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dzet

Amag: Asimetrik dimetilarginin (ADMA), endojen, kuvvetli
bir nitrik oksit sentaz enzimi inhibitoriidiir ve nitrik oksit
(NO) sentezinde anahtar bir diizenleyicidir. Coklu organ
yetmezligi sendromlu (COYS) hastalarda plazma ADMA
diizeyinin yiikseldigi ve kotii prognozun bir gostergesi ol-
dugu bildirilmistir. ADMA-enflamasyon iligkisini agiklama-
ya calisan kisitly sayidaki yeni calismalarda ise, COYS un
daha onceki safhalarindan biri olan sepsiste plazma ADMA
diizeyinin artip azalmasi ile ilgili celigkili sonuglar bildi-
rilmigstir. Bu deneysel ¢calismada sicanlarda, sepsisin hiper-
dinamik normotansif erken donemi modeli olusturularak
plazma ADMA ve L-arginin (L-Arg) diizeylerinin ol¢iilmesi
ve sepsiste ADMA ve L-Arg’in roliiniin agiklanmast amacg-
landi.

Gereg ve Yontem: Calismada iki grup (n=38) olusturularak
16 geng erkek Sprague-Dawley tiirii sican kullanildi. Sepsis
grubunda ¢ekum baglanmast ve delinmesi modeli ile sep-
sis olusturuldu ve 24. saatte hemodinamik ve biyokimyasal
olciimler ile yiiksek basingli sivi kromatografisi metodu ile
plazma ADMA ve L-Arg ol¢iimii yapilarak sham grubu ile
karsilagtirildr.

Bulgular: Sepsis grubundaki tiim sicanlarda agir peritonit
ve hiperdinamik normotansif erken sepsis safhast gelisti.
Olciilen hemodinamik, biyokimyasal ve hematolojik bulgu-
lart arasinda anlaml bir fark saptanmadi. Plazma ADMA
diizeyleri, sham grubunda (n=6) 5,33 mikromolar, sepsis
grubunda (n=7) 10,24 mikromolar olarak anlaml bir se-
kilde yiiksek bulundu (p<0.05). Ayrica, sepsis grubundaki
sicanlarmn plazma ADMA diizeyleri ile ortalama arter ba-
sin¢lart arasinda pozitif bir korelasyon saptandi (r=0.77,
p<0.05). Sepsis grubundaki sicanlarin plazma L-Arg dii-
zeyleri ve L-Arg/ADMA oranlarinda sham grubu ile kargi-
lastirddiginda anlamly bir fark saptanmadi.

Sonug: Hiperdinamik normotansif erken sepsis donemin-
de plazma ADMA diizeyi yiikselmektedir ve ADMA, ileride
sepsisin erken doneminin bir biyogostergesi olarak kulla-
nulabilir.

Anahtar kelimeler: Asimetrik dimetilarginin, sepsis, sican

Summary

The role of asymmetrical dimethylarginine in the rat sepsis
model

Aim: Asymmetrical dimethylarginine (ADMA) is a potent
endogenous inhibitor of nitric oxide (NO) synthase enz-
ymes and a physiological modulator of NO biosynthesis.
In this article elevation of plasma ADMA levels in criti-
cally ill patients with multiple organ dysfunction syndrome
(MODS) which is an independent risk factor in intensive
care unit mortality has been emphasized. In a few recent
studies attempting to explain relationship between ADMA-
inflammation, conflicting results have been reported about
increasing or decreasing plasma ADMA levels in sepsis
which is an earlier stage of MODS. We aimed to investigate
the role of ADMA and L-arginine (L-Arg) during the earlier
hyperdynamic, and normotensive stage of sepsis in the rat
sepsis model.

Material and Methods: Male Sprague-Dawley rats were
grouped as sham (n=8) and sepsis (n=8). Sepsis was in-
duced by the cecal ligation and perforation model. Twenty
Sfour hours after the induction of sepsis, rats were moni-
tored and their hemodynamic parameters were measured.
Then rats were sacrificed and samples were taken for mea-
surements of biochemistry parameters and plasma levels of
ADMA and L-Arg. ADMA and L-Arg were measured simul-
taneously by high-performance liquid chromatography.

Results: In all of rats of the sepsis group, severe peritonitis
and hyperdynamic normotansive early sepsis were induced.
Median plasma ADMA concentration was 5.33 uM in the
sham (n=6), whereas in the sepsis group (n=7) it was signi-
ficantly higher (10.24 uM) (p<0.05) and in addition, betwe-
en mean arterial blood pressure and plasma ADMA levels
in the septic rats a positive correlation was demonstrated
(r=0.77, p<0.05). Other measuremets were not significant
between two groups.

