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Ozet: Akut ve kronik karaciger hasarlarinda artan nitrik oksit nedeniyle organizmadaki serum
nitrat ve nitrit diizeylerinin yiikseldigi bildirilmektedir. Bu ¢alismada karbon tetrakloriir (CCl,) vermek
suretiyle olusturulan akut ve kronik karaciger toksikasyonlarinda serum nitrat ve nitrit degerlerini
saptamak ve bunlarin karacier hasarmin gekillendigi olgularda tanidaki ¢nemlerini aragtirmak
amaclannustir. Arastirmada degisik yas ve cinsiyette, toplam 14 kpek (birinci grupta 6, ikinci grupta 8
kopek) kullanilmigtir. Deneme 6ncesi tiim képeklerden kontrol amactyla kan alindi. Serum nitrat ve
nitrit degerlerini belirlemek igin akut toksikasyon olusturulan birinci grup képeklerde; 12., 24., 48.,
72.,96., 120. ve 144. saatlerde serum ornekleri alinirken, kronik toksikasyonun olusturuldugu ikinci
grup kopeklerde ise 45. ve 90. giinlerde serum ornekleri almmistir. Gerek akut ve gerekse kronik
toksikasyonun olusturulmasindan sonra tespit edilen serum nitrat ve nitrit degerlerinin deneme dncesi
saptanan (kontrol) nitrat ve nitrit degerleri ile karsilagtirildiginda; meydana gelen farklarin bir deger
disinda (144. saat akut toksikasyon nitrat degeri) diger biitiin degerlerde istatistiki bakimdan 6nemii
(p<0.05) oldugu goriilmiistiir. Bu bulgularla képeklerin karaciger hastaliklarinda nitrik oksit diizeyinin
artacagl ve buna bagh olarak da serum nitrat ve nitrit diizeyinin yiikseldigi, bunun da bu tiir
hastaliklarin tanisinda, taniy1 destekleyici diger karaciger fonksiyon testleri ile birlikte 6nemli bir kriter
olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kopek, karaciger, nitrit, nitrat.

Studies on Serum Nitrate and Nitrite Concentrations in Acute and Chronic Liver
Intoxication in Dogs

Abstract: Serum nitrate and nitrite levels have been reported to increase in acute and chronic
liver damages because of increase in nitric oxide. In the present study, serum nitrate and nitrite
concentrations were aimed to determine in the dogs acutely or chronically toxicated with CCl,. It was
also aimed to determine the importance of nitrate and nitrite levels in the diagnosis of liver damages. In
the present study 14 dogs (6 dogs in first group, 8 dogs in second groups) in different age and sex were
toxicated with CCIl, acutely in the first group and chronically in the second group. Blood samples
collected from all dogs control. Then the samples samples were collected at 12, 24, 48, 72, 96, 120 and
144" hours after toxication in the first group and 45, and 90" days after toxication in the second group. In
both groups, when nitrate and nitrite levels compared with the control values (0 time) significant
differences (p<0,05) were seen except the values obtained at 144" hours in the acute toxication group.
These findings suggest that, nitric oxide levels increase in dogs with liver disease. Determination of
nitrate and nitrite may also be a useful tool together with other liver function tests in the diagnosis of
liver disease. -

Keywords: Do g, liver, nitrite, nitrate.
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GIRIS

Nitrik oksit (NO) ¢esitli aragtirmalara konu
olan ve bilhassa endotel hiicreler, makrofaj, noron,
diiz kas hiicrelerinde sentaz enzimi yardimiyla L-
arjininden sentez edilen biyolojik bir mediyatordiir.
NO, oksijenle reaksiyona girerek aktif olmayan
nitrat ve nitrit molekiillerini meydana
getirmektedir. NO ve oksidasyon fiiriinleri
hiicrelerin hayati fonksiyonlarini devam ettirmeleri
icin ne kadar zorunlu ise, fazla miktarda ortaya
¢tkmalar halinde de hiicreler i¢in o kadar zararh bir
etkiye sahiptirler. Cesitli patolojik durumlarda
(septik sok, diabet, Alzheimer hastaligi,
noérodejenerasyon, iskemi-reperfiizyon hasari,
transplantasyon materyalinin reddi ve kronik
inflamasyon) bu molekiillerin daha yogun olarak
aciga ¢iktiklari ve bazi hastaliklann tanisinda
destekleyici parametreler olarak 6nemli olduklar
son yillarda yapilan arastirmalarla ortaya
konulmustur. Bu arada konu ile ilgili olarak gerek
insanlarda ve gerekse bazi laboratuvar
hayvanlarinda serum nitrik oksit ve bunun
oksidasyon fiiriinii olan nitrat ve nitrit diizeyleri
iizerinde daha dnce yapilmig arastirmalarin oldugu
tespit edilmistir (1-8). Ancak kopeklerdeki
karaciger hastaliklarinda nitrat ve nitrit diizeyi ile
ilgili olarak yapilmig herhangi bir ayrintili
caligmaya rastlanilmamugtir.

