kontrol edildi. Astimli hastalar ve saglik-
lilar arasindaki farklarin degerlendirilmesi, normal
sekilde dagilmayan degiskenlerin logaritmik trans-
formasyonundan sonra, Student-t testi ile analiz
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edildi. Degiskenler arasindaki korelasyonlar
Pearson korelasyon testi kullanilarak hesaplandi.
Anlamlilik p<0,05 olarak tanimlandi.

Bulgular

Calismaya katilan 35 kisinin 6zellikleri Tablo
I'de gosterilmistir. Serumdaki ortalama NO
(sagliklilar: 24.90 £+ 3.20 mmol/L; astimlilar 24.42
+ 3.37 mmol/L, p>0.05) ve 3-NT (saglklilar: 3.11
+ 0.97 nmol/mg protein; astimlilar: 6.82 + 1.79
nmol/mg protein; p>0.05). Sonuglar Sekil 1°de gds-
terilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak an-
lamli fark bulunmadi. Serumdaki NO ve 3-NT
diizeyleri arasinda her iki grupta da korelasyon
yoktu (hasta: p>0.05, r=0.246; kontrol: p>0.05, r=-
0.228) (Sekil 2). Hasta grubunda serum NO diizey-
lerinin atopik (22.15+3.06 mmol/L) ve atopik ol-
mayan (27.14+£6.56 mmol/L) hastalardaki deger-
lendirilmesinde anlamli fark saptanmadi (p>0.05).
Atopik hastalardaki ortalama serum 3-NT degeri
0.62+0.16 nmol/mg protein, nonatopik hastalardaki
3-NT degeri ise 0.48+0.15 nmol/mg protein olup
sonuglar istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05).
Kan eozinofil sayis1 bakimindan hastalarda yapilan
degerlendirmede NO acgisindan anlamli farklilik
saptanmadi (eozinofil sayisi>%3 olan hastalarda:
19.76 + 7.52 mmol/L; eozinofil say1s1<%3 olan
hastalarda: 27.08 + 3.14 mmol/L; p>0.05). Hasta
grubunda NO ile periferik eozinofili arasinda bir
korelasyon yoktu (p>0.05, r=-0.231). Ayrica hasta
grubunda NO ile FEV1 arasinda herhangi bir kore-
lasyon saptanmadi (p>0.05, r=-0.068). Benzer se-
kilde serum 3-NT diizeyleri ile FEV1 arasinda
(p>0.05, r=-0.224) ve serum 3-NT diizeyleri ile kan
eozinofilisi arasinda (p>0.05, r=0.246) hasta grup-
larinda bir korelasyon saptanmadi.

Tablo 1. Calismaya katilanlarin 6zellikleri

Sagliklilar (n=13)  Hastalar (n=22)

Yas (y1l) 29.38+1.89 40.77+1.93
Cinsiyet, (E/K) 8/5 4/18
FEV1 (% beklenen) 95.84+2.51 91.04+2.17
FEV1/FVC( %) 82.76+0.34 74.09+1.37
Atopi (n) 0 12
Serum eozinofilisi (n) 0 14

Veriler ortalama deger ve ortalama hata olarak belirtilmistir.
FEV1: 1. saniyedeki zorlu ekspratuar akim; FVC: Zorlu vital
kapasite
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Sekil 2. Astiml1 hastalarin serumlarinda 3-nitrotirozin (NT) ve
nitrit+nitrat (NO) diizeyleri arasindaki iliski (p>0.05, r=0.246)