Conclusion: In the hyperdynamic normotansive early sep-
sis, plasma ADMA levels are elevated. Plasma ADMA con-
centration may be used as a predictive marker in early
sepsis in the future.
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Giris

Cocuk cerrahisi pratiginde cerrahi sonrasi sepsis,
ozellikle yenidogan cerrahisi yogun bakim iinitelerin-
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de (YBU) en 6nemli morbidite ve mortalite nedenle-
rinin basinda gelmektedir @31%4D, Sepsis, infeksiyon
varliginda organizmada gelisen bir sistemik enflama-
tuvar yanit sendromudur "9, Baglica gérevi damar to-
nusunun ayarlanmasi olan bir endojen mediyator ve
serbest radikal nitrik oksit (NO), sepsiste agir1 tiretil-
mekte ve septik sokta goriilen vazodilatasyon ve inatg1
hipotansiyondan sorumlu tutulmaktadir *14:29.33.3436.40)
Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi inhibitorlerinin kes-
fi, septik sokta gelisen tedaviye yanitsiz inatci hipo-
tansiyonu diizeltmede yararli olabilecegi diislincesini
uyandirmigtir ®¥. Ancak, NOS inhibisyonunun, sokta
hemodinamik bozukluklarda iyilesme oldugunu bil-
diren arastirmalara karsilik, bu ilaglarin etkisiz, hatta
olusan tabloyu vazokonstriiksiyon sonucu organ ve
doku perfiizyonunu bozarak daha da kétiilestirdigini
bildiren yayinlar da bulunmaktadir 337,

Asimetrik dimetilarginin (ADMA), endojen, kuvvetli
bir NOS enzimi inhibitériidiir ve NO sentezinde anah-
tar diizenleyicidir ®'%!+%4), ADMA, bir arginin anolo-
Su olmasina kargin serbest argininin metilasyonundan
sentezlenmeyip proteinlerin hidrolizi yoluyla viicutta
bazal olarak sentezlenmektedir. L-arginin (L-Arg)
ise, temel bir yar1 esansiyel aminoasitti. ADMA, NO
ve L-Arg ile denge halindedir. ADMA’nin herhangi
bir nedenle plazma diizeyinin ytikselmesi, kuvvet-
li NOS inhibisyonuna yol agarak NO’nun fizyolojik
yararlt etkilerini ortadan kaldirir ve sonugta da, va-
zokonstriiksiyona bagli olarak doku perfiizyonunun
bozulmasina ve organ disfonksiyonunun geligmesine
neden olabilir (:68:1314283) Plazma ADMA diizeyinin
yiiksekligi, kronik endotelyal disfonksiyon ve artmig
kardiyovaskiiler hastalik riski ile iligkilidir G:6424546),

Plazma ADMA diizeyinin c¢oklu organ yetmezligi
sendromlu (COYS) kritik YBU hastalarinda yiiksel-
digi ve kotli prognozun bir gostergesi oldugu gosteril-
migtir “”. ADMA-enflamasyon iligkisini aciklamaya
calisan kisitli sayidaki yeni ¢alismalarda, COYS’ un
onceki safhalarindan sepsiste, ADMA, L-Arg ve
L-Arg/ADMA oraninin artip azalmasi ile ilgili gelis-
kili sonuglar bildirilmigtir (1523244,

Bu deneysel ¢alismamizda sigcanlarda, sepsisin hiper-
dinamik normotansif erken dénemi modeli olustura-
rak plazma ADMA ve L-Arg diizeylerinin 6l¢tilmesi
ve sepsiste ADMA ve L-Arg’in roliiniin agiklanmasi
amaclandi.

Gerec¢ ve Yontem

Bu calismamiz, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Arastirma Etik Kurulu tarafindan
19/03/2003-12.2003mar tarih ve sayist ile onaylan-
migtir.

Calismada 212-285 g agirliginda 16 geng erkek (or-
talama 2,5 aylik) Sprague-Dawley tiirti sican kulla-
nilmistir. Caligmada kullanilan siganlar sepsis olus-
turulup olusturulmadigina goére iki gruba ayrilmistir.
Sham grubunda (n=8) sepsis olusturulmayip, sepsis
grubunda (n=8) ise, Wichterman ve ark. tarafindan
tarif edilen ¢ekum baglanmasi ve delinmesi (CBD)
modeli ile sepsis olusturularak hiperdinamik normo-
tansif erken sepsis donemi olarak kabul edilen 24. sa-
atte deney tamamlanmugtir .

Tim gruplardaki siganlar cerrahi islemden bir gece
once a¢ birakilmig, cerrahi islem sonrasindaki 24
saat icin ise yalmzca sivi alimina izin verilmisgtir.
Deney siiresince 151k diizeni 12 saat giindiiz, 12 saat
gece olacak sekilde ayarlanmustir. Ik cerrahi islem-
de steriliteye, ikincisinde ise temiz ¢alisilmaya 6zen
gosterilmistir. Tim cerrahi islemler normal oda 1s1-
sinda, 1s1s1 ayarlanabilir 1s1 yatagi lizerinde yapilmig
olup, sicanin rektal viicut 1s1s1 termometre (Microli-
fe, Trimpeks Ltd. Sti., Istanbul, Tiirkiye) ile siirekli
ol¢iilmiis ve 36°C dolaylarinda tutulmustur. Ilk cer-
rahi iglemde tiim sicanlarin deneye hazirlik islem-
leri aym sekilde gergeklestirilmistir. Intraperitoneal
yolla 10 mg/100 g dozda ketamin (Ketalar Flakon,
Parke-Davis-Eczacibasi Ilag A.S., Istanbul, Tiirkiye)
ve 0,37 mg/100 g dozda klorpromazin (Largactil Am-
pul, Eczacibasi flag A.S., Istanbul, Tiirkiye) verilerek
anestezi saglanmis, karm tiiylerinin traglanmasi ve
% 10’luk povidon iyot (Batticon, Adeka ilag A.S.,
Istanbul, Tiirkiye) ile cerrahi bolgenin boyanmasini
takiben uygun pozisyon verilerek sicanlar 1s1 yatagina
almmugtir.