Bu konuda Rolla ve ark. (9) yaptiklar bir
arastirmada kronik karaciger sirozu tanst konulan
hastalarda; serum nitrat ve nitrit degerlerinin tespit
edildigini ve bu deZerlerin istatistiki ag¢idan da
onemli oldugunu saptamiglardir.

Moriyama ve ark. (8) hepatoseluler
karsinomlu, kronik hepatitli ve karaciger sirozlu
hastalar tizerinde yaptiklari arastirmada plazma
nitrat nitrit konsantrasyonlarinin kontrol grubuna
gore yiiksek oldugunu bildirmiglerdir.

Tiirkdogan ve ark. (10) karaciger sirozlu 12
hastada serum nitrit diizeyinin ortalamasin1 2.064
ppm, serum nitrat seviyesini ise ortalama 9.203
ppm olarak belirlediklerini ifade etmiglerdir. Bu
degerlerden serum nitrat seviyesinin istatistiki
bakimdan o©nemli, fakat nitrit degerlerinin
istatistiki bakimdan Onemli olmadigim tespit
etmislerdir. Aragtirc: nitrat diizeyinde saptanan bu
yitkselmelerin siroz ve portal hipertansiyonda
endojen nitrik oksit sentezinin artmasinin bir
gostergesi olarak degerlendirdiklerini

bildirmislerdir.

Sirozlu 23 hasta iizerinde yapilan bir
calismada ise Angeli ve ark. (11) kan serum nitrit
degerlerini 33.4+5.0, nitrat degerlerini ise 49.3+7.3
mmol olarak belirlemislerdir. Bu degerlerde olugsan
farkin istatistiki bakimdan da p<0.05 giiven
esiginde 6nemli oldugunu saptamisiardir.

Chu ve ark. (12) ratlarda deneysel olarak
endotoksin vererek olusturduklari siroz olgusunda;
plazma endotoksin seviyesi ile nitrat ve nitrit
diizeyi arasinda pozitif bir korelasyonun varhiginimn
saptandigini bildirmislerdir.

Chu ve ark. (13) saglikly, sirozlu ve asitesli
sirozlu olmak iizere ii¢ grup rat iizerinde yaptiklart
bagska aragtirmada ise nitrat/nitrit diizeylerinin
sirastyla 2.7+0.5, 5.6+1.3, 8.3+2.2 nmol/ml olarak
tespit edildigini bildirmislerdir.

Bu calismada kopeklerdeki akut ve kronik
karaciger toksikasyonlarinda serum nitrat Ve nitrit
diizeylerini belirlemek ve bunlarn karaciger
hastaliklarinin tanisindaki 6nemini ortaya koymak
amaglanmigtir.

MATERYALVEMETOT

Bu arastirmada 10-20 kg canli agirlikta, her
iki cinsten 14 adet melez koépek kullamildi
Kopeklere kuduz agist (Defensor, Pfizer) yapildi.
Endo ve ektoparazitlere karg1 ilagland1 (Ivermectin,
Topkim). K6peklerde deneme siiresince tiirlerine
uygun gidalar verildi ve 6nlerinde devamli temiz su
bulunduruldu. Denemeye alinan tim kopeklere
deneme siiresince lokal etik kurallari uygulandi.

Deneme o6ncesinde biitiin  kopeklerden
alinan kan ornekleri 15 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra 3500 devirde santrifiij edildi.
Kandan elde edilen serum 6rnekleri nitrat ve nitrit
yoniinden kontrol edildi.

Denemeye alinan kopekler iki gruba
ayrildi. Birinci grup 6, ikinci grup 8 kopekten
olustu. Birinci gruptaki kopeklerde akut
toksikasyon (14) olusturmak i¢in tek dozda
karbontetrakloriir kg canli agirhiga 1.5 ml (1.5
ml/kg), ikinci gruptaki kopeklere ise kronik
toksikasyon olusturmak i¢in (15) karbontetrakloriir
soliisyonundan canli aguhiga 1 ml (1 ml/kg)
hesabiyla haftada iki kez, ii¢ ay siireyle oro-gastrik
sonda yardimiyla i¢irildi. Bu uygulamalar sonunda
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akut ve kronik karbontetrakloriir toksikasyonu
olusturuldu.