Tartisma

Serum NO ve 3-NT diizeylerinde astimli hasta
ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda anlaml fark-
lilik bulmadik. Birgok arastirmaci tarafindan astim-
I1 hastalarin oral ekspiryum havasinda artmig NO
varligir saptanmistir (19-22). Bu konudaki calis-
malarda NO ve metabolitlerinin dl¢limlerinde
genellikle ekspiryum havasi veya balgam kul-
lanilmig olup serum &lgiimlerinin yapildigi calis-
malar smirlidir. 3-NT 6l¢iimii i¢in ise ¢ogulukla
ekspiryum havasi ve immiinhistokimyasal yontem-
ler kullanilmaktadir. Son ¢aligmalarda astimli
hastalarin hava yolu epitelinde, hava yollarindaki
inflamatuvar hiicrelerde ve akciger parankiminde
3-NT ig¢in giliglii bir immiinoreaktivitenin varligi
bildirilmektedir (23, 24). Hanazava ve ark. astimli
hastalarin ekspiryum havasinda 3-NT diizeyinin
sagliklilara gore ylikseldigini saptamiglardir (25).
Bir baska ¢aligmada solunum fonksiyonlar1 heniiz
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normal olan, akciger hastalig1 dis1 herhangi bir se-
beple Olen, hafif astimli hastalarin hava yollar1 ve
akciger parankiminin 3-NT ile yogun bir sekilde
boyandig1 gosterilmistir (26). Ichinose ve ark. ise
RNS'nin iiretiminin bir gostergesi olan 3-NT im-
miinoreaktivitesini, astimli hastalarin eozinofil-
lerinde ve kronik obstriiktif akciger hastalarinin
(KOAH) makrofaj ve noétrofillerinde gdster-
mislerdir (27). Onlarin arastirmasinda astimli ve
KOAH'lh hastalarin indiiklenmis balgamlarindaki
hiicrelerin saglikli kisilerdekine gore belirgin dere-
cede artmis 3-NT boyanmasi gosterdigi de
bildirilmistir. Fakat, bu yogun 3-NT boyanmasi
KOAH'lh hastalarin balgamlarindan elde edilen
hiicrelerde astimlilara gdére daha belirgin bulun-
mustur. Buna dayanarak arastirmacilar, RNS ile art-
tirtlan oksidatif stresin 6zellikle KOAH'l1 hastalarin
hava yollarinda daha belirgin oldugunu ileri
siirmektedirler. Calismalarinda hasta ve kontrol
gruplari arasinda plazma 3-NT diizeyleri agisindan
anlamli bir fark saptanmamuistir. Biz de hafif astim-
It hastalar ile saglikli kontrolleri serum 3-NT ve NO
degerleri acisindan karsilastirdigimizda anlaml
farklilik bulmadik. Ichinose ve ark.'nin ¢alismasin-
da 3-NT immiinoreaktivitesi gosteren hiicre-lerle
hava yolu obstriiktif degisiklikleri (FEV1) arasin-
da, KOAH'1 hastalarda anlaml1 negatif korelasyon
saptanirken, astimli hastalarda bdyle bir ilis-kiye
rastlanmamustir (27). Bu ¢alismada da serum 3-NT
ve NO diizeyleri ile FEV1 arasinda anlamli bir ko-
relasyon bulunmadi. Astimli hastalarin indiiklen-
mis balgamlarindaki eozinofil sayisi ile eks-piryum
havasindaki NO diizeyleri arasinda pozitif bir iligki
oldugu bildirilmistir (28). Bizim c¢alismamizda,
ayni 6rnekler kullanilmamakla beraber, serum NO
degerleri ile kan eozinofil diizeyleri arasinda bir il-
iskinin olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica serum 3-NT
diizeyleri ile kan eozinofil diizeyleri arasinda da bir
iliski saptanmadi. Bu bulgular serum 3-NT ve NO
diizeylerinin kan eozinofil degerleri ile baglan-
tisinin olmadigini disiindlir-mektedir. Benzer sek-
ilde serum 3-NT ve NO diizeylerin atopik ve atopik
olmayanlar arasinda da anlamli fark gostermedigi
saptandi. Oysa ki Groutz ve ark. ekshale NO
diizeyleri ile atopi arasinda po-zitif bir iliskinin var-
ligindan sézetmektedirler (29).

Sonugcta, biz hafif astimlilarla saglikli kont-
roller arasinda serum NO ve 3-NT diizeyleri agisin-
dan anlamli bir fark bulmadik. RNS'nin serumda
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saptanmasinin, astimin temel ozelligi olan infla-
masyonu yansitmadigl ve hafif astimda hastaligin
monitorizasyonunda kullanilmasinin uygun ol-
madig1 kanisina vardik. Bu yondeki ¢aligmalarin
farkli siddetteki astimli hastalarda ve serum, bal-
gam, ekspiryum havasi, doku gibi degisik 6rnek-
lerinin karsilagtirilarak yapilmasinin daha faydal
olabilecegi diisiincesindeyiz.
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