Grup I: Sham Grubu: Bu gruptaki sicanlara aneste-
zinin ardindan orta hat alt batin 2 cm’lik kesi ile lapa-
ratomi yapilarak cekumlari hassas penset ile bulunup
batin disina ¢ekildi. Daha sonra hicbir islem yapil-
madan yine batin i¢ine dikkatlice konuldu. Batin,
kaslar ve cild ayr1 olmak tiizere 2 kat 4/0 ipek siitiir
materyali ile devamli olarak kapatildi. Islem sonras
dehidratasyonu 6nleme amaciyla sirt derileri altina 3
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ml/100 g dozda steril serum fizyolojik enjekte edildi.
Sicak bir ortamda sicanlarin uyanmalari saglandi ve
cerrahi islemden sonra ilk 24 saat sadece s1v1 alimina
izin verildi.

Grup II: Sepsis Grubu: Bu gruba CBD modeli uy-
guland1. Yine ayni sekilde laparatomiyi takiben ce-
kum digar1 alinarak intestinal devamliligr bozmadan
terminal ileumun hemen altindan 4/0 ipek ile baglan-
di. Ardindan 18 G igne ucu ile antimezenterik yiiz-
den ¢ekum duvarina ardigik tic adet ponksiyon yapi-
lip, bir miktar feces ¢ikacak sekilde nazikce sikildi.
Sonra cekum yine batina itilip batin yine ayn sekilde
kapatildi. Tiim si¢anlar 24. saatte agagida anlatildig:
gibi deney tamamlandiktan sonra abdominal aortanin
kesilmesi yolu ile sakrifiye edildi.

Sicanlarin sistemik enflamatuvar yanit sendromu,
sepsis, agir sepsis, septik sok ve COYS acisindan
hangi tablo icinde oldugunun ortaya konulmasi, ca-
lismanin optimum sartlarda yapildiginin simanmasi
ve iki grup arasinda olusan farklarin karsilagtirilma-
s1 amact ile, 24. saatte, intraperitoneal degisiklikler
Horn ve ark.’nin tarifledigi makroskopik peritonit de-
recelendirilmesi (Tablo 1) ile degerlendirilerek bazi
hemodinamik (ortalama arter basinci (OAB), sistolik
arter basinci (SAB), diyastolik arter basinci (DAB),
kalp tepe atim1 (KTA), solunum sayis1 (SS), superior
mezenterik arter (SMA) kan akimi ve damar direnci),
hematolojik (kan sayimi, kan gazi analizi) ve biyo-
kimyasal (C-reaktif protein (CRP), karaciger ve bob-
rek fonksiyon testleri) parametreler 6l¢iildii 9. Ayri-
ca, plazma ADMA ve L-Arg diizeylerinin ve L-Arg/
ADMA oranlarinin sepsisteki degisimini ve roliinii
ortaya koymak i¢in yiiksek basingli sivi kromatog-
rafisi (YBSK) metodu ile plazma ADMA ve L-Arg
diizeylerine bakildi .

Tablo 1. Peritonitin makroskopik derecelendirilmesi.

Periton Rengi  Periton Sivis1 Yapisikhiklar
Hafif Gri Ser6z mayi yok
Orta  Hiperemi, 6dem  Piiriilan ekstida yok
Agir Kirli, mat Abse olusumu  Fibroz yapisikliklar

Deney giinii, kan basinci ve kan akimini en az etki-
ledigi bilinen ve baroreseptdr ve onlart modiile eden
reflekslerde ¢ok az degisiklige neden oldugu i¢in kar-
diyovaskiiler sistem calismalarinda oldukga tercih
edilen tiretan (1,25 g/kg, i.p.) anestezisi ile uyutulan
sicanlar 1s1 yatagina yatirildi. Viicut 1sis1 kontrolii
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saglanmasini takiben devamli acik bir hava yolu sag-
lamak amaciyla kiictik bir polietilen tiip pargasi (PE-
240, Fisher, Scientific, Springfield, NY, USA) kaniil
ile trakeostomi ac¢ildi. Kan basinci 6l¢timii ve kan or-
negi alimi icin sag karotid arter kaniilasyonu polieti-
len PE-50 katater ile yapilarak Nihon Kohden marka
basigolcer algilayici ve yaziciya baglandi.