Birinci grupta yer alan hayvanlardan
toksikasyon baslamasindan sonraki 12., 24., 48.,
72., 96., 120. ve 144. saatlerde kan o6rnekleri
alinarak serumlar1 ¢ikartildi ve zaman
kaybedilmeden nitrat ve nitrit yoniinden 6l¢timleri
gerceklestirildi.

Kronik toksikasyonun olusturuldugu ikinci
grup kopeklerde ise denemenin 45. ve 90.
giinlerinde yontemine uygun olarak kan 6rnekleri
almarak serumlar1 gikartildi ve yine ayni sekilde
zaman gecirilmeden laboratuvar kontrolleri
yapild1.

Nitrit 6l¢timleri direkt, nitrat 6l¢iimleri ise
nitritlere indirgenerek coupling ayiraci ile
spektrofotometrik olarak 520 nm'de analiz edildi
(16). '
Nitrit ve Nitrat Analizi:

Ayrraglar:

CuS04-5H20 mg/l, 0.2 M NaOH, %0.1
Hidrazin siilfat

Coupling Ayiraci:

1- 300 ml suyun {iizerine %85'lik fosforik
asitten 100 ml eklendi, karistirildu.

2- Fosforik asit soliisyonu igersinden 40 g
Siilfanilamid ayiraci eklendi ve karistirildi.

3- 2 g. N-(1-naftil) etilen diamin
dihidroklorit'teki soliisyon {izerine eklendi ve
karigtirildi. Voliim sonugta 1 L'ye tamamlandi.

Nitrat Standardi: (100 ppm) Potasyum
nitrattan 2.5, 5.0, 7.5, 10, 12.5, 15.0 ppm
sulandirma soliisyonlar distile su ile hazirland:.

Nitrit Standardi: (100 ppm) Sodyum
nitritten (koruyucu olarak %0.1 kloroform eklendi)
0.5, 1.0, 3.0, 10.0, 20.0 ppm standart soliisyonlar
distile suile hazirlandi.

Nitrat Analizi:

3 adet 25 ml'lik tiip icine 0.1 ml standart,
serum ve kor olarak ¢ift distile su kondu. Uzerine 1
ml CuSO,, 1 ml Hidrazin siilfat, 1ml NaOH eklendi
ve vortexlendi. Nitratlar bu islemde nitrite
indirgendi ve tizerine 1 mi indirgeyici ayirag kondu
ve karigtirtldi. 10 dk sonra 520 nm'de okundu.
Standart egriden nitrat diizeyi 6l¢tildii.

Nitrit Analizi:

3 adet 25 ml'lik tiip i¢ine 0.1 ml standart,
serum ve kor olarak ¢ift distile su kondu. Uzerine
cift distile su, 1 ml indirgeyici ayira¢ (Coupling)
kondu ve vortexlendi. 10 dk sonra 520 nm'de
okundu. Standart egriden nitrit diizeyi 6l¢iildii.

Istatistiki analizler ¢oklu karsilastirmali
(Duncan) testi kullanilarak yapildi (17).

BULGULAR

Akut toksikasyonun olusturuldugu birinci
grup kopeklerin tamaminda karbontetrakloriir
verildikten 12 saat sonra hayvanlarda durgunluk,
istahsizlik, kusma, siirekli yatma istegi, abdominal
bolgede yapilan palpasyon muayenelerinde sert bir
sekilde kars1 koyma goriildii.

Kronik toksikasyonun olusturuldugu ikinci
grup kopeklerde ise, denemenin yaklasik 30.
glininden itibaren hayvanlarda istahta ve
hareketlerinde azalma oldugu tespit edildi.
Bazilarinda sulu defekasyon ile birlikte deri
elastikiyetinin kaybi1 saptandi. Denemeye alinan
kopeklerde yaklasik 2. aydan itibaren disk:
renginde a¢ilma (beyazimtrak bir renk) ve idrarda
renk koyulagmasi belirlendi. Ayrica denemenin 2.
ayindan itibaren kullanilan kopeklerin 4 tanesinde
giderek siddetini artiran bir asites tablosu ile
kargilasildi. Bu arada ikinci gruptaki kopeklerde
asites tablosuna paralel olarak gelisen bir ikterus
tablosu belirlendi.