Calisma boyunca kayip ve idame sivi-elektrolit in-
flizyonu i¢in ise sag internal juguler ven kaniilasyonu
yine ayni gekilde polietilen PE-50 kateter ile yapildi
ve 2 ml/saat hizda % 5 dekstrozlu ringer laktat so-
liisyonu mikroenjektor ile infiize edilmeye baglandi.
Daha sonra laparatomiye gecildi. Makroskopik peri-
tonit derecelendirmesini takiben SMA’ya ulagild: ve
dikkatlice doniildii. SMA’nin izole edilmesini takiben
I mm capindaki 1RB akim probu (Transonic Systems
Inc., Ithaca, NY, USA) damar ¢evresine yerlestirildi.
SMA kan akimi ultrasonik transit ge¢is metodu ile
olciildii. Meydana gelen ultrasonik sinyallerin 6l¢ti-
miinden sonra probun yerlestirildigi yerden birim za-
manda gegen net kan hacmi, akim 6lger cihaz (Small
Animal Flowmeter System T106, Transonic Systems
Inc., Ithaca, NY, USA) vasitast ile devamh olctildii.
Kan akimi degerlerinin 6l¢iimii sirasinda SAB ve
DAB yerlestirilen sag karotid arter kataterinden es-
zamanli ve siirekli olarak, Nihon Kohden kayit araci
kullanilarak (model AP-621G) mm’lik stirekli forma
kaydedildi. Sican 30 dk. stabilize olana kadar kontrol
Olciimii yapildi. Takiben temel 6lciime gecildi ve 30
dk. daha 6l¢iim yapildi. Bu islemler sirasinda sicanin
batini 1s1 ve sivi kaybini en aza indirmek ic¢in sicak
serum fizyolojik ile 1slatilmis gazli bez ve seffaf streg
film ile ortiildii. Olgiim islemi bittikten sonra sag ka-
rotid arter kaniiliinden heparin ile flaglanmig enjektor
ile 3 ml kan alind1. Alinan kan 6rnegi hemen hemog-
ram sayimi i¢in 0,5 ml’lik micro hemogram tiiptine,
kan gazi1 6l¢timti i¢in kapiller kan gazi tiiptine, ADMA
ve L-Arg analizi ile biyokimya 6l¢timi i¢in kuru tiipe
aktarildi. ADMA ve L-Arg analizi ile biyokimya kan
ornegi +4 C°’de 3.000 devir/dk. hizda 10 dk. santrifiij
edildi. Olusan plazmanin 0,2 ml’si pipet ile biyokim-
ya parametreleri calisilmak tizere +4°C’de hemen la-
boratuvara goétiiriilmek tizere ayrilirken geriye kalan
kismi da daha sonra YBSK 6l¢iimii yapilmak tizere
ayrilarak 70°C’de derin dordurucuya konuldu. Kan
gaz1, biyokimya ve hemogram kan 6rnegi +4°C’de
hemen biyokimya laboratuvarina ulagtirilarak calisgil-
di.
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Daha sonra sakrifiye edilen si¢anlarin distalde ter-
minal ileumdan proksimalde pilora kadar tiim ince
bagirsaklar eksize edilip ¢evre dokulardan tamamen
temizlendi ve fizyolojik tuzlu su ile yikandi. Kurut-
ma kagidi ile kurutulmasi takiben hassas terazide
tartilip dokularin yag agirliklart g cinsinden belir-
tildi. Ultrasonik akimolcerden elde edilen degerler
(ml/dk.) daha sonra 100 g total ince bagirsak doku-
su bagina ml/dk/100g olarak normalize edildi. SMA
damar direnci (mmHg/ml/dk/100 g doku), OAB’nin
[(SAB+2xDAB)/3], SMA kan akimina bd&liinmesi
ile hesaplandi. KTA ise olusan traselerden sayilarak
hesaplandi. Makroskopik peritonit derecelendirmesi
Tablo 1’e gore yapildi.

Derin dondurucuda (-70°C) saklanan plazma &rnek-
leri oda 1sisinda ¢oziindiiriildiikten sonra 0,5 ml’si
daha 6nceden 10 ml su ve 10 ml metanol ile kosullan-
dirilmig kati faz ekstraksiyon kolonuna (SPE, benzen
stilfonik asit, 100 mg/ml, No.7090-01, J.T. Baker) uy-
guland1. % 50 amonyak/metanol karigimi ile eliisyon
yapildiktan sonra 80°C’de azot akimi altinda eliisyon
¢oziictisii kuruluga kadar ucuruldu. Kuru artik 0,5 ml
distile su ile vortekste karistirilarak ¢6ziildii ve 10 ml
su, 10 ml metanol ile kosullandirilmis karboksilik
asit kat1 faz ekstraksiyon kolonuna (SPE, karboksil
azur, 100 mg/ml, No.7211-01, J.T. Baker) uygulandi.
Eliisyon % 10 amonyak/metanol karigim ile yapildi
ve coziiciisii 80°C’de azot akimi altinda kuruluga
kadar ucuruldu. Kuru artik 50 pL distile su ile vor-
tekste karistirilarak coziildii. 10 pL ekstre ¢ozeltisi 90
L OPA (o-fitalaldehid) ¢ozeltisi (5 mg OPA tartildi,
tizerine 0,25 ml metanol, 1 ml borat tampon ¢ozeltisi
-2.4 /100 ml olacak sekilde borik asit tartildi ve pel-
let potasyum hidroksit ile pH 10’a ayarlandi-, 15 pL
2-merkaptoetanol eklenerek karistirildi) ile vortekste
30 sn karistirilip 3 dk. bekletilerek tiirevlendirme is-
lemi yapildi. OPA tiirevleri stabil olmadigindan daha
fazla bekletilmeden 3 dk. i¢inde YBSK cihazina 5
veya 10 puL hacimlerde enjekte edildi. Analizde kul-
lanilan cihaz Waters Corporation (USA) marka olup,
600 multisolvent delivery pompa, 200 pL looplu
Rheodyne 7725 enjektdr, M 420-AC floresan detek-
tor, data station (Unicam Ltd, UK) ve C18 Symmetry
kolon 5 pum, 4.6x150 mm (Part No: WAT 054210)
icermektedir.

Calisma kosullari ise sdyleydi: Coziicti sistemi A: sod-
yum asetat/metanol/THF (tetrahidrofuran) (82:17:1),

B: sodyum asetat/metanol/THF (22:77:1) 35 dk. % 85,
10 dk. % 70, 3 dk. % O A seklinde gradient olarak uy-
guland1. Detektor dalga boyu ex:338 nm, em:455 nm,
¢oziicii akis hiz1 0,7 ml/dk ve kagit yiirtitme hizi 0,5
cm/dk. seklinde cihaz caligtirildi. Hesaplamalar stan-
dart L-Arg ve ADMA kromatogramlarinin yardimiyla
yapildi ve pM (mikromolar=mmol/L) olarak belirtildi
9 YBSK cihazinda kullanilan saf su Milli-Q RG su
sisteminden saglandi. Kimyasal maddeler de Sigma
kalitesinde idi.

Sepsis ve sham grubunun hemodinamik, biyokimya-
sal, hematolojik ve plazma ADMA, L-Arg verileri-
nin istatistiksel karsilagtirmalarinda non-parametrik
Mann-Witney U testi, sepsis grubunun OAB ile plaz-
ma ADMA diizeyi korelesyon karsilagtirmalarinda
ise non-parametrik Spearman Korelesyon testi kulla-
nildi. p degerinin 0.05’ten diisiik olmas1 anlamli ola-
rak kabul edildi. Hesaplamalar “Instat 2 bilgisayar
programi kullanilarak yapildi.

Bulgular

Her iki gruptaki siganlar 24. saatte degerlendirildigin-
de sepsis grubundan bir sicanin Slmiig oldugu gortil-
dii. Sham grubundan ise iki si¢an ikinci cerrahi islem
sirasinda SMA kanamasina bagli olarak kaybedildi.
Calismamiz, sepsis grubu (n=7), sham grubu (n=6)
olacak sekilde tamamlandi.

Tiim sicanlarimiz ikinci cerrahi iglem boyunca trake-
ostomi sayesinde devamli agik bir hava yolu ile nor-
mal oda havasini spontan olarak soludu ve kardiyak
arrest gelismedi. Her iki deney grubundaki sicanlarin
olciilen ortalama hemodinamik degerleri Tablo 2’de
gosterilmistir. Sepsis grubunda sham grubuna kiyasla
SS % 13, KTA % 33, OAB % 27, SAB % 11, DAB
% 43, SMA kan akim1 % 13, SMA damar direnci ise
% 18 yliksek bulundu. Ancak, bu ytikselmeler istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmadi.

Her iki gruptaki sicanlar 24. saatte disaridan genel ola-
rak degerlendirildiginde, sham grubundaki siganlarin
genel durumlarmin iyi oldugu, buna karsilik sepsis
grubundaki siganlarin tiimiinde laterji, batin sertligi
ve batin distansiyonunu gelistigi ve bir kisminda da
g0z ve burunlarinda eksudatif krut olustugu goriildi.
Ikinci cerrahi iglem igin tiim sicanlarin batinlari agi-
lip makroskopik olarak degerlendirildiginde, sham
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Tablo 2. Her iki gruptaki sicanlarm ortalama hemodinamik degerleri.

Cocuk Cerrahisi Dergisi 24(3):126-134, 2010

Birim Sham Sepsis Degisim (%)
Ss (solunum/dk) 81 (7) 92 (+13) (+%13)
KTA Sayisi (atim/dk) 311 (¢48) 414 (£73) (+%33)
OAB (mmHg) 77.4 (£16) 98.6 (x16) (+%27)
SAB (mmHg) 114.9 (£19) 127.7 (x11) (+%11)
DAB (mmHg) 58.6 (x17) 84.1 (+23) (+%43)
SMA Kan Akimi (100 g/mL/dk) 47.51 (£6.4) 53.84 (x11.9) (+%13)
SMA Direnci (mmHg/mL/dk/100 g) 1.66 (£0.5) 1.96 (£0.7) (+%18)

SS; solunum sayisi/dk, KTA; kalp tepe atimi/dk, OAB; ortalama arter basinci, SAB; sistolik arter basinci, DAB; diyastolik arter basinct, SMA;

superior mezenterik arter.

Tablo 3. Her iki gruptaki sicanlarin ortalama biyokimyasal ve
hematolojik degerleri.

Birim Sham Sepsis
Ure (mg/dL) 32.5(x6.6)  41.7 (8.5)
BUN (mg/dL) 153 (£27)  19.3 (24.0)
Kreatinin (mg/dL) 0.47 (£0.11) 0.3 (x0.1)
AST (SGOT) (U/L) 487 (£125) 353 (=117)
ALT (SGPT) (U/IL) 202 (+85) 158 (+34)

Total Bilirubin ~ (mg/dL) 0.12 (x0.05)  0.11 (20.05)
CRP (mg/L)(N=0-5) 84 (£23) 64 (x£15)
Lokosit Sayist  (hiicre/mm?) 9500 (£1600) 10000 (x2700)

Trombosit Sayist (hiicre/mm?)x1000 806 (+138) 666 (£123)
Hemoglobin (g/dL) 18.3 (x1.0) 17.6 (£1.3)
Hematokrit (%) 53 (3) 51 (=4)
pH (arteriyel) 7.36 (x0.07)  7.39 (£0.04)
PaO, (mmHg) 93.5 (+9.5) 87 (£8.7)
PaCoO, (mmHg) 37 (x15) 36 (+9.6)
HCO, (mmol/L) 20 (£5.1) 21 (+4.1)
BE (Baz Fazlast) (mmol/L) -5 (+2.8) -3.4 (£2.5)
Sa0, (%) 97 (x1.4) 96 (x1.1)

Tablo 4. Sicanlarm ortalama plazma ADMA ve L-Arg diizeyle-
riile L-Arg/ADMA orani.