-Kopeklerde olusturulan akut ve kronik
karaciger toksikasyonlarinda tespit edilen kan
serum nitrat ve nitrit degerleri Tablo 1 ve 2, Sekil 1
ve 2'de ozetlenmistir. Buna gore akut toksikasyon
sonrasindaki 12., 24.,48., 72., 96. ve 120. saatlerde
saptanan nitrat degerleri ile kontrol grubu nitrat
degerleri arasinda meydana gelen farkin p<0.05
giiven esiginde onemli oldugu, 144. saatte tespit
edilen serum nitrat degeri ile kontrol degerleri
arasinda olusan farkin ise istatistiki bakimdan
o6nemli olmadig1 anlagiimistir. Aym sekilde Tablo 1
incelendiginde; toksikasyon sonrasi belirlenen
nitrit degerlerinin kontrol grubu degerleri ile
kiyaslandiginda; bunlarin arasinda olusan farklarin
istatistiki ac¢idan Onemli (p<0.05) oldugu
belirlenmistir.
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Tablo 2 incelendiginde ise toksikasyon sonrasi 45. ve 90. giinlerde belirlenen nitrat ve nitrit
degerlerinin kontrol degerlerine gore 6nemli oldugu tespit edilmigtir.

Tablo 1. Akut toksikasyon grubu (birinci grup) kopeklerde serum nitrat ve nitrit degerleri.

Nitrat(pmm) Nitrit(pmm)
Gruplar n <+Sx ‘ «Sx
Kontrol 6 6.20+0.33 1.19+0.34
12. Saat 6 7.63+0.18* 2.25+0.36*
g 24. Saat 6 8.03+0.08* 2.30+0.21*
%’ g 48.Saat 6 8.12+0.07* 2 .38+0.18%*
= = 72. Saat 6 7.98+0.07* 2.09+0.17*
2@ | 96.Saat 6 7.68+0.19% 1.90+0.18*
ot 120 Saat 6 6.90+0.10 1.91+0.18*
144. Saat 6 6.67+0.16 1.834+0.12%

* 1 p<0.05

Tablo 2. Kronik toksikasyon grubu (Ikinci Grup) képeklerde serum nitrat ve nitrit diizeyleri.

Toksikasyon oncesi Toksikasyon Sonrasi
Parametre n Kontrol 45. Giin J 96. Giin
x+Sx x+Sx | x+8x
Nitrat (ppm) 8 6.72+0.43% 10.3740.24* | 10.35+0.18*
Nitrit (pmm) 8 1.28+0.27* 2.50+£0.39* | 2.76+0.23* |
*:p<0.05
104"
10 Nitrit
___________________________________ < saccseailL, ONitrat =~
8- AT 4 _ i P
P : g ‘_
o | |
£
g |
Kont 6.saat 12.saat 24.saat 48 saat 72.saat 96.saat 120.saat 144 saat

Sekil 1. Akut toksikasyon grubu (birinci grup) kopeklerde serum nitrat ve nitrit diizeyleri
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12+

ppm

Kontroi 45. gin

E Nitrit
CINitrat

90. glin

Sekil 2. Kronik toksikasyon grubu (ikinci Grup) képeklerde serum nitrat ve nitrit diizeyleri.

TARTISMA VE SONUC

Kopeklerde gesitli nedenlere bagli olarak
ortaya ¢ikan karaciger hastaliklarinda gerek
sagaltim giderlerinin yiiksek olmasi ve gerekse
sagalttma verilen yamitlarin ¢ogu kez olumsuz
olmasi nedeniyle 6nemli gii¢liikler yaganmaktadir.
Karaciger hastaliklarinda bakteriler, viruslar ve
zehirli maddeler hastalik yapici faktorler olarak rol
alirlar. Bu tiir hastaliklarda erken tanimin
konulmasi, uygun parametrelerin se¢imine
baglidir. Bu konuda son yillarda yapilan
calismalarda gerek dogal ve gerekse deneysel
olarak meydana getirilen karaciger hastaliklarinda
nitrik oksit ve bunlarin oksidasyon {riinii olan
nitrat ve nitritlerin erken tamida biiyilkk 6nem
kazandiklar1 gériilmiistii. Bu durumun 6zellikle
karaciger hasarinin yogun goriildiigi kronik
hepatitlerde daha da 6nem kazandig: anlagiimigtir
(1,2,4,8,10).