Sham Sepsis Degisim %
ADMA (uM) 5.33 (x1.64) 10.24 (£3.22) 1* (~x2)
L-Arg (uM) 34.09 (x14.16)  42.25 (x17.25) (+%23)

L-Arg/ADMA 728 (+4.97)  4.73 (22.60) (-%35)

T p<0.05: sham grubuna gore kiyasla anlaml:.

* p<0.05; sepsis grubunun OAB ve ADMA degerleri arasinda po-
zitif korelasyon

OAB, ortalama arter basinct.

grubundaki sicanlarda intraperitoneal bir patolojiye
rastlanmadig1 halde, sepsis grubundaki siganlarin
tiimiinde kirli-mat periton rengi, sivt dolu distandii
bagirsaklar, nekrotik ¢ekum, piirtilan asit, 6zellik-
le cekum ¢evresinde yaygin yapisikliklar ve yer yer
abse odaklar1 saptandi. Saptanan intraperitoneal bul-
gular makroskopik peritonit derecelendirmesine gére
degerlendirildiginde sham grubundaki sicanlarda hi¢
peritonit gozlemlenmez iken, sepsis grubundaki si-
canlarin tiimtinde agir peritonit tablosu geligsmistir.
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Her iki gruptaki si¢anlarin ortalama biyokimyasal ve
hematolojik degerleri Tablo 3’te 6zetlenmistir. Kara-
ciger enzimleri, her iki grupta da normal degerlerin
tizerinde bulundu. Total bilirubin degerleri ise, her
iki grupta da normal sinirlar icerisinde idi. Olgiilen
bobrek fonksiyon testleri de her iki grup i¢in normal
sinirlar igerisinde idi. CRP, sham grubunda daha yiik-
sek olmak iizere her iki grupta da normal degerlerin
(N=0-5 mg/L) cok tizerinde idi. Gruplar arasinda bazi
biyokimyasal farklar olmasina karsin bu farklar ista-
tistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bulun-
madi.

Her iki grupta ol¢iilen ortalama hemogram ve arteri-
yel kan gaz1 degerleri arasinda da istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi (Tablo 3).

Yiiksek basingli sivi kromotografisi ile dl¢giilen orta-
lama plazma ADMA diizeyleri, sham grubunda 5,33
UM (mikromolar=mmol/L), sepsis grubunda 10,24
UM olarak olg¢tildii (Tablo 4). Sepsis grubunun plazma

16

14 4

12 4

10 4

ADMA (M)

= Sham Sepsis

Sekil 1. Sham ve sepsis gruplari arasindaki plazma ADMA dii-
zeylerinin karsilastirilmasi. Plazma ADMA diizeyi sham gru-
bu icin 5.33 (+1.64) uM iken, bu diizey sepsis grubu icin 10.24
(+3.22) uM diizeyinde olciilmiis olup yaklasik iki katidir ve bu
fark istatistiksel olarak anlamhdir (p<0.05).
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ADMA diizeyleri sham grubuna goére yaklasik iki kat
artmig bulundu ve bu artig istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p<0.05) (Sekil 1). Ayrica, sepsis grubundaki
sicanlarin plazma ADMA diizeyleri ile OAB’leri ara-
sinda pozitif bir korelasyon saptandi (r=0.77, p<0.05)
(Sekil 2).
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Sekil 2. Sepsis grubundaki sicanlarin plazma ADMA diizeyleri
ile OAB (ortalama arter basinci) degerleri arasinda anlam-
Ii derecede korelasyon bulundu (Spearman Korelesyon testi,
r=0.77, p<0.05).

Plazma L-Arg diizeyleri, sham grubunda 34,09 uM,
sepsis grubunda 42,25 pM olarak olctldii. L-Arg/
ADMA orani ise sham grubunda 7,28, sepsis gru-
bunda 4,73 olarak hesaplandi (Tablo 4). Istatistiksel
olarak anlamli olmamasina karsin, sepsis grubunda
L-Arg diizeyleri sham grubuna gore ortalama % 23
artmig, L-Arg/ADMA orani ise plazma ADMA dii-
zeyindeki artig ile ters orantili olarak % 35 azalmis
bulundu.

Tartisma

Endojen L-Arg anologu olarak NOS enziminin ya-
rigmact, se¢ici olmayan kuvvetli bir inhibitori ve
NO sentezinde onemli bir diizenleyici olan ADMA,
sadece endotel disfonksiyonunun yeni bir biyogos-
tergesi degil ayni zamanda da yeni bir potansiyel
kardiyovaskiiler risk faktorti olarak kabul edilmekte-
dir ©1214282949 Bunun yaninda ADMA’nin, hiperko-
lesterolemi, hipertrigliseritemi, hiperhomosistinemi,
hipertansiyon, diyabetes mellitus, insiilin rezistansi,
kronik kalp yetmezligi, hipertiroidi, hemorajik sok,
preeklamptik gebelik ve COYS’ta yiikseldigi goste-
rllml§tlr (9,]4,22‘26,28—30).

Nijveldt ve ark. ® tarafindan plazma ADMA diizeyi-
nin COYS’lu kritik YBU hastalarinda arttig1 bildiril-
mistir. COYS’lu hastalarda plazma ADMA diizeyinin

temel belirleyicisinin karaciger yetmezliginin varligi
oldugu, bu ytizden normal karaciger fonksiyonlari-
nin ADMA diizeyini kontrol ettigi, plazma ADMA
diizeyinin yiikselmesi ile yetiskin YBU 6lim hizi
riskinin 17 kat arttig1, sonu¢ olarak ADMA’nin kuv-
vetli bir biyogdsterge oldugu da belirtilmektedir ¢.
Ayrica COYS’ta ADMAnin yiikselmesinin nedeni-
nin, artmig protein yikimina bagli olarak ADMA’nin
tiretiminin artmasinin yaninda, 6zellikle karacigerde
metabolize edilerek atiliminin azalmasi oldugu ileri
stiriilmektedir ®. ADMA’ nin COYS’ta yiikseldigi ve
kotii prognoz oldugu gosterilmesine karsin, caligma-
mizda COYS’tan daha 6nceki safthalardan olan sep-
sisin hiperdinamik normotansif erken déneminde de
plazma ADMA diizeyinin ylikseldiginin gosterilmesi
onem arz etmektedir. Bu bize, ADMA’nin erken sep-
sis doneminin bir biyogostergesi olabilecegini goster-
mektedir.

Calismamizda sepsis grubundaki sicanlarin plazma
ADMA diizeyleri ile OAB’leri arasinda pozitif bir
korelasyon saptanmistir (r=0.77, p<0.05) (Sekil 2).
Gebelerin plazma ADMA diizeyleri trimester arttik-
ca anlamli derecede yiikselir. Bu yilikselme arteriyel
kan basincinin yiikselmesi ile koreledir. Gebelige
preeklampsinin komplike olmasiyla bu ytkseklik
daha da belirginlesmekte ve hipertansiyon ile oran-
til1 olarak artmaktadir. Bu veriler NO ve ADMA’nin,
hem normal hem de preeklamptik gebeliklerdeki kan
basinci degisikliklerinde 6nemli bir rolii oldugunu
desteklemektedir @3, Ayrica hipertansiyonlu ¢o-
cuklarda plazma ADMA diizeyi yiiksek bulunmusg ve
ADMA’nin ¢ocuk yas grubundaki hipertansiyonun
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilecegi ileri
stiriilmigtiir '®. Benzer sekilde bizim caligmamizda
da, plazma ADMA diizeylerinin septik sicanlarda
yiiksek oldugu ve bu ytiksekligin sistemik arter ba-
sinct ile korele oldugu bulunmustur. Bu bulgular,
ADMA’nin, damar tonusunda anlamli degisikliklere
(NO inhibisyonuna bagli vazokonstriiksiyon vb.) yol
acip sistemik arter basincinin yiikselmesinde 6nemli
bir rol oynarken, diger yandan da doku ve organ per-
flizyonunu bozarak organ yetmezIgi gelismesine ne-
den olabilecegi ve bu ytizden belki de COYS’a dogru
kotii siirecin erken bir biyogostergesi ve hatta nedeni
olabilecegi diistincesini desteklemektedir 8303138,

Cesitli arastirmalarda plazma ADMA diizeyinin yiik-
selmesinin nedeni, karaciger ve/veya bobrek yetmez-
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ligine baglanmigtir ®>#49, Plazma ADMA diizeyinin
karaciger disfonksiyonu ile biiytik 6lctide etkilendigi,
ADMA’y1 yikan enzim olan Dimetilarginin dimetila-
mino hidrolaz (DDAH)’1n primer olarak karacigerde
bulundugu ve bu yiizden karacigerin ADMA’nin yi-
kildig1 primer organ oldugu ileri siirtilmektedir ®-3V.
KBY’de plazma ADMA diizeyi yiliksek bulunmusg ve
bunun nedeninin ADMA’nin tiriner atiliminin bozuk-
luguna bagli oldugu ileri stirtilmiigtiir “*.

Sepsis grubundaki hiperdinamik normotansif erken
sepsis donemindeki sicanlarimizda heniiz karaciger
ve bobrek yetmezligi gelismemistir (Tablo 3). Buna
karsin, plazma ADMA diizeyi anlamli bir sekilde art-
mugtir. Sepsisteki bu ADMA birikiminin nedeni hem
artmig olan protein ytkimima hem de azalmig elimi-
nasyon yollarina bagl olabilir ¢!2?,