Her iki grup deneme hayvanlarinda
toksikasyon sonrasi belirledigimiz klinik bulgular
daha once bu konuda arastirma yapmis Altug'un
(18) klinik bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Tiirkdogan ve ark. (10) ve Moriyama ve
ark. (8) yaptiklar1 arastirmalarda plazma nitrat
nitrit konsantrasyonlarinin karaciger
hastaliklarinin teshisinde bir kriter olarak
kullanilabilecegini ifade etmiglerdir. Rolla ve ark.
(9)'da karaciger hasar1 tanis1 konulan hasta
insanlarda kan serum nitrat ve nitrit diizeylerini

incelediklerini ve bu degerlerde kaydedilen artigin
istatistiki a¢idan da o6nemli oldugunu
belirlemislerdir. Yine aym sekilde Ozdogan (4)
tarafindan ratlarda deneysel olarak olusturulan
karaciger sirozu olgusunda; saptanan nitrik oksit
diizeyindeki artisin 6nemli oldugunu ve buradaki
artigin organizmadaki toksik maddenin nitrik oksit
saliimini uyarmasina baghh olarak meydana
geldigini bildirmislerdir.

Ratlarda deneysel olarak olusturulan
karaciger sirozunda Gupta ve ark. (3) deneme
hayvanlarinda tespit edilen nitrat ve nitrit
degerlerinin kontrol grubu hayvanlardan elde
edilen degerlerle karsilastirildigini ve bu iki grup
arasinda meydana gelen farkin p<0.05 giiven
esiginde onemli oldugunu, Chu ve ark. (12) ratlara
endotoksin vererek olusturduklar1 karaciger
toksikasyonunda; karacigerde goriillen hasarin
diizeyi ile serum nitrat ve nitrit degerleri arasinda
yakin bir iligkinin s6z konusu oldugunu, yine Chu
ve ark. (13) yaptiklari diger bir arastirmada; sirozlu
ve asitesli sirozlu ratlarda serum nitrat ve nitrit
diizeylerini tespit ettiklerini, bunlar1 kontrol grubu
ratlarin serum nitrat ve nitrit degerleri ile
karsilastirdiklarinda; gruplar arasinda olusan
farklarin istatistiki bakimdan 6nemli oldugunu,
ozellikle asitesli sirozlu ratlarda saptanan farkin
cok o6nemli (p<0.01) oldugu sonucuna
varmislardir.

Kopeklerdeki akut ve kronik karaciger
toksikasyonlarinda serum nitrat ve nitrit diizeyi ile
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ilgili olarak bu giine kadar yapilmis herhangi bir
aragtirmaya rastlanilmamigtir. Yapilan bu
caligmada akut toksikasyonun olusturuldugu
birinci grup kopeklerde; toksikasyon sonrast 12.,
24.. 48.. 72., 96.ve 120. saatlerde saptanan serum
nitrat degerleri kontrol grubu degere gére dnemli
{(p<0.05) bulunurken, 144. saatte belirlenen serum
nitrat degerleri ile kontrol grubu degeri arasinda
olusan farkin istatistiki agidan 6nemli olmadig1
(p>0.05) anlagilmugtir. Birinci gruptaki kopeklerde
toksikasyon sonrasi belirlenen serum nitrit
degerleri (i2., 24., 48., 72., 96., 120. ve 144.
saatlerde) kontrol degerleri ile karsilastinldiginda
aralarinda meydana gelen farklarin tamaminin
istatistiki bakimdan énemi (p<0.05) oldugu tespit
edilmisgtir.

Kronik toksikasyonun olusturuldugu ikinci
grup kopeklerde ise toksikasyon sonrasi 45. ve 90.
giinlerde saptanan serum nitrat ve nitrit
degerlerinin kontrol grubu degerlere gore 6nemli
(p<0.05) bir yiikselme kaydettigi gorillmiistiir.

Yukarida ifade edildigi sekilde bir kisim
aragtirici (3-5, 8, 10, 12, 13) tarafindan daha 6nce
hasta insan ve ratlarda tespit edilen serum nitrat ve
nitrit diizeylerindeki anlaml yiikselmeler sunulan
bu ¢alisma ile akut ve kronik karaciger
toksikasyonu olusturulan képeklerde de belirlendi.
Bu nedenle kopeklerde karacigerin hasara ugradigt
durumlarda; serum nitrat ve nitrit diizeyinin tanida
yardimct bir kriter olarak kullanilabilecegi
sonucuna varildi.
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