Yiiksek basingli sivi kromotografisi metodu ile 6l¢-
tigtimiiz diger parametre olan plazma L-Arg dii-
zeyleri, sham grubunda ortalama 34.09 pM, sepsis
grubunda ortalama 42.25 pM olarak 6lciildii. Ancak,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulun-
madi. L-Arg temel bir yar1 esansiyel aminoasittir.
Giintimlizde L-Arg’in bir¢ok farkli metabolik yola
katildig1 bilinmektedir. Bu metabolik yollardan belki
de en Gnemlisi L-Arg-NO yoludur . NO sentezini
arttirarak endotel kaynakli vazodilatasyonu gelistiren
L-Arg’in disaridan ek olarak verilmesi, aragtirmaci-
lar tarafindan biiyiik oranda uygun bulunmaktadir.
Disaridan L-Arg’in verilmesinin, yara iyilesmesini
hizlandirdig1, ameliyat sonrasi baskilanmis makrofaj
fonksiyonlarini ve lenfosit yanitsizligini tekrar ka-
zandirdig1 ve infeksiyonlara kargt direnci arttirdig:
gosterilmigtir 17, Septik ¢ocuklar tizerinde yapilan bir
caligsmada, septik cocuklarin viicutlarinda NO sentez
hizinin arttig1 ve saglikli yetigkinler ile kargilagtiril-
diginda plazma L-Arg’in NO ve tire sekline ¢evrimi-
nin de arttig1 gosterilmistir. Ayrica bu bulgularin yari
esansiyel bir aminoasit olan L-Arg’in sepsisli kritik
cocuk hastalarda kesinlikle vazgecilmez bir amino-
asit oldugu kuvvetli bir sekilde vurgulanmaktadir .
Calismamizda septik sicanlarda plazma L-Arg diizey-
leri, sham grubuna gore % 23 yiiksek bulunmusgtur.
Sepsiste, yar1 esansiyel bir aminoasit olan L-Arg’in,
bir yandan NO ve iire bagta olmak iizere cesitli me-
tabolik yollara katilarak tiiketiminin artmasi sonucu
plazmadaki diizeyinin azalmasina karsilik artmig bir
proteolizis sonucu tiretiminin de artmast da s6z ko-
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nusu olabilir 42V, Akut enflamatuvar yanit sirasin-
da plazma aminoasit doniigtimtiniin yliksek oldugu
gosterilmigtir 1'2%27_ Bu yiiksek plazma aminoasit
doniisiimii endojen mediyatorler tarafindan uyarilan
enflamatuvar ve hipermetabolik durum ile agiklana-
bilir "». Viicut protein yikiminin artmasi sonucu en-
dojen aminoasitlerin plazmaya gegisi artar (V. Sepsis-
te TNF-o gibi sitokinler tarafindan baglatilan artmig
protein yikimi sonucu CRP gibi akut faz proteinleri-
nin, ADMA’nin ve diger mediyat6rlerin saliniminin
artmasia neden oldugu gibi, L-Arg salinimim da
arttirabilir V. L-Arg’in tretimi bir yandan artarken,
diger yandan da tiiketilmesi L-Arg’in plazma diize-
yinde stabil olmayan degisikliklere neden olabilir 7.
Soyle ki, bir yandan digaridan alian gida ve ilaglar
ile ve proteolizis ile proteinden indirgenerek L-Arg
diizeyi artarken, bir yandan da L-Arg’in katildig1 bir-
cok metabolik yol ile par¢alanmasi sonucu azalabil-
mektedir .

Yiiksek plazma ADMA diizeyleri ile artmis kardiyo-
vaskiiler morbidite ve mortalite arasindaki giiclii ko-
relasyonu gosteren klinik ¢caligmalarla birlikte, L-Arg/
ADMA oraninin da endotelyal fonksiyonun iyi bir be-
lirteci ve bundan dolay1 kardiyovaskiiler risk faktort
olabilecegini ileri siiren yayinlar da vardir ¢:6424549),
Sepsik sokta plazma ADMA diizeyi ve L-Arg/ADMA
orani ile ilgili ¢cok az sayidaki ¢aligmada birbiri ile
celigkili sonuglar bildirilmistir “>3244, O’Dwyer ve
ark. @ yetiskin sepsis ve organ disfonksiyonlu has-
talarda ytliksek plazma ADMA diizeyinin artmis mor-
talite riski ile iligkili oldugu bulmalarma karsin Weiss
ve ark. “¥ sepsisli cocuk hastalarda plazma ADMA
diizeyinin azaldigini bildirmistir. Bu deneysel calis-
mamizda ise, hiperdinamik normotansif erken sepsis
doneminde plazma ADMA diizeylerinin istatistiksel
olarak anlamli olarak yaklagik iki kat arttig1, L-Arg/
ADMA oraninin ise istatistiksel olarak anlamli olma-
makla birlikte % 35 azaldigi bulunmustur. Stiphesiz,
sepsis grubundaki plazma ADMA diizeylerinin yakla-
sik iki kat artmasi, L-Arg/ADMA oraninin diigsmesine
neden olmustur. Ancak, diger taraftan L-Arg’in de bir
miktar artmasi L-Arg/ADMA oranindaki azalmanin
istatistiksel olarak anlamli bulunmasina engel olmus-
tur. Sepsis bir kaostur 1©. Bu kaotik durumda, birgok
sentez ve metabolizma yoluna katilan L-Arg’in plaz-
ma diizeyi degiskenlik gosterebilir V. Bu da bize, sep-
siste L-Arg/ADMA oranindan ziyade plazma ADMA
diizeyinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.
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Bu deneysel calismamiz, hiperdinamik normotansif
erken sepsis doneminde plazma ADMA diizeyi ytik-
seldigini ve ileride ADMA’nin sepsisin erken done-
minin bir biyogostergesi olarak kullanilabilecegini
ortaya koymustur. Ancak, ADMA-sepsis iligkisini
sepsisin erken ve ge¢ donemlerinde arastiran ileri kli-
nik ve deneysel ¢aligmalara gereksinim vardir.

Tesekkiir: Yazarlar bu ¢alismaya maddi destek sunan Mar-
mara Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi ve
Ekin Kimya Tic. Ltd. Sti.’ye tesekkiirlerini sunar.